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ANTHRAX ASILAMALARINDAN SONRA

OLUSAN BAGISIKLIK ANTIKORLARININ

INDIREKT MIKROHEMAGLUTINASYON
METODU ILE TESPITI

Musa YORUSON (%) - - Miibeccel YUMUSAK (**)

GiRIiS

Bltln diinyada insanlar ve ‘hayvanlar arasinda yaygin bir en-
feksiyon olan sarbon, alinan ciddi énlemler sayesinde gelismis (l-
kelerde son 20 yildan beri nadiren goériilmektedir. Fakat yurdumuzda
hala cok yaygin olarak bulunan bir hastaliktir. Bu bakimdan bu has-
taligin eradike edilmesi icin daha ciddi c¢alismalara ihtiyac vardir.
Yurdumuzda Max-Sterne metodu ile hazirlanan avirulent kapsilsiiz
sporlu anthrax asisi dretilmektedir. Bu asinin bagisiklik denemeleri
ise koyunlarda eprivasyon metodu kullanmak suretiyle yapilmakta-
dir. Bu deneme ic¢in anthrax’a karsi asilanmamis koyunlar kullanil-
maktadir. Ancak bagisiklik denemelerinden énce bu hayvanlarda
bagisik antikor bulunup bulunmadigi tespit edilememektedir. Bu ne-
denle asi Uretimi esnasinda zaman zaman epriivasyona direngli hay-
vanlarin meydana c¢ikmasi denemelerden olumlu sonu¢ alinamama-
sina neden olmaktadir. Bdyle hallerde denemenin tekrari zaman ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Bunun icin anthrax asisi liretimi esnasinda yapilan epriivasyon
metodu uygulanacak hayvanlarin bagisik antikor tasiyip tasimadik-
larini tespit veya bu metodun yerini alabilecek bir serolojik metodun
ortaya cikarilabilmesi ve iyi ¢calisan metodla anthrax asisi ile asilan-
mis degisik bolgelerde ve zamanlarda hayvanlarin bagisik durumla-
rinin tesbitine ihtiya¢c duyuldugundan bu calisma ele alinmistir (4).

( *) Etlik Hay. Hast. Arst. Ens. Antrax Lab, $efi
(**) » » » » 9 e B Uzman Vet. Hekim
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MATERYAL VE METOT

Denemelerimizde yetistirme laboratuvarina gelen koyun kan se-
rumlarini materyal olarak kullandik.

Besiyeri : Avirulan, kapstilstiz 34 F, sterne susu Wright ve arka-
daslan (10) tarafindan geligtirilen 1095 vasatinda Uretildi.

Testte Kullanilan Tampon Solusyonlar

1 — Phosphate buffer solusyonu (PBS) pH: 7,2 (3) .

Na,HPO, 286 ml. 0,15 M
KH,PO, 90 ml. 0,15 M
NaCl 376 ml. 0,15 M

2 — Alsever Solusyonu (1)
Dextrose 2,05 gm.
Sodium Citrate 0,8 gm.
Sodium Chloride 0,42 gm.
Distile su 100 cc.

pH’'sl, % sitrik asit solusyonu ile pH: 6,1'e ayarlanir.

3 — Tannic asit (3)

1/100'lik izotonik tuzlu suyla dilisyonu yapilarak 4 4°C kahve-
rengi siselerde saklandi.

30 giinden sonraki dilisyonlar kullaniimadi.

4 — Normal Tavsan Serumu (3)

Normal tavsan serumu immiinize edilmemis tavsanlardan elde
edildi. 56°C’de 30 dakika isitarak komplementi inaktive edildi. Bu se-
rum izotonik tuzlu su ile 1/100 dilue edilerek —20°C’de saklandi.
Glinlik olarak kullanilacagi zaman 1/200°'lik dilisyonu hazirlandi.
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Besiyerinin Hazirlanmasi :

Bu besiyeri icin amino asitler ve kimyasal maddeler hassas te-
razide tartildi. Glukoz ve sodyum bikarbonat ayri ayri otoklav edile-
rek ana solusyona katildi.

Glutamik asit, Phyridoxal HCI ve Ferrous silfate ayri ayn filtre
edildi ve daha 6nce otoklav edilmis ana solusyona katildi (7; 10).

Susun besiyerine ekilmesi :

34 F, susu iki tip buyyona ekildi. Buradan 24 saat sonra 1095
besiyerine pasaj yapildi. 45 saat inkubasyondan sonra 1.500 dere-
cede santriflij edilerek stipernatant sivi alindi. Bu sivi sefadex G-25'
ten siiziilerek —20°C’de saklandi, antijen olarak kullanildi (2, 7, 10)..

Tavsanlarda antiserum hazirlanmasi :

Tavsanlar énce normal anthrax asisi ile asilandi (0,5 cc. deri-
altl). 3 hafta sonra hazirlanan antijen kulak venasindan 0,5 cc. ve-
rildi. Her seferinde 0,5 cc. artirilarak 5 giin arayla tekrarlandi. 1 haf-
ta sonra kesilip kan!ari alinarak serumliari ¢ikarildi. + 4°C'de sak-
landi. Pozitif serum olarak kullanildi.

Negatif serumlar :

Anthrax asisinin bagigiklik denemelerinde kullanilan koyunlar-
dan deneme Oncesinde alinan serumlar negatif serum olarak kulla-
nildi.

Eritrositlerin tannik asitle muamelesi :

Denemelerimde kullanilan kan (eritrosit), enstitimiize ait olan
koyunlardan, steril alsever solusyonu icinde alinmistir. Koyun erit-
rositleri 1/15.000'lik tannic asitle esit hacimde kanstiriip 37°C'de 10
dakika inkube edildi. Bu silire sonunda santriflij edilerek tannik asit
atiidi (2, 5).
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Tannik asitli eritrositlerin antijenle duyarlilastiriimasi :

Santrifiijden sonra dipteki 0,1 ml. eritrosit hazirladigimiz 0,5 ml.
(1/2) antijenle karistirildi. Karisim 37°C’de su banyosunda 15 dakika
tutulduktan sonra santrifiij edilerek Ustteki kisim atildi. Dipteki tortu
1/250 normal tavsan serumu iceren pH 7,2 fosfat buffer ile % 2 su-
landirildi (2).

Reaksiyonun yapilisi :
a — Serumlar 56°C’de 30 dakika inaktive edildi.

b — Mikropleyt cukurlarina 6nce 0,25 ml. 1/100 normal tavsan
serumu ihtiva eden pH 7,2 fosfat buffer kondu.

Birinci cukura 0,25 serum kondu, bu ileriye dogru diliic edildi.
(172, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64).

¢ — Her cukura 0,25 ml. duyarhlastiriimis % 2 eritrosit stispan-
siyonundan kondu. Hafifce ¢alkalandi. Oda derecesinde 2 saat in-
kube edildi (2).)

BULGULAR

Koyun kan serumlarinda indirekt mikrohemaglutinasyon testiyle
cnthrax’a karsi yapilan bagisikik deneme sonuglart tabloda géste-
rilmistir. Buna gore 266 koyun kan serumu reaksiyona sokulmus, bu
test sonucu 2 kath artirarak dilie edilen serumlar 1/2 - 1/64 arasi
degdisik oranlarcda titrasyonlar gostermistir. 11 serum negatif, 31 se-
rum 1/2, 85 serum 1/4, 82 serum 1/8, 35 serum 1/16, 13 serum
1/32, 9 serum 1/64’e kadar calismistir. Pozitif serum olarak tavsan-
lardan hazirlanan antiserumlarin 1/64 titreye sahip oldugu goriil-
mustir. (Tablo I, 11).

62



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1989 6 (5)

TABLO :

ANTHRAX .INDIRECT MICROHEMAGGLUTINATION TEST SONUCLARI
DILUSYONLAR

Serum
No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
1T ++++ ++++ +t++ ++4 = =
2 A4+++ ++++ ++++ — —_ —
3 4+4+++ +++4 +fto — — —
4 +4+++ +++4+ +++ — — —
5 ++4+++ +++ -+ ++++ + 4 — —_
6 <+++4++ +++ ++4 — —_ —
7 ++++ +++4+ +++4+ ++4 — =
8 ++++ +++ ++ — — —
9 — P i = o= =
10 ++++ — — —_ === =
1M1 +4+++ +++ ++ —_ — —
12 4+4+++ +++4 ++++ — — —
183 +4+++ S s e o ++++ — — —
14 +4+++  — == — - -
15 4+t +++4 = = = =
16 — = = == = —
17 ++++ et — —_ — st
18 ++4++ +++4+ ++++ — — —
19 H4++4+4+ +++4 ++++ — — —
20 H++++ =+ —_ — — —
21 ++++ = — —_— — =
2 ++++ -t —_ — — —
23 ++++ ++++ ++++ + 4+ — —
24 ++4+++ +++4 + -+ — — —
25 +++4+ +++4 ++++ — — —
26 ++++ ++++ +++4+ + ++ + + —_
27 ++++ +++4 +4+++ — — —
28 ++4++ +++4 ++++ — — —
29 +4+4++ +++4+ +++4 + - — —_
30 ++++ ++++ ++++ — — —
31 ++++ — —_ —_ —_ —
32 H4+++ ++++ +++4+ — — —
383 ++4++ +++4+ + 4t il v i 1 ++++ —
34 ++++ ++++ 44 — — —_
3B ++++ s —_ — = —_—
36 ++++ ++++ ++++ + — —_—
37 ++++ +++ 4 = = = —
38 ++4++ . e —_ —_ — —_
39 ++4++ +++4+ G B 3 pi ++44+ i s s ++
40 ++++ -+ — —_ — —_
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Serum
No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
4 ++++ — — — — —
42 +4+++ +4+ ++ — — —
83 ++++  ++ — — — —
4 ++++ + -+ ++ — — —
% ++++ +++ — - — —
486 ++++ ++ — — — —
47 ++++ ++++ = — — —
48 ++++ ++4++ —_ e — =
49 ++++ ++ — — — —
5 +4+++ ++4+4 ++ — — =
51 ++++ ++++  ++++  ++ — —
5 ++++ +++4 ++++ —_ — _
58 ++++ ++++ A+ - — —
54 ++++ o ok e i o — —_— —_ —_
55 ++++ ++++  ++++ — — —
56 ++++ ++++  ++++ — — —
57 ++++ 4++4++ ++++ — - —
588 ++++ ++++ ++++ — — —
59 ++++ ++++  ++++ ++++ — —
60 ++++ ++++ = — — —
61 —_— — _— — _ =
62 ++++ ++ - — - —
63 ++++ ++4++ +++4+ — — —
64 ++++ ++ = — — —
65 ++++ + et ++ — — —_
66 + + —_ — = —
67 ++++ + 4t ++ —_ — —_
68 ++++ ++4+4 ++ — ; —_ w3
69 ++++ ++++  ++++ FH++ F+++ F 4+
0 F4+++ . F+H+ +4+ - — —
7 = - - — - —
7”2 ++++ + 4+ ++++ —_ —_ —_—
7 ++++ + +44 +++-+ == — —_
4 4++++ ++++ e+ — — —
75 ++++  ++++ — - — -
% ++++ ++ — — — —
77 4++++ 4+ 4+ - — -
78 ++++ ke o o ++++ — — —
79 4++++ +++ — — — -
80 ++++ 4+ ++++ — — —
81 ++++ ++++  ++++ — — -
82 ++++ ++++ ++++ - —
83 ++++ ++ — B — —
84 ++++ ++++ ++++ +++ - -
85 ++4+ ++44 —_ == s —
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Serum

No. 1/2 1/4 1/8 1/16 - 1/32 1/64
86 ++++ — — — —
87 ++++  A+++  — —_ -
88 ++++ ++ — -- —
89 ++++ ++++  ++++ — —
0 ++++ ++++ H+++ — —
91 ++++  +++ — — —
92 ++++  +++ — — —
93  ++++  ++ — — —
94  ++++  ++ - — -
9% ++++ H+++  — - —
9% ++++ F+++ — — -
97 ++++ ++++  +H+++ — —
98 ++++ - — — —
9 ++++  ++++ FE++ — —
100 ++++ A++++  F+++ — —
101 ++++ ++++ — - —
102 ++++  ++ — —

103 ++++ 4+ — e —
104 ++++ 4+ — — —
105 ++++  +++ - — —
105 ++++ — - — —
107 ++++ A+ — - —
108 ++++  ++++  — — -
09 ++++ ++ —

110 ++++  ++ - -

M ++++  FH4+ - —

12 ++++  ++++  — —

M3 ++++  +++ — -

114 ++++  ++++  +++ —

15— — — — — —
116 ++++  ++4++  — — -
M7 ++++ - = — -
18 ++++  F+++ +++ - —
M9 ++++  ++4+4+ = — o
120 ++++ ++++ = —

121 ++++  ++4++ - — =~
122 ++++ S+ e+ —

123 ++++  ++++ — — —
124 +4+++  ++++ ++ — —
125 ++++  F+++ — — =
126 ++++  ++++  F+F+ = —
127 ++++ 4+ — - e
128 ++++  ++++ +++ — —

129
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Serum
No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
130 ++++ + At +++ — —_ —
131 +++4 o+ oot +++ — — —
132 ++++ + <k~ = — — —
138 ++++ + —_ —_ — —
134 ++++ ol e S +++ —_ —_— —
135 ++++ + e = — — —
136 ++4++ ++4++ o o ++++ —_ —
137 ++++ + T — = —_ —
138 ++++ ++4+4+ — — — —
1839 ++++ ++++ St ok o o + 44+ — =
140 ++++ — — — —_ —
141 ++++4 + + 44 ++++ ++4 — —
142 ++4++ ++4+ = — —_ o=
143  ++++ — — — — —
144 ++4++ ++ 44 ++++ ++4++ — —
145 ++4++ ++++ = = — =
146 ++4+ +++4 et e ++4 ++ —
147 ++++ +++4+ == = — =
148 +4+++ — = = === —
149 ++++ ++4+4+ +++ — — ==
150 ++++ ++4+4+ +++ — — —
151 ++++ = = — —== =
152 ++++ +++ ++ —_ —_ =
153  ++4++ + + — == —_ —
154 ++++ — — — — —
155 ++4++ + 4+ — — — =
156 ++++ — —_ — — —
157 ++++ ++44+ +++ —_ — —
158 — — — — —_ ==
159 +4+++ — — —_— — —
160 ++++ +++ +++ — — —
161 ++++ ++++ —_ — — B
162 ++++ — —_ — —_— —
163 ++++ + 4+ +++ —_ — =
164 — — —_ — — —
165 ++++ +++4+ ++++ ++4+4 — =
166 4+ +4+ — — = —_ =
167 ++++ ++++ F doit + +4++ —— =
168 +4+++ ++44 = = = =
169 ++++ ++a4+ ++++ +++4 ++++ + 4+
170 +4+4++ ++ 44 ++++ + 4+ = =
171 +4+++ ++44 ++++ ++++ ++ =
172 4+ +++ ++ 4+ — —_ — =
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Serum

No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32. 1/64
178 ++++ ++++  ++++ A+ — —
174 ++++ — — — — —
175 ++++ ++++  ++++ +++H+ ++ —
176 ++++ — - - — —
| 7 - — - — — s
178 ++++  +++ — — — —
179 ++++  ++++ 4+ — — —
180 ++++  ++++  — — — —
181 ++++  ++++ A+t - - —
182 ++4++  ++++  F+++ F+H+ —
183 ++++  +++ ++ — — —
184 ++++  ++++ 4+ ++ — —
185 ++++ ++++  — — — —
186 ++++  A++++ F+++ A+ e+t ++
187 ++++  ++++ A+t ++ — —
188 ++++  ++++ e+ - — —
189 — - - - — —
190 ++++  ++++ ++++ - —
191 ++++ A4+ — — — —
192 ++++ +++ o - — —
193 ++++  — — - — —
194 ++++  ++++  F+++ F++ — -
19 ++++  ++++  — - — —
19 ++++  ++++  +++ — - —
197 +4+++  — — — — —
198 ++++  ++++ +++ ++ — -
199 ++++ — — - - —
200 ++++  ++++  ++ — — —
201 ++++  ++++  F+++ ++HE FE+ A+
202 ++++  F+++ — — — —
208 ++++ ++++  ++++ +++ ++ —
204 ++++  ++++  — — — —
205 ++++ 44+ ++ — - —
206 ++++ ++++ F+++ +++ — —
207 ++++  A+++ — — —_ =
208 ++++  ++++ +++ — — —
209 ++++  ++++  F+++ ++ - —
210 ++++  ++++  — - — —
211 ++++ A+ FH++ o 4+
212 444+  ++++ F+H++ — —
213 ++++  +++ ++ — - —
214 ++++  + - — — —
215 ++++  ++++  F+++ F+++ —
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Serum

No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
216 +++ — — — — -
217 ++++  + — — - —
218 ++++ A +++  ++++ = - —
219 — — = — — —
220 ++4+++  ++++ +H+++ A+ —
221 +4+++  ++++ — —
222 ++++  ++++  F+++ A+ — —
223 ++++  +++ +++ — - -
224 ++++  ++4++ e+ - — -
225 ++++  +++ +++ - — —
226 ++++  +++ - — - —
227  ++++ — — — — -
228 ++++  +++ ++ + - -
229 ++++ ++++ kAt R+ 4+ +
230 ++++ ++++ 4+ - - —
231 ++++  +++4+ — - — —
232 ++++  F+++ A+t ++ —
233 — — = - — —
234 ++++ 4+ A+ + — —
235  ++++ A+ + — — —
236 ++++  F++ — — — —
237 h+++ ++ ++ — —
238  ++++  +++ ++ — — —
239 ++++ ++ — — — —
240  ++++  +H+++ e+ ++ + -
241 ++++ — — - — —
242 +4+++ ++++ b+ + —_ —
243 +4+++ b+ +++ ++ — —
244 ++++ . +++ - - - —
245 ++++4+  ++++  F+++ S+ 4 +
246 ++++ A+ +++  ++++ -+ ++ +
247 ++++ +++ + — - -
248 ++++  ++4++ 4+ — — —
249 ++++  — — — — —
250 ++++  F+++ — — — —
251 ++++ — — — — —
252 +4++  — —_ - - —
253 ++++  ++-+ — — — -
254 +4+++ ++++ 4+ - — -
255 ++++ @ — — — - -
256  ++++ -+t - — — —
257 ++++ — — — — —
258  ++++ 4+ - - - —
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Serum

No. 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
259 444+ + + — — — —
260 ++++ e ol o i i o —_ — —
261 44 a2 —_ —_ — —
262  ++4+++ +++ + — — —
263 +4+++ —_ —_ — — —
264 4+ ++4+4+ S s ol o ++ + —_
265 444+ — — — — —
266 ++++ ++++ ++++ ++ — —_

Pozitif

Kontrol ++4-4-+ o o e i Feop ot + ++4+4 b s o it ++++

Serum

Negatif

Kontrol — — — — -_ —

Serum

TABLO : Il

ANTHRAX INDIRECT MiCROHEMAGGLUTINATION

DILUSYONLAR

' TEST SONUCLARI

Serumlar

Negatif 1/2

1/4

1/8 1/16

1/32

1/64

11 serum

31 serum

85 serum

82 serum

35 serum

13 serum

9 serum
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TARTISMA VE SONUC

Diinyanin bircok ilkelerinde Uretilen anthrax asilarinin bagigik-
lik denemelerinde epriivasyon metodu uygulanmaktadir. Yurdumuz-
da dretilen anthrax asisinin bagisiklik denemeleri Sterne’nin (8) ta-
rif ettigi sekilde gerek kobaylarda ve gerekse koyunlarda eprtivas-
yon metodu uygulanarak yapilmaktadir. Bu metodun yerine gecebi-
lecek veya asilanmamis hayvanlardaki bagisiklik durumunu sapta-
mak lizere serolojik metodlar lzerinde bazi ¢alismalar yapimistir.

Ouchterlony (6) anthrax infeksiyonu geciren veya bagisik kili-
nan hayvanlarda, bagisiklik durumunu saptamak Uzere agar presi-
pitin inhibisyon testi lzerinde calismalarini sirdiirmiis ve daha son-
ra Thorne ve Belton (9) B.Anthracisin bagisik antikorunun titrasyonu
icin agar-jel diffuzyon testinin metodunu ve antijen uretimi icin kul-
landiklar) degistirilmis 599 ve casamino asit vasatlarini tarif etmis-
ler ve olumlu sonu¢ almiglardir. Bizde Wright ve arkadaslarinin (10)
gelistirdikleri 1095 besiyerini kullandik ve olumlu sonuc¢ aldik. Ancak
1095 besiyerinde hazirladigimiz antijeni ¢alismalarimizda 1/2 sulan-
dirmayla basarili olabildik. Ayrica Buchanan ve arkadaslarinin (2)
tarif ettigi sekilde antijen hazirlanmasinda Sephadex G-50 column
chromatography yerine Sephadex G-25 column chromatographgisi
kullanildi. ~ Eritrositlerin duyarhlastirmasinda ise 1/15000°lik tannik
asit teste alindl.

Buchanan ve arkadaslarinin 0,025’e ayarladiklari mikropipetleri
biz 0,25 ml.’e ayarlayarak calistik. Yine Buchanan ve ark. (2) yaptik-
lart bir calismada IMH testinin agarijel diffuzyon ve CF testinden da-
ha duyarli oldugunu saptamislardir. Fakat testte kullanilan % 2'lik

duyarhlastinlmis eritrositlerin 2 glinde bir tazelenmesi gerektigi icin
ve RBC (Red Blood Cells) antigen silispansiyonunun kisa émiirlii olu-
sundan dolay! bu testin yapilmasinin gicligu ortaya konmustur. Fa-
kat diger testlere nazaran daha cabuk ve bir gliinde ¢ok serum ig-
lenmesi bakimindan bu testin daha kullanigh oldugunu savunmus-
lardir.

Sonug¢ olarak anthrax’a karsi bagisik antikorlarin meydana ¢i-
kariimasinda en iyi metodun epriivasyon metodu oldugu ve buna pa-
ralel olarak IMH testinin yapilmasinin olumlu olacad: kanisindayiz.
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OZET

Anthrax asisinin bagisiklik kontroliinde epriivasyona alinan hay-
vanlarin antikor tasiyip tasimadikliarini saptamak amaciyla bu cahg-
ma yapildl. '

Toplam olarak 266 koyun kan serumu IMH testi ile yoklandi.

Buna gore 11 serum negatif, 31 serum 1/2, 85 serum 1/4, 82
serum 1/8, 35 serum 1/16, 13 serum 1/32, 9 serum 1/64'e kadar ca-
histi.

SUMMARY

Determination of antibodies produced after anthrax vaccination
by using indirect microhaemagglutination method.

Our purpose in this study was the fixation whether the sheep
challenged had antibodies in the immunity control of anthrax vac-
cine. -

Totally 266 sheep blood sera were examined by IMH test.

As a result of this study 11 sera were negative, 31 sera of 1/2,
85 sera of 1/4, 82 sera of 1/8, 35 sera of 1/16, 13 sera of 1/32, 9
sera of 1/64 dilutions worked as pozitif reaction.
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