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Sporlu antraks aşılarının hazırlanması esnasında spor sayım
ları ile bağışıklık testlerinin daha sıhhatli bir şekilde yapılabilmesi 
için konsantre aşılardaki vegetatif antraks hasillerinin tahrip edil
mesine ihtiyaç vardır. 

Sterne (8) in bildirdiği üzere B. anthracis'e ısının etkisi bir
çok araştırıcılar tarafından denenmiş ve öldürücü müddet değişik 
zamanlarda tayin edilmiştir. Umumiyede sporsuz vegetatif şekiller 
ısıya hassas iken sporlar oldukca dayanıklıdır. Smith ve Martin (6) 
B. anthracis'in vegetatif formlarının 54°C. de 30 dakikada öldüğü
nü tesbit etmişler, Stein ve Rogers (7) buna karşılık sporların 

80°C. ye 30 dakika dayandığını görmüşlerdir. Aygün (3) antraks ba
silinin vegetatif formlarının 55 - 58°C. de 10- ı5 dakikada öldüğünü 
bildirmiştir. Wilson ve Miles (9) ise vegetatif formların 55"C. de ı 

saatte canlı'lıklarını kaybettiklerini beyan etmektedirler. 

Anda ( l) Pasteur II suşu ile yapılan denemelerde 60- 6s·c. nin 
bir saat süreyle sporlara etkili olmadığını, buna karşılık vegetatif 
formların harap olduğunu beyan etmiştir. Dünya Sağlık Teşkilatı
nın Raporuna göre Hulse ve arkadaşları ( 4) konsantre spor süs
pansionuna 2 misli gliserin katarak incelemelerde bulunmuşlardır. 
Araştırıcılara göre bu süspansionun 65°C. de ı saat ısıya tabi tu
tulmasının uygun olacağı görüşünü savunmuşlardır. Yine aynı 

araştıncılar konsantre süspansionun 20°C. de enaz 14 gün bekle
tilmesini tavsiye etmektedirler. Avcıl ve Emre (2) Max-Sterne 
antraks aşısının gliserinli konsantre şeklinin hazırlanmasından 

sonra vegetatif formların ve zayıf sporların tahrip olması için ka
ranlık bir yerde oda derecesinde 2 - 3 hafta bekletilmesini tavsiye 
etmektedirler. Merchant ve Packer (S) B. anthracis'in vegetatif 
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şekillerinin -79°C. de dondurmak ve 37,5°C. de bir kaç def'a çöz. 
dürmek suretiyle harap olduğunu, buna karşılık sporların bu iş

lemden zarar görmiyeceğini bildirmişlerdir. 

Yurdumuzda hazırlanmakta olan Max - Sterne antraks aşısının 
daha emin bir şekilde testlerinin uygulanmasını sağlamak amacı 
ile B. anthracis vegetatif formlannın kesin bir şekilde hertaraf 
edilmesini tesbit etmek amacı ile bu çalışma ele alınmıştır. 

MATERYAL VE METOD 

Çalışmalarımızda B. anthracis'in 4 suşu kullanıldı. Bunlar: 
34F2 (avirulan, kapsülsüz Max-Sterne aşı suşu), 29/ıa (avlrulan, 
kapsülsüz, proteolitik olmayan, 34Fı suşundan elde edilen mutant 
suş), Pasteur II (attenue aşı suşu), Davis ( sporlanma yan; Japon
ya'dan temin edilen suş) dir. 

Davis suşu hariç diğer suşlar önce buyyonlara ekilerek 18 saat 
üretildi, sonra bir buyyona tekrar pasaj yapılıp yine ı8 saatlik bir 
üretilmeden sonra içerisinde ıoo ml. huyyon ihtiva eden balonlara 
ekildi, ve 5-5,5 saat 37°C. lik etüvde üretildikten sonra buradan 
hazırlanan preparatların mikroskobik muayeneleri ile içerisinde 
spor bulunup bulunmadıkları kontrol edildi. Hiç spor görülmeyen 
ve hasilieri ihtiva eden huyyon kültürü iyice karıştırılarak basil 
zincirlerinin parçalanmasına çalışıldı, ve buradan 20 şer ml. alına
rak 20 şer ml. lik steril gliserin üzerine katıldı, iyice karıştırıldı. 
Hiç sporlanmayan Davis suşu ise yine ıoo ml. lik balonlarda 3TC. 
de 48 saat üretilmeden sonra aynı muameleye tabi tutuldu. Hazır
lanan her bir %SO gliserinli süspansion serisinin . içerisindeki b asil 
sayısını tesbit için dilisyanlan hazırlanarak ı er ml. petrilere ko
nuldu ve üzerlerine eritilip 55°C. ye soğutulmuş besleyici agar dö
külerek kanştırıldı, donması için beklenildi. Bu petriler 37°C. lik 
etüve kanarak inkubasyona terkedildi. 24 ve 48 inci saatlerde husu
le gelen kolaniler sayılmak suretiyle basil sayısı tesbit edildi. Her 
bir suştan bir seri 55 - 56°C. lik su hanyasuna kanarak sıcaklığa 
adapte olması için 2 dakika bekletildikten sonra su banyosu içeri
sinde arasıra karıştırmak suretiyle ıs, 20, 25 ve 30 ar dakika ısıya 
maruz bırakıldı. Her sürenin sonunda ı er ml. alınarak petrilere 
konuldu ve üzerlerine eritilip 55°C. a soğutulmuş besleyici ağardan 
dökülüp donduktan sonra 37°C. lik etüve bırakıldı. 24 ve 48 saatlik 
inkubasyondan sonra kolaniler sayılarak ısıya tabi tutulmuş gli
serinli süspansionların ml. lerindeki canlı basil sayısı tesbit edil
miş oldu . 
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Yine aynı metodla hazırlanan 2 ci bir seride 60- 6ıoc. lik su 
banyosuncia adapte olması için 2 dakika bırakılınadan sonra ıo, 

ı5, 20 ve 30 ar dakika ısıya maruz bırakıldı. Her sürenin sonunda 
aynı metodla ml. lerincieki basil sayısı tesbit edildi. 

%50 gliserinli süspansiyoncia hasillerin nekadar müddetle ha
yatiyetlerini kaybedeceklerini tesbit için yine her suştan 100 er ml. 
de aynı şekilde üretilen hasilieri ihtiva eden huyyondan 20 şer ml. 
leri 20 şer ml. steril gliserine katılmak suretiyle 2 şer süspansiyon 
hazırlandı. Kontrol olarak derhal ml. lerincieki basil sayısını tes
bit için dilisyanları hazırlandı, ve yukarıda bildirdiğimiz metodla 
ml. lerincieki basil sayısı tesbit edildi. Bu süspansiyonların ı er ta
nesi buz dolabında ( +4°C. de), ı er tanesi de oda derecesinde 
(18- 22°C. de) bırakıldı. 5 inci, 10 uncu, ı4 üncü ve ı8 inci günler
de iyice karıştırıldıktan sonra hazırlanan dilisyonlarından basil 
sayısını tesbit için petrilere ı er ml kanarak eritilip 56° C. ye soğu
tulmuş besleyici agarlar karıştırılıp 3TC. lik etüve bırakıldı. 24 ve 
48 inci saatlerde kolaniler sayılmak suretiyle ml. lerincieki canlı 
basil sayısı tesbit edilmiş oldu. 

SONUÇLAR 

Antraks hasillerinin vegetatif şekillerini değişik sürelerde 55 
ve 60°C. lerde ısıya tabi tuttuktan sonra ml. lerincieki üreme kabi
liyetinde olan basil miktarları (Tablo : ı) de gösterilmiştir. 

Tabloda da görüleceği üzere 55°C. de 15 dakika bırakınakla ba
sillerin ancak %0,3-0,4 ü canlı kalmış, büyük bir kısmı üreme ka
biliyetlerini kaybetmişlerdfr. Bu nisbet 20 dakika ısıya maruz bı
rakmakla iyice azalmış, 25 ci dakikada ise Davis suşundan hepsi 
ölmüş diğerlerinde bir kaç basil görülmüşse de 30 dakikada hepsi 
üreme kabiliyetini kaybetmiştir. 

6G°C. lik su banyosuncia 10 dakika ısıya tabi tutulanların an

cak %0,2 si canlı kalmış, %99,8 i üreme kabiliyetini kaybetmiş

lerdir. 15 dakikada ancak bir kaç basil ısıya dayanmış ise de 20 

dakikada bütün hasiller canlılıklarını kaybetmişlerdir. 

%50 gliserinF ortamda vegetatif antraks hasillerini buz dala
bında ve oda derecesinde bekletmekle nekadar müddetle canlılıkla
rını kaybettiklerine ait denemelerimizden aldığımız neticeler 
(Tablo : 2) de gösterilmiştir. 
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N 
o-

Suş Adı 

34F2 
29/ıa 

Pasteurii 
Davis 

TABLO: 1 

Muhtelif B. anıthraeis suşlarnun vegetatif şekillerinin 55 ve 60"C. lik ısıda 
kaç dakika canlı kalıhldarım gösterir cetvel. 

Muhtelif ılal{ilmlarıla 55•C. lik su banyosunıla Muhtelif dakikalarda 60"C. lik su banyosurıda 
ısıya tabi tutulmalanmlan sonra ml. Ierlndeki L'Sıya tabi tutulmalanndan sonra ml. deki basil 

basil sayısı sayısı. 

Isıtılınadan 15 20 25 30 Isıtılmadan lO 15 20 30 
önce Dak. Dak. Dak. Dak. önce Dak. Dak. Dak. Dak. 

100,000 450 30 3 r 75,000 150 2 o 
175,000 950 45 ı o o 150,000 300 20 o 

30,000 45 4 3 o 40,000 20 3 o 
17,500 14 2 o o 15,000 16 2 o 

N OT : % 50 gliserin ihtiva eden basil süspansiyonlan su banyosundaki ısıya adapte olması için 2 dakika bekletil
meden sonra yukarıdaki dakikalarda bekletildi. 
Dak. = dakika 

o 
o 
o 
o 



N 
-...ı 

Suş Adı 

34F
2 

29/ıa 

Pasteur II 
Davis 

TABLO: 2 

<fo 50 gliserinli ortamda vegetatif a.ntraks basillıirini buz dolabımla ( + 4°0. <le) 
ve oda derecesinıle (18- 22°. de) n.e ka<lar canlı kaldıklarını gösterir cetvel. 

Buz <lolabında bırakılan süspansiyonun ml. Oda <lereeesinde bıralulan süspaıısioııwı ml. 
indeki basil mil{ tarlan imleki basil miktarları 

Deneme ]{uayene edilen günler Deneme ]{uayene e<lilen günler 
Öncesi Öncesi 

Kontrol 5.ci 8.ct: 10.cu 14.cü 18.ci Kontrol 5.ct 8.(:i. ıo.cu 14.cü 

75,000 800 200 150 3 o 75,000 200 14 o o 
150,000 800 149 25 o o 130,000 300 15 o o 

30,000 400 100 14 3 o 20,000 300 28 3 o 
20,000 475 320 115 20 o 20,000 175 20 o o 

----- ----- ----------- ----- ---------



Tabloda da görüleceği üzere buz dolabında bekletilen hasille
rin 5. ci günde ancak %ı- 2 si canlı kalmış, büyük bir kısmı üreme 
kabiliyetini kaybetmiştir. Bu nisbet gittikçe azalarak ı4. cü günde 
29/ıa suşuna ait hasiller tamamen canlılıklarını kaybetmişler diğer 
suşlarda ise bir kaç basil canlı kalmıştır. ı8. ci günde hepsi de üre
me · kabiliyederini kaybetmişlerdir . 

Oda derecesinde ise hasiller daha süratle canlılıklarını kaybet
mişler. ıo. uncu günde Pasteur II suşundaki bir kaç basil hariç 
diğerlerinin hepsi de ü reme kabiliyederini kaybetmişlerdir. 

MÜNAKAŞA 

Hernekadar Wilson ve Miles (9) vegetatif hasillerin 55•c. de ı 

saatte canlılıklarını kaybettiklerini, Aygün (3) vegetatif antraks 
hasillerinin 55- 58·c. de 10- 15 dakikada öldüğünü bildirmişlerse 

de yaptığımız çalışmada bazı hasillerin 55·c. deki ısıya 25 dakika 
dahi dirençlik gösterdiklerini, fakat 30 dakikada tamamen üre
me kabiliyetlerini kaybettiklerini Smith ve Martin ( 6) in bildirdik
leri gibi tesbit ettik. 

Sporlu anthrax aşısı hazırlanmasında Dünya Sağlık Teşkilatı 
Raporuna göre Hulse ve arkadaşları ( 4) vegetatif hasillerin tahrib i 
için 65·c . de ı saat bekletmeyi, keza An do (ı) Pasteur II suşu ile 
Japonya'da hazırlanan sporlu anthrax aşısının da konsantre şekli
nin 60- 65·c. de 1 saat ısıya tabi tutulmasını öngörmektedirler. 
yaptığımız çalışmada antraks hasilieri 6o·c. de 20 dakikada tama
men canlılıklarını kaybetmişlerdir. Büyük hacimdeki materyaller 
için de 30 dakikanın kafi geleceği kanaah uyanmıştır. 

İki misli gliserin ilave edilmiş canlı sporlu konsantre anthrax 
aşılarının içerisindeki hasillerin öldürülmesi için en az ı4 gün 20'C. 
de bırakılınasını Dünya Sağlık Teşkilatının Raporuna göre Hulse 
ve arkadaşları ( 4) tavsiye etme~ te ve Avcıl ve Emre (2) Türkiye'
de hazırlanan Max- Sterne anthrax aşısı istihsalinde de konsantre 
aşıların 2- 3 hafta bekletilmesini bildirmektedirler. Biz de yaptığı
mız denemede buz dolabında ( +4·c. de) saklanan %50 gliserinli 
ortamlarda; ı4. üncü günde ekseri hasillerin canlılıklarını kaybet
tiklerini, ı8 ci günde ancak bütün vegetatif antraks hasillerinin 
üreme kabiliyederini kaybettiklerini tesbit ettik. Oda derecesinde 
ise 10 uncu günde birkaç Pasteur II suşu hasilieri hariç diğerlerinin 
canlılıklarını kaybettiklerini gördük. Bu durumda oda derecesinde 
(18- 22·c. de) bekletilen konsantre aşılardaki hasillerin tahrib i için 
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ı4 günün kafi geleceği fakat buz dolabında ( +4°C. de) bekletilen
lerin ise en az ı8 gün saklanması icab edeceği kanaatına vardık. 

Deneme sonuçlarına göre vegetatif formların temizlenmesi için 
minimal sürenin açıklığa kavuşması sağlanmış bulunmaktadır. Aşı 
hazırlanacak konsantre süspansiyonların en az tesbit ettiğimiz sü
reyle işleme tabi tutulması gerekli olduğu kanısına varılmıştır. 

ÖZET 

B. anthracis'in avirulan kapsülsi.iz, avirulan kapsülsüz proteo
litik olmayan, attenue ve hiç sporlanmayan suşlarının vegetatif şe
killerine ısının ve gliserinin etkileri üzerinde çalışılmıştır. 

ı - Vegetatif antraks hasilieri 55°C. lik su banyosuncia ıs1ya 
maruz bırakınakla 30 dakikada tamamen tahrip olmuşlardır. 

2 - Basiller 60°C. lik su banyosuncia 20 dakika ısıya maruz 
bırakınakla tamamen tahrip olmuşlardır. 

3 - %50 gliserinli ortamdaki hasiller +4°C. de 18 gün sak
lanınakla tamamen canlılıklarını kaybetmişlerdir. 

4 - %50 gliserinli ortamdaki hasiller ı8- 22°C. de 10- 14 gün 
bınlkılmakla tamamen canlılıklarını kaybetmişlerdir. 

Konsantre aşıların içerisindeki vegetatif antraks hasillerinin 
tahrip edilmesi için 60°C. de 30 dakika ısıya tabi tutmak veya +4nC. 
de en az 18 gün, ı8- 22°C. de en az ı4 gün 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 
vegetativc form of avirulent noncapsulated, avirulent noncapsulatecl 
and non- proteolytic, attenuated and nonsporulated strains of B. 
anthracis. 

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

2 - All hacilli 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 hacilli in a 50%glyserinized suspensions v.rere all 
destroyed after storage at 18- 22°C. for 10- 14 days. 

It is necessary that the vegetative anthrax hacilli 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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