YURDUMUZ SIGIR LEPTOSPIROSISINE KARSI
ETKIN BiR ASI HAZIRLANMASI UZERINE
CALISMALAR

Ali Altan BULU {*) Olcay ERGUN (**)

GiRIS

Spirocheatler iginde cok kisa bir gegmisi olan leptospiral en-
feksiyonlar, yurdumuzda samildigindan da yaygin ve tirmanis igin-
de oldugu goriilmektedir. Leptospiralarin epidemiyolojisinin olduk-
ca karmasik ve genel bakteriyolojik metodlarla calisma olanaklars
olmadigindan arastirmalar kendine 6zel yontemlerle, steril ortam-
larda titiz calismalar gerektirmektedir.

Leptospirosis insan dahil bircok memeli tiiriinii tehdit eden
genis spektrumlu zoonoz bir enfeksiyondur. Yurdumuzda leptospi-
ra enfeksiyonlar: iizerindeki ciddi ¢aligmalar 1950 yilindan sonraya
rastlamaktadir (15). Mikroskopik aglutinasyon test (M.A.T.) ve sus
izolasyon ¢alismalar: sayesinde Tiirkiye'de leptospira enfeksiyon-
larimin yayginligi saptanmistir. Bu caligmalara esas olmak iizere
1975-1985 yillar: arasinda yurdun muhtelif bolgelerinden temin edi-
len (9259) adet sigir, koyun, at ve insan kan serumu mikroskopik
aglutinasyon test ile incelenmis, bunlarin 1919'u miisbet bulunmus-
tur. Miisbet bulunan serumlarin % 63 L.grippotyphosa ile % 36
ise L.hebdomadis ve % 1 L. pomona ile reaksiyon vermistir, Ay-
rica kiilttirel ¢alismalarimizin .neticesi hasta sigirlardan Ankara,
Cankiri, Corum iilerinden onii¢ sus izole edilmis olup, bu suslarin
tamamunmin L.grippotyphesa sero grubundan oldugu ve yurdumuz-
da yaygin olan tipinde L.grippotyphosa oldugu laboratuvarimmizca
saptanmistir. Ayrica bu suslar Enstitii Pasteur ve Amsterdam’daki

(*) Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitiisii Leptospira Lab. Sefi
*9 » » » » » » Uzmani
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Leptospirosis asist - Bulu - Ergiin

Kraliyet Tropikal Hastaliklar Enstitiisiine gonderilerek L.grippoty-
phosa sero grubundan oldugu belirlenmistir, Boylece Tiirkiye'de
leptospirosis yayginlig: ile ekonomimize yaptig:1 olumsuz etkileri
ortaya konmustur (4). Ciftlik hayvanlarinda meydana gelen lepto-
spira enfeksiyonlarina karsi bircok iilkede gesitli koruyucu asilar
yapilmistir. Italya’da L.pomona ve Lihyos suslar ile 400 x 10—
germ/ml. ile yapilan bivalan asida % 0,1 formol ve adjuvant ola-
rak % 30 Al(CH); ve Bayol F. ve Arlacelinda 1/4 oraninda kullamil-
dig1 bu son adjuantlarin sigirlarda koétii reaksiyonlar husule getir-
digi bildirilmektedir (5).

Yeni Zelanda’da L.hardjo, L.pomona ve L.copenhageni suslari
ile hazirlanan trivalan asida % 0,015 formol, % 10 AI(OH); wve
8 x 10—% germ/ml. kullanmuglar, potency testleri 1/8 sigir dozu ile
hamsterlerde ve sigirlarda yapildigi, sonucta asili sigirlarin lepto-
spira cikarmadig1 bildirilmektedir (8).

Amerika’da L.icterchaemorrhagiae ve L.canicola suslar ile
Stuart’s ve sentetik vasatlarda hazirlanan bivalan asimmin hamster-
lerdeki potency testlerinin ayri ayr1 yapildigi ve Stuart’s vasatinda

(74

iiretilen asinin % 80, sentetik ortamda iiretilenin ise % 100 ham-
sterleri korudugu gosterilmektedir (13),

Yeni Zelanda L.pomona ile hazirlanan asida % 10 AOH); ile
% 0,01 w/v konsantrasyonunda merthiolate kullanmislar. Sigirlar
2 ml. as1 dozu ile asilamadan 47 hafta sonra yapilan epriivasyona
dayandiklarimi gtzlemislerdir (17).

Amerika’'da arastiricilar hazirladiklar: pentavalan liyofilize agi-
da 148 x 107" germ/ml.'lik bir iireme elde ettiklerini ve % 0.7
Al(OHs) ile merthiolate kullandiklarimi bildirmektedirler (18, 19)
Yine Amerika'da arastiricilar chorio allantoik mayide iirettikleri
susla hazirladiklar: asiyr formol, polyvinylpyrrolidone ve dondurup
cozerek inaktive ettiklerini, bu son seklin enfektiviteyi ortadan kal-
dirdigimi fakat immunojeniteyi pek etkilemedigini, kimyasal inak-
tivasyona tercih edilebilecegini bildirmektedirler (21). Biz asimizda
pathogen sus kullandigimizdan giivenilir inaktivasyon icin kimya-
sal yolu sectik ve % 0,1 formol kullandik (3; 5, 7, 8, 17).

Bu c¢alismadan amacimiz yoklugu hissedilen ve yurdumuzda
onemli ekonomik kayiplara sebep olan sigir leptospirosisine karsi
giivenilir bir as1 hazirlamaktir.
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MATERYAL VE METOT

Arastirmamiz boyunca semi solid EMJH vasat: ile sivi vasat-
lardan modifiye sentetik Johnson vasatini hazirladik, Semi solid
EMJH vasatina 150 pg/ml. 5-fluorouracil ilave ederek bu vasati
sus izolasyonu ve piirifikasyonlarinda kontaminasyon inhibitorii
olarak kullandik (11, 8)-

As kiiltiirii tiretmek ve yine sus izolasyonlar: ile pasajlar i¢in
modifiye sentetik Johnson vasatini laboratuvarumza adapte ettik
(12).

Vasat bes litre olarak hazirlandi. Vasatin yapiminda bi distile
deiyonize su kullanilarak, ilk once sirasiyle stok soliisyonlar Basal
vasat ve Albumin-Fatty-asit supplement asagidaki sekilde yapildi.

Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Her 100 ml. su igin

Ammonium Cloride 25.0

ZnS0O4 7 H0 04

CaCl, 2 H.0 ve MgCl, 6 HO 1.0 (herbirinden)

FeSO; 7 HO 0.5

CuSO; 5 H.0 0.3

Glycerol 10.0

Tween 80 10.0

Thiamin B, 0.5

Vitamin Bi; 0.02
Bazal Vasat : (1 litre igin) Her 100 ml. su i¢in
Na-HPO; veya 1.0 gr.
Na,HPO,; 2 H.O 1.2535 gr.
KH,PO, 0.3 gr.
NacCl 1.0 gr,
Amonyum Clorid solusyon (stok) _ 1.0 ml
Thiamine solusyon (stok) 1.0 ml
Glyserol (stok) 1.0 ml.

Distile su 947.0 ml.

Yukaridaki maddeler distile suya ilave edilir ve pH 7,4 ayar-
lanir. 121°C’de 20 dakika otoklav edilir.
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Albumin-Fatty Asid Supplementin nglrlun|$| H

2 litre igin 10 litre icin

Bovine Album Fraction V 20 gr. 100 gr,
Calcium ve Magnesium Stok sol,

Cloride solution (stok) 3.0 ml, gr/100 ml. 15 ml,
Cinko stlfat solusyon (stok) 2.0 ml, 0,4 gr/100 ml, 10 ml,
Bakir siilfat solusyon (stck) 02 ml, 0,3 gr/100 ml, 1 ml,
Demir Siilfat solusyon (stok) 20,0 ml, 0,5 gr/100 ml, 100 ml,
Vitamin B, solusydn (stok) 2.0 ml 0,02 gr/100 mi, 10 ml,
Tween .80 solusyon (stok) 25,0 ml, - Tween 80 (stok) ; 125 ml.

Dist. su 1896 ml. 8870 ml.

Not : Bovin albumin % 1 olarak katilir,

Bes litre Johnson vasati icin stok solusyonlar hazirlandi. 300
ml. steril bidistile suya 50 gr. sigir albumini katildi, Stok solus-
yonlar albumin solusyonuna ilave edildi. 2N sodyum hidroksit ile
pH 7.4’e ayarland:- 1 kisim suplement ve 9 kisum bazal vasat birbiri
ile steril sekilde karistirilip 0,22 + 0,45 u milipore filtre sistemin-
den 0,2 atmosfer basincla siiziilerek tiiplere ve erlenlere taksim
edildi. Sterilite ekimi ve vasat yapildiktan en az 15 giin oda dere-
cesinde bekletildikten sonra kullamilmaya baslandi.

1 — Asi Susu :

Arastinmamizin basgladig: 30 Mayis 1983 tarihinden 25 Aralik
1984 tarihleri arasinda sigirlardan, Cubuk, Kursunlu, Eksi elma,
Giimiis pmar diye ddrt sus daha izole ederek laboratuvarimizda
daha evvel izole ve idantifiye edilmis olan sus sayis1 17'ye yiiksel-
mistir. Suslarin tamanm laboratuvarmmizca tip spesifik hyperimmun
serumlariyla yapilan mikroskopik aglutinasyon test (M.A.T.) ile L.
grippotyphosa serogrubundan oldugu tesbit edilmistir.
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Leptospira Grippotyphosa

Hyperimmun serumu

Asimizda kullandigrmiz sus 1984 yili yazinda Cankiri'min Kur-
sunlu ilgesinin Caylica koyiinde hasta bir sigirdan izole ve idanti-
fiye edilerek L. grippotyphosa serogrubundan oldugu laboratuvari-
mizca tesbit edilmistir (Tablo: 1).

Tablo : 1 izole edilen 6 yerli susun L, grippotyphosa Hyperimmun Serumu ile
M.A.T, ile degerlendirilmesi

Sﬁ$lur Keskin Haymana  Sehitali Kursunlu Pecenek Fevziye Kontrol

1/100
1/200

+ o+ +

1/400

+ + 4+ +

1/800 =

+ + 4+ + o+

1/1600 =

+ + + + + +

1/3200 =

+ 4+ + + + 4+ o+
+ + + + + + +

1/6400 =

PN A AR

1/12800 = — = = = —

Not : Altl sus L.grippotyphosa hyper immun serumu ile M.AT. sonuclar tabloda
da gorildigi gibi Haymana ve Kursunlu suglari 1/6400 titrede calismistir,

Suslarin immunojenik Ozelliginin Tayini :

Bunun icin 30°C’de suslar saf olarak iiretildi ve altisar kobaya
I’er ml- deri alt1 inokule edildi. 4 hafta boyunca hayvanlar dikkat-
le gozlendi, dereceleri alindi. Higbir anormal bir reaksivon ve
onemli bir derece yiikselmesi goriilmedi. Inokulasyondan bir ay
sonra biitiin bu alt1 grup kobaydan kan alinarak serumlar ayrldi.
Her grup serum kendi susu ile M:A.T.'te tabi tutuldu. Test sonug~
lar1 asagidaki cizelgede gosterilmistir (Tablo 2).

[3S]
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Tablo : 2 izole edilen 6 yerli susun immonojik o6zelliginin M.A.T, ile saptanma-
si, Ast inaculation Tarihi : 11,11,1984-Kan Alma Tarihi : 15,12.1984,

'xtobsy'-’x{nak No. 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 Kontrol
++ - T

(ki FA+E | LA+t - - W
76 Ews - p = = =
SEHITALL 75 T+ |+ - pes = =
: - 14 G+++ | 4+ - - - -
73 |- - - - - =
671 ++ + - + S e =
. Kontrol
668 +++ |+ < -] - = s
670 ++ 4 | et - - = o
672 ++ 4+ £ - - — =
PECENEK 674 b |t | ++ - =
675 A+ |4tt e t4 ] +F = = .
669 - - - - - - 01T,
Kontrol
676 et [t r | |+ F = = [
617 I + :
KURSUNLU 678 A G
679 N N AT +
680 4 - e A | A + +
681 e - - - -
Xonirol
683 i |l |+ + | = 1. 7
| 684 7% - |ggtt | it d |+ 3 =
PEVZIYE 685 Tttt Z 3 - - -
686 + + + - - =
687 kA | 7t ++ + - -
688 4+ 4 At ++ + - -
Kontrol
689 + +1 ++ - - - - L —
690 ) - T e - - e -
KESKIN- 691 e - - = =
; 692 - - - - ey e
_693 it + s - - - -
694 e I B e i T - i
: e Kontrol
695 | b |t - - P I
696 - L - - e s
HAYHANA 697 - - - = pon —
698 L+ 4 - — st oy
699 Gt }- T . et - =
700 T ++ + ~ - -
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Yapilan ¢aligmalar sonucu Kursunlu susunun immunojenik
ozelliginin yiiksek olusu (Tablo 2) ve hamsterlerde patojenitesinin
stabil olmasi sebebiyle as1 susu olarak sectik. Kursunlu susu aylik
pasajlarla hamsterlerde —196° likit nitrojen tankinda muhafaza
edilmektedir-

2 — Ast Uretimi :

As1 susunun segimini takiben Kursunlu susu ilk 6nce bir seri
tiiplerdeki Johnson vasatina adaptasyon ve cogalma ekimleri ya-
pildi. 30°C'de 7-10 giin shaking inkiibatorde inkiibe edildi. Karan-
Iik sahada iireme ve kontaminasyon durumunu tetkik ederek, yogun
ve saf iireme gosteren tiiplerden 50 ml.’lik erlenlere gecirildi. Er-
lenlerdeki iiremeyi takiben, 500 ml.'lik Johnson vasati ihtiva eden
buatlara son ekimler yapildi, 7-10 giin tiremeden sonra makrosko-
pik muayene yapildi. Kiiltiir karanlik saha mikroskobunda gelis-
me, kontaminasyon ve organizma yogunlugu agisimndan inceiendi.

3 — Sterilite Testi :

Buatlardan Thioglycollate ve Tryptone Soye Broth vasatlarina
0,1-0,2 ml. kiiltiirden ikiser tiip ekimler yapildi- Birer tiip 30-31°C
de 14 giin inkiibe edildi, diger iki tiip, oda derecesinde 14 giin fungi
mevcudiyeti igin bekletildi. Thioglycollate vasat: anaerob kontami-
nasyonu, Tryptone Soye Broth ise aerob ve fungi mevcudiyetini
arastirmak igin kullanildi. Bunun yaninda kanli agara da ekimler
yapild: (7).

4 — Asinin inaktivasyonu :

Sterilite testinde kontaminasyon goriilen buatlar disinda, te-
miz iireme gosterenler steril biiyitkce bir damacanada toplandi ve
% 0,1 w/v % 37volumluk formol ile % 0,01 w/v merthiolate ilave
edildi. Damacanalar iyice calkalandi ve iki giin oda derecesinde
bekletildi 5, 17).

5 — Leptospiral Canliik Testi :

Formol ile inaktive edilen kiiltiiriin inaktive olup olmadigini
tesbit icin yapildi. Ug seri dort tiipliikk Johnson vasatina inaktive
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kiiltiirden 0,5 ml. tiipten tiipe aktarma ile dilusyon yaparak, son
tiipe kadar ekim yapildi. En az 14 giin 30°C’de tiipler inkiibe edil-
di- Sonucta vasatlarda herhangi bir iireme ve canli leptospira ger-
mine rastlanmad: (7).

6 — Germ Sayisl :

Formol ile inaktive edilen kiiltiirden Hawskley Thema lamu ile
karanlik saha mikroskobunda asagidaki formiile gére Leptospira
germlerinin saymmi yapildi ve 7,2 x 10~* germ/ml. bulundu.

N x 2 x 10°
germ/ml. = x Dilusyon faktor
: 16

N = 5 biiyiik kare ortalamasi

Adjuant olarak inaktive edilen ve germ sayimi yapilan kiiltiire,
% 10 hesabiyla Aliiminyum hidroksit geli steril sartlarda katildi
ve damacana arasira calkalayarak adsorbsiyon sagland1 (7, 8, 17).

7 — Toksisite Testi :

a) Herbiri 18-22 gram agirhiginda saglikli bir elevajdan alinan
iki fareye 0,5 ml. as1, deri alt1 inokule edildi. 5-7 giin gozaltinda
tutuldu, Her iki fareden de anormal bir reaksiyon gozlenmedi.

b) Her biri 250-400 gram agirliginda saglikli iki kobay 2 ml-
as1 ile asilandi. 10 giin gozlendi, sonucta herhangi bir anormal re-
aksiyon tesbit edilmedi (7).

8 — Zararsizlik Testi :

Saglikli bir siiriiden M.A.T. ile kanlarinda antikor tasimayan
14-20 aylik iki si8ira asi dozunun iki misli 2 x 5 ml. = 10 ml. as1
omuz gerisinden deri alt1 enjekte edildi. Hayvanlar 7 giin boyunca
dereceleri yiikselmedigi, yeme ve igmeleri ile canliliklarindan bir-
sey kaybetmedikleri gibi, kotii bir reaksiyon goriilmedi. Yalniz en-
jeksiyon yerinde ceviz buyiikliigiinde agrisiz, atessiz olagan depo
as1 nodiilii olustu- Meydana gelen nodiil 20 giin icinde tedrici se-
kilde kavip oldu (7).
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Asinin Humsterierde Peciency Testi :

Saglikli elevajdan 3 ayliktan fazla olmayan 10'ar halﬁsterlik
ic grup hamster alindu.

I. grup hamsterler bir sigir dozunun 1/100% ile asilandi.

II. grup hamsterler sigir dozunun 1/400'ii ile asilandi. 21 giin
sonra I. ve II. grup hamsterler ayni dozlarla tekrar asilandi. Ikin-
ci defa asilamadan 15 giin sonra her iki grupla birlike ayni elevaj-
lardan alinan saghkli asisiz 10 kontrol hamster birlikte epriive
edildi- Epriivasyonda pathogen Kursunlu susu inokiile edilen ve
bir hafta i¢cinde olen hamster bobrek emiilsiyonunun 1/10 dilus-
vonundan 0,2 ml. intra peritoneal olarak inokule edildi. (1000 LDx/
0,2 ml.) Epriivasyondan bir hafta sonra asisiz kontrol hamsterlerin
tammami o6ldi. 10/10 asili hamsterlerden 1/100 sigir dozu verilen-
lerden bir hamster digerleri tarafindan parcalanarak oldiiriildii.
Bobreginden yapilan karanlik saha muayenesinde leptospira orga-
nizmi goriilmedi. 0/10, 1/400 sigir dozu ile asili olan II. grup
hamsterlerden iic tanesi oldii. 3/10 epriivasyondan bir hafta sonra
olen gerek 10 kontrol hamsterin tamamai ile 1/400 sigir dozu veri-
len II. gruptan olen iic hamsterin bdbrek emiilsiyonlar: karanhk
saha mikroskobunda yapilan muayenede hareketli leptospira orga-
nizmleri bol miktarda goriildii- Olen kontrol hamsterlerin b&brek-
lerinde 150 pwg/ml. 5 fluorouracil ihtiva eden semi solid EMJH
izolman vasatlarina ekimler yapildi. 4 hafta sonra Lep. organizm-
leri tekrar izole edildi. Epriivasyondan iki ay sonra hayatta kalan
asili her iki grup hamsterlerin bobrek ekimlerinden etken izolas-
vonu yapilamadi. Eprniivasyondan sonra iki ay tiim hayvanlar goz-
lendi, baska 6liim olmadi (Tablo 3).

Tablo : 3 Asihi ve kontrol hamsterlerinin pathogen Ileptospira ile epriivasyon
sonuglart (Asinin hamsterlerde bagisiklik testi)

Asili Hamsterler

1/100 SIGIR 1/400 SIGIR

DOZU VERILEN DOZU VERILEN
Epriivasyon susu I, grup Il. grup Asisiz kontrol hamsterier
Path. L. grippotyp- hamster hamster
hosa (Kursunlu) 0/10 3/10 10/10
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Tabloda da goriildiigii gibi I. grup 1/100 sigir dozu ile asili
olan hamsterleri epriivasyon sonunda hi¢ 6liim olay: goriilmedigi

ve asmin % 100 hamsterleri korudugu saptandi.

leri % 70 oraninda korudugu saptandi (8, 14)-

Asinin Sigirlardaki Badisiklik ve Bagisiklik Siiresinin Tayini :

Kan serumlari mikroskopik aglutinasyon testle (M.A.T.) sero-
negatifligi saptanan 24 bas bir yasinda dana temin edildi ve bun-
lari 12 tanesi 21 giin ara ile 5 ml. as1 ile iki defa asilandi. ikinci
asilamadan bir ay sonra kan serumlar1 (M.A.T.)'le islenerek antikor

seviyeleri tesbit edildi (2, 16).

Tablo : 4 21 giin ara ile 5 mi. asi ile ¢ift dos asih danalarda Mikroskopik

II. grup 1/400
sigir dozu verilenlerde ise 6liim oran1 % 30’dur ve asinin hamster-

Aglutinasyon test sonuclari (Asinin sigirlarda bagisiklik testi)

Dana ~Asilamadan Asilama Astlamadan
Kulak 6nce MA.T, Durumu 1 ay sonra
No, - L. grippotyp- Astlamadan  Asilamadan
hosa sero 3 ay sonra 6 ay sonra
grubundan M.AT. M.AT,
Kursunlu susu
ile MAAT,
6639 N A 1/6400 1/3200 1/160
6648 N A 3200 3200 160
6607 N A 1600 1600 160
6643 N A 6400 3200 160
6610 N A 1600 1600 320
6601 N A 3200 3200 160
6617 N A 6400 3200 160
6614 N A 3200 1600 32C
6619 N A 3200 3200 320
6622 N A 1600 1600 166
6620 N A 3200 3200 160
6608 A A 3200 3200 320
N :  Negatif
A : Asih

MA.T. : (Mikroskobik Aglutingsyon Test)
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Asili 12 dananin 6 ay1 doldurmasi iizerine 6 asili dana ayrila-
rak epriivasyona gecildi- Epriive susu olarak L. grippotyphosa sero
grubundan pathogen Kursunlu susu hamsterden pasaj edilerek
3 x 10— germ/ml. kiiltiirden 1000 LDs/5 ml. deri alts, 1 ml. agiz-
dan 1 damla goze damlatarak 6 bas asisiz dana ile birlikte epriive
edildi. '

Epriivasyondan 15-30 giin sonra asili ve asisiz danalarin id-
rarlar1 alinarak, karanlik saha mikroskobunda leptospira organiz-
mi arandig1 gibi, ayni idrarlardan kiiltiirleri yapildi. Epniivasyon-
dan 40 giin sonra asili ve asisiz danalar kesilerek, bobrek ve kara-
cigerlerinde 5 fluorouracil 150 ug/ml. bulunan semi solid izolman
EMJH vasatina ekimler yapildi. Ayni dokularin taze emiilsiyonlar:
yapilarak karanlik saha mikroskobunda leptospira organizmleri
arandi. 12 dananinda bdbrek ve karacigerleri Enstitiimiiz patoloji
laboratuvarinda Levaditi teknigi ile histopatolojik yoklamalar: ya-
pildi, ayrica ayni1 dokulardan touche preparatlar hazirlanarak gi-
emsa ile boyandi (8, 14, 20). Biitiin bu faaliyetler Tablo 5)'de gos-
terilmistir. Tablodaki degerlere gore asili 12 danamin 6 ay sonun-
da serumlarindaki antikor diizeyi 1/320 ile 1/160 arasinda degis-
mekte ortalama titre ise 1/210'dur. Epnmiivasyoda kullandigimiz
Kursunlu susu hamsterlerdeki potency testi esnasinda kontrol
hamsterleri oldiirdiigii halde, asisiz kontrol danalar1 oldiirmedi.
Fakat husule getirdigi bobrek enfeksiyon usonucu idrarlan ile lep-
tospira organizmleri ¢ikarmalari, idrar ve bobreklerin bakteriyo-
lojik, kiiltiirel ve histopatolojik muayeneler sonucu pozitif bulun-
masini enfeksiyon gostergesi kabul ederek epriivasyonda kritex
olarak kullandik (8, 10, 14).

Asili danalarda 6601 nolu dana harig, idrarlar: ile leptospira
cikarmadig: bakteriyolojik, kiiltiirel ve histopatolojik muayenele-
rin menfi oldugu goriildii. Bu duruma gore as1 6. ay sonu danalari
% 83 oraninda korudugu saptandi.

33



Leptospiresis asist - Bulu - Ergiin

Tablo : 7 21 gin ava ile ¢ift doz asih danalarda 12 ay sonra mikroskopik
aglutinasyon test (M,A.T.) sonugiari

Dana Kulak Asilamadan once Astlama Durumu
No, MAT. (12 aydir Asilamadan 12 ay sonra
asih) Kursunlu susu ile MA.T.
6629 N A 1/40
6648 N A 1/20
6603 N A 1710
6619 N A 1/80
6626 N A 1/20
6628 N A 1/40
N :  Negatif
A : Asil

M.A.T. : Mikroskopik Aglutinasyon Test

12 ay evvel agilanan 6 bas dana 6 asisiz kontrol dana ile eprii-
vasyona gecildi. Epriive susu olarak L. grippotyphosa sero grubun-
dan pathogen Kursunlu susu hamsterden pasaj edildi. 3 x 10~3
germ/ml.  kiiltiir ve hamster bobrek emiilsiyonu karisimindan
1000 LDsy/5 ml. subcutan 1 ml. agizdan, 1 damla goze damlatilarak
danalar epniive edildi.

Epriivasyondan 40 giin sonra asili ve asisiz danalar kesilerek
toplam 12 dananin bobrek, karaciger ve idrardan touche preparat
yapildi, giemsa ile boyandi. 5-fluorouracil 150 pg/ml. bulunan semi
solid izolman EMJH vasatina ekimler yapildi. Bobrek ve karaciger
doku emiilsiyonu ve idrar karanlik sahada mikroskobik inceleme-
ye almdi. Ayrica bdbrek ve karacigerler Enstitiimiiz Patoloji Labo-
ratuvarinda Levaditi teknigi ile histopatolojik yoklamalar1 yapildi.
Biitiin bu ¢alismalar (Tablo 6)’'da gosterilmistir. Tablodaki deger-
lere gore asili alt1 bas dananin 12. ay sonunda serumlarindaki an-
tikor diizeyi 1/10 ile 1/80 arasinda degismekte, ortalama titre 1/35
dir. Epriivasyonda kullandigimiz pathogen Kursunlu susu hamster-
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lerdeki potency testi esnasinda asisiz kontrol hamsterleri oldiir-
diigii halde, asisiz kontrol danalar: 6ldiirmedi. Fakat husule getir-
digi, bobrek enfeksiyonu sonuou idrarlari ile leptospira organizmi
¢:karmalar: idrar ve bobreklerin bakteriyolojik, kiiltiirel ve histo-
patolojik muayeneler sonucu pozitif bulunmasimi enfeksiyon gos-
tergesi kabul ederek epriivasyonda kriter olarak kullandik. Tablo
6'da gosterildigi gibi 12 aydir asili alt1 bas danadan 6648 nolu hay-
van haric diger bes dananin leptospira organizmi crkarmadig: bak-
terivolojik, kiiltiirel ve histopatolojik muayenelerin menfi oldugu
goriildii. Asisiz alti bas dananin altisinda idrarlari ile leptospira
organizmi cikardigi ve yapilan kiiltiirlerden tekrar etken izolasyo-

nuna muvaffak olundu.

Bu duruma gore asili 12 inci ay sonu itibariyle danalari ep-
ritvasyondan % 83 oraninda korudugu saptandi.

Asimin Saha Denemesi :

Elimizde stok olarak bulunan asi ile asi susunun izole edildigi
Canku1’'nin Kursunlu ilgesinin Caylica kdyii bu galismalar icin pi-
lot bolge olarak secildi. 433 bas sigir, 360 bas koyun asilandi. Asi-
lama 21 giin ara ile iki defa uygulandi. Ug, alt1 ve onikinci ay so-
nu itibar1 ile M-A.T. ile sondalama metodu kullamarak kéyden se-
cilen yirmi bas asili sifirda antikor diizeyleri saptandi. En yitksek
antikor seviyesi 1/6400, en diisiik 1/80 diizeyinde bulundu.

Bu antikor seviyesi oldukca yiiksek titreleri ifade etmektedir.
(Tablo 8). Adigecen koyde bir seneyi askin siirede yapilan calis-
mada sekizyiiz civarinda hayvan asilandigi, asili gebe hayvanlarda
dahil, hi¢bir yavru atma vak’asi olmadif: gibi, asili hayvanlarda
lokal ve genel kotii post vaksinal istenmeyen reaksiyonlara rast-
lanmadi. Bu arada her sene, Caylica kdyiinde sporadik olarak lep-
tospirosis ciktigr Ilce Veteriner Hekimligince bildirilmistir. Asila-
madan sonra 1985 baharmdan bu yana koyde leptospira vak’asmin
cikmadig: yakin gozlemlerimizle saptandi.
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Tablo : 8 "Leptospira Asisinin Cankin-Kursuniu Caylica kéyi sigirlarinda yapilan
saha denemesi M.A.T, sonuglari.

Hayvan Sahibinin Sidirin Sira
Adi Soyadi Lakabi No, 3ay 6ay 12 ay
Recep Yesildag Ala inek 1 1/400 1/200 1/80
» » Conukayik 2 1/6400 1/3200 1/800
Mehmet Ali Yicel Sakar inek 3 1/1600 1/400 1/160
» » Sari diive 4 1/800 1/200 1/80
» » (160) kulak no. & 1/800 1/200 1/80
» » (695) kulak no, 6 1/800 17200 1/80
Servet Cicek Gok inek 7 1/400 1/200 1/80
» » Sari inek 8 1/1600 1/400 1/80
» » Sarn buzagi 9 1/3200 1/800 1/160
» » Sakar dana 10 1/800 1/200 1/80
Hakkr Yiicel Kara inek 1 1/6400 1/1600 1/320
» » Kiciik montofon 12 1/1600 1/400 1/80
» » Blyik » 13 1/800 1/200 1/80
» » Yerli kara inek 14 1/400 1/200 1/80
Ali Uzun Siyah inek - 15 1/400 1/200 1/80
» » Montofon dive 16 1/400 1/200 1/80
»  » (588) kulak no. 17 1/1600 1/800 1/320
» 2 Siyah sivri
boy, diive 18 1/800 1/200 1/80
Alaaddin Findik Siyah sivri
boy, inek 19 1/800 1/1200 1/80
» » Buzagi 20 1/1600 1/400 1/160
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Tablo : 5 Leptospira Asisinin Danalarda Bagisiklik
Test 'Sonucian (Altinci ay sonu)

Dana Epruvasyondan Kultir Muayenesi Bobrek ve K.ciger Bobrek
Kulak  Asilanma sonra idrarin (Leptospira organizm Doku emiilsiyonu Histoputolojik K.ciger
No, Durumu Kar, Saha, Mik. . izolasyonu) kar, saha, mik, Muayene touche
Kontrolu idrar Bobrek K.ciger Kontrolu Bobrek - K.ciger preparat
15-30 giin
6639 Asil 6 ay — — — — — — — —
€608 » » —_ — — — e — . —_
€610 » » — — — — — e el -
6601 » » — — — — o s P o
6620 » » —_ — — — = = s sy
6622 » » — = s = — o sty —
6711 Asisiz Kontrc! ok + =+ == + I + +
6702 » » + e +- = < + -+ T+
6703 | » » = <k + == + + + +
6704 » » & + + + + + + +
6705 » » + + + ¥+ ;2 + + +
6706 » » — + + —_ =S o o =
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Tablo : 6 Leptospira JAsisinin Danalarda Bagsiklik
Test Sonuclan (12 nci ay sonu)

idrarin, bobrek ve k.ciger
doku emiilsiyonun

- 1si5e sisoqidsoydo

undig - ning

Karanhk saha Kiltiir muayenesi Histopatelojik Touche
Asili dana  Asilanma !nikroskop kontrolu fetken izolasyonu Muayene Preparat
kulak no. Durumu Idrar Bobrek K.ciger Idrar Bobrek K.ciger Bobrek  K.ciger Bobrek  K.ciger
6629 Asili — — — — — — — — — —
6648 » — + — == & — + — = ==
6603 > x === — = — — — — —_— —
6619 » — — — —_ — — — — = =
6626 » — — — = — — — — — —_
6628 » x — — — — -— — — — —
Asisiz kontrol
dana kulak no,
1 Asisiz + + + + + — + + + +
2 » + + — — + — — — + +
3 » — + — o + — G = + —
4 » + + S *+ + — + + 4+ +
5 » = = —_ — + — + — —_ +
6 » + 4 — + + = = = ot +




Epriive Susunun Muhafazasi :

Arastirma boyunca asi1 tohum ve epriivasyon kiiltiirii olarak
kullandigimiz L. grippotyphosa sero grubundan pathogen Kursun-
Iu susu her hafta hamsterlerde pasaj sureti ile canli idamesi sag-
landi. Buna paralel olarak, daha pratik muhafaza metodu olan
Liquide Nitrogen Containerlerde (—197°C)’'de 6zel payet ve silikon-
lu yumusak tiiplerde, % 10 gliserinli ortamda muhafaza sistemi
kuruldu- Pathogen Kursunlu susu 20 ay burada canliligini ve pat-
hogenitesini muhafaza ettigi goriildii.

BULGULAR

L. grippotyphosa sero grubundan Kursunlu susu ile formol ile
inaktive 7,2 x 10— germ/ml. yogunlutka bir as1 hazirlandi.

Asmnin temizlik ekimleri normal, fare ve kobaylarda toksisite-
den uzak, canli leptospira organizmi igermeyen, sigirlardaki zarar-
sizhik testlerinde giiven veren, bir as1 oldugu saptandi.

a — Asmin hamsterlerde yapilan bagisiklik testlerinde ise as1
bir sigir dozunun 1/100’i inokule edilen 10 adetlik bir grup hams-
teri Leptospira enfeksiyonundan % 100 korudugu, b — bir sigir
dozunun 1/400'ii inokule edilen 10 adetlik ikinci grup hamsteri %
70 oraminda korudugu, buna mukabil asisiz 10 adetlik 3 grup
kontrol hamsterlerin epriivasyondan sonra 10 adedinin de 6ldiigii
ve tiim 6lenlerden tekrar etken izolasyonu ile epriivasyonun gecer-
liligi kanitlanmig oldu (Tablo 3). Sigirlardaki bagisik testinde de-
nemeye alinan yirmidort dananin epriivasyondan sonra 15-30 giin-
lerde idrarlar: ile leptospira germi c¢ikarip g¢rkarmadigini sapta-
mak iizere, alt1 aylik asili danalardan sadece 6601 kulak nolu hay-
vanin idrar ile etken gikardig: saptandi. Oniki aylik asili danalar-
da 6648 kulak numarali hayvan haric¢ hic birisinin idrarlar: ile et-
ken cikarmadigi, bakteriyolojik, kiiltiirel ve histopatolojik mua-
yenelerin menfi oldugu saptandi. Asisiz, kontrol alti1 bas dananin
yapilan muayenelerde idrarlar: ile leptospira organizmler ¢ikardi-
g1, tesbit edildi. Bu hayvanlardan yapilan ekimler sonucu tekrar
etken izolasyonuna muvaffak olundu (Tablo 5-6). Otopside asisiz
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' kontrol danalarin bdbrek kapsulas: altinda makroskopik boz, be-
yaz topluigne bas1 biiyiikliigiinde interstitial nefritis odaklar: goz-
lendi. Asili danalarda bu durum goriilmedi.

TARTISMA

Ortaya koydugumuz monovalan L. grippotyphosa asisinda, yer-
li Kursunlu susu tohum kiiltiirii olarak kullanilmistir. As1 formol-
le inaktive bir asidir (1).

Yeni Zelanda’'da yapilan bir ¢alisma L. hardjo ve L. pomona ile
sentetik vasatta hazirlanan bivalan bir asiy1 danalarda deneyerek
pozitif idrar ve bdbrek kiiltiirlerini enfeksiyon gostergesi olarak
kullanmak suretiye belirgin derecede korunma saglandig bildiril-
mektedir (14).

Yine Yeni Zelanda'da ortaya konan bir arastirmada L. hardjo,
L. pomona ve L. copenhageni ile hazirlanan trivalan as:i siras: ile
hamster ve danalarda bagisiklik testine tabi tutulmus, sonugcta
asili danalarin leptospira ¢ikarmadig: ve asinin bunu 6nledigi sap-
tanmustir (8).

Laboratuvarmizda asi sentetik Johnson vasatinda iiretilerek,
as1 lizerinde yapilan testler Yeni Zelanda’'da yapilan her iki calis-
ma ile bir paralellik gostermektedir. Yegane ayrldigimiz nokta asi-
mizin monovalan olusudur. Hamsterlerde ve danalardaki bagisik-
Lik testleri ile sterilite, zararsizlik ve toksisite Avrupa farmakopi-
sinin istedigi giivenlik simrlar: igindedr (7).

Cekoslovakya’da yapilan asilamalarda 1/50 ve 1/100 antikor
titre elde edildigi bildirilmektedir (16). Amerika’da yapilan bir
arastirmada leptospira asilamalarinda 1/100 ve 1/200 titrelerin ye-
terli oldugu bu antikor titresinin 6-12 ay arasinda bagisiklik sag-
layarak sigirlarda abortlar: onledigi bildirilmektedir (6). Asimizda
altinci ve onikinci ay sonu itibari ile sigirlarda antikor titresi ola-
rak 1/160 ve 1/80 degerlerini bulduk (Tablo 4-7). Her nekadar bu
titreler dusiik goriilmekte ise de mithim olan hamster ve danalar-
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da buldugumuz % 83 koruma saglayan bagisiklik test sonuglardir
(8) 14)' 3 . Tt ' ' i ‘

As1 dozunu sigirlarda 5 ml. olarak kullandik. As: dozu sigirlar-
da Amerika ve Avrupa farmakopesine gore 5 ml. dir.

SONUC ve ONERILER

L. grippotyphosa sero grubundan patojen Kursunlu susu ile
% 0,1 formol ile inaktive % 0,01 merthiolatli % 10 Al(OH)s'e ad-
sorbe 7,2 x 10— germ/ml. yogunlukta monovalan bir as1 hazirlan-
di. Asimin bagisiklik testleri hamsterlerde, 1/100 ve 1/400 sigir do-
zu verilerek uygulandi. Hamsterlerin 1/100 siir dozu ile asilanan-
lar1 % 100 epriivasyona dayandiklari halde 1/400 sigir dozu ile
agilaman hamsterleri epriivasyonda % 70 oraninda koruyabildi. Si-
girlarda ise bagisiklik testi icin yirmidort dana kullanildi. Asilama
21 giin ara ile 5 ml- as1 dozu 2 defa uygulandi. Asilamadan alt1 ve
onikinci aylar sonu itibari ile asisiz kontrol danalaria birlikte
3 x 10—* germ/ml. patojen Kursunlu kiiltiirii ve hamster bdbrek
emiilsiyonu karisimindan 1000 LDs/5 ml. ile epniive edildiler. Ep-
riivasyon sonu danalarin leptospira enfeksiyonlarmna karsi asinin
% 83 oraninda korudugu kanisina varildi.

Asilama ciftlesmeden Once veya hemen sonra yapilabilir. Asi
sigirlarda omuz gerisine veya boyuna 5 ml. olarak 21 giin ara ile
ikj defa uygulanmir. Bunu takip eden diger senelende bir doz idame
asilama ile bagisiklik bir yi1l devam eder (7, 9). As1 1siktan korun-
mus olarak sogukhava deposu veya buzdolabinda 5 7 3°C'de en az
6 ay saklanir (7). Gebe hayvanlara as: tatbik edilmez Gebeligin
ikinci yarisindan sonra husule getirilen bagisiklik abortlar: onle-
mez, ‘
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OZET

Leptospira grippotyphosa sero grubundan yerli Kursunlu susu
kullanarak, monovalan numune as1 hazirlandi. Asida % 0,1 formol,
% 0,01 merthiolate ile % 10 Al(OH); kullanilmistir. As1 tohum kiil-
tiirii Johnson vasatinda 30°C’'de 7-10 giin inkube edilerek asi iire-

tildi.

Kiiltiirden Hawskley Thoma lami kullanarak germ sayimi ya-
pildi ve 7,2 x 10~% germ/ml. bulundu. Asinin sterilite, leptospiral
viability, toksisite testleri sirasi ile uygulandi. Test sonuclar: gii-
venilir limitler icinde bulundu.

Hamsterlerdeki potency testi icin 10 adetlik ii¢ grup 3 aylk
hamster alindi- 21 giin ara ile iki gruba 1/100 ve 1/400 sigir dozu
miktarinda asi inokule edildi. Asili hamsterler ikinci asilamadan
15 giin sonra 10 adet asisiz kontrol hamsterle birlikte her ii¢c grup
hamster 3 x 10~® germ/ml. pathogen L. grippotyphosa kiiltiiriiniin
1000 LDs/0.2 ml. ile epriive edildiler. Epniivasyodan sonra 1/1C0
sigir dozu ile asili 1 inci hamster grubu hayatta kaldi. 0/10, 1/400
sigir dozu tatbik edilen II inci hamster grubun ii¢ tanesi 6ldii.
3/10 boylece birinci grup epriivasyona % 100 dayandi. II. grup
ise % 70’te kalmistir- Sigirlardaki bagisitklik testi hamsterlere pa-
ralel olarak yapildi, bu testte 24 dana kullanildi. Danalar 5 ml. as:
dozu ile 21 giin ara ile iki defa asilandi. Asilamadan altinci ve on-
ikinci aylar sonu asisiz kontrol danalarla birlikte 3 x 10— germ/ml.
hamstenden pasaj edilmis pathogen kursunlu  kiiltiiriintin
1000 LDs/5 ml.’si ile deri alt1 ve gozde damlatilarak epriive edildi.
Epriivasyondan sonra idrarlarindan ve bobreklerinden bakteriyel
kiiltiirel ve histopatolojik muayeneler sonucu test danalarini lep-
tospira enfeksiyonuna kars: asimin en az % 83 oraminda korudugu

goriildii.

Saha denemesi olarak Cankirimin Kursunlu, Caylica kdyiinde
433 bas si8ir, 360 bas koyun asilandi, asili hayvanda istenmzyen
lokal ve genel post vaccinal reaksiyonlara rastlanmadi. As1 tohum
kiiltiirti hamsterlerde her hafta pasaj suretiyle canliligi devam et-
tirilirken, buna paralel olarak ayn: sus liquide nitrogen container-
lerde 6zel payet ve silikonlu tiip icinde % 10 gliserinde patojeni-
tesini kayip etmeden en az iki senedir muhafaza edilmektedir.
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SUMMARY

PREPAIRING A VACCINE WITH LOCAL STRAINS,

AGAINST BOVINE LEPTOSPIROSIS, WHICH HAS

ADSORBED TO ALIMINIUM HYDROXIDE AND iT
HAS STRONG IMMUNOLOGIC PROPERTIES

A monovalent vaccine was prepared by using Kursunlu strain
which is indigenous, belonging to the L. grippotyphosa serological
group. In this vaccine 0.1 % formaldehye, 0,01 % merthiolate and
10 % AlI(OH); had been used. Vaccinal seed germs have been in-
cubated at 30°C for 7-10 days and so the vaccine have been pro-
duced.

The germs counting was made by using Hawskley Thoma slide,
and the number of the germs was found as 7,2 x 10— germ/ml.
Leptospiral viability, toxicity and sterility tests have been applied
respectively. The results of the tests were found in reliable limits.

For potency test in hamsters, the animals, at the age of 3
months were divided into 3 groups and each group was containing
ten hamsters. At interval of 21 days, the vaccine have inoculated
into two groups with the amount of 1/100 and 1/400 cattle doses.

Vaccinated hamsters, after 15 days from second vaccination
and together with unvaccinated control hamsters have been chall-
enged with 3 x 10— germ/ml. pathogen L.grippotyphosa cultures
which were 1000 LDs/0,2 ml.

After challenge, first hamster group were alive. These hams-
ters had been vaccinated with 1/100 cattle dose, In the second
hamsters group, three animals were died. These hamsters had been
vaccinated with 1/400 cattle dose.

And so the first group was resistent to the challenge at the
rate of 100 %. The ratio was found 70 % at the second group. The
immunity test in the cattle, was made similar to hamsters. In this
test 24 calves were used. At the vaccination 5 ml. vaccine has been
used at interval 21 days. 6 and 12 months later from vaccination,
unvaccinated contro] calves and vaccinated calves were challenged
with 3 x 10—* germ/ml. In this challenge the culture which is called
Kursunlu strain passaged from hamsters has been used as
1000 LDsx/5 ml. subcutaneously and by dropping to eyes.
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After challenge, bacteriological and histopathological examina-
tions from their urines and kidneys have been made. The results
showed that, the vaccine vas protective for calves at least, at ratio
of 83 %.

As-a field trial 433 cattle and 360 sheep have vaccinated in the
Caylica village/Kursunu- We didn’t encounter undesirable postvac-
cinal, local and general, reactions.

The vaccinal seed culture has been maintained by serial weekly
passages in hamsters. Being paralel to this, the same strain with
10 % glycerine has been kept in the container which contain Li-
quide nitrogen, in the plastic pipette and silicon tubes. This strain
has been maintained for two years without lossing its pathogenity.
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