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Spirodheatler içinde çok kısa bir geçmişi olan leptospiml en­
feksiyonlar, yurdumuzda sanıldığından da y,ayıgın ve tırmanış için­
de oldtığu görülmektedir. Leptospiraların epidemiyolojisinin olduk­
ça karmaşık ve genel bakteriyolajik metodlada çalışma olanakları 
olmadığından araştuTinalar kendine özel yöntemlerle, steril ortam­
larda titiz çalışmalar gerelktirmektedir. 

Leptospirosis insan daihil birçok memeli türünıü tehdit eden 
geniş spektrumlu zoonoz bir enfeksiyondur .. Yurdwnuzda leptospi­
i":a enfeksiyonları üzerindeki ciddi çalışmalar 1950 yılından . sonraya 
,r:astlamaktaıdu~ (15) . Mikroskopik aıglutinasyon test (ıMJA.T.) ve suş 
izolasyon çalışmaları sayesinde Türkio/e'de leptospira enfelksiyon­
larının ya)ligınlığı saptanmıştır. Bu çalışmalara esas olriıak 'üzere 
1975-1985 yıllan arasmda yurdun muıhtelif bölgelerinden temin edi­
len (9259) adet sığır, koo/Un. at ve insan kan senunu mikroskopik 
aglutinasyon test ile incelenmiş , bunların 1919'u miisıbet ·'bulunmuş­
tur. Müslbet ıbulunan serumların % 63 Lgrip.potyıphosa ·ile .'% · 36 
ise L.hebdomadis ve ·% 1. L. pomona ile reaksiyon vermiştir. ·Ay­
rıca kültıürel çalışmalarımızın .neticesi hasta sığırlardan Anıkara, 

Çankırı, Çorum illerinden OilÜÇ SllŞ izole edilmiş olup, bu suşların 
tamamının L.grippoty·phosa sero grubundan olduğu . ve yurdumuz­
da yaygın olan tipinde L.grLppatyıphosa olduğu laıboratuvarımızca 

saptanmıştır. Ayrıca bu suşlar Enstitü Pasteur ve Amsteııdam'daki 

( •ı Hayvan Hastalıkları Araştırma Ens~itüsü Lsptospira Lab. Şefi 

ı··ı )) )) ll » _)) » Uzmanı 
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Leptospirosis aşısı - Bulu - Erg!in 

Kraliyet Tropikal Hastalıklar Enstitüsıline gönderilerek L.grippoty· 
pihosa sero grulbuncran olduğu :belirlenmiştir. Böylece Türkiye'de 
leptospirosis yayıgınlığı ile ekonomimize yaptığı olumsuz etkileri 
ortaya konmuştur (4). ÇiftHk hayvanlarında meydana gelen lepto· 
spira enfeksiyonlarına karşı birçok ülkede çeşitli koruyıucu aşılar 
yapılırmştır. İtalya'da L.pomona 'Ve Lıhyos suşları ile 400 x lo--" 
germ/mL ile yapılan ıbivalan aşıda % 0.1 formal ve adjuvant ola· 
rak % 30 Al:(OH)3 ve B.ayol.F- ve Arlacelmda 1/4 oranında kullanıl· 
dığı ıbu son adj.uantların sığırlarda kötü reaksiyonlar husule getir· 
diği bildirilmektedir (5). 

Yeni Zelanda'da L.hardjo, L.pomona ve L.copenhageni suşları 
ile iha:zırlanan trisvalan aşıda % 0.015 formol, % 10 Al(OH)J ve 
8 x ıo-s ıgerm/ml. kullanrnışlar, patency testleri 1/8 sığır dozu ile 
hamsterlerde ve sığırlarda yapıldığı, sonuçta aşılı sığırların leıpto· 
spira çıkarmadığı (bildirilmektedir (8). 

Aırrıerika',da L. icterohaemorrhagiae ve L. canicola suşlar ile 
Stuart's ve sep.tetik vasatlarda hazıdanan bivalan aşının hamster­
lerdeki potenoy testlerinin ayrı ayrı y,apıldığı ve Stuart's vasatmda 
ürıetilen aşının % 80, sentetik ortamda üretilenin ise % 100 ham· 
sterleri koruduğu gösterilmeıktedir (13). 

Yeni Z~larııda L. rpomona ile hazırlanan aşıda '% 10 A1(0H)3 ile 
% 0,01 w/rv -konsantmsyonunda mert!hiolate kullamİl.l!şlar- Sığırlar 

2 ml. aşı do.Zu ile aşılamadan 47 hafta sonra yapılan eprüvasyona 
dayandıklarını gözlemişlerdir. ( 1 7). 

Aıınerika'da araştırıcılar hazırladıJeları pentavalan liyofilize aşı· 
da 1.48 x ıo-ıo gemı/m.l.'lik. ibir üreme elde ettiklerini ve % 0.7 
Al(OfL) ile · mertihiolak kulland:ıJdannı bildirmektedirler (18, 19) 
Yine .A.rrlerika'da araştınoılar chorio allantaik mayide ürettikleri 
suşla hazırladıkları aşıyı formol, polyvinylpyrrolidone ve dondurup 
çözerek inaktive ettiklerini, bu · son :reklin enıfektiıvi te yi ortadan kal­
dırdığını fakat immunojeniteyi pek etkilemediğini, kimyasal inak· 
ti:vasyona terciıh edileıbileceğini ıbildirmektedirler (21) . Biz aşımızda 
pathogen suş kullandı.ğrmıızdan güvenilir inahivasyon için kimya· 
sal yolu seçtik 'Ve % 0,1 formal kullandık (3; 5, 7, 8, 17). · -. 

Bu çalışmadan amacımız yokluğu hissedilen ve yurdumuzda 
önemli ekonomik kayıplara sebep olan sığır leptospirosisine karşı 
güvenilir bir aşı hazırlamaktır. 
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MATERYAL VE METOT 

Araştırmamız boyunca semi solid EMJH vasatı ile sıvı vasat­
lard~n modifiye sentetik Johnson vasatını hazırladık Semi solid 
EMJH vasatma ıso ıı.ıg/ml. 5-flıuorouracil ilave ederek bu vasatJ 
suş izolasyonu ve pürifikasyonlarında koniaminasyon inıhvbitörii 

olarak kullandik (ll, 8). 

Aışı :k.ıültürü üretrrr:ıek ve yine suş İzolasyonları ile pasajlar için 
modifiye sentetik Jol}rrson vasatını laboraruvarrmıza .ada-pte ettik 
(ı2). . . 

Vasat ibeş litre olarak hazırlandı. Vasatın yapımında bi distil<:~ 
deiyoriize su kullanıl.arak, ilk önce sırasiyle stok solusyonlar Basa] 
vasat ve A~bumin-Fatty-asit supplement aşağıdaki şekilde yapıldı. 

Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

Ammonium Cloride 
ZnS04 7Hı0 
CaClı 2 HıO ve MgClı 6 HıO 

FeS04 7 HıO 
CuS04 5 HıO 
Glycerol 
Tween 80 
Tıhiamiıi Bı 
Vit.ariıin Bıı 

Bazal Vasat : (ı litre için) 
Na::ıHPO~ veya 
NaıHP04 2 HıO 
KıHıP04 

NaCl 
Amonyum Clorid solusyon (stok) 
'IIhiamine solusyon (stok) 
Glyserol (stok) 
Distile sU 

Her ı 00 ml. su için 
25.0 
0.4 
1.0 (heı'birinden) 

o.s 
0.3 

10.0 
10.0 
o. s 
0.02 

Her ıoo ml. su için 
1.0 gr. 
1.2535 gr. 
0.3 gr. 

-1.0 .gr. 
1.0 ml. 
1.0 ml. 
1.0 ml. 

947.o ını. 

Yukarıdaki maddeler distile suya ilave edilir ve pH 7,4 ayar­
lanır. 121oC'de 20 dakika otoklav edilir. 
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Albumin-Fatty Asid Supplementin Hazırlanışı 

2 litre için 

Sevine Album Freetion V 20 gr. 

Calcium ve Magnesium 

Clor.ide solution (stok) 3.0 ml. 

Çinko sülfat solusyon (stok) 2.0 ml. 

Bakır sülfat solusyon (stok) 0,2 ml. 

Demir Sülfat solusyon (stok) 20.0 ml . 

Vitamin 8, solusyon (stok) 2.0 ml. 

Tween 80 solusyon (stok) 25.0 ml. 

Dist. su 1896 ml. 

Not : Bovin albumin % 1 olarak katılır. 

Stok sol. 

gr/100 ml. 

0,4 gr/ 100 ml. 

0,3 gr/100 ml. 

0,5 gr/100 ml. 

0,02 gr/100 ml. 

Tween 80 (stok) 

10 litre icin 

100 gr, 

15 ml. 

10 mı. 

ml. 

100 ml. 

10 ml. 

125 ml. 

8870 ml. 

Beş litre Jahnsoi1 vasatı için stok solusyonlar hazırlandı. 300 
ml. sterÜ · ·b idistil e suya SO gr. sığır albumini kahldı. Stok solus­
yonlar alıbumin solusyonuna ilave edildi. 2N sodyum h~droksit ile 
pH 7.4'e ayarlandı. 1 kısım suplement ve 9 Jcıs~m bazal vasat birıbiri 

ilc stcril şekilde karrştırılıp 0.22 + 0.45 u milipore filtre sistemin­

den 0,2 atmosfer basınçla sünülerek ti.~plere ve erlenlere taksim 

edildi. Sterilite ekimi ve vasat yapıldıktan en az lS gün oda dere­

cesinde bekletildikten sonra kullanılmaya başlandı . 

1 - Aşı. Suşu : 

Araştınmamı·zın başladığı 30 Mayıs 1983 tarihinden 2S Aralık 

1984 tariılıleri arasmda sığırl.ard.an, Çubuk, ~urşunlu, Ekşi elma, 

Gümüş pınar · diye dört suş daha izole ederek laJboratuvarEnızda 

daha evvel izole ve idantifiye edilmiş olan suş sayısı 17'ye yüksel­

miştir. Suşların tamamı laboratuvarımızca tip spesifik hyperimmun 

serumlarıyla yapılan mikroskopilc aglutinasyon test (M.A.T.) He L. 

grippotyphosa serogruıbundan . olduğu tes!bit edilmiştir. 
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Aşımızda kullandığımız suş 1984 · yılı yazında Çankırı'nın Kur­
şunlu ilçesinin Çaylıca köyünde hasta bir sığırdan izoie ve 1danti­
fiye edilerek L. grippot)•phosa serogruıbundan olduğu laıboratuvarı­
mızca testbit edilmiştir (Taıblo: 1). 

Tablo : 1 izole edilen 6 yerli suşun L, grippotyphosa Hyperimmun Serumu ile 
M.A.T. ile !değerlendirilmesi 

Suşlar Keskin Haymana Şehitali Kurşunlu Peçenek Fevziye Kontrol 

1/100 + + + + + + v 
1/200 + + + + + + v 

.1/400 + + + + + + v 
1/800 + + + + + v 

1/1600 + + + + v 
1/3200 + + + v 
1/6400 + + v 

g. ~ 1/12800 v ....ı :ı: 

Not Mtı suş L.grippotyphosa hyper imnıun serunıu ile M.A.T. sonucları tabloda 
da görüldüğü gibi Haymana ve Kurşunlu suşları 1/6400 titrede çalışmıştır. 

Suşların immunojenik Özelliğinin Tayini : 

Bunun için 30°C'de suşlar saf olarak üretildi ve altışar kahaya 
1'er ml. deri altı inakule edildi. 4 hafta boyunca hayvanlar dikkat­
le gözk:ndi; dereceleri alındı. Hiçbir anormal bir reaksiyon v~ 
önemli bir derece yükselmesi görülmedi. İnokulasyo:mtan ıbir ay 
sonra bütün bu altı gn~p kobaydan kan alınarak serumlar ayrıldı. 
Her grup serum kendi suşu ile M.A.T.'te taıbi tutuldu. Test sonuç.­
lan .aşağıdaki çizeLgede gösterilmiştir (Taiblo 2). 
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Leptospirosis aşısı - Bulu - Ergün 

Tablo : 2 izole edilen 6 yerli suşun immonojik özelliğinin M.A.T, ile saptanma­
sı, Aşı inaculation Tarihi : 11,11,1984-Kan Alma Tarihi : 15,12.1984, 

ey :KufalC Nö·. 1/50 l/100 l/200 l/ 4(io l/000 1./1600 ıcOn·trol · 

n -H-H- ++++ -1- +t ++" ·,;, - \./ " 
76 --1+ - - - - -

ŞFliİTALİ 75 +++ ++ - - - -
74 . ++.+ .++ - - - -
73 - - - - - -

671 -t + +- - + - - -
Kontrol 

668 +++ ++ - ·- .. - - v -. 670 -r+ f- ++ - - - -
672 +-+ + ~ - - - -

PEJtElfEX 674 t+++ -ı-+++ -t+f- +t- - -
675 '+-+"" + +++ -i- -t++ ++ - - -· · 

669 - ~ - - - - Oldi1. 

Ko~trol 

676 l+t--~ +- -t-+++ +++ ++ - - ı...-----

677 1-H-++ ++-+ +- i+++ l,ı-t-+ f--1+ + 
. KURŞUNW 678 t-H-+ 1++-+ f +-i- +{- +-t+f- +++ ·f- -1· 

679 k--ı-+ -r ~+-t- f +-+ f- Tf "" -/H" + 

680 -wt-1- ~t-+-1· l.,ı,ı++- H+f- -~ + -· 

681 ~++ + 1-+ + 1- - - - -
Kont rol 

683 -f++ +- .. +H- f- ı++.;.. ;L+ + - - v 
684 #+i- f .++-1- -~-+-++· -U+ + + 

FEVZİYE lif\<; ı-· :ı ~ - - -
686 + + + - - -
687 1++++ :H+ r+ + - -
688 1-t-r+ + -+ t-+ ++ + - -

Kontrol 

689 -++t -t-+ - - - - v------
690 - .. - - - . -. -
691 - - - - .: - ;.., .-

692 - - - - -· . ,- -
693 1-t-t-+ t-+ ":" ":" - -

6Qi 1-++++ i +T+ + + - -
-. Kontrol -

6q'i 1-H + t- :++· ++ - - - ~--

696 - - - - - -
}lAYMı\NA 697 - - - - --6Qf\ ı..J-+ ++ - - -

699 -t-t+ f- + + - - -700 H·t_ J t+ + - - -= · ~ 
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Yapılan çalışmalar· sonucu Kurşunlu suşunun immlinojenik 
özelliğinin yıüksek olurşu (Taıblo 2) ve harrnstederde patojenitesinin 
st(l'bil olması sebebiyle a:şı suşu olarak seçtik. Kuıışunhı suşu aylık 
pasajlada hamste:r'lerde -196° likit nitrojen tankında mu!hafuza 
edilmektedir-

.. _2. ----:- Aşı . Üretimi 

Aşı suşunun seçimini takiben Kurşunlu suşu ilk önce bir seri 
tüplerdeki Johnson vasatma adaptasyon ve çoğalma ekimleri ya­
pıldı. 3(JC'de 7-10 gıün shakinıg inkiübatörde inkıübe edildi. Karan­
hk sahada üreme ve kontaminasyon durumunu tetkiik ederek, yoğun 
ve saf üre me göısteren tüp[ erden SO ml. 'lik edenlere geçirildi. Er-
1enleııdeki üremeyi takiiben, SOO ml.'liik JcYlmson vasatı ihtiva eden 
buatlara son ekimler yapıldı. 7-10 gün üremeden sonra makrosko· 
pik muayene yapıldı. Kültür karanlık s~ mikroskobtında geliŞ­
me, kentaminasyon ve organi:oma yoğunluğu açısından ince!endi. 

3 - Sterilite Testi : 

Btıatlardan Tlhioglycollate ve Tryptone Soye Broth va:satlarına 
0,1-0.2 ml. kültürden ikişer tüp eıkimler yapıldı. Birer wp 30-31oC 
de 14 gün iiJ.kıüibe edildi, diğer iki tüp, oda derecesinde 14 gün fungi 
mevcudiyeti için heklet@di . . TJı.ioglycollaıte . vasatı anaerob kontami­
nasyonu, . Tryıptone Soye Brotih is·e aemb ve hıngi mevcudiyetini 
anaştırmak için kullanıldı. Bunun yanında kanlı agara da ekimler 
yapıldı (7). 

4 - Aşının inaktivasyonu 

Sterilite testinde kontamirrasyon görülen .buatlar dışında, te­
miz üreme gös·tıerenler steri·l ibüyükçe ibir damacanada toplandı ve 
01o 0.1 w/v % 37volumluk forinol ile % 0,01 w/v mer1fuiolate il<1ve 
edildi. Damacanalar iyice çalkalandı ve iki gün oda derecesinde 
bekletildi S. 17). 

5 - Leptospiraı canlılık Testi : 

Formal ile inakt~ve edilen kültürün inaktive olup olmadığını 
tesbit için yapıldı. Üç seri dıört tüpliük J cYlmson vasatma inaktive 
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kültürden 0,5 ml. ·tüpten tüpe aktanna ile dilusyon y.:ıparak, son 
tüpe kadar ekim yapıldı. En az 14 gün 3o·c'de tüpler inkübe edil­
di· Sonuçta vasatlarda herhangi bir üremc ve canlı leptospira ger­
mine rastlanmadı (7). 

6 - Gernı Sayısı : 

Formol He inaktive edilen :krültürden Hawskley Thoma ]arnı ile 
karanlık saha .mikroskdbunda aşağıdaki formüle göre Leptospira 
gennlerinin sayımı yapıldı ve 7,2 x 10-8 germ/mL bulundu. 

N X 2 X 107 

germ/mL ------- x Dilusyon faiktör 
16 

N 5 .büy.ük kare ortalaması 

Adjuant olarak ina~tive edHen ve germ sayımı yapılan MÜtüre, 
% 10 hesa:bıyla AliÜminyuırrı hidroksit geli steril şartlarda katıldı 
ve damacana arasıra çalkalayarak adsor-bsiyon sağlandı (7, 8, 17). 

7- Toksisite Testi : 

a) Heııbiri 18-22 gram ağırlığında sağlıklı bir elevajdan alınan 
iki fareye 05 ml. aşı, deri altı inoikule edildi. 5-7 gün gözartında 
tutuldu. Heı~ iki fareden de anormal bir reaksiyon gözlenmedi. 

b) Her biri 250-400 gram ağırlığında sağlı~lı iki koibay 2 ml­
aşı ile aşıl.andı. 10 gün gözlendi, sonuçta herhangi bir anormal re­
a·ksiyon tesbit edilmedi (7). 

8 - Zararsızlık Testi : 

Sağlıklı bir sürıüden M.A.T. ile kanlarında antikor taşımayan 
14-20 aylık iki sığıra aşı dozunun iki misli 2 x S ml. = 10 ml. aşı 
omuz gerisinden deri altı enjekte edildi. Hayvanlar 7 gün boyunca 
dereceleri yukselmed~ği, - yeme ve içmeleri ile canlılıklanndan bir­
şey kay;betmedikleri gilbi, kıötü bir realksiyon gör.ülmedi. Yalnız en­
jeksiyon yerinde ceviz ıbüyıüklri.i.ğünde ağnsız, ateşsiz olağan depo 
a:şı nodülü oluştu- Meydana gelen nodül 20 gün içinde tedrici şe­
kilde kayıp c;ıldu (7). 

30 



Aşının Haınsterlerde Poteııcy Testi 

Sa,ğlıklı elev.ajdan 3 aylıktan fazla olmayan lO'ar hamsterlik 
üç grup hamster alındı. 

I. grup hamsterler ıbir sığır dozunun 1/lOO'ü ile aşılandı. 

II. grup hamsterler sığır dozunun 1/400'ü ile aşılandı. 21 gün 
sonra I. ve II. grup hamS<terler aynı dozlada tekrar aşılandı. İik.in­
ci cle:f.a aşıl·amadan lS gün sonra her iki grupla biriike aynı elevaj­
lardan alınan 'Sağlıklı a·şısız 10 kontrol hamster bidikte . eprü:ve 
edildi. Eprüvasyonda pat/hogen Kurşunlu suşu inoküle edilen: ve 
bir hafta içinde ölen hamster ıbobrek emülsiyonunun 1/10 dilus­
yonundan 0,2 ml. intra peritoneal olaı~aık inakule edildi. (1000 LD;o/ 
0,2 ml.) Epııüvasryondan bir hafta sonra aşısız kontrol hamsterlerin 
tamamı öldü. 10/ 10 aşılı hamsterlerden 1/100 sığır dozu verilen­
lerden ibir hamS<ter diğerleri tarafından parçalanarak öldürıüldü. 
Böbreğinden yapılan karanlık sa!ha muayenesinde leptospira onga­
nizmi görülmedi. 0/ 10, 1/400 sığır dozu ile aşılı olan H. grup 
hamsterlerden üç tanesi ördi.i. 3/10 eprüvasyondan bir hafta sonra 
ölen gerek 10 kontrol ha:msterin tamamı ile 1/400 sığır dozu veri­
len II. gruptan öl·en üç hamsterin böıbrek emülsiyonları karadık 
saha m iJkroskoibunda yapılan muayenede hareketli leptosıpira orga­
nizmleri bol miktarda görüldü~ Olen kontrol hamsterlerin böbrek­
lerinde ıso (JJg/ml. S fluorouracil ihtiva eden semi solid EıMJH 
izolman vasatiarına ekimler yapıldı. 4 hafta sonra Lep. orıganizm­
leri tekrar izole edildi. Eprüvasyondan iki ay sonra haya·tta kalan 
aşılı her ~ki grup hamsterlerin lbölbrek ekimlerinden etken izolıas­
yonu yapılamadı. Eprıiiıvasryondan sonra iki ay tüm hayvanlar gÖz­
kndi, başka ö1iim alınadı (Taıblo 3). · 

Tablo : 3. Aşılı ve kontrol homste~lerinln pathogen leptospiru ile eprüvasyon 
sonuçları (Aşının hamsterlerde bağışıklık testi) 

Aşılı Haınsterler 

1/100 SIGIR 
DOZU VERiLEN 

1/400 SIGIR 
DOZU Vı6RiLEN 

Eprüvasyon suşu 1, grup ll. grup 
hamster 

Aşısız kontrol hamsterler 
Path . L. ·Qrippotyp- hamster 
------~~~----- -----------------------------------
h08a (Kurşunlu) 0/ 10 3/10 10/10 
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Tabloda da görüldüğü giibi I. grup 1/100 sığır .dozu ile aşılı 
olaı1 hamsterleri eprüvasyon sonunda hiç ölüm olayı ıgörülmediği 
ve aşının % 100 haımsterleri koruduğu saptandı. II. ıgrup 1/400 
sığır dozu verilenlerde ise ölüım oranı % 30'dur ve aşının han-ister­
leri % 70 oranında .koruduğu saptandı (8, 14). 

Aşının Sığırlardaki Bağışıklık ve Bağışıldık Süresinin Tayini : 

Kan serumları mikros·kopik aglutinasyon testle (M.A.T.) sero­
negatifliği saptanan 24 baş bir yaşında dana temin edildi ve bun­
ların 12 ·tanesi 21 gün .ara ile 5 ml. . aşı ile iki defa aşılan dı. İkinci 
aşılamadan bir ay sonra kan serumları (M.A.T.)'le işlenerek antikor 
seviyeleri · tesıbit edjldi (2, 16). 

Tablo : ı:r 21 gün ara ile 5 ml. aşı ile çift doş aşılı danalarda Mikroskopik 
·Aglutinasyon test sonuçları (Aşının sığırlarda bağışıklık testi) 

Dana Aşılamadan Aşılama Aşılamadan 

Kulak önce M.A.T. Durumu 1 ay sonra 

No, · L. grippotyp- Aşılamadan Aşılamadan 

hosa sera 3 ~sonru - 6 ay sonra 
grubundan M.A.T. - M.A.T. 
Kurşunlu suşu 

ile M,A.T, 

6639 N A 1/6400 1/3200 1/160 

6648 N A 3200 3200 160 

6601 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 320() 320 
6622 N A 1600 1600 16G 
6620 N A 3200 3200 160 
6608 A A 3200 3200 320 

N Negatif 
A Aşılı 

M.A.T. : tMikroskobik Aglutinosyon Test) 
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Aşılı ı2 dananın 6 ayı doldurması fuerine 6 aışılı dana ayrıla­
ni.k eprüıva:syona geçildi. Bprıüve suşu olarak L. .gr1ppotyıphosa sero 
grubundan paıfuogen Krurşun•lu suşu hamsterden P'asaj edilerek 
3 x 10--S germ/ mL kültürden 1000 LDso/S ml. deri altı. ı ml. ağız­
dan 1 damla göze damlatarak 6 baş :aşısız dana ile birlikte eıprüve 
edildi. 

Epnüıvasıyond-an l'S-30 gün sonra aşılı ve aşısız dana·ların id­
rarLarı alınarak, karanlık saha mikroskoiburrda leptosıpira orıganiz­
mi arandığı gibi, aynı rdrarlardan kültürleri yapıldı. Bpnüvasyon­
dan 40 gün sonra aşılı ve aşısız danalar kesilerek, böbrek ve kar:a­
dğerlerinde S fluorouracil ıso ug/ml. bulunan semi solid izolman 
EMJH vasatma ekimler yapıldı. Aynı dokuların taze emülsiyonLarı 
yaıpılarak · karanlık saıha mikrosıkobunda leptospira orıganizrnleri 
aı-:andı. ı2 dananında böbrek ve karaciğerleri EnstitıüırnıÜQ: patoloji 
laboratuvarında Levaditi tekniği ile hi:stopatolojik yoklamalan ya­
pıldı, ayrıca aynı dokulardan touche prepar:atilar hazırlanaraik gi­
emsa ile boyandı (8, ı4. 20). Bütün bu faaliyetler Talblo S)'de gös­
ter:ilmiştir· Taib1odaki değerlere göre aşılı ı2 dananın 6 ay sonun­
da serumlarındaki ant~kor dıüzeyi ı/320 ile 1/ı60 arasında değiş­
mekte attalama titre ise ı;2ı0'dur. Epnüvasyodıa kullanıdığımız 
Kurşunlu sm~u hamsterlerdeki potency testi esnasında kontrol 
hamsterleri öldürdıüığü hatde, aşısız kontrol danaılan öldürmedi. 
Fakat husule getirdiği böbrek enıfeksiyon usanucu idr;arları ile lep­
tospim oııganizmleri çı:karmaları, idrar ve böbreklerin fbakteriyo­
lojik. kültürel ve histopatolojik muayeneler sonucu pozitif bulun­
masını enfeksiyon göstergesi kalbul ederek eprüıvasyonda kriter 
olaralk kulLandık (8, ıo, ı4). 

Aşılı danalarda 660ı nolu dana hariç, idrariarı ile leptospira 
çıkarmadığı ibakteriyolojik, kıiiltürel ve histopatolojik muayenele­
rin menfi olduğu göııilldıü. Bu duruma göre aşı 6. ay sonu danalan 
% 83 oranında koıuduğu sapt·andı. 
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Tablo : 7 21 gün a•;-a ile çift doz aşılı danalarda 12 ay · so·nra mikı·oskopik 

aglutinasyon test (M ,A.T.) sonuçları 

Dana Kulak 
No. 

6629 

6648 

6603 

6619 

6626 

662e 

N Negatif 

A Aşılı 

Aşılamadan önce 
M .AT. 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

M.A.T. : Miıkroskopik Aglutinasyon 

Aşılama Durumu 
(12 aydır Aşılamadan 12 ay sonra 
aşılı) Kurşunlu suşu ile M.A.T. 

A 1/40 

A 1/ 20 

A 1/10 

A 1/80 

A 1/20 

A 1/40 

Test 

ı2 ay evıvel aşılarran 6 baş dana 6 aşısız kontrol danıa ile eprü­
vasyona geçildi. Eıprüve suışu olarak L. grippot)'lphosa sero gruJbun­
dan patihogen Kur-şunlu su:şu hamsterden pasaj ediıldi. 3 x ıo-a 

gerin/ml- kültür ve hamıster böibrek emülsiyonu karışımından 
ıooo LDso/5 ml. suıboutan ı ml. ağızdan, ı daımla göze damlatılarak 
dana1ar epnürve edildi. 

Eprüıvasyondan 40 gün sonra aşılı ve aşıs·ız danalar kesilerek 
t01plam ı2 dananın bıölbrek !karaciğer ve idrardan touohe ıpreparat 
yapıl'dı, giemsa ile boyandı. 5-fluorouracil ıso (JJg/ml. bulunan semi 
solid izolman EMJH vaısatına ekimler yapıldı. Bobrek ve karaciğer 
daku emri.tlsiyonu ve idrar karanlık sa;hada mikroskolbik inceleme­
ye alındı. Aıyrıca bobrek ve karaciğerler Enstitrümıürz Patoloji Laıbo­
ratuvarında Levaıditi tekniği ile histopato'lojik yoklamaları yapıldı. 
Bütün bu çabşmalar (Taıblo 6)'da gösteriılmi:ştir. Taiblodaki değer­
lıere ıgöre aşılı altı ·baş dananın 12. ay sonunda serumlarmdaki an­
tikor dıi.iızeyi 1/10 ile 1/80 arasında değişımekte, orta}ama titre 1/35 
dir. Epriivasyoııda kullandığımız patıhogen Kurşunlu suşu hamster-
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lerJeki potcncy testi esnasında aşısız kontrol hamsterleri öldür­
düğii hal:de, aşı·sı·z ·kontrol danaları öldüı,medi. Fakat husule getir­
diği, böbre.k enfeksiyonu sonuou i·drarları ile leptospira organirzrni 
ç:..karmaları idrar ve bobreklerin bakteriyolojiık, 'külüürel ve histo­
patolojik muayeneler sonucu pozitif bulunmasını enfeksiyon gös­
tergesi kabul ederek epriwasyorida 'kriter olarak kullandık. Tahlo 
6'da gösterildiği giıbi Ü aydır aşılı altı baş danadan 6648 nolu hHy­

van hariç diğer beş dananın leıptospira o~ganizmi ç~karırnadığı hak­

teriyolojik. kültürel ve histopatolojik nı:uayenelerin menıfi olduğu 

p;örüldıü. Aşısız altı ıbaş dananın altısınclıa idrariarı iıle l'eptosıpira 

oı:gaıı iz mi çıkardığı ve yapılan kül türlerden tekrar etik en izolasyo­

ııuna muıVa6fak olundu. 

Bıı duruma göre aşılı 12 inci ay sonu iübariyle danaları ep­

rüvas•yondan % 83 oranında koruduğu saptandı. 

Aşııım Saha Denemesi : 

Elimizde sto.k olarak bulunan aşı ile aşı suşunun izole edildiği 
Çankırı'nın Kurşunlu il:çesinin Çaylıca köyü bu çcrlışmalar için pi­

lot ·bölge ol·arak seçil'di. 433 baş sığır, 360 baş koyun aşılandı. Aşı­

lama 21 gün ara üe iki def.a uyıgulandı. Üç, altı ve onikinci ay so­

nu itiibarı ile M-A.T. ile sondalama ntetodıu kıullamarak •köyden se­

çilen yirmi baş aşılı sığmda antikor dıüzeyleri saptandı. En yü·ksek 
antiıkar seviy,esi 1/6400, en düşlik 1/80 düneyinde bu:lundu. 

Bu antikor seviyesi oldukça yıüksek titreleri ifade etmektedir. 

(Taiblo 8) . Adıgeçen köyde ·bir seneyi aşkın sürede yapılan çalış­

mada sekizyıüz ch~arınıda hayıvan aşılandığı, aşılı geıhe hayvanlarda 

dahiL hiÇbir yavru atma vak'ası olmadığı giıbi, . aşılı hayıvanlardra 

lokal ve genel kötü post vaksinal istenmeyen rea:ksiyonlar:a rast­
lanmadı. Bu arada her sene, Çayhca köyıünde sporadik olarak lep­

tos.ıp.irosis çrktığı İlçe Veteriner Hekimliğince bildirilmiştir . Aşıla­

madan sonra 1985 baharınıdan bu yana köyde leptospira vak'asının 

çıkmadığı yakın gözleınlerimi:ole osaptandı. 
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Tablo : 8 · Leptospira Aşısının Cankırı-Kurşunlu Caylıca köyü sığırlarında yapılan 

saha denemesi · 'M,A,T, sonuçları. 

Hayvan Sahibinin Sığırın Sıra 

Adı Soyadı La kabı No, 3 ay 6ay 12 ay 

Recep Yeşildağ Ala inek 1/400 1/200 1/80 

' b Çonukoyık 2 1/64{)0 1/3200 1/800 

Mehmet Ali Y•ücel Sokar inek 3 1/ 1600 1/400 1/160 

) » Sarı düve 4 1/800 1/ 200 1/ 80 

» )) (160) kulo·k no. 5 1/800 1/200 1/80 

) ) (695) kulak mı. 6 '1/800 1/ 200 1/80 

Servet Ci cek Gök inek 7 1/ 400 1/200 1/ 80 

}) » Sarı ine k 8 1/ 1600 1/ 400 1/80 

» Sarı buzağı 9 1/3200 1/800 1/160 

» )) Sokar dona 10 1/800 1/ 200 1/ 80 

Hakkı Yücel Koro inek 11 1/6400 1/1600 1/ 320 

)) Küçük montofon 12 1/1600 1/400 1/ 80 

)) » Büyük » 13 1/800 1/200 1/ 80 

» » Yerli koro inek 14 1/400 1/ 200 1180 

Ali Uz·un Siyah inek. 15 11400 1/200 1/80 

» » Montofon düve 16 1/400 1/200 1/80 

» » (598) kulak no. 17 1/1600 1/800 1/320 

)) Siyah s·ivri 
boy_ düve 18 1/800 1/200 1/80 

Alooddin Fındık Siyah sivri 
boy, inek 19 1/800 1/ 1200 1/80 

» » Buzağı 20 1/1600 1/ 400 1/160 
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Tablo : 5 Leptospira Aşısının Danakırda Bağışıklık 

Test \Sonuçları (Altıncı ay sonu) 

Dona Epruvasyondan Kültür Muayenesi Böbrek ve K.ciğer Böbrek 
Kulak Aş ılanma sonra idrarın (Leptospira organizm Doku emülsiyonu Histopatolojik K.ciğer 

No. Durumu Kar. Saha. Mik. ızolasyonu) kar. saha. mik. Muayene touche 
Kontrolu idrar Böbrek K.ciğer Kontrolu Böbrek - K.ciğer preparat 
15-30 gün 

6639 Aşılı 6 ay 

6608 )) » 

6510 » l) 

6'601 )) » - - - - - + 
61)20 » )) 

6622 » » 

6711 Aşıi>ız Kontrc~ + + + - + + + 
6702 " » + + + - + + + + 
6703 )) )) + + + - + + + + 
6704 )) )) + + + + + + + + 
6705 » )) + + + + + + + + 
6706 )) J - + + - + 

:v,l 
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00 Tablo : 6 Leptospiroı ~4şısının Danalarda Bağışıklık 

Test Sonuçları {12 nci ay sonu) 

İdra rın, böbrek ve k.ciğer 
doku emülsiyonun 
Karanlı k saha Kültür muayenesi Histopatolojik Touche 

Aşılı dana Aşılanma mikroskop kontrolu etken izolasyonu Muayene Preparat 
kulak no. Durumu İdrar Böbrek K.ciğer idrar Böbrek K.ciğer Böbrek K. ci ğer Böbrek K.ciğer 

ı-' 
(1) 

6629 Aşılı - - - - - - - - - - 'O o 
6648 )) - + - - + + "' - - + - ~-
6603 

o 
) + - - - - - - - - - "' v;· 

6619 )) - - - - - - - - + - ~ 

6626 
v; 

)) - - - - - - - - - - -
6628 » + - - - - - - - - - tıj 

" c 
Aşısız kontrol 

t'<1 
dana kulaok no. ıi3 

s= 
1 Aşısız + + + + + - + + + + 
2 » + + - - + - - - + + 
3 . » - + - + + - + - + 
4 » + + + + + - + + + + 
5 » - + - - + - + - - + 
6 » + + - + + - - - + + 



Eprüve Suşunun Muhafazası : 

Araştırma boyunca aşı tohum ve epr.üvasyon kültürü olarak 
kullandığımız L. griıppotıyıpıhosa sero grubundan pa:tfuogen Kur:şun­
lu suşu her hafta hamsıt<erlerde pasaj sureti ile canlı idamesi sağ­
landı. Buna paralel olarak, daha pratik muhafaza m etodu olan 
Liquide Nitragen Containerlerde (~19TC)'de özel payet ve silikon­
lu yumuışak tüplerde, % 10 gliserinli ortamda muıhaıfaza sistemi 
kı.ıru1du. Pathogen Kurşunlu suşu 20 ay buradıa canlılığını ve pat­
hogenitesini muhafaza ettiği görüldü. 

BULGUL'AR 

L. grippotyıplhosa sero grubundan Kurşunlu · suşu ile formal ile 
inaktive 7.2 x 10-S germ/mL yoğunlutka bir aşı hazırlandı. 

Aşının temizJlik ekimleri normal, fare ve kobaylardıa toksisite­

den uzak. canlı leptosıpira organizmi içermeyen, sığırlarda·ki zarar­
sızlıık testlerinde güven veren, bir aşı olduğu saptandı. 

a - Aşının hamsterlerde yıapılan bağışıklık testlerinde ise aşı 
bir sığır dozunun 1/100'ü inoku1e eelilen 10 ,adetlik bir grup hams­
teri Leptosıpira enfeksiyonundan % 100 koruduğu, b - bir sığır 
dozunun İ/400'ıü inokule edilen 10 adetlik ikinci ıgrll!p hamsteri % 
70 oranında koruduğu, buna mullmbil . aşısız 10 adetlik .3 .. grup 
kontrol ltamsterlerin eprüıvasıyondan sonra 10 .adedinin de öldüğü 
ve tüm ölenlerelen tekrar etkıen İzolasyonu ile eprıüvasyonun geçer­
liliği kanıtlanımış oldu (Taıblo 3). Sığırlaııdaki bağıışrk t·estincle ele­
nemeye alınan yirmidört dananın epıürv.asıyonıdıan sonra 15-30 gün­
lerde idrariran ile leptospir,a geıımi ç~karıp çLkarmadığını sapta­
mak üzere, altı aylık aşılı dıanalardan sadece 6601 kulak nolu hay­
yanın idrarı ile etken çıkardığı saptandı. Oniki aylık aşılı danalar­
da 6648 kulak numaralı hayvan hariç hiç ıbirisinin idrariarı ile et­
ken çıkarmadığı, bakteriyolojik, kültürel ve histopatolojik mua­
yenelerin menfi olduğu saptandı. A:şısız, kontrol altı baş dananın 
yapılan muayenelerde idrıarları ile leptospira oııganinrnler çıkardı­
ğı. tesbit edHdi. Bu hayvanlar:dan yapılan ek'imler sonucu teıkrar 
etken izolaısyonuna muvaff.ak olundu (Ta!blo 5-6). Otopside aşısız 
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kontrol danaların ıbObrek kapsulası altında makroskopik !boz. ıbe­
yaz topluiğne başı büyükltiğünde interstitial nefriıtis odakları göz­
lendi. Aşılı danalarda Ilm duruan görülmedi. · 

TARTIŞMA 

Ortaya koyduğumuz mono:valan L. grippotyphosa aşısmda, yer­
li Kurşunlu suşu tohum kültürü olarak kullanıhmştır. Aşı forunol­
le inaktive bir aışıdır (1). 

Yeni Zelanda'da yapılan lbir çalışma L. hardjo ve L. ıpomona ile 
sentetik vasatta :hazırlanan hivalan bir aşı:yı danalarda deneyerek 
potiti.f idrar ve babrek kıültürlerini eniiekısiyon gösteı:ıgesi alarak 
kullanmak suretiye !belir.gin derecede korunma sağlandığı bildiril­
mektedir (14). 

Yine Yeni Zelandıa'da ortay,a konan bir araştırımacia L. hardjo, 
ı.. pomona ve L. coıpenlhaıgeni ile hazırlanan trivalan aşı sırası .ile 
ha..ınster ve danalarda !bağışıklık testine tabi tutulmuş, . sonuçta 
aşılı danaların leptospira çıkarmadığı ve aşının tbunu önlediği sap­
tanmıştır (~. 

Laıboratuvarimızda aşı sentetik Jdhnson vasatında üretilereik., 
aşı üzerinde yapılari testler Yıeni Zelanda'da yapılan her ikJ. çalış­

ma Üe bir paraileilik göstermektedir. Yegane ayrıldığımız nokta aşı­
mızın manovalan oluŞudur. Hamsterlerde ve danalardaki bağışık­
lık testleri ile sterilitıe, zararsızlık ve toksisi te . Avrupa farmakopi­
sinin. istediği güvenlik sınırıları içindedr (7). 

Çekoslova:k:ya'da yapılan aşılamalarda 1/50 ve 1/100 antıkor 
titre elde edil!diği tbildirilınektedir {16). Amerika'da yarp1lan bir 
araştırmada leptospira aşılamalarında 1/100 ve 1/200 titrelerin ye­
terli olduğu bu antikor titresinin 6-12 ay arasınıda bağıışııklılk sağ­

layarak ısığırlarda aıbort1arı önlediği ıbi.ldirilmektedir .(6). Aşımıızc4l 
aıtiİıcı v·e onik:inci ay . sonu it~barı iıle s~ğır1ardaantikor titresi ola­
rak 1/l60 ve .l/80 .değerlerini bu1duk (Taıblo 4-7). Her nekadar bu 
titreler düşük gönülnrekte ise de müıhim olıan hamster v·e d<analar-
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da bulduğumuz '% 83 koı:ıuma sağlayan ıb.ağı•şıklık test sonuçılandır 
(8, 14). ' . 

Aşı dozunu sığırlarda 5 ml. olarak ,kullandık. Aşı dozu sığırlar· 
da Amerika ve Avrupa farmakopesine göre 5 ml. dir. 

SONUC ve ÖNERiLER 

L. grippotypihosa sero grubundan patojen Kurşunlu suşu ile 
% 0.1 form<Yl ile inalktive '% 0,01 mertıhiolatlı % 10 Al(OH)3'e ad­

soribe 7,2 x 1()-"! gerın/mL yoğunlukta manovalan ıbir aşı hazırlan­

dı. Aşının ibağışıkhk testleri hamsterlerde, 1/100 ve 1/400 sığır do­
ru verilerek uygulandı. Hamsterlerin 1/100 sığır dozu He aş.:danan­
ları % 100 ~ı:üvasyona dayandıkları halde 1/400 sığır dozu ile 
aşılarran hamsterleri eprüvasyonda % 70 oranında korıuyalbildi. Sı­

ğırlarda ise bağışıklık testi için yir-midört dana kullanıldı. Aşılama 
21 gün ,ara ile 5 ml. aşı dozu 2 defa uyıgulandı. Aşılıamadan altı ve 

onikinci aylar sonu i t~barı ile aşısız kanıtrol danalada birlikte 
3 x ıo-s germ/mrl. patojen Kurşunlu hilti.irıü ve hamster bobrek 

emi.ilsiyonu karışımından 1000 lJDso/5 ml. ile eprıüve edildiler. Bp­

.rıüvasyon sonu danalarm leptospira enfeiksiyonlarına karşı ı:tşımn 

% 83 oranmda koruduğu kanısına varıldı. 

Aşılama çiftleşmeden önce veya hemen sonra yapııla:hilir. Aşı 
sığırlarda omuz gerisine veya boyuna 5 ml. olaralk 21 gün ara ile 

iki defa U)igulanır. Bunu takip eden diğer seneleııde bir doz :idame 
aşılama ile bağışıklık bir yıl de•vam eder (7, 9). Aşı ışıktan korun­
muş olarak soğukıhava deposu veya buzdolabında 5 + 3•c'·de en az 
6 ay saklanır (7). Geibe hayvanlam aşı tatbik ediLmez. Geibeliğin 

ikinci yarısından sonr.a husule getirilıen ıbağışıkılık a!bortları önle­

mez. 
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ı. Mono T~lan Lep, Orippotyplıoaa ıı.ı;ııeım.n ürcıtim !f')MIU!l. 

/0 Lep, Orippotnıhoea ııero gurubunıi= e.11ı auqunun G 
~ --~~1--rB~ua~t~l~a~r~da~U~r~e~t~i~ai=-------------------------~------- ı 

Toplanan aşının temizlik ekiınlori vıı 

l::ontı7.ııı i ııaa;yon kontrolu 
·ı----'-(_T_. s_._B. ·TV Tlı,yog 1 ulcola. to vaaa. tl ıı.rıtui) J 

Foraol ilo ine.ktiTa avıda leptoapiral 
.re.vaıı kontrolu 

- 0) 

-0) 

r ( 4) ..lıJının Fartı TO ko baylarda toluiei te tuti ----o 
1_,_· ·-·'-----------------------------.~ ~ 

·--r=--------•-ı.ğ_i_r_ı_u_r_da __ ~_u __ ar_•_uhk t .. u ~----0) 

L--~T·, -=6~-~-- _ı_n_ın __ h_aa. ___ te __ r_l_e_r_d_• __ b_Ak_ı_9_ı_kl_ı_k __ te __ a_t_1 ________ r-~ı-------~ 

r '(:IS Atının sıgırlard.a bağıvıkhk testi 

----------- -(0 
Top 1 am~§ 
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ÖZET 

Leptospira gripıpoty;pthosa sera grU!bundan yerli Kurşuniu suşu 
kullanarak, manovalan numune aşı hazırlanıdı. A:şJtda % O, 1 formol, 
% 0,01 mertıhicilate ile % 10 .M(:OH)3 krullanılm:uştır . A:şı tıoıhum kül­
türü Jdhnson vas.atında 30°C'de 7-10 gün inkU!be edilerek aşı üre­
tildi. 

IGil türden Hawslkley 'Dho<Ina laımı kullanarak genn sayımı ya-:­
pılch ve 7.2 x 10-s germ/mL bulundu. Aşının sterilite, leptospiral 
vi-abi li ty, toksisi te testlıeri sırası ile üygulandı. Test sonuçları gü­
venilir limitler içinde bulundu. 

Hamsterlerdeki potency testi ıçın 10 adetılik üç grup 3 aylık 
hamster alındı. 21 gün ara ilre iki gmba 1/100 ve 1/400 sığır dozu 
miktannda aşı inakule edildi. A:şılı hamsterler ikinci aşılamadan 
15 gün sonra 10 adet aşısız kontrol hamsterle birlikite her üç grup 
hamster 3 x 10-s germ/mıl. pathogen L. gri·ppoty.phosa kültürünün 
1000 LDso/0.2 ml. ile eprrüve edildiler. Epııüvasyadan sonr.a 1/lCO 
sığır dozu ile aşılı 1 inci hamster grll!bu haryatta kaldı. 0/ 10, 1/400 
sığır dozu tatlbik edilen II inci hamster gruıbun üç tanesi öldü. 
3/10 böylece birinci grup eprü:vasyona % 100 dayandı. II. grup 
ise % 70'te ~kalmıştır. Sığırlaııdaki bağrşı:klık testi haımsterlere pa­
ralel olara·k yapıldı, ibu tes'tte 24 dana kullanıldı. Danalar 5 ml. aşı 
dozu ile 21 gün aııa ille ilki dıefa aşılandı. Aşılamadan altmcı ve on­
ikinci aylar sonu aşıs~Q kontrol danalada birlikite 3 x 10-s germ/ml. 
hamsteııden pasaj edilmi·ş patıbogen kurşunlu kültüıünün 
1000 LDso/5 ml.'si iıle deri altı ve ıgöZide damlatılarak epı~ü,r.e edildi . 
Epri.ivasyond·an sonra idradarından ve ıböıbreklerinden ıb'akt:eriyel 

kültürel ve histopatolojik muayeneler sonucu test danalarını lep­
tospira enfeksiyonuna karşı aşının en ,az % 83 oranında koruduğu 
görıüldü. 

Saıha denemesi alarak Çanıkırı'nın Kurşunlu, Çaylıca kıöyıiinde 
433 baş sığır, 360 ıbaş koyun aşılandı, aşılı hayv.anda is•tenm'~yen 
lokal ve genel post vaccinal rea'ksiyonlara rastlanmadı. Aşı tohum 
kültürü 'hamsterlerde her ılıafta pası;ıj suretiyle canlılığı devam et­
tirilirken, ıbuna paralel olarak aynı suş liquide nitrogen container­
lerde özel payet ve silikonlu tüp içinde % 10 gliserinde pa•tojeni­
tesini kayıp etme.den en az iki senedir muhafaza edilme:fctedir. 
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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 v.accine was prepared by usinıg Kuıışunlu str-~in 
wlhidh is indiıgenous, lbelonıging to tlhe L. .griıppotyphosa ser.oloıgical 
group. In tlhis vaccine 0,1 % formaldeıhye, Ö,Ol 1% mertJhiolate anq 
10% All{OH)3 had been used. Vaccinal seed germs have been in­
cubated at 3o·c for 7-10 days and so tıhe vaccine have been pto­
duced . 

. The ıgerms counting w.as made by usinıg Hawskley 'f\hcınra slide, 
and the nuımiber oıf tihe germs was found as 7,2 x l()-8 geıım/ml. 
Leptospiral viab'ility, toxicity and sterility tests have been applied 
rıespectively. The results of 1ıhe tests were found in reliable liınits. 

For potency test in hamsters, tlhe animals, at tihe age of · 3 
montlhs were divided into 3 groups and each group was containin:g 
ten hamsiters. At interval oıf 21 days, uhe vaccine have inocu~ated 
into two .groups witfrı tıhe amount of 1/100 and 1/400 cattle doses. 

Vaccinated hamsters, after 15 days frorrn second v.accination 
and to:getlher with unvaccinated control hamsters have ıbeen cıhall­
enged witih 3 x 10--.s germ/m1. patfrıogen L. ıgriıppotıyıp!hosa cultures 
wihioh were 1000 l.J:Oso/0,2 ml. 

After challenge, first hamster group were al1ve. 'Dhese hams­
ters had been vaccinated witıh 1/100 cattle dose. In tıh.e second 
hamsters group, three animals were dierl. Tıhese hariısters had heen 
vaccinated whih 1/400 cattle dose. 

And so tıhe fiı:ıs.t group was resistent to tılıe ahallenge at ·tıi:ıe 
ra te of 100 %. 11he r.atio w as found 70 % at the second grouıp. 11he 
immunitıy test in tlhe cattle, was made simiJlar to hamsters. In ·tılıis 

test 24 calves were used. At t!he vaccination 5 ml. vaccine has ib:een 
used at interıval 21 days. 6 anıd 12 montfus later from vaccination, 
unvaccinated control calves an,d vaccinated calves were dhallenged 
with 3 x 1()-8 germ/mL In this ohaıllenıge the culture whioh is called 
Kurşunlu strain passaged fmm hamsters has been used as 
1000 LDso/ 5 ml. sulbcutaneously and by dropping to eyes. 
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After ohaHenge, hacterioloıgical and histop.at:hologkal examina­
tions from their urines and kidneys have been made. The results 
showed tıhat, tıhe vaccine vas protecüve for calves at least, at ratio 
of 83 % . 

· As a field trial 433 c.a ttle and 360 sheep have vaccinated in the 
Çaylıca villaıge/Kurşunu. We didn'ıt encounter undesiraıble postvac­
cinal. Jocal anıd general, reactions. 

Tıhe vaccinal seed culture ha:s b een maintained ıby ser.i.al weekly 
passages in hamsters . Being paralel to tıhis, 1Jhe sanı.e strain vvi1fu 
10 % glycerine has ıbeen kept in tılıe container vvıhioh contain Li­
qı:;_ide ıütrogen , in the pl.a-stic pipette and silicon tllibes. TJ1is stı-ain 
has heen maintain·ed for two years witJhout lassing its pa1!hogenity. 
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