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Özet: Bu çalışmada, koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığına karşı alüminyum hidroksit ve poli (D, 
L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantları kullanılarak üretilen aşıların kobaylarda oluşturduğu bağışıklık dü-
zeyleri karşılaştırıldı. Clostridium novyi tip A kültürünün formol ile inaktivasyonundan sonra, alüminyum hidrokside 
adsorbe edilmiş ve çift emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemi uygulanarak PLGA (laktid/glikolid oranı: (50/50), mo-
leküler ağırlık: 30.000-60.000 dalton) ile enkapsüle edilmiş antjen içeren iki farklı toksoid aşı hazırlandı. Aşıların oluş-
turduğu bağışıklık düzeyini belirlemek için 5-6 aylık ve ağırlıkları 400-500 gr olan erkek kobaylar kullanıldı. Her biri 10 
kobaydan oluşan 3 grup oluşturuldu. Birinci gruptakilere 21 gün arayla çift doz (2 ml+2ml) alüminyum hidroksitli aşı, 
ikinci gruptakilere PLGA mikrosferli aşı tek doz (2 ml) ve üçüncü gruptakilere PLGA mikrosferli aşı yarım doz (1ml) 
derialtı yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel aşılamadan, ikinci ve üçüncü gruptaki kobaylardan tek doz 
aşılamadan sonraki 15, 30 ve 45’inci günlerde kalpten kan örnekleri alınarak havuzlanmış serum örnekleri elde edildi. 
Kan serumlarındaki antikor düzeyi fare Toksin Nötralizasyon Test (TNT) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli aşı ile çift 
doz alüminyum hidroksitli aşı uygulamalarından sonraki 30’uncu ve 45’inci günlerde aynı düzeyde antikor (8 IU/ml) 
saptandı. Ancak 15’inci günde çift doz alüminyum hidroksitli aşının antikor düzeyi 4 IU/ml iken, tek doz PLGA mikros-
ferli aşının antitor düzeyi 2 IU/ml olarak bulundu. Yarım doz PLGA mikrosferli aşı verilen kobaylarda yeterli düzeyde 
(antikor titresi˂2.5 IU/ml) bağışıklık elde edilemedi. Sonuç olarak, tek dozlu veteriner aşıların geliştirilmesi amacıyla 
farklı polimer tipi ve enkapsulasyon yöntemleri kullanılarak daha geniş kapsamlı çalışmaların yapılması gerekmektedir. 
Anahtar kelimeler: Adjuvant, alüminyum hidroksit, aşı, Clostridium novyi, PLGA 

Investigation of Adjuvant Effect of Poly (D, L-Lactic-Co-Glycolic Acid) (PLGA) 
Biopolymer in the Vaccine Production Against Infectious Necrotic Hepatitis

Abstract: In this study, immunity levels of the vaccines produced by using aluminum hydroxide and Poly (D, L-Lactic-
Co-Glycolic Acid) (PLGA) adjuvants against infectious necrotic hepatitis of sheep were compared in guinea pigs. After 
the culture of Clostridium novyi tip A was inactivated by formaldehyde, the two different toxoid vaccines containing an-
tigen adsorbed onto aluminum hydroxide and encapsulated in PLGA (lactide/glycolide ratio: (50/50), molecular weight: 
30.000-60.000 dalton) were prepared. Encapsulation of antigen in PLGA particles was performed by double emulsion 
solvent evaporation method. Male guinea pigs (400-500 g, 5-6 months old) were used to determine the immune re-
sponse to vaccination. Animals were divided into 3 groups with 10 in each group. The first group received double dose 
aluminum hydroxide-adsorbed vaccine (2 ml + 2 ml) with 21 days intervals, the second group received a single PLGA 
microsphere vaccine (2 ml) and the third group received a half dose PLGA microsphere vaccine (1 ml) subcutaneously. 
At 15th, 30th and 45th days after booster dose in the first group and a single dose in the other groups, blood samples 
were taken from the heart and pooled serum samples were obtained. Antibody levels in the pooled serum samples were 
determined by the mouse Toxin Neutralization Test (TNT). The same antibody level (8 IU /ml) was determined at 30th 
and 45th days after vaccination with double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine and a single dose PLGA mi-
crosphere vaccine. However, on day 15, the antibody level of the double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine 
was 4 IU/ml and the antibody level of the single dose PLGA microsphere vaccine was found to be 2 IU/ml. A half dose 
of PLGA microsphere vaccine did not produce a sufficient immun response (antibody titer ˂ 2.5 IU/ml). In conclusion, 
more extensive studies should be done to develop single-dose veterinary vaccines by using different polymer types and 
encapsulation methods.
Key words: Adjuvant, aluminum hydroxide, vaccine, Clostridium novyi, PLGA 
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Giriş

Aşılar, insan ve hayvanları enfeksiyonlara karşı 
koruyan biyolojik maddelerdir [34]. İlk aşı 1796 
yılında Edward Jenner tarafından çiçek hastalığı-
na karşı uygulanmıştır [29]. Aşılama, enfeksiyon 
hastalıklardan korunmak için maliyeti en düşük ve 
etkili yöntemlerden biri olarak kabul edilir [8, 25]. 
Bir aşı tipik olarak hastalık etkenlerinin ölü ya da 
hastalık yapma gücü zayıflatılmış formları, mikro-
organizmaların toksinleri veya yüzey proteinlerini 
içermektedir [34]. Konvansiyonel yöntemlerle ha-
zırlanan canlı (atenue), ölü (inaktif) ve toksoid aşı-
lar halen başarılı bir şekilde uygulanmaktadır [5]. 
Son yıllarda moleküler biyoloji ve immünolojide-
ki gelişmelere paralel olarak DNA aşıları, rekom-
binant DNA aşıları ve rekombinant subunit aşılar 
gibi biyoteknolojik aşılar geliştirilmiştir [8]. Canlı 
aşılar hem hücresel hem de humoral immun yanıtı 
uyararak daha güçlü bağışıklık oluştururlar. Ancak 
bağışıklık sistemi zayıf canlılarda aşı içerisindeki 
mikroorganizmanın hastalığa yol açması ve apato-
jen suşun yeniden patojen özellik kazanması deza-
vantaj oluşturmaktadır [10]. Ölü aşıların hastalığa 
yol açma riski yoktur fakat canlı aşılara göre daha 
kısa süreli bir yanıt oluştururlar. Özellikle hücresel 
bağışıklık daha zayıf şekillenir [26]. Uzun süreli ve 
yeterli bir bağışıklığın elde edilebilmesi için ölü aşı-
ların adjuvantlarla birlikte verilmesi ve rapel dozla-
rın uygulanması gerekir [25].

Adjuvantlar aşı antijenlerinin immunojenik 
özelliğini artıran maddelerdir [39]. İlk adjuvant 
1920 yılında keşfedilmiştir. Daha sonraki yıllarda 
adjuvant etkisi gösteren birçok madde keşfedilme-
sine rağmen toksik etkilerinden dolayı aşı ile kulla-
nımı kabul görmemiştir. Alüminyum tuzları, MF59, 
ASO3, ASO4 ve virozomlar insan aşılarında kulla-
nılan lisanslı adjuvantlardır [26]. Adjuvantlar depo 
etkisi göstererek antijenlerin yavaş salınımını sağ-
larlar ve bağışıklığın şekillenmesinde görev alan an-
tijen sunan hücreler, B ve T lenfositlerinin nonspe-
sifik aktivasyonuna yol açarlar [13]. Adjuvantlarla 
birlikte alınan antijenlerin çoğu dendtritik hücreler 
tarafından lenf nodüllerine taşınır. Dendritik hüc-
reler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen su-
nan hücreler antijeni işler ve büyük doku uyuşum 
kompleks molekülleri içerisinde T hücrelerine su-
narlar [39]. Alüminyum tuzları, adjuvant olarak 
hem insan hem de hayvan aşılarında uzun zaman-

dan beri yaygın olarak kullanılmaktadır. Genellikle 
Th2 hücrelerinin uyarılmalarını sağladıklarından 
humoral bağışıklığın şekillenmesinde etkindirler 
[26]. Bu adjuvantlar güvenlidir, ancak nadir de olsa 
alerjik reaksiyonlar ve granulomların oluşumuna 
yol açabilirler [39]. 

Nanopartiküller yaklaşık 40 yıl önce aşıların 
ve kanser tedavisinde kullanılan ilaçların taşınması 
amacıyla geliştirilmiştir. Doğal veya sentetik poli-
merlerle hazırlanan nanopartiküllerin boyutları 10-
1000 nm arasında değişmektedir [24]. Polimerler 
aşı antijenini korur ve depo görevi yaparak antije-
nin kontrollü salınımını sağlarlar. Polimerik parti-
küllerin tek doz aşıların ve mukozal aşıların geliş-
tirilmesinde etkili olduğu bildirilmiştir [29]. Klasik 
adjuvantlarla karşılaştırıldığında toksik olmamaları, 
biyouyumlu ve biyobozunur olmaları önemli bir 
avantaj sağlamaktadır. Polimerler hem hücresel 
hem de humoral bağışık yanıtı uyarırlar [35]. PLGA 
doku mühendisliğinde ve aşıların kontrollü salını-
mı için en fazla kullanılan ve FDA (Amerikan Gıda 
ve İlaç Dairesi) tarafından onaylanan bir polimerdir 
[20]. Son yıllarda insan [16, 17, 21, 28, 32, 33, 36, 
43] ve hayvan [37, 38, 40] aşılarının geliştirilmesin-
de PLGA biyopolimerinin etkinliği üzerinde birçok 
çalışma yapılmıştır.

Ülkemizde koyun yetiştiriciliğinde ekonomik 
kayıplara neden olan enfeksiyöz nekrotik hepati-
tis hastalığı akut, toksemik ve karaciğer nekrozları 
ile karakterize, öldürücü bakteriyel bir hastalıktır. 
Hastalık bazen sığırlarda da görülür. Hastalığın 
etkeni Clostridium novyi tip B’dir. Hastalığın olu-
şumunda bakterinin ürettiği özellikle alfa toksin 
önemli bir rol oynamaktadır [3]. Hastalıktan korun-
mada ülkemizde özel sektör tarafından üretilen veya 
ithal edilen toksoid aşılar kullanılmaktadır. Ancak 
yeterli bağışıklık elde etmek için 21 gün arayla aşı-
nın ikinci dozunun verilmesi gerekir. Tek doz aşı 
hayvanları korumamaktadır [22]. Literatür bilgisi-
ne göre, insan toksoid aşılarının geliştirilmesinde 
PLGA kullanılmış olmakla birlikte, bir hayvan aşısı 
olan enfeksiyöz nekrotik hepatitis toksoid aşısının 
geliştirilmesinde PLGA’nın etkisi daha önce araştı-
rılmamıştır. Bu çalışmada, enfeksiyöz nekrotik he-
patitis hastalığına karşı klasik yöntemlerle üretilen 
alüminyum hidroksitli aşının çift dozu ile PLGA 
kullanılarak üretilen aşının tek dozunun etkinliğinin 
karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
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Materyal ve Metot

Bu çalışma için Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu Başkanlığı’nın 05.10.2016 tarih, 
2016/17 sayı ve 160 nolu kararı ile etik kurul onayı 
alındı.

Bakteri Suşu ve Standart Toksin: Aşı üreti-
minde kullanılan C. novyi tip A (UK) suşu ve Toksin 
Nötralizasyon Testinde (TNT) kullanılan C. novyi 
tip A alfa (α) standart toksin (L+/20, Dilüsyon Oranı: 
1/6) Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü’nden satın 
alındı. 

Deney Hayvanları: Üretilen aşının bağışıklık 
gücünü ölçmede kullanılan 5-6 aylık, 400-500 gr 
ağırlığındaki 30 adet erkek kobay (Guinea pig) ile 
toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kont-
rolü ve TNT testinde kullanılan 4 haftalık 18-20 gr 
ağırlığındaki erkek fareler (Balb/c) Fırat Üniversite-
si Deneysel Araştırmalar Merkezi’nden temin edil-
di. Kobaylardan deneme öncesi kan örnekleri alındı 
ve TNT testi ile kan serumlarında antikor olmadığı 
belirlendi.

Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA): 
Antijenin kapsüllenmesinde PLGA (Sigma, lactide/
glycolide: (50/50), MW: 30.000-60.000) biyopoli-
meri kullanıldı.

Aşı Üretim Çalışmaları: Liyofilize C. nov-
yi tip A suşu 1 ml Tarrozi buyyon sıvısı ile sulan-
dırıldı. Bu sulandırmadan 0.5’er ml alınarak daha 
önce kaynatılıp soğutulmuş iki adet Tarrozi buyyon 
tüplerine ekim yapıldı ve 37ºC’de 24 saat anaero-
bik ortamda inkubasyona bırakıldı. Tarrozi buyyon 
kültüründen Gram boyama yapıldı ve besiyerlerine 
ekimler yapılarak suşun saf olup olmadığı kontro-
lü edildi. C. novyi dışında herhangi bir mikroorga-
nizma üremedi. Saflık kontrolünden sonra Tarrozi 
buyyon kültürleri, içerisinde bir litre Ardehali be-
siyeri bulunan şişeye aktarıldı. Bu besiyeri anaero-
bik gaz paketi içeren anaerobik jar içerisine kondu 
ve 37ºC’de 72 saat anaerobik ortamda inkubasyo-
na bırakıldı. Fareler (Balb/c) kullanılarak Ardehali 
besiyerinde üreyen C. novyi kültürünün alfa toksin 
titresi belirlendi ve minimal letal doz (MLD50/ml) 
değerleri saptandı. İnaktivasyon için kültüre %0.6 
oranında formol katıldı ve 10 gün 37ºC’de bekletil-
di. İnaktivasyon işlemini takiben kültürden numune 
alınarak canlılık ve detoksifikasyon kontrolü yapıl-
dı. Canlılık kontrolü için kıymalı buyyon, Tarrozi 

buyyon, nutrient buyyon (LAB068, LAB M) ve 
nutrient agara (LAB008, LAB M) ekim yapıldı ve 
besiyerleri 37ºC’de 1 hafta inkubasyona bırakıldı. 
Kültürün detoksifikasyon kontrolü farelerde yapıl-
dı. Daha sonra 1 litrelik kültürün yarısı alüminyum 
hidroksit ile adjuvantlama için ayrıldı. Diğer yarısı 
ise PLGA mikrosferlerinin hazırlanması için ayrı 
bir şişeye aktarıldı.

Alüminyum Hidroksit ile Adjuvantlama: 
Herhangi bir bakteri ve aktif toksin içermediği be-
lirlenen anakültür ve toksoid karışımına alüminyum 
hidroksit %20 oranında ve %80’lik fenol solüsyo-
nu %0.32 oranında katıldı. Oda ısısında bekletilen 
ana kültür ve toksoid karışımı 2 gün süre ile çal-
kalayıcı (Mipro) ile 50 rpm’de karıştırılarak adju-
vanta adsorbe edildi. Sterilite kontrolü için; aerobik 
bakteriler yönünden kanlı agara, anaerobik bakteri-
ler yönünden kıymalı buyyona, mikoplazmalar yö-
nünden PPLO agara (Difco) ve mantarlar yönünden 
sabouraud dextrose agara (Difco) ekim yapıldı. Za-
rarsızlık kontrolü için 2 adet kobaya derialtı yolla 
0.5 ml aşı verilerek aşılandı ve yan etkiler yönünden 
gözlem altına alındı. Aşı +4ºC’de buzdolabında sak-
landı [6].

PLGA Mikrosferlerinin Hazırlanması: 
PLGA mikrosferleri çift emülsiyon çözücü buhar-
laştırma metoduna göre hazırlandı [17]. Kısaca, 2 
ml toksoid içerisine %1.5 oranında trehaloz ve %2 
oranında Mg(OH)2 katıldı. Bunun üzerine metilen 
klorid içerisinde hazırlanmış %5’lik PLGA solüsyo-
nundan 25 ml ilave edilerek süspanse edildi. Daha 
sonra 50 W ve 10 saniye süre uygulanarak ultraso-
nik homojenizatörde (Bandelin) homojenize edildi. 
Bu emülsiyona %1’lik polivinil alkolden (PVA) 
100 ml eklendi ve homojenizatör (Heidolph Silent 
CrusherS) ile yüksek hızda (30.000 rpm) 10 saniye 
süreyle karıştırıldı. Bu emülsiyon 125 ml %0.3’lük 
PVA içerisine boşaltıldı ve 1 saat karıştırıldı. Daha 
sonra santrifüj işlemi uygulanarak mikrosferler 
toplandı ve distile su ile yıkandı. Mikrosferler va-
kumlu desikatörde kurutuldu ve +4 ºC’de buzdola-
bında saklandı. Bir aşı dozu (2 ml) toksoid miktarı 
(1/4000 MLD50/ml) kullanıldığında yaklaşık 1 gr 
kurutulmuş mikrosfer elde edildi. Tüm hayvanları 
aşılayacak miktarda mikrosferler hazırlandı.

Taramalı Elektron Mikroskop ile 
Mikrosferlerin İncelenmesi: Mikrosferlerin 
büyüklüğü ve şekli Fırat Üniversitesi Merkez 
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Laboratuvarı’nda bulunan Zeiss EVO MA10 marka 
taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi. 

PLGA Mikrosferlerinin İçindeki Antijen 
Miktarının Belirlenmesi: PLGA mikrosferlerinin 
içindeki yüklü protein miktarı Lowry metodu ile be-
lirlendi [30].

Bağışıklık Kontrolü: Hayvanları bağışıklamak 
için, kurutulmuş mikrosferler (15 gr) 30 ml PBS ile 
sulandırıldı. Alüminyum hidroksit adjuvantlı ve 
PLGA mikrosferli aşının bağışıklık testleri için her 
biri 10 kobaydan (5-6 aylık, 400-500 gr) oluşan 3 
grup oluşturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 gün 
ara ile 2 ml alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı deri 
altı yolla çift doz verildi. İkinci gruptaki kobaylara 
PLGA mikrosferli aşıdan 2 ml, üçüncü gruptaki ko-
baylara PLGA mikrosferli aşıdan 1 ml deri altı yolla 
tek doz enjekte edildi. Birinci gruptaki hayvanlar-
dan ikinci aşılamadan, ikinci ve üçüncü gruptaki 
hayvanlardan tek doz aşılamadan 15, 30 ve 45 gün 
sonra kalpten kan alınarak serumlar elde edildi. Her 
gruptaki hayvanların serumları havuzlanarak bir 
tüpte toplandı. Kobay kan serumlarında en az 2.5 
IU/ml düzeyinde antitoksinin varlığı farelerde Tok-
sin Nötralizasyon Test (TNT) ile belirlendi [6, 22]. 

Bulgular
Tarrozi buyyonda üreyen ana tohum suşu kültürün-
den yapılan Gram boyamada Gram pozitif, çomak 
şeklinde bazıları sporlu C. novyi bakterileri görül-
dü. Saflık kontolünde suşun saf olduğu belirlendi. 
Toksin üretim ortamı olarak kullanılan Ardehali 
besiyerinde üreyen kültürdeki C. novyi alfa toksin 
titresinin 1/4000 MLD50/ml olduğu tespit edildi. Aşı 
kültürünün inaktivasyonundan sonra yapılan canlı-
lık testinde herhangi bir mikroorganizma üremesi 
ve detoksifikasyon kontrolünde farelerde ölüm göz-
lemlenmedi. Deneysel olarak üretilen aşının aerobik 
ve anaerobik bakteriler, mikoplazmalar ve mantar-
lar yönünden yapılan sterilite testinde herhangi bir 
üreme saptanmadı. Kobaylarda yapılan zararsızlık 
testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir olumsuz 
reaksiyon gözlemlenmedi.

PLGA biyopolimeri ile kapsülleme işlemi son-
rasında antijenin %88 oranında mikrosferler içerisi-
ne yüklendiği saptandı. Taramalı elektron mikros-
kop analizinde mikrosferlerin çoğunun düzgün yu-
varlak şekilli olduğu görüldü. Bazı alanlarda kırık 
ve delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer çapla-
rının ölçümü sonucunda çoğunun 1-5 µm çapında 
olduğu belirlendi (Şekil 1). 

Şekil 1. PLGA mikrosferlerinin SEM görüntüsü. 
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Alüminyum hidroksit adjuvantı katılmış aşı ile 
çift doz (2 ml+2 ml) aşılanmış kobayların kan se-
rumlarında antikor düzeyi 15’inci günde 4 IU/ml, 
30’uncu ve 45’inci günlerde 8 IU/ml olarak belir-
lendi. Bununla birlikte PLGA mikrosferli aşı ile tek 
doz (2 ml) aşılanmış kobayların kan serumlarında 
antitoksin düzeyi 15’inci günde 2 IU/ml, 30’uncu 
ve 45’inci günlerde 8 IU/ml, PLGA mikrosferli aşı 
ile yarım doz (1 ml) aşılanmış kobayların kan se-
rumlarında antikor düzeyi 15’inci günde 1 IU/ml, 

30’uncu günde ve 45’inci günde 2 IU/ml olarak 
tespit edildi. Alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı ile 
ikinci aşılamadan ve PLGA mikrosferli aşının tek 
doz uygulanmasından sonra hayvanlardaki bağışık-
lık düzeyi, uluslararası standartlara göre minimum 
olması gereken düzeyin (2.5 IU/ml) üzerinde bu-
lundu. Bununla birlikte 1 ml PLGA mikrosferli aşı 
verilen hayvanlarda yeterli bağışıklık düzeyi sapta-
namadı (Şekil 2). 

Şekil 2. PLGA mikrosferli ve alüminyum hidroksitli aşılar ile aşılama sonrası oluşan antikor titreleri.

Tartışma ve Sonuç

İnsan ve hayvan aşılarının geliştirilmesinde nano-
teknolojinin kullanımı son yıllarda önem kazanmış-
tır [23]. PLG ve PLGA gibi sentetik polimerler mü-
kemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir. 
Bu nedenle nanopartikül hazırlamada yaygın olarak 
kullanılmaktadırlar [1, 31]. Sentetik polimerlere 
ilave olarak aljinat ve kitosan gibi polisakkarit ya-
pıdaki doğal polimerler de nanopartiküllü aşıların 
hazırlanmasında kullanılmıştır [12, 17, 27]. 

Bu çalışmada, laboratuvarda küçük ölçekte en-
feksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı aşısı üretilmiş 

ve adjuvant olarak alüminyum hidroksit ve PLGA 
biyopolimeri kullanılmıştır. Kobayları aşılamadan 
sonraki 15’inci günde alüminyum hidroksit adju-
vantlı çift doz aşının antikor titresi 15’inci günde 
4 IU/ml iken, tek doz verilen PLGA mikrosferli 
aşının antikor titresi 2 IU/ml olarak belirlenmiştir. 
Ancak 30’uncu ve 45’inci günlerde çift doz alü-
minyum hidroksit adjuvantlı aşı ile tek doz PLGA 
mikrosferli aşının antikor titresi aynı seviyede (8 
IU/ml) bulunmuştur. PLGA mikrosferli aşı yarım 
doz (1 ml) verildiğinde uluslararası kabul edilen 
titrenin (2.5 IU/ml) altında bir titre elde edilmiştir. 
Bu çalışmanın sonuçları, PLGA mikrosferli enfek-
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siyöz nekrotik hepatitis aşısının tek dozunun yeterli 
bir bağışıklık oluşturduğunu göstermektedir. Daha 
önce PLGA mikrosferli enfeksiyöz nekrotik hepa-
titis aşısı ile ilgili herhangi bir çalışma yapılmadı-
ğından tespit edilen antikor titrelerini karşılaştırmak 
mümkün olmamıştır. Bununla birlikte bu çalışmaya 
benzer bir şekilde tek doz PLGA mikrosferli insan 
tetanoz [17], difteri [43] ve hepatit B [16] aşılarında 
da yeterli bir bağışıklık düzeyi elde edilmiştir. 

Bu çalışmanın sonuçları, kapsülleme esnasında 
bir miktar antijeninin kaybına rağmen 30’uncu gün-
den sonra tek doz PLGA mikrosferli ve çift doz alü-
minyum hidroksitli aşının aynı düzeyde bağışıklık 
seviyesine ulaştığını göstermektedir. 15’inci günde 
PLGA mikrosferli aşının antikor titresinin düşük 
olması mikrosferler içerisinden ilk günlerde antije-
nin yavaş salınımından kaynaklanabilir. Polimerik 
partikül büyüklüğü, polimerin molekül ağırlığı ve 
hidrofobisitesi gibi faktörler antijen salınım süresini 
etkilemektedir. Düşük hidrofobisite ve daha küçük 
partikül büyüklüğüne sahip mikrosferden daha hızlı 
antjen salınımı gerçekleşir. Hidrofobisitesi yüksek 
ve daha büyük partiküllü mikrosferden antijen salı-
nımı çok yavaştır [18]. PLGA polimerinin bozunma 
yarı ömrünün polimerin monomer kompozisyonuy-
la ilişkili olduğu, glikolid/laktid oranı 50/50 oldu-
ğunda bozunma yarı ömrünün minimum düzeyde 
gerçekleştiği bildirilmiştir [9]. Bununla birlikte lak-
tid/glikolid oranı 75/25 olarak arttığında PLGA’nın 
bozunma oranının laktid/glikolid oranı 50/50 olan 
PLGA’dan daha hızlı olduğu saptanmıştır [15]. 
Diğer bir çalışmada ise, en yavaş hepatit B antijeni 
salınımı, laktid/glikolid oranı 50/50 olan PLGA po-
limeri kullanıldığında elde edilmiştir [36]. Partikül 
büyüklüğü 10 µm’den küçük mikrosferler hemen 
antijen sunan hücreler (dendritik hücreler ve makro-
fajlar) tarafından alınır ve adjuvant etkisi hemen 
başlar. Bundan daha büyük mikrosferler enjeksiyon 
yerinde kalır, yavaş yavaş antijen salınımı gerçekle-
şir [19]. Thomas ve ark. [41] tarafından yapılan bir 
çalışmada, 5µm çapındaki hepatit B antijeni yüklü 
mikrosferlerin 12 µm çapındakilerden daha güçlü 
bir immun yanıt oluşturduğu saptanmıştır. Eldridge 
ve ark. [11] tarafından yapılan çalışmada ise, stafi-
lokok enteroksin B toksoidi yüklü 10 µm’den küçük 
PLGA mikrosferlerinin daha güçlü immune yanıt 
oluşturduğu belirlenmiştir. Gutierro ve ark. [14], 
200, 500 ve 1000 nm büyüklüğündeki BSA yüklü 

PLGA partiküllerinin farelerde oluşturduğu antikor 
miktarlarını karşılaştırmışlar, küçük partiküllerden 
başlangıçta antijen salınımının daha yavaş olduğu 
fakat 1000 nm büyüklüğündeki partiküllerin daha 
yüksek IgG oluşumuna yol açtığını bildirmişlerdir. 
Yapılan bu çalışmada ise, antijenin kapsüllenmesin-
de laktid/glikolid oranı 50:50 ve molekül ağırlığı 
30.000-60.000 dalton olan PLGA biyopolimeri kul-
lanılmış ve mikrosferlerin çoğunun çapı 5 µm’den 
küçük bulunmuştur. Bu çalışmanın sonuçları laktid/
glikolid oranı 50:50 olan PLGA polimerin C. novyi 
toksoidinin enkapsülasyonu için kullanılabileceğini 
göstermektedir.

Koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis has-
talığı etkeni olan C. novyi tip B ekstraselüler tok-
sinler (alfa, beta, zeta ve eta) üretir. Bu toksinler 
letal, ödamatöz ve sitotoksik aktiviteye sahiptir. 
Bu bakterinin sebep olduğu hastalıktan korunmada 
toksoid aşılardan yararlanılmaktadır. Alfa toksini en 
etkili toksin olup bu toksini içeren aşıların koruyu-
cu etki gösterdiği bildirilmiştir [3, 7]. Bu çalışma-
da saptanan antikor titreleri, aynı suş kullanılarak 
Baş ve Alp [6] tarafından hazırlanan monovalan 
ve kombine aşıdan elde edilen alfa antitoksin (an-
tikor) değerinden (>10) biraz düşük bulunmuştur. 
Bu farklılık aşı hazırlama tekniğinin farklılığından 
kaynaklanabilir. Baş ve Alp [6], aşıyı hazırlarken 
ultrafiltrasyon yöntemiyle konsantrasyon gerçek-
leştirmişlerdir. Araştırıcılar ultrafiltrasyon cihazı ile 
10.000-30.000 dalton büyüklüğündeki molekülleri 
filtre etmek suretiyle kültürü 3 kat konsantre ede-
rek, kültürün hacmini düşürmüşlerdir. Fakat bizim 
çalışmamızda konsantrasyon işlemi uygulanmamış-
tır. Konsantre edilmiş aşı içerisindeki antijen mikta-
rının fazla olması daha yüksek oranda antikor olu-
şumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo ve ark. [2], 
C. novyi tip B toksoid aşısının kobaylara verdikleri 
aşı miktarını azalttıklarında antikor titresinin düştü-
ğünü belirlemişlerdir.

Aşı bağışıklık çalışmalarında elde edilen anti-
kor titreleri hayvan türlerine göre değişebilmekte-
dir. C. novyi aşısının bağışıklık çalışmaları tavşan-
larda yapıldığında elde edilen titreler, kobaylarda 
elde edilen titrelere göre 3-10 kat daha düşük bu-
lunmuştur [42]. Baş ve Alp [6], alüminyum hid-
roksitli C. novyi aşısının bağışıklık testini hem ko-
baylarda hem de koyunlarda yapmışlar, kobaylarda 
10 IU/ml’nin üzerinde ve koyunlarda 2.5-5 IU/ml 
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titre elde etmişlerdir. Kılıç ve Kılınç [22], alümin-
yum hidroksit adjuvantlı enfeksiyöz nekrotik hepa-
titis aşısı uygulanan koyunlarda aşının oluşturduğu 
bağışıklık düzeyini araştırmışlar, çift doz aşının 2. 
ayda antikor titresini 16 IU/ml düzeyinde tespit et-
mişlerdir. Her iki çalışmada da havuzlanmış serum 
örnekleri kullanılmıştır. 

Önceki çalışmalar PLGA ile kapsülleme iş-
leminde ilave edilen trehalozun toksoid içindeki 
antijenin stabilitesini artırdığını göstermektedir. 
PLGA’nın hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit 
açığa çıktığından mikrosferler içinde pH 3’ün altına 
düşer. Asidik pH’yı nötralize etmek için Mg(OH)2 
katılır. Trehaloz kapsülleme esnasında organik 
çözücülerden antijenik proteini korur. Trehaloz 
sulu ortamda kayda değer çözünürlüğe sahiptir. 
Trehalozlu ortamda antijen salınımı daha hızlıdır 
[16]. Protein stabilizatörü olarak sığır serum al-
bümin (BSA), manntitol ve sükroz kullanılmasına 
rağmen antijenin yapısının korunması ve daha iyi 
salınım için sadece trehalozun etkili olduğu, kapsül-
leme işleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den 
%2’ye artırıldığında, antijen salınımının da %80-
90 oranına ulaştığı, trehalozsuz mikrosferlerdeki 
yüklü protein miktarının %30-40 oranında olduğu 
bildirilmiştir [17]. Bununla birlikte, Quintilio ve 
ark. [32] tarafından yapılan bir çalışmada, prote-
in stabilizatörü içermeyen PLGA mikrosferleriyle 
kapsullenmiş tetanoz ve difteri aşıları uygulanan 
fare ve kobaylarda yeterli düzeyde bağışıklık elde 
edilmiştir. Yapılan bu çalışmada, mikrosferlerin ha-
zırlanmasında antijen kaybını önlemek için toksoid 
içerisine %1.5 oranında trehaloz ve %2 oranında 
Mg(OH)2 katılmıştır. Mikrosferler hazırlanırken ek-
lenen toksoid içerisindeki proteinin yaklaşık %88’i 
mikrosferler içerisine yüklenmiştir. Protein mikta-
rında yaklaşık % 12 oranında bir kayıp görülmesine 
rağmen çift doz alüminyum hidroksitli aşıyla aynı 
seviyede bağışıklık elde edilmiştir. Jaganathan ve 
ark. [17], trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini 
PLGA ve kitosan ile kapsüllediklerinde mikrosfer-
ler içine protein yüklenme oranının %90’a çıktığını 
bildirmişlerdir. Bununla birlikte yapılan bir çalış-
mada [43] daha düşük protein yüklenme oranı sap-
tanmıştır. Protein yüklenme oranlarındaki bu farklı-
lıklar, kullanılan polimerin tipi, antijenin özelliği ve 
mikrosfer hazırlama yöntemlerinin farklı olmasın-
dan kaynaklanabilir. 

Sonuç olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyöz 
nekrotik hepatitis aşısının tek dozunun alüminyum 
hidroksitli aşının çift dozu ile aynı düzeyde bağışık-
lık oluşturduğu ortaya konmuştur. Veteriner alanda 
daha ekonomik olması için maliyeti düşük polimer-
ler üretilmelidir. Farklı biyopolimerlerin veteriner 
aşılarının üretiminde kullanılabilirliği araştırılma-
lıdır. Polimer kullanılarak üretilen aşıların bağışık-
lık düzeyleri, mikrosferleri hazırlamada kullanılan 
yöntem, polimerin tipi, solventlerin çeşidi, protein 
stabilizatörleri gibi birçok faktörden etkilendiği için 
daha kapsamlı çalışmaların yapılmasına ihtiyaç du-
yulmaktadır. 
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