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Sporlu antraks asilarinin hazirlanmasi esnasinda spor sayim-
lar1 ile bagisiklik testlerinin daha sihhatli bir sekilde yapilabilmesi
icin konsantre asilardaki vegetatif antraks basillerinin tahrip edil-
mesine ihtiya¢ vardir.

Sterne (8) in bildirdigi iizere B. anthracis’e isinin etkisi bir-
¢ok arastiricilar tarafindan denenmis ve oldiiriicii miiddet degisik
zamanlarda tayin edilmistir. Umumiyetle sporsuz vegetatif sekiller
1s1ya hassas iken sporlar oldukca dayaniklidir. Smith ve Martin (6)
B. anthracis’in vegetatif formlarinin 54°C. de 30 dakikada oldiigu-
nii tesbit etmisler, Stein ve Rogers (7) buna karsilik sporlarin
80°C. ye 30 dakika dayandigini goérmiislerdir. Aygiin (3) antraks ba-
silinin vegetatif formlarinin 55-58°C. de 10- 15 dakikada o6ldiigiinii
bildirmistir. Wilson ve Miles (9) ise vegetatif formlarm 55°C. de 1
saatte canliliklarini kaybettiklerini beyan etmektedirler.

Ando (1) Pasteur II susu ile yapilan denemelerde 60 - 65°C. nin
bir saat siireyle sporlara etkili olmadigini, buna karsilik vegetatif
formlarin harap oldugunu beyan etmistir. Diinya Saghk Teskilati-
nmin Raporuna gore Hulse ve arkadaslar1 (4) konsantre spor siis-
pansionuna 2 misli gliserin katarak incelemelerde bulunmuslardir.
Arastiricilara gore bu siispansionun 65°C. de 1 saat 1siya tabi tu-
tulmasimmin uygun olacagi goriisiinii savunmuslardir. Yine aymi
arastiricilar konsantre siispansionun 20°C. de enaz 14 giin bekle-
tilmesini tavsiye etmektedirler. Avcil ve Emre (2) Max- Sterne
aniraks asisimin gliserinli konsantre seklinin hazirlanmasindan
sonra vegetatif formlarin ve zayif sporlarin tahrip olmas: icin ka-
ranlik bir yerde oda derecesinde 2 -3 hafta bekletilmesini tavsiye
etmektedirler. Merchant ve Packer (5) B. anthracis’in vegetatif
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sekillerinin —79°C. de dondurmak ve 37,5°C. de bir ka¢ def’a ¢oz-
diirmek suretiyle harap oldugunu, buna karsilik sporlarmn bu is-
lemden zarar gormiyecegini bildirmislerdir.

Yurdumuzda hazirlanmakta olan Max - Sterne antraks asisimin
daha emin bir sekilde testlerinin uygulanmasini saglamak amaci
ile B. anthracis vegetatif formlarimin kesin bir sekilde bertaraf
edilmesini tesbit etmek amaci ile bu calisma ele alinmistir.

MATERYAL VE METOD

Calismalarimizda B. anthracis’in 4 susu kullanildi. Bunlar:
34F, (avirulan, kapsiilsiiz Max - Sterne as1 susu), 29/ (avirulan,
kapsiilsiiz, proteolitik olmayan, 34F, susundan elde edilen mutant
sus), Pasteur II (attenue as1 susu), Davis (sporlanmayan, Japon-
ya'dan temin edilen sus) dir.

Davis susu harig diger suslar once buyyonlara ekilerek 18 saat
tiretildi, sonra bir buyyona tekrar pasaj yapilip yine 18 saatlik bir
iiretilmeden sonra igerisinde 100 ml. buyyon ihtiva eden balonlara
ekildi, ve 5-5,5 saat 37°C. lik etiivde iiretildikten sonra buradan
hazirlanan preparatlarin mikroskobik muayeneleri ile icerisinde
spor bulunup bulunmadiklari kontrol edildi. Hi¢ spor goriilmeyen
ve basilleri ihtiva eden buyyon kiiltiirii iyice karistirilarak basil
zincirlerinin parcalanmasina ¢alisildi, ve buradan 20 ser ml. alina-
rak 20 ser ml. lik steril gliserin iizerine katildi, iyice karistirildi.
Hi¢ sporlanmayan Davis susu ise yine 100 ml. lik balonlarda 37°C.
de 48 saat iiretilmeden sonra aymi muameleye tabi tutuldu. Hazir-
lanan her bir %50 gliserinli siispansion serisinin icerisindeki basil
sayisi tesbit icin dilisyonlar1 hazirlanarak 1 er ml. petrilere ko-
nuldu ve iizerlerine eritilip 55°C. ye sogutulmus besleyici agar do-
kiilerek karistirildi, donmasi igin beklenildi. Bu petriler 37°C. lik
etiive konarak inkubasyona terkedildi. 24 ve 48 inci saatlerde husu-
le gelen koloniler sayilmak suretiyle basil sayisi tesbit edildi. Her
bir sustan bir seri 55-56°C. lik su banyosuna konarak sicakliga
adapte olmasi icin 2 dakika bekletildikten sonra su banyosu igeri-
sinde arasira karistirmak suretiyle 15, 20, 25 ve 30 ar dakika 1siya
maruz birakildi. Her siirenin sonunda 1 er ml. alinarak petrilere
konuldu ve iizerlerine eritilip 55°C. a sogutulmus besleyici agardan
dokiiliip donduktan sonra 37°C. lik etiive birakildi. 24 ve 48 saatlik
inkubasyondan sonra koloniler sayilarak isiya tabi tutulmus gli-
serinli siispansionlarin ml. lerindeki canh basil sayis1 tesbit edil-
mis oldu.
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Yine ayni metodla hazirlanan 2 ci bir seride 60-61°C. lik su
banyosunda adapte olmasi icin 2 dakika birakilmadan sonra 10,
15, 20 ve 30 ar dakika 1siya maruz birakildi. Her siirenin sonunda
ayn1 metodla ml. lerindeki basil sayisi tesbit edildi.

%50 gliserinli siispansiyonda basillerin nekadar miiddetle ha-
yatiyetlerini kaybedeceklerini tesbit i¢in yine her sustan 100 er ml.
de ayni sekilde iiretilen basilleri ihtiva eden buyyondan 20 ser ml.
leri 20 ser ml. steril gliserine katilmak suretiyle 2 ser siispansiyon
hazirlandi. Kontrol olarak derhal ml. lerindeki basil sayisim tes-
bit i¢cin dilisyonlar1 hazirlandi, ve yukarida bildirdigimiz metodla
ml. lerindeki basil sayis1 tesbit edildi. Bu siispansiyonlarin 1 er ta-
nesi buz dolabinda (+44°C. de), 1 er tanesi de oda derecesinde
(18-22°C. de) birakildi. 5 inci, 10 uncu, 14 {incii ve 18 inci giinler-
de iyice karistirildiktan sonra hazirlanan dilisyonlarindan basil
sayisim tesbit igin petrilere 1 er ml konarak eritilip 56° C. ye sogu-
tulmus besleyici agarlar karistirilip 37°C. lik etiive birakildi. 24 ve
48 inci saatlerde koloniler sayilmak suretiyle ml. lerindeki canh
basil sayis1 tesbit edilmis oldu.

SONUCLAR

Antraks basillerinin vegetatif sekillerini degisik siirelerde 55
ve 60°C. lerde 1siya tabi tuttuktan sonra ml. lerindeki iireme kabi-
liyetinde olan basil miktarlar: (Tablo : 1) de gosterilmistir.

Tabloda da goriilecegi iizere 55°C. de 15 dakika birakmakla ba-
sillerin ancak %0,3-0,4 ii canli kalmus, biiyiik bir kismi iireme ka-
biliyetlerini kaybetmislerdir. Bu nisbet 20 dakika 1siya maruz bi-
rakmakla iyice azalmis, 25 ci dakikada ise Davis susundan hepsi
6lmiis digerlerinde bir kag basil goriilmiisse de 30 dakikada hepsi
iireme kabiliyetini kaybetmistir.

6G°C. lik su banyosunda 10 dakika 1siya tabi tutulanlarin an-
cak %0,2 si canh kalmis, %99,8 i iireme kabiliyetini kaybetmis-
lerdir. 15 dakikada ancak bir kag¢ basil 1siya dayanmis ise de 20
dakikada biitiin basiller canhliklarini kaybetmislerdir.

%50 gliserinli ortamda vegetatif antraks basillerini buz dola-
binda ve oda derecesinde bekletmekle nekadar miiddetle canlhilikla-
rin1 kaybettiklerine ait denemelerimizden aldigimiz neticeler
(Tablo : 2) de gosterilmistir.
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Muhtelif B. anthracis suslarimn vegetatif sekillerinin 55 ve 60°C. lik 1sida

TABLO:

1

kac¢ dakika canh kaldiklarimr gosterir cetvel.

Muhtelif dakikalarda 55°C. lik su banyosunda
1stya tabi tutulmalarindan sonra ml. lerindeki

Muhtelif dakikalarda 60°C. lik su banyosunda
11ya tabi tutulmalarindan sonra ml. deki basil

basil sayis sayisl.
Sus Adx b e

Isitilmadan 15 20 25 30 Isitilmadan 10 15 20 30
once Dak. Dak. Dak. Dak, once Dak. Dak. Dak. Dak.
34F, 100,000 450 30 3 e 75,000 150 2 0 0
29/1a 175,000 950 45 10 0 150,000 300 20 0 0
Pasteur IT 30,000 45 4 3 0 40,000 20 3 0 0
Davis 17,500 14 2 (v 0 15,000 16 2 0 (1]

NOT: 9% 50 gliserin ihtiva eden basil siispansiyonlarn su bhanyosundaki 1siya adapte olmasi igin 2 dakika bekletil-

meden sonra yukaridaki dakikalarda hekletildi.
Dak. = dakika




TABLO: 2

P 50 gliserinli ortamda vegetatif antraks basillerini buz dolabinda (+ 4°C. de)
ve oda derecesinde (18 -22°. de) ne kadar canh kaldiklarmi gosterir cetvel.

Buz dolabinda birakilan siispansiyonun ml. Oda derecesinde birakilan siispansionun ml.
indeki basil miktarian indeki basil miktarlan
Sng Ad Deneme Muayene edilen giinler Deneme Muayene edilen giinler
Oncesi Oncesi

Kontrol 5.ci 8.¢ci 10.cu 14.cii 18.ci Kontrol 5.ci 8.ci 10.cu 14.cil
34F, 75,000 800 200 150 3 0 75,000 200 14 0 0
29/1a 150,000 800 149 25 0 0 130,000 300 15 0 0
Pasteur II 30,000 400 100 14 3 0 20,000 300 28 3 0
Davis 20,000 475 320 115 20 0 20,000 175 20 0 0
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Tabloda da goriilecegi iizere buz dolabinda bekletilen basille-
rin 5. ci giinde ancak %1 -2 si canli kalmis, biiyiik bir kismi tireme
kabiliyetini kaybetmistir. Bu nisbet gittikge azalarak 14. cii giinde
29/1a susuna ait basiller tamamen canlihklarimi kaybetmisler diger
suslarda ise bir kac basil canli kalmastir. 18. ci giinde hepsi de iire-
me kabiliyetlerini kaybetmislerdir.

Oda derecesinde ise basiller daha siiratle canliliklarim1 kaybet-
misler. 10. uncu giinde Pasteur II susundaki bir kag basil haric
digerlerinin hepsi de iireme kabiliyetlerini kaybetmislerdir.

MUNAKASA

Hernekadar Wilson ve Miles (9) vegetatif basillerin 55°C. de 1
saatte canliliklarimi kaybettiklerini, Aygiin (3) vegetatif antraks
basillerinin 55-58°C. de 10-15 dakikada oldiigiinii bildirmislerse
de yaptigimiz ¢alismada baz basillerin 55°C. deki 1siya 25 dakika
dahi direnglik gosterdiklerini, fakat 30 dakikada tamamen iire-
me kabiliyetlerini kaybettiklerini Smith ve Martin (6) in bildirdik-
leri gibi tesbit ettik.

Sporlu anthrax asis1 hazirlanmasinda Diinya Saghk Teskilat
Raporuna gore Hulse ve arkadaslar1 (4) vegetatif basillerin tahribi
icin 65°C. de 1 saat bekletmeyi, keza Ando (1) Pasteur II susu ile
Japonya’da hazirlanan sporlu anthrax asisinin da konsantre sekli-
nin 60-65°C. de 1 saat 1siya tabi tutulmasimmi Ongdrmektedirler.
yaptigimiz ¢calismada antraks basilleri 60°C. de 20 dakikada tama-
men canliliklarini kaybetmislerdir. Biiyiik hacimdeki materyaller
icin de 30 dakikanin kafi gelecegi kanaatr uyanmistir.

iki misli gliserin ilave edilmis canli sporlu konsantre anthrax
asilarinin igerisindeki basillerin 6ldiiriilmesi icin en az 14 giin 20°C.
de birakilmasim Diinya Saglhik Teskilatimin Raporuna goére Hulse
ve arkadaslar1 (4) tavsiye etmekte ve Avcil ve Emre (2) Tiirkiye’-
de hazirlanan Max - Sterne anthrax asisi istihsalinde de konsantre
asilarin 2 -3 hafta bekletilmesini bildirmektedirler. Biz de yaptigi-
miz denemede buz dolabinda (+4°C. de) saklanan %50 gliserinli
ortamlarda; 14. iincii giinde ekseri basillerin canliliklarimi kaybet-
tiklerini, 18 ci giinde ancak biitiin vegetatif antraks basillerinin
tireme kabiliyetlerini kaybettiklerini tesbit ettik. Oda derecesinde
ise 10 uncu giinde birkag Pasteur II susu basilleri hari¢ digerlerinin
canliliklarimi kaybettiklerini gordiik. Bu durumda oda derecesinde
(18 -22°C. de) bekletilen konsantre asilardaki basillerin tahribi icin
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14 giiniin kafi gelecegi fakat buz dolabinda (+4°C. de) bekletilen-
lerin ise en az 18 giin saklanmasi icab edecegi kanaatina vardik.

Deneme sonuglarina gore vegetatif formlarin temizlenmesi icin
minimal siirenin agikliga kavusmasi saglanmis bulunmaktadir. Ast
hazirlanacak konsantre siispansiyonlarin en az tesbit ettigimiz sii-
reyle isleme tabi tutulmas: gerekli oldugu kanisina varilmistir.

OZET

B. anthracis’in avirulan kapsiilsiiz, avirulan kapsiilsiiz proteo-
litik olmayan, attenue ve hi¢ sporlanmayan suslarinin vegetatif se-
killerine 1smnin ve gliserinin etkileri iizerinde calisilmustir.

1 — Végetatif antraks basilleri 55°C. lik su banyosunda istya
maruz birakmakla 30 dakikada tamamen tahrip olmuslardir.

2 — Basiller 60°C. lik su banyosunda 20 dakika 1siya maruz
birakmakla tamamen tahrip olmuslardir.

3 — %50 gliserinli ortamdaki basiller +4°C. de 18 giin sak-
lanmakla tamamen canliliklarini kaybetmislerdir.

4 — %50 gliserinli ortamdaki basiller 18 -22°C. de 10- 14 giin
birakilmakla tamamen canliliklarim kaybetmislerdir.

Konsantre asilarin icerisindeki vegetatif antraks basillerinin
tahrip edilmesi i¢in 60°C. de 30 dakika 1siya tabi tutmak veya +4°C.
de en az 18 giin, 18-22°C. de en az 14 giin bekletmek icabetmek-
tedir.

SUMMARY

(The effect of heat and glyserol on the vegetative form of B.
anthracis.)

This study has been done on the effect of heat and glyserol on
vegetative form of avirulent noncapsulated, avirulent noncapsulated
and non - proteolytic, attenuated and nonsporulated strains of B.
anthracis.

1 — All vegetative anthrax bacilli were destroyed in 30 minu-
tes by exposure to heat in a water baht at 55°C.

2 — All bacilli were destroyed in 20 minutes by exposure to
heat in a water bath at 60°C.
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3 — The bacilli in a 50% glyserinized suspensions were all
destroyed after storage at +4°C. for 18 days.

4 — The bacilli in a 50%glyserinized suspensions were all
destroyed after storage at 18-22°C. for 10- 14 days.

It is necessary that the vegetative anthrax bacilli in concen-
trated vaccine are destroyed on heating at 60°C. in 30 minutes, or at
+4°C. in 18 days or at 18-22°C. in 14 days.
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