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GIRIS

Diger bakterilerde oldugu gibi Bacillus anthracis’inde 6zel ka-
rekterlerini tasiyan virulan tiplerden oldukca degisik olan variant-
lar1 kendiliginden veya sun'i olarak elde edilmektedir. Sterne (57)
e gore bu degismeler irsi olmakla beraber bakteride veya koloni-
lerinde yeni variasyon veya mutasyonlar kendi kendilerine husule
gelmeyebilir. Ornegin, kapsiilsiiz Bac. anthracis suslarimin serum-
lu agarda CO, atmosferi altinda iiretilmesiyle kapsiillii sekle cevril-
mesi genotiplerde bir degisme neticesi degildir. Boylece bu bir
mutasyon sayilmaz.

Pasteur ve arkadaslari (37) Bac. anthracis’in 42 C°. de 2 hafta
veya daha fazla miiddet tiretilmesiyle virulansim1 kaybeden vari-
ant suslar elde ettiler ve bunlarin karekterlerinin daimi ve degistiri-
lemez oldugunu gosterdiler Bu yolla attenue edilmis suslar, (R)
virulan tiplerden morfolojik olarak farkli olup, kolonileri daha
kiiciik ve parlaktir. Kolonilerin goriiniisiindeki farklilik virulan-
sin kaybr ile ilgili olup adi vasatlarda (R) kolonileri virulan tip-
lerde, (S) kolonileri ise attenue suslarda goriiliir. Bu variantlar
ekseriya uygun sartlar altinda uzun zincirli iireme kabiliyetlerini

(*) Bu arastirma Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumunun
VHAG: -44 No : lu projesine gore ve Kurumun destegi ile yapiimstir.
(**) Etlilz Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiitnde Uzman
(*%=*) Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde Uzman

o
(5]



kaybederken, kapsiil teskil etme kabiliyetlerini kazamirlar. Viru-
lansin tamamen kalktigi hallerde dahi kapsiil teskil edebilirler.
«Pasteur tipi» suslar boyle kapsiillii attenue varianlar olup, orta
derecede virulansa sahiptirler, (kobaylar icin patojen, tavsanda
patojen degildir.) ve asag1 yukar1 90 senedir anthrax’a karsi bag:-
stklikta kullamilmaktadirlar.

Baz1 degisik tipteki variantlar ya yiiksek derecelerde iiretmek-
le veya vasata antiseptiklerin katilmasiyle elde edilebilir. Boylece
(S) ve miikoid tip koloniler bazan miisahede edilir. Diger bakte-
rilerin aksine taze izole edilmis virulan Bac. anthracisler kiil-
tiirlerde R kolonileri hasil ederler. Bir ¢ok arastiricilar degisik
tiretme metodlar: ile bu R virulan anthrax suslarindan S koloni-
sini havi variantlari elde etmislerdir. Nungester (33) koloni biin-
yesindeki diizgiinliigiin artmasimin yani S formuna dénmesinin vi-
rulansin kaybolmasiyla beraber seyrettigini gOstermistir. Sterne
(53) e gore yeni anthrax vak’alarindan izole edilmis virulan kiil-
tiirler her ne kadar R kolonilerine sahipsede 42 C’. deki bir iiretil-
me ile virulans kismen goriilsede koloni manzarasi S olabilecek-
tir. Orijinal R kolonileri attenue muameleleri ile degistirilebilir ve
R kolonileri arasinda S kolonileri hasil olur. Boylece R kolonileri
S tipine dogru bir doniisme gosterir. Bir ¢ok arastirici ayni pet-
rideki diiz ve dalgali kolonilerin virulanslar: arasinda belirli bir
fark olmadigini bildirmislersede R kolonilerinin S den daha viru-
lan oldugu tesbit edilmistir. Stamatin ve Stamatin (49) daha on-
ceki ¢alismalarinda defibrine at kamimi ihtiva eden kiiltiirlerde vi-
rulan anthrax basillerinden diiz miikoid tabiatta koloniler elde et-
misler ve bunlardan pasajlarla virulans ve kapsiilden yoksun R
variantlari elde etmislerdir. Bu variant suslarin farelerde anthrax
infeksionu husule getirmeksizin 6dem yaparak o¢liime sebebiyet
verdigini ve tavsanlar icin zararsiz oldugunu tesbit ettiler. Daha
onceki bir ¢ok arastiricilara gore anthrax’a kars: bagisiklikta kap-
siiliin 6nemli rolii oldugu belirtilirken Stamatin’in yapmis oldugu
tecriibe ve kapsiilsiiz variantlarla tavsanlar1 bagisik kilmalar: do-
layisiyle kapsiiliin bagisiklik iizerinde hi¢ bir etkisinin bulunma-
dig1 ortaya konulmustur. Yine Stamatin (50) kapsiilsiiz variant-
larla koyunlar: deri alt1 yolla asilamak suretiyle antrax’a karsi ba-
gisik kilmay1 basarmislardir, Schaefer (44) adi vasatlarda attenue
suslarin S parlak koloniler seklinde iiremesine ragmen virulan
suslarin R kolonisi seklinde iiredigini, koagiile serum iizerine eki-
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ien biitiin virulan ve attenue suslarin parlak S kolonileri goster-
diklerini bildirmisler, fakat sonraki calismasinda Schaefer (45)
bu S kolonileri arasinda R kolonilerininde mevcut oldugunu mii-
sahede etmistir. Serumlu agar iizerinde yapilan miiteatdit pasaj-
iarla kapsiilsiiz variantlar elde etmeyi basarmislardir ki bu vari-
antlarin bir kismu S, bir kismuda R kolonilerini havidir. Her iki
kapsiilsiiz R ve S suslarn ile fare ve kobaylar iizerinde yapmis ol-
duklar: denemelerde R kolonilerinin ¢cok az veya tamamen aviru-
lan oldugunu, buna miikabil kapsiilsiiz S variantlarinin az nisbet-
te virulans gosterdigini tesbit etmistir.

Nungester (33) % 20 CO0, atmosferi altinda iiretilen Bac. ant-
hracis diiz, miikoid suslarinin oldukca muntazam miikoid koloni-
ler hasil ettigini tesbit ettilerki bu durum yiiksek CO, ve diisiik ok-
sijenin bulunmasinin kapsiil formasyonu-nu tesvik ettigine isaret
eder. Sterne (53) virulan anthrax suslarimin yiiksek CO0. atmosferi
altinda serumlu agarda daima diiz, miikoid (S) ve tam manasiyle
kapsiillii olacagini ve miikoid iiremelerin devamli pasajla R vari-
antlar1 husule getirecegini ve yiiksek CO, atmosferinin sporlasyo-
nu Onleyecegini bildirdi. Sterne (53) besleyici agarlar iizerine eki-
ien virulan anthrax suslarmin takriben 6 hafta iiretilmesinden
sonra bir kac S, yuvarlak kolonileri gérdii ve bu kolonilerin bir
ka¢ pasajdan sonra tamamen tipik S miikoid kolonileri halini al-
digim1 tesbit etti. Serumlu vasatlarda 24 saatlik inkiibasyondan
sonra bu diiz miikoid kolonilerin dalgali harici {iremelerini gore-
rek ayirdi ve pasajlarina devam etti. Bu harici iireyen dalgali
uzaniilarin tekrar ekimlerinde ana miikoid kolonilerden daha ya-
vas lireyen uzantilar tesbit etti. Bunlarida tekrar pasajla karisik
S kolonilerinden tamamen ayirdi. Bu variantlar CO, atmosferi al-
tinda iiretilmekle tamamen R kolonileri halini alip boyandiklarin-
da kapsiil gostermediler. Bu R kolonilerinin ana S kolonilerinden
daha az virulan oldugunu ve hatta bazilarinin virulansimi tama-
men kaybettiklerini ve diizgiinliigiin ve virulansin kaybinin gerek
invivo ve gerekse invitro kapsiil hasil etme kabiliyetini kaybetme-
siyle miisterek oldugunu tesbit etti. Bu avirulan R varianlarimin
kobay ve koyunlarda yiiksek nisbette bagisiklik hasil ettiklerini
tesbit etti. Brown (2) genotip olarak kapsiilsiiz avirulan anthrax
cuslarindan kapsiil hasil etmesine muktedir olamamis, keza Ster-
ne ve Proom (56) genotipik olarak kapsiilsiiz bir Bac. anthracis’in
kapsiillii sekle gegmesinin miimkiin olmadigini bildirmislerdir.
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Wilson ve Miles (63) bir gok arastiricilar tarafindan spor tes-
kil etmiyen variantlarin bulundugunu, virulansla kapsiil formas-
yonu arasinda siki bir ilginin mevcut oldugunu, buna mukabil
spor teskili ile virulans arasinda hig¢ bir ilginin mevcut olmadigini
isaret etmektedirlez,

Her nekadar Bac. anthracis’in virulan tipleri hareketsiz isede
bazi arastiricilar hareketli variantlarin mevcut oldugunu zikret-
mislerdir. Tomcsik (59) daha once hareketli zannettikleri Bac.
anthracis’ler iizerinde yapmis olduklari arastirmalarda bunlarin
Bac. Subtilis olduklarini ve kiiltiirlerin Bac. subtilisle karisik olma-
sindan dolay: hareketli zannettiklerini bildirmislerdir. Tomcsik
(60) fareler igin virulan anthrax susu Kkiiltiirlerinde Bac. anth-
racis’e oldukca benzeyen kapsiillii, hareketli organizimler tesbit
etmisler ve bunun bir anthrax mutant: oldugunu diisiinmiislerse-
de, daha sonra yapmis olduklari ¢alismada Guex - Holzer ve Tom-
csik (17) bunun Bac. megaterium olduguna kanaat getirmislerdir.
Brown ve arkadaslar1 (9) lizojenik Bac. anthracis’in bir virulan
susunu bakteriofaj'’a maruz biraktilar ve bu bakteriofajla muame-
le gormiis olanlardan biyosimik ve patolojik olarak Bac. anthra-
cis’den ayrilmayan muntazam hareketli variantlar hasil eden 9 sus
elde ettiklerini bildirmislerdir. Sterne ve Proom (56) a gore
Brown ve arkadaslar: iyice kontrol altina almaksizin hatali olarak
bu yaziy1 nesretmis olduklarini ve anthraksin idantifikasyonunda
hareketsizligin baslica bir rol oynadigini, bu sebeple hareketli sus-
larin bulunup bulunmadigini iyice arastirmak icap ettigini ve ca-
lismalar1 esnasinda her ne zaman anthrax kiiltiirlerinde hareketli
organizmlere rastladiklarinda, bunun anthrax benzeri organizimle-
rin kontaminasyonu neticesi oldugunu ve bunlari her def’asinda
idantifiye ettiklerini bildirmislerdir. Béylece hareketli anthrax va-
riantlarinin olup olmadigi tam manasiyle tesbit edilememistir.

Ando ve arkadaslar1 (3) ml. inde 20 Unite penicillin ihtiva
eden vasatta Bac. anthracis’leri iiretmek suretiyle 75 pasajdan
sonra kapsiilii kaybolan variant suslar elde etmisler ve bu attenue
suslarla tecriibevi olarak kobay, tavsan ve kegilerde bagisiklik el-
de etmislerdir. Fakat kuvvetli bagisiklik elde edilebilmesi icin
spor siispansionlarina az bir miktar saponin ilave etmenin liizum-
I oldugunu bildirmislerdir. Zhekov (67) besleyici agara 1/40,000
nisbetinde rivanol ilave etmek suretiyle 287 pasajla virulans: aza-
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lan Bac. anthracis variantlar1 elde etmisler fakat bu variantlarin
bagisiklik hasil etme nisbetinin azaldigini tesbit ederek, bu yolla
elde edilen variantlarin as1 istihsali i¢in elverissiz oldugunu bildir-
mistir.

Burrows ve arkadaslari (10) Bac. anthracis’leri yiiksek dere-
celerde iiretmekle veya vasata antiseptik dilisyonlar1 katilmak su-
retiyle baz1 degisik tipte variantlar elde edilebilecegini ve ayni za-
manda gerek spor doguran ve gerekse spor dogurmayan avirulan
suslarla bazi hallerde virulans husule getirilebilecegi, anthrax ba-
silinin virulansimin kapsiildeki glutamin polipeptid husuliine bagh
oldugunu, R variantlarimi tasiyan avirulan suslarin kapsiilsiiz oldu-
gunu ve bu suslarin toksin dogurmadiklarini bildirmislerdir.

Wilson ve Miles (63) ultraviole ve X irradiasyonuna bakteri-
leri maruz birakmakla bunlarin 6lebilecekleri gibi mutasyon nis-
betininde artacagini isaret etmislerdir. Lederberg (27) ultraviole
isinlarina maruz birakmakla laktozu fermente etmeyen Bacterium
coli mutantlarini elde etmislerdir. Kelner (22) ve Roberts ve Al-
dous (43) ultraviole 1smnlarina maruz birakmakla bir cok orga-
nizmlerin inaktive edilerek mutantlar husule getirebilecegini, ir-
radiasyondan sonra eger bu siispansionlar saklanacak olursa baz
ultravioleye maruz birakilmig hiicrelerin eski haline donebildigi-
ni, bu doniisiin umumiyetle az oldugunu fakat doniismeye 15181
etkisi oldugunu tecriibelerle tesbit etmislerdir. Kelner (23) ultra-
violeye maruz birakilmadan sonra karanlikta buyyonda 37 C°. de
tiretilen E. coli suslarimin fotoreaktif kabiliyetlerinde inkiibasvon
ramanina gore muntazaman azaldigi ve 2 -3 saatten sonra sifira
diistiigiinii tesbit etmislerdir. Fotoreaktif E. coli mutantlarim ult-
ravicle irradiasyonuna maruz biraktiktan sorra reaktit isik  hir
kac dakika tesirle fenotip olarak karakterize mutantlarin frekan-
si1 azaltir, fakat uzun zaman inkiibasyondan sonra fenotip olarak
karekterize mutantlar ya etkisiz kalir veya eski haline doniisiir.
Newcombe ve Whitehead (32) ultraviole 1sinlarina maruz birakil-
ciklarinda, ultraviolenin dalga uzunluguna baglh olarak canl hiic-
relerin niicleic asitleri tarafindan absorbe olan isinlar neticesi ba-
zilariin 6ldiigii ve bazilarinin da mutantlara sebep oldugunu, ult-
raviole ile hiicrelerin icinde bir photosensitive ve bir photostable
mutajen zehirlenme sekillendigine inandiklarimi belirttiler.
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Stanier ve arkadaslar: (52) biitiin canlt hiicrelerin Gzellikleri
gen kontroluna bagh olup, bir dzellikteki degismenin gen mutas-
yonlar; neticesi oldugunu, ve bazi durumlarda yiiksek nisbetlerde
mutasyon husule gelebilecegini, ayirma metodlar: kullanmaksizin
tefrik etmenin miimkiin olacagini isaret etmektedirler. Yine aym
arastiricilar penicillin ve streptomycin gibi antibiotiklere, bakte-
riofaja, ultraviole 1sinlarina direnclik gosterenlerle, karbona ihti-
yac gosteren, sekerleri fermente etmeyen, virulanslar: artan, flajel-
la antijenleri degisen, pigment yapan ve koloni morfolojisinde de-
gisiklik husule getirenler gibi mutant nev'ilerinden ve bunlan
ayirma metodlarindan bahsetmektedirler.

Anthraxa karsi aktif bagisiklik meydana getirmek igin ilk ola-
rak Pasteur (37) pratik, nisbeten emin ve tesirli bir as1 hazirlad:
42 -43 C°. de uzun bir inkiibasyondan sonra elde ettikleri 2 sus za-
manminda buyyonda iiretilerek as1 hazirlanmasinda kullanilmak-
taydi. Wilson ve Miles (63) in bildirdiklerine gore bunlardan Pas-
teur I fareler ve bazan yavru kobaylar igin patojen olup, gelismis
kobay ve tavsanlar icin patojen degildir. Bu susla hazirlanan asi
ile asilanan hayvanlarda zayif bir bagisiklik hasil olur. Bu asidan
10-12 giin sonra fare ve kobaylar icin patojen fakat tavsanlar icin
patojen olmayan, daha kuvvetli antijenik karektere sahip attenue
Pasteur II susu ile hazirlanmis asilar tatbik edilir. Bu asilar ancak
kat'i olarak anthrax infeksionu tesbit edilen ciftliklerdeki hayvan-
lara tatbik edilir. Personeus ve arkadaslarina (38) gore bu asidan
alinan neticeler hernekadar memnuniyet verici isede, asinin baz
ciddi aksi tesirleri vardir. Avirulan mutant suslarin aksine hayvan-
larin beden derecelerinde artma husule getirir. Besredka (7) Pas-
teur asilarinin intradermal olarak tatbikinden sonra kuvvetli ba-
gisiklik verdigini bildirmektedir.

Mazucchi (31) hafif attenue veya virulan anthrax suslariyla
hazirlanan asilara % 2-5 nisbetinde saponin ilave etmek suretiy-
ie bagisiklik kudreti yiiksek ve emin bir as1 elde edilebilecegini
zikretmissede bu nisbetteki saponinlerin generalize anthraxi &nle-
mesine ragmen inokiilasyon bolgesinde yangisal ve nekrotik bir
reaksion husule getirebilecegi asikardir. Mamafih Mazucchi’nin
«Carbozoo» asis1 attenue suslardan hazirlanmis olup iyi bir bag:-
siklik vermesine ragmen saponinden miitevellit beklenmiyen re-
aksionlar husule gelmistir.
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Yurdumuzda anthrax asilarimin ilk tatbiki Cizmen (11) e go-
re 1910 senesinde baslar. Bu zamanda asilar Enstitii Pasteur’den
getirilmis ve yurdumuzda tatbikine baslanilmig olup uzun zaman
kullamilmistir. Aygiin (5) bildirdigine gore anthraxli hayvanlarn
kurtarmak iizere 1923 yilinda anti anthrax serumu istihsaline ve
tatbikatina baslanilmistir. Aygiin tarafindan elde edilen Tiirk
Universal anthrax asis1 1928 yilinda tecriibevi olarak bazi Ordu
hayvanlarinda deri ici tatbik edilmek suretiyle kullanilmis ve iyi
netice alinmasi iizerine 1929 yilindan itibaren genis bir sekilde
kullanilmaya baslamilmistir. Bu sporlu asinin 5 ay bagisiklik ver-
digi ve gebelere tatbik edildigi zaman sikit husule getirmedigi, as1-
Ii hayvanlarin anthrax mikrobunu yaymadiklarini tesbit etmistir.
Tiirkay (61) gliserinli T.U.A. asisimin hazirlanmasindan ve hazir-
lanan asmnn tecriibe hayvanlarinda yapilan bagisiklik ve zararsiz-
lik kontrollarindan bahsetmekte ve istihsal metodlarim gelistir-
mekte olduklarini kaydetmektedir. Cizmen (11) yapmis oldugu de-
nemelerde T.U.A. anthrax asisinin, Pasteur I, Pasteur II, Carbozoo
ve Ilhami Ozcebe asilarina nazaran daha az zararli oldugunu ve
bu asilardan daha erken bagisikligin husule geldigini, fakat bagi-
siklik miiddetinin Carbozoo ve Pasteur asilari gibi ayni karekter-
de oldugunu kaydetmektedir. Ozcebe (34) virulan bir susu kollod-
yon keselerine koyarak tavsanlarin peritonuna vermek suretiyle
muhtelif pasajlardan sonra attenue bir sus elde ettigini ve bu sus-
la hazirladig1 sporsuz hipertonik ve gliserinli asilarin morfolojik
ve biyosimik biitiin evsafi ile Pasteur asilarina paralel oldugu ve
virusiyet derecelerinin sabit olup tatbikatlarinda contra indikele-
rinin bulunmadigini, tavsan ve kegiler iizerinde yapmis oldu-
gu denemelerde bagisikligin kat'i ve uzun oldugunu bildirmek-
tedir. Ozcebe (35) Ramon Staub vasati1 A.G. icerisinde deri alt1
tatbik edilen bir as1 hazirladigi ve bu asmin diger asilar gibi infek-
sion tehlikesini tahdit etmekle beraber, bagisiklik derecesinin nis-
bi oldugunu ifade etmis ve beyaz findik farelerini &ldiirebilecek
kudrette bir susun adi Jeloz vasatlarinda C0, atmosferi altinda 48
saat iiretilen kiiltiirlerinin distile su ile toplanmasimi ve ml. inde
50,000,000 spor ihtiva edecek sekilde sulandirildiktan sonra % 50
Aluminium Hydroksit ilave edilmek suretiyle hazirladigi ve 0,3
ml. kullanmak suretiyle asilananlarin 6 ay bagisiklik verdiklerini
tesbit etmistir. Ozcebe'nin birinci asis1 saha tatbikatina konulmus
telafata sebebiyet verdiginden kullanilmamistir, 2. ci as1 ise prati-
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ge intikal etmemistir. Aktan (2) Max- Sterne asis1 ile kapsiilli
anthrax suslarinin Ozcebe teknigi ile hazirladiklar: aluminium hid-
voksitli anthrax asis1 ve aluminium hidroksit yerine % 1,5 Jeloz
ilavesi ile hazirladiklar: asilar1 10 ar tavsan iizerinde mukayeseli
bagisiklik testine tabi tutmus ve kapsiillii anthrax suslar: ile hazir-
ladig1 asilar1 Max - Sterne asisina nazaran yiiksek kudrette bir ba-
gisiklik meydana getirdigini, Jeloz mediumu igerisinde bagisiklik
kudretinden bir sey kaybetmedigini bildirmistir.

Sterne (54) Giiney Afrikada avirulan kapsiilsiiz susla hazirla-
dig1 asidan cok memnuniyet verici netice aldigini ve bu asinin her
nev’i hayvanda emin bir sekilde kullamilabilecegini bildirmistir.
Sterne ve arkadaslar1 (55) asiya saponin katmak suretiyle genis
bir calisma yapmislar ve saponinin onemini belirtmislerdir. Ster-
ne (57) saponinli asilarin inokiilasyon yerinde cok hafif lokal bir
ddeme sebebiyet verdigini ve bu lokal 6demde Basillerin ¢ogalma-
sindan dolay1 saponin’in faydali bir is gordiigiinii isaret etmekte
ve % 0,1 gibi diisiik bir konsantrasyonda saponin’in hafif bir re-
aksion husule getirmesiyle bagisiklik kudretinde bir artma mey-
dana gelecegini isaret etmektedir. Richou ve arkadaslar1 (42) sa-
ponin’in adjuvan roliiniin gerek hemolitik ve gerekse yangisal et-
kisine oranli olmadigini, saponin’in hemolitik etkisinin tavsan se-
rumu veya kollesteroila tam manasiyle nétralize edilebilecegini,
fakat adjuvan etkisinin baki kalacagini bildirmektedirler.

Avirulan, kapsiilsiiz Sterne (34 F,) susuyla, Sterne'in tarif et-
tigi gibi biitiin hayvanlar igin dozda 20 milyon spor bulunacak se-
kilde hazirlanan Max - Sterne anthrax asis1 1953 yilindan itibaren
yurdumuzda tatbikata konulmustur. Bagisikhk kudreti yiiksek
olan bu asidan oldukca memnuniyet verici neticeler alinmasina
ragmen, bazi hassas hayvanlarda yaygin 6demler husule getirmis-
tir. Bu sekilde husule gelen arizalari azaltmak maksadiyle Avcil ve
Emre (4) as1 konsantrasyonu ve dozdaki spor miktarlar: iizerin-
de bazi modifikasyonlar yaparak yeni istihsal metodu Tarim Ba-
kanlhigina sunulmus, bu yeni metodla hazirlanan asilar Saghk Mii-
savere kurulunun karari ile 1964 yilinda tatbikata konulmustur.
Max - Sterne (34 F.) susu ile hazirlanan biiyiik baslar icin dozda
10 milyon, kiiciik bas hayvanlar i¢cinde dozda 5 milyon spor ihtiva
eden bu asmin en az bir sene bagisiklik verdigi ve asilamadan 4
giin sonra bagisikligin basladigi tesbit edilmistir,
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Harris - Smith ve arkadaslar1 (18) bir virulan susta oldugu
gibi avirulan Sterne susunun da ayni derecede toxin hasil ettikle-
rini ve bu sebeple bu susun canli sporlar: ile asilanan hayvanlar-
da kuvvetli bir bagisikligin hasil olacagimm isaret etmektedirler.
Spears ve Davidson (48) yaptiklar: tecriibelerle bu as1 ile asilanan
koyunlarda bagisikligin bir haftadan daha kisa bir zamanda husu-
le geldigi ve 14 ay devam ettigini tesbit etmislerdir. Personeus ve
arkadaslar1 (38) kapsiilsiiz variantlarla hazirlanan sporlu asilarmn
koyunlarda kuvvetli bagisiklik verdiklerini ve saha tatbikatinda
kullanilan as1 dozunun 50 -500 mislinin keci ve koyunlara veril-
mesiyle zararsiz oldugunu tesbit etmislerdir. Van- Ness ve arka-
daslar1 (62) na gore, Sterne asis1 ile asilanan hayvanlarda 8 giin
sonra kuvvetli bir bagisikligin husule geldigini isaret etmekte ise
de, Lindley (30) Sterne asis1 ile olduk¢a memnuniyet verici neti-
ce alinmasina ragmen, asilamadan 21 giin sonra dahi bazi hayvan-
larin anthrax’tan 6ldiiklerini buna mukabil intradermal olarak
tatbik ettikleri Pasteur tipi asilardan daha iyi bagisiklik aldigim
ifade etmistir. Grosso ve Perez (16) Avirulan Sterne susunun Trip-
sinaz kazein ve Yeast extractli vasatlarda yapilan pasajlarinda
bagisiklik degerinden az cok kaybedecegini, peptonlu agarlardaki
pasajlarda ise immunogenitesini minimal nisbette kaybedecegini,
% 50 glyserinli, % 1,8 saponin ihtiva eden asilarin sogukta sak-
lanmakla 2,5 seneden fazla yiiksek bagisiklik kudretini muhafaza
ettigini, aluminium hydroksitli asinin ise saklanmakla bagisiklik
kudretinden kaybettigini bildirmektedirler. Bir cok memleketler-
de Sterne susu ile hazirlanan sporlu asilar tatbikattadir.

Lincoln ve arkadaslar1 (27) min bildirdiklerine gore Rus-
ya’da STI ve (Sh)-15 suslari ile hazirlanan sporlu asilar genis
bir sekilde kullanilmaktadir. Kolesov ve Mikhailov (25) Bac. ant-
hracis’in diisiik virulansl ve iyi bir bagisiklik verici kudrette olan
Sh-15 susunu buldular, spor teskili % 25-50 bezelye extrakti ve
% 0,1 agar ihtiva eden buyyonda en iyi oldugunu ve aluminium
hidroksit ile % 20 gliserinli, ml. inde 47,000,000 spor ihtiva eden
Lir as1 hazirladiklarini, bu asilarin koyun ve kegiler i¢in zararsiz
oldugunu ve bagisikligin inokiilasyondan 7 giin sonra baslayip
ve 6,5 ay devam ettigini bildirmektedirler. Yine kolesov ve arka-
daslar1 (26) Sh-15 susu ile hazirlanan aluminium hidroksitli as:
ile 1954-1955 yillar1 arasinda 2,785,533 bas hayvan asilamislar,
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yalmiz 9 hayvanin bagisiklik kazanamadigindan anthraxtan oldii-
giinii tesbit etmislerdir.

Sokol (47) Bac. anthracis’in kapsiilsiiz bir variant susundan
aluminium hidroksitli bir as1 hazirlamislar, bu asinin koyun ve
kecilerde bagisiklik husule getirdigini, yalniz enjeksion mahallin-
de lokal bir 6deme sebebiyet verdigini isaret etmektedir. Szent-
Ivanyi (58) aluminium hidroksite adsorbe edilmis kapsiilsiiz
Bac. anthracis’in 10 milyon sporunu ihtiva eden asmmin 2 ml. i ile
inokiilasyondan sonra koyunlarin 6,5 ay bagisik kaldiklarini tes-
bit etmistir.

Jacotot ve Virat (20) formolle 6ldiiriilmiis kapsiillii anthrax
basillerinin tavsanlarda bagisiklik husule getirmedigini fakat for-
mollii kapsiilsiiz basillerin ¢ok az bagisiklik verdiklerini, bu 6ldii-
riilmiis basillere 8 kisim parafin likit ve 1 kistm mannide monoo-
leate adjuvam ilavesiyle yapilan asilardan kapsiillii basillerle asi-
lananlarm 26 da 10 u, kapsiilsiiz basillerle asilananlarin ise 31 de
211i epriiveye direnclik gosterdigini tesbit etmislerdir. Jacotot ve
Virat (21) kapsiilsiiz anthrax basillerini formolle &ldiirme ve li-
kit parafin karistirmak suretiyle hazirladiklar: as1 ile tavsan, ko-
yun ve kecide bagisiklik elde ettigini ve likit parafinde oldugu gi-
bi zeytinyagi, arlecol karisiminin da bagisiklikta onemli rol oyna-
diging belirttiler.

Ertiirk ve Bese (13) anthrax ve yanikara asilarini  bir sirin-
gada karistirmak suretiyle yaptiklar; asilamalarda koyun, keci,
dana, kobay ve tavsanlarda bu kombine asidan ayri ayri asilanan-
lar kadar bagisiklik aldiklarini bildirmislerdir. Pankratov ve ar-
kadaslar1 (36), Pilipenko ve Mirashnichenko (39) anthrax asilari-
pin diger bazi hastaliklara karsi kullanilan asilarla beraber kom-
bine as1 seklinde inokiile edildigi zaman anthrax’a karsi bagisikh-
gin iyi tesekkiil etmedigini bildirmektedirler,

Lee ve arkadaslar1 (38) anthrax asilamalarimi miiteakip her-
hangi bir sebeple antibiotik ve sulfamidlerle tedavi géren veya gi-
dalariyle beraber antibiotik verilen hayvanlarda bagisiklifin mey-
dana gelmesinin 6nlendigini isaret etmektedirler.

Kiltiir filtratlar: antijenleri ile bagisiklik icin ilk adim Glads-
tone (15) tarafindan atilmistir. Cesitli hayvanlarin serum ve plaz-
malarinda iireyen Bac. anthracis kiiltiir filtratlarindan elde edilen
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bu antijenin inokiilasyonundan sonra tavsan, koyun ve maymun-
lar1 100 letal doza dahi korumustur. Gladstone Bac. anthracis’in
Sterne susunu kullanarak yaptigi calismada in vitro olarak inkii-
basyon miiddetinin 18 saatten fazla uzatilmasiyle koruyucu antije-
nin daima az cok kayboldugunu tesbit etmis ve boyle bir tahribin
in vivo olarakta husule gelebilecegini belirtmistir.

Wright ve arkadaslar: (64) ultraviole isinlarina maruz biraki-
Jan Bac. anthracis’in Vollum susundan proteolitik olmayan mu-
tant suslai1 eide ettiklerini ve bu mutant suslarin tavsan ve fare-
ler icin virulan oldugu pasajlardan sonrada bu proteolitik olma-
yan karekterlerinin sabit oldugunu isaret etmekte bu mutantlar-
dan da uygun sartlar altinda iiretilmekle elde etmis olduklari ko-
ruyucu antijenleri ve esas sustan daha uzun bir inkiibasyon devre-
sinde dahi koruyucu antijenin tahrip olmadigini tesbit etmisler-
dir. Wright ve arkadaslar1 (65) kiiltiir filtratlarimi alumino - pota-
sium veya alums ile presipite etmek suretiyle piirifiye anthrax an-
tijeni elde etmisler ve bunlarin tavsan, kobay ve Rhesus maymur-
larinda bagisiklik verdiklerini bulmuslarsada, Schlingman ve ar-
kadaslar: (46) bu antijeni sigirlara tatbik etmisler, bagisikligin 3
ay sonra kayboldugunu tesbit etmislerdir. Belton ve Sirange (6)
hidrolize kazein ihtiva eden modifiyve vasatta bir antijenin gelisi-
mini bildirdiler. Puziss ve Rittenberg (40) bu antijenin diger an-
tijenlere nazaran daha yiiksek bagisiklik kudretinde oldugunu tes-
bit ettiler. Puziss ve Wright (41) Insanlar1 bagisik kilmak igin ha-
zirlanan koruyucu antijenlerin gelde % 0,041 aluminium cksit bu-
lunacak sekilde diliie edildigi zaman adsorbe edici olacagin ve en
az % 0,031 aluminium oksit miktarmin adsorbe edici oldugunu
tesbit etmislerdir,

De Armon ve arkadaslar: (12) anthrax’a kars: bagisiklia esas
teskil eden titreleri epriivasyon suretiyle kobaylarda tayin etmek
icin bir bagisiklik index’i formiilii tesbit etmislerdir. Klein ve ar-
kadaslar1 (24) kobay ve ratlarda anthrax’a kars: bagisiklik meyda-
na getirdikten sonra bagisiklik index’i ve antikor titreleri iizerinde
mukayeseli olarak calismislardir. Agar gel diffusion testi ile elde
ettikleri antikor titrelerini bagisiklik indexine goére cok degisik
bulmuslar ve index’e nazaran nisbeten diisiik seviyedeki koruma
durumlarmda agar gel diffusion testlerinin menfi calistigini tesbit
etmislerdir.
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Wright ve arkadaslar: (66) alt1 virulan anthrax susundan kap-
siilsiiz, avirulan ve proteolitik olmayan mutant suslar elde etmisler
fakat 599 vasatinda yapilan seri pasajlarda bu suslardan 2 sinin
kapsiilsiiz ve proteolitik olmayan sekilden eski haline doéndiikleri-
ni tesbit etmislerdir. 599 vasatindaki demir siilfat konsantrasyo-
nunun azaltilmasi ile L, alanine ve adenosine ilavesiyle cok iyi iire-
me elde edilece§ini ve anaerobik sartlar altinda iiretmeklede ko-
ruyucu antijen elde etmede 5 misli bir artmaya sebeb olacagini bil-
dirmislerdir.

Burows ve arkadaslari (10) na gore bakteri hiicrelerinden
yoksun Kkiiltiir filtratlar: ile hazirlanan antijenlerin, sicaga daya-
niksiz ve bazi hallerde kendisinin de dayaniksiz oldugunu, buna
mukabil protein tabiatinda olduklari icin liyofilizasyonla prezer-
ve edilebilecegini, veya alums tuzlarimin solusyonlar: ile presipite
edilebilecegi gibi, absorbsion ve adsorbsion mahliillerinin yikan-
masiylede piirifiye edilebilecegini isaret etmektedirler. Bu bagisik
antijenlerin virulans icin liizumlu olan glutamil polipeptid kapsiil
maddeleriyle ilgisi bulunmadigindan, kapsiilsiiz mutant suslarla-
da istihsal edilebilir. Burada husule gelen bagisiklik toxinden ile-
ri geldigi zannedilirsede, heniiz tam manas: ile ilgisi anlasilama-
mistir. Aeurbach ve Wright (1), Boor (8) a gore hiicrelerden yok-
sun koruvucu antijenlerin steril bir sekilde inokiilasyonlar: ile et-
kili bir bagisiklik elde etmenin miimkiin olmasina ragmen bazi
metodlarin noksanlifindan bu antijenlerin meydana getirdikleri
bagisiklik derecelerinin tesbitinin zor oldugunu bahsetmektedir-
ler.

Jackson ve arkadaslari (19) alum’la presipite etmek suretiyle
elde ettikleri koruyucu antijen ile subcutan olarak iki injeksionla
asilanan sigirlarda bagisikligin birinci ayda basladigi, 3,5 ayda ba-
gisiklik nisbetinin diistiigii ve 7 ci ayda tamamen kayboldugunu,
buna karsilik kapsiilsiiz, canli sporlu asilarin ¢cok kuvvetli bagisik-
i1k verdiklerini tesbit etmislerdir, Stamatin (51) 6dem yapici kap-
siilsiiz Bac. anthracis suslarindan hazirlanan asilarin yerini hic
bir zaman kiiltiir filtratlar: ile elde edilen koruyucu antijenlerin
alacag: dustiniilmemekte oldugunu, ciinkii bu koruyucu antijenle-
rin biiyiik mikyasta istihsalinin zor, sporlu asilara nazaran pahali
clmasi ve bagisiklifinin da orta derecede oldugunu bildirmistir,

Fubra (14) Bac. anthracis’in Sterne susunu 20 cm. mesafeden
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45 dakika 30 Watt'lik bactericidal ultraviole isinlarina maruz bi-
rakarak proteolitik olmayan bir mutant sus elde etti ve bu susla,
esas Sterne susu ile hazirlanan asilarin mukayeseli olarak kobay-
lar iizerinde yaptig1 bagisiklik testlerinden aldiklar1 neticeleri De
Armon ve arkadaslarinin (12) bagisiklik index’i formuliinii kulla-
narak yaptig1 hesaplarla degerlendirmisler ve proteolitik olmayan
mutantlarin Sterne susuna nazaran 10 - 1000 misli kadar daha fazla
bagisiklik kudretinde oldugunu tesbit etmislerdir.

Anthrax asis1 yurdumuzda oldukca cok miktarda kullanilmak-
tadir. Halihazirda yurdumuzda kullamilmakta olan Max - Sterne
anthrax asis1 bagisiklik yoniinden uygun sonuclar vermekle bera-
ber gerek pahaliya mal olmasi ve gerekse zaman zaman asilamalar-
dan sonra bazi koyun ve kecilerde az da olsa 6dem husule getirmesi
gibi asimin degerini diisiiren mahzurlar1 vardir. Daha kuvvetli ba-
gisiklik kudretine sahip proteolitik olmayan mutant suslarla elde
edilecek asilarin daha ekonomik ve bol miktarda istihsal edilebi-
lecegi ve ayn1 zamanda proteolitik suslarin husule getirdikleri ari-
zalarida bertaraf edecegi diisiiniilerek bu calisma ele alindi.

METERYAL VE METOD

Bac. anthracis’in Sterne (34 F,) susu proteolitik olmayan mu-
tant suslarin izolasyonunda ve mukayeseli bagisiklik denemele-
rinde kullanildi.

7.8.1967 tarihinde Polathi inekten izole edilmis bir virulan
anthrax susu proteolitik olmayan muantlarin izolasyonunda, %
50 gliserinli Pasteur II spor siispansionu kobaylarin epriivesinde
ve virulan bir sustan yine % 50 gliserinli ortamlarda hazirlanmig
spor siispansionuda koyunlarm epriivesinde kullanildi.

Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde yetistirme
400 - 600 gr. agirliginda 248 kobay bagisiklik kontrolu yapilmak
lizere ve 24 kobayda zararsizlik kontrolu icin kullanildi. Anthrax’a
kars: asilanmamis yerlerden temin edilen 1-4 yas arasimnda 40
bas akkaraman, 20 bas merinos ve 43 bas kivircik koyun bagisiklik
denemelerinde ve 12 bas akkaraman koyun, 16 bas tiftik kegisi ile
8 bas kil kegisi de zararsizlik kontrollarmda kullanildi.
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Calismalarimizda besleyici agar, Avcil ve Emre (4) nin bildir-
dikleri tizere kazein digest vasati ve proteolitik ve proteolitik ol-
mayan kolonilerin tefriki icinde siitlii vasatlar kullanildi.

Stitlit Vasatin Hazirlamis1 : Taze siit steril bir kapta kaynati-
Lip derhal sogutularak kaymagindan ayrildi. Bu siitten % 10 nis-
betinde eritilip 60 C°. ye sogutulmus ve pH. s1 7,2 olan besleyici
agar lizerine ilave edildikten sonra indikator olarak daha énce ha-
zzrlanmus steril % 0.2 Bromkresolpurpur solusyonundan % 2,5
nisbetinde ilave edildi. Iyice karistirthp takriben 10-11 ml. mik-
tarinda petrilere dokiilerek donmaya terk edildi. Bir saat etiivde
kurutulduktan sonra kullanilds.

Proteolitik olmayan mutant suslarin izolasyonu :

Gerek Sterne (34 F;) susu ve gerekse polathi virulan anthrax
susu yatik agarlarda 24 saat tiretilmeden sonra temizlik kontrolu
vapilip steril % 0,5 bira mayas: extrakti ile toplanildi, ve bunlar
kazein digest vasdtlarini ihtiva eden Roux buatlarina ekilerek 3
glin 37 C. lik etiivde iiretildi. Her bir Roux buatina 20 ml. normal
tuzlu su ilave edilip kiiltiirler topland1 ve spor sayimlar: yapildi.
Bu siispansionlarin ml. inde 10,000,000 spor bulunacak sekilde se-
rum fizyolojikle sulandirildi. Bu siispansiondan 5er ml. petrilere
konularak 20 cm. mesafeden 30 dakika, 45 dakika, 60 dakika ve 30
cm. mesafeden 60 dakika 35 Watt'lik bactericidal ultraviole isin-
larma maruz birakiidi. Her bir petriden toplanan solusyonlarin
tekrar ayr1 ayri1 spor sayimlar: yapildi, ve her birinden 0,1-0,3 er
ml. siitlii vasatlara ekilerek 18-20 saat 37 C°. lik etiivde birakil-
diktan sonra proteolitik ve proteolitik olmayan koloniler tesbit
cdildi. Bu kolonilerin proteolitik olmayanlar1 yine bir siitlii vasa-
ta tek koleni diisiiriilecek sekilde ekilerek numaralandi. 18 saat
iiretilmeden sonra tekrar proteolitik olan ve olmayanlar ayrilarak
yeni numaralar verildi.

Bu sekilde elde edilen mutant suslar gerek aerobik ve gerekse
% 20 CO, li ortamlarda karekterini degistirip degistirmeyecegini
incelemek iizere besleyici agarlar: ihtiva eden petrilere ve yatik
agarlara ekildi. 3er giin yatik agarlar aerobik sartlarda, petriler
ise CO, li ortamlarda iiretildikten sonra siitlii agarlara gecirildi, yi-
ne 18 saatlik inkiibasyondan sonra proteolitik olmayan koloniler
sayillarak % de nisbetleri tesbit edildi. Her bir mutant susun ya-
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t1k agardan agara, % 20 CO: atmosferi altinda iiretilen petrilerden
petrilere ve siitlii agardaki proteolitik olmayan kolonilerin yatik
agar ve petrilere pasajlari yapilarak yine 3 er giin tiretilmek sure-
tiyle pasajlarina devam edildi. % 30 dan daha az proteolitik olma-
yan karekterini kaybeden suslar deneme disi birakildi. 34F: su-
sundan izole edilen diger mutant suslarin 45 defa ve virulan sus-
tan izole edilenlerin de 10 defa pasajlari yapildi.

% 100 proteolitik olmayan karekter tasiyan 29/la mutant susu
ile orijinal 34F, susunun mukayeseli olarak iireme ve sporlasyon
durumunu tesbit icin besleyici agar ihtiva eden Roux buatlar: ile
kazein digest vasatlarini ihtiva eden Roux buatlarima mukayeseli
clarak ekildi. 3 ve 5 giinliik iireme esnasinda 2 nci giinden itiba-
ren her giin buatlarin iist, orta ve alt kisimlarindan alinmak su-
retiyle birer preparat hazirlandi. Bu preparatlarin metilen mavi-
si ile boyanmasindan sonra mikroskop altinda incelenerek spor-
lasyon yiizdeleri tesbit edildi. 3 ve 5 inci giin sonunda 35 ml. serum
fizyolojikle toplanan Roux buati mahsullerine % 50 gliserin katil-
mak suretiyle birer konsantre as1 hazirlandi ve bu konsantre asi-
lar icerisindeki vegetatif basillerin tahrip olmas: icin birer ay ka-
dar buz dolabinda bekletilmeden sonra iyice karistirilip 3 er defa
spor sayimlari yapilarak ml. lerindeki spor miktarlar: tesbit edildi.

Spor sayimlar: icin metod : Bu maksatla spor saymm yapila-
cak siispansionlar 15 dakika iyice karistirildi ve buradan 1 ml
alimarak 9 ml. serum fizyolojik iizerine katildi. Pipetle cekilip bi-
rakilmak suretiyle iyice karistirildiktan sonra tekrar pipet degis-
tirmek suretiyle buradan 1 ml. alinip 2.ci 9 ml. serum fizyolojik
tizerine katildi. Yine aym sekilde sulandirilmasina devam edile-
rek. 107 ye kadar aymi isleme devam edildi. 107 diliisyonundan 1 er
ml. 2 petriye konuldu, 10¢ dilisyonundan 0,3,0,3 ve 0,4 miktarla-
rinda konulduktan sonra iizerlerine eritilip 56 °C.ye sogutulmus
besleyici agardan takriben 15 er ml. kadar katildi. iyice karisti-
r1ldi. Donduktan sonra 37 °C.lik etiive birakildi. 24 ve 48 inci
saatlerde koloniler sayilmak suretiyle siispansionlarin ml. lerinde-
ki spor sayilar: tesbit edildi.

Virulan Polathh antrax susundan ziole edilen % 100 proteolitik
olmayan 2, % 90-95 proteolitik olmayan karekter tasiyan 1 mu-
tant sus'tan ml. lerinde 2500 spor ihtiva eden gliserinli siispansi-
onlar; hazirlandi. Her bir siispansiondan 2 ser kobaya 0,2 er ml.
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deri alt1 inokule edilmek suretiyle virulan olup olmadiklar1 kont-
rol edildi. Olen kobaylarin dalaklarindan yapilan preparatlarin
Giemza ve Methylen mavisi ile boyanmalarindan sonra mikroskop
altinda kontrol edildi.

On bagisiklik denemesi icin Sterne susundan izole edilen
% 100 proteolitik olmayan 29/la, % 95 proteolitik olmayan 25/2b
ve % 40-60 proteolitik olmayan karekter gdsteren 3 susu 10 ar
ml. serum fizyolojikle toplanarak % 50 gliserin ilavesinden sonra
3-4 hafta buz dolabinda saklanildi. Her birinin 3 er defa spor
saymmlar1 yapilarak ml.lerindeki spor miktarlar: tesbit edildikten
sonra 2x 10° ve 2x 10° spor ihtiva eden dilisyonlar: hazirlandi. Bu
dilisyonlardan 4 er kobaya 1 er ml. deri alt1 inokule edildi. 21 giin
sonra 100 MLD Pasteur II ile 4 sahit kobay da dahil olmak iizere
epriive edildiler. Epriiveden sonra 15 giin miisahedede birakildi-
lar. Bu arada olen kobaylarin dalaklarindan yapilan preparatlar
Giemza ve Methylen mavisi ile boyanarak mikroskop altinda in-
celendi ve anthrax miisbet olup olmadiklar: tesbit edildi.

Esas kobaylarda bagisiklik denemeleri icin mukayeseli olarak
muhtelif zamanlarda 29/la ve 34F: suslarinin 2x 105, 4 x 105, 2x 10¢
ve 1x 107 sporlar1 ile 4 denemede 10 ar kobay asilandi, ve 21 giin
sonra her denemede asisiz 10 sahit kobay da dahil olmak iizere
100 MLD Pasteur II ile deri alt1 epriive edildiler. Epriiveden son-
ra kobaylar 15 giin miisahede altinda bulunduruldular. Kobayla-
rin epriiveden kac saat sonra oldiikleri ve yukarida bildirdigimiz
metodla anthrax miisbet olup olmadiklar: tesbit edildi. Bu sekil-
de koruma nisbeti ile De Armon ve arkadaslari (12) nin bildirdik-
leri ve Fubra (14) nin kullandigi bagisiklik indeksi formuliine gé-
re hesaplanarak bagisiklik indeks’leri tesbit edildi.

I =100/0, 42x (tr-ts) / (fxt.)

I = indek, t: = bagisik hayvanlarin epriivasyondan sonra saat
clarak vasati 6liime kadar gecen miiddet, t. = Kontrol hayvanla-
rin epriivasyondan sonra vasati saat olarak oliime kadar gegen
miiddeti.

Kobaylarda zararsizlik kontrolu icin mukayeseli olarak 29/la
mutant susu ile orijinal 34F: susunun 2x 10° ve 1x 10° spor ihtiva
eden siispansionlar: deri alt1 yolla ve 1 x 108 siispansionlar1 da ada-
le ici 3 er kobaya zerk edildi. Bir ay miisahede altinda birakilan
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kobaylarda her giin lokal bir reaksion husule gelip gelmedigi
kontrol edildi ve olen kobaylarin otopsi tablosu tesbit edilerek
kalp kanlarindan ekim yapilarak septisemik anthrax’in miisbet
clup olmadig: kontrol edildi.

Mutant sustan as1 hazirlanmasi ve koyunlarda mukayeseli ba-
gisiklik denemeleri :

29/la ve 34F, suslar1 3 giin 37 °C. de kazein digest vasatlarinda
tiretildikten sonra serum fizyolojikle toplandi, ve iizerlerine % 50
gliserin katilmak suretiyle konsantre asilar hazirlandi. 2 defa ha-
zirlanan ve 3-4 hafta bekletilmeden sonra bu konsantre asilarin
3er defa spor sayimlari yapilarak ml.lerindeki spor miktarlar
tesbit edildi. Ayni zamanda bu asilarin aerobik ve anaerobik ekim-
leri yapilarak asilarin saf ve temiz olduklar: tesbit edildikten son-
ra herbir konsantre asidan 2 ser kil kecisine 10 ar ml. inokule
edildi. Asilamayi takip eden 10 giin zarfinda hi¢ bir lokal ve genel
reaksiona rastlamlmadigimndan bu konsantre asilardan asagida bil-
dirilen as1 mahliillerine katilmak suretiyle ml. lerinde 8, 6, 4, 2 ser
milyon spor bulunacak sekilde asilar hazirlandi. Bunlar:

a) Saponinli as1: % 40 glyserin, % 60 serum fizyoloiik ve
% 0,1 saponinli.

b) Aluminium Hydroksitli as1: % 30 Aluminium Hydroksit,
% 70 serum fizyolojik ihtiva eden bu asmn icerisinde takriben
% 0,2-0,3 oraninda aluminium oksit bulunan aluminium hydrok-
sit kullamlmis olup, bdylece hazirlanan asilarin ml. inde % 0,06 -
0,09 aluminium oksit bulunmaktadir,

c) Mineral yaghh asi: Tiirkiye Petrolleri Anonim Sirketinden
temin edilen saf White Needle Oil B ile hazirlandi.

d) Max - Sterne anthrax asisi: % 50 glyserin, % 50 serum fiz-
yolojik ve % 0,1 saponinli.

Yukarida zikredilen asilarin mahlulleri otoklavda sterilize edil-
dikten sonra saponinli, aluminium hydroksitli ve mireral yagh as1
mabhliillerine 29/la mutant susu ile hazirlanan konsantre asidan,
Max - Sterne asisina da 34F: susundan hazirlanan konsantre zsidan
katilmak suretiyle asilar hazirlandi. Biitiin bu asilarin 3 er defa
spor sayimlari yapilarak ml. lerindeki spor miktarlarinin dogru
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clup olmadiklar: kontrol edildi. Yalmz mineral yagh asilarin iyi
stispansionu yapilamadigindan spor saymmlari miimkiin olmadi.

Mubhtelif irklardan anthrax’a karsi asisiz yerlerden temin edi-
len koyunlar 15 giin miisahedede tutulduktan sonra deri alt1 yc-
luyla yukarida bildirilen asilarin her birinden 0,5 er ml. verilmek
suretiyle asilandilar. Asilamay1 miiteakip sahit koyunlarla beraber
S, 7 ve 15inci giinlerde ml. lerinde 400,000 - 475,000 spor bulunan
takriben koyun icin 10-100 MLD olan virulan anthrax siispansio-
nunun 1 er ml. ile deri alt1 verilmek suretiyle epriive edildiler. Ep-
riivasyonu takiben koyunlar 1er ay miisahedede birakildilar. Bu
miiddet esnasinda 6len koyunlarin kulaklarindan alinan kanlarin-
dan birer preparat yapilarak, Giemza ve Methylen mavisi ile bo-
yandi. Bu preparatlar mikroskop altinda incelenerek élen hayvan-
larda anthrax miisbet olup olmadig: tesbit edildi.

Ml. lerinde 10 ar milyon spor bulunan saponinli, aluminium
hydroksitli ve mineral yagli asilar hazirlanarak, orijinal Max-
Sterne asis1 da dahil olmak {iizere her bir asidan 2,5 ml. 2 ser tif-
tik kecisine art bacak ic kismi deri altina ve 1 er keciye 2,5 ml. art
tacak adale icine, 1 er keciye de 1 er ml. adale ici zerk edildi. Zer-
ki takiben biitiin keciler 1 saat gezdirildikten sonra yerlerine bi-
rakildilar. 20 giin miisahedede birakilan kecilerin sabah, aksam
muntazam dereceleri alinarak bir genel reaksion olup olmad:ig1 ve
as: inokule edilen yerlerin kontrolu ile de bir lokal reaksion hu-
sule gelip gelmedigi kontrol edildi.

Yine ml. lerinde 10 ar milyon spor bulunan saponinli ve alu-
minium hydroksitli asilarla, orijinal Max - Sterne anthrax asis1 2
ser koyuna 3 er ml. deri alt1 ve 2 ser koyuna da 2,5 ml. adale ici
zerk edildi. Zerki takiben bu koyunlar 1 saat gezdirildikten son-
ra yerlerine alindi ve muntazaman sabah aksam dereceleri alinarak
kontrol edildigi gibi, bir lokal reaksion husule gelip gelmedigi de
kontrol ed:ldi.

SONUCLAR

M! inde 10 milyon spor bulunan siispansionun 35 Watt'lik
ultraviole isinlarma 20 cm. mesafeden maruz birakilmasindan
sonra yapilan spor saymmlarinda 30 dakika birakilamilarm ml. in-
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de 260 spor, 45 dakika birakilanlarin ml. inde 160 -200 spor, 60
dakika birakilanlarda ise 30 spor ve 30 cm. mesafeden 60 dakika
ultraviole 1s1nlarina maruz birakilanlarin ml. inde ise 50 spor canli
kaldig: tesbit edilmistir. Bunlardan: 0,1-0,3 er ml. siitlii agar-
lara ekilmek suretiyle, 30 dakika ultraviole isinlarina tabi tutulan-
lardan 8 proteolitik, 11 proteolitik olmayan koloni; 45 dakikalik-
larda 4 proteolitik, 30 proteolitik olmayan koloni; 60 dakika ult-
raviole isinlarina tabi tutulanlardan 8 proteolitik, 11 proteolitik ol-
mayan koloni; 45 dakikaliklarda 4 proteolitik, 30 proteolitik ol-
mayan koloni; 60 dakika ultraviole isinlarina tabi tutulanlarda 1
proteolitik -olmayan koloni ve 30 cm. mesafeden 60 dakika maruz
birakilanlarda 3 proteolitik olmayan koloni tesbit edildi. Bu pro-
teolitik olmayan kolonilerin her biri yeni bir siitlii agara pasaj ya-
pilarak numaralandi. S$oyleki : 30 dakika ultraviole 1sinlarina ma-
ruz birakilanlara 30/1, 30/2,........., 30/11, 45 dakikaliklara 1,2,
Bl , 30, ve 20 cm. mesafeden 60 dakika ultraviole 1sinlari-
na maruz birakilanlardan elde edilen koloniye 60/1, 30 cm. mesa-
feden 60 dakika maruz birakilanlardan elde edilenlere de 60/2,
60/3, 60/4 olarak numaralanmis oldu. Siitlii agarlarda 18 - 20 saat-
iik bir inkiibasyondan sonra bu numaralanan proteolotik olma-
yan kolonilerin biiyiik bir kism1 % 30 dan daha az proteolitik ol-
mayan karakter gosterdiklerinden deneme dis1 birakildilar. Kalan
diger suslarin ise 45 defa aerop ve CO,li ortamlarda pasajlar: ya-
pild: ve her pasajdan sonra siitlii agarlarda proteolitik olmayan
karakter gosterenlerin % de nisbetleri tesbit edildi. Bunlara ait
neticeler (Tablo: 1) de gosterilmistir. Tabloda da goriilecegi iizere
29/la mutant susu gerek aerop ve gerekse CO, atmosferi altinda
45.1inci pasaja kadar siitlii vasatlarda iiretilen kolonilerin yatik
agar ve petrilere yapilan pasajlarinda ve CO, li ortamlarda iireti-
len petrilerden petrilere yapilan pasajlarindan sonra daima % 100
oroteolitik olmayan karakterini muhafaza etti. Ayn1 sus aerop ola-
rak yatik agardan, agara yapilan pasajlarda ise 22 nci pasaja ka-
dar 9% 100 proteolitik olmayan karakterini muhafaza etmesine rag-
men, bundan sonra yapilan pasajlarda % 70-90 arasinda proteoli-
tik olmayan karakter gOstermistir. 17/a susu, 20.inci pasaja ka-
dar % 70-95 arasinda proteolitik olmayan karekter gdstermesine
ragmen, 2Cinci pasajdan sonra gerek aerop ve gerekse CO:li or-
tamlarda yapilan pasajlarnda zaman zaman % 100 proteolitik ol-
mayan karekter gostermistir, 1. No.lu sus ise 29. cu pasajdan son-
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ra % 100 proteolitik olmayan karakter kazandi ve bu karekterini
45 ci pasaja kadar devam ettirdi.

Polath Virulan anthrax susundan da 45 dakika ultraviole 1sin-
larina maruz birakilarak 8 proteolitik olmayan koloni elde edildi.
Bunlar 10 def’a pasaj yapildi. Aerop ve CO: li ortamlardaki pasaj-
larmdan sonra siitlii agarlarda iiretilmekle proteolitik olmayan
kolonilerin % de nisbetleri tesbit edildi. Bunlara ait neticeler
(Tablo : 2 de gosterilmistir, Tabloda goriilecegi iizere bunlardan I
a ve IIlc suslar1 4 cii pasajdan itibaren gerek aerop ve gerekse
CO; li ortamlarda % 100 proteolitik olmayan karekter gosterdi.

29/la mutant susu ile orijinal 34F2 susunun mukayeseli olarak
vesleyici agar ve kazein digest vasatlarinda 3-5 giin iiretilmeleri
esnasinda sporlasyon ve elde edilen spor miktarlar: (Tablo : 3) de
gosterilmistir. Her iki susunda besleyici agarlarda iiretilenlerinin
spor sayisl, kazein digest vasatlarinda iiretilenlere nazaran cok dii-
siik idi. Kazein digest vasatlarinda 29/la mutant susu 34F,ye na-
zaran 3 giinliik kiiltiirlerde % 25 ve 5 giinliik kiiltiirlerde ise % 100-
150 nisbetinde bir artma gosterdi. 3 giinden fazla iiretilen 34F,
suslarmin sporlarinda % 1-6 nisbetinde bir deformasyon goriil-
diigii halde, 29/la suslarinda bdyle bir deformasyona rastlanil-
mada.

Virulan anthrax susundan izole edilen 3 susun kobaylar iize-
rinde yapilan virulans denemesi neticesinde kuvvetli patojen ol-
duklar: ve dozda 500 sporla dahi ¢ok kisa bir zamanda kobaylar:
anthrax’tan o6ldiirdiikleri tesbit edildi.

Mukayeseli olarak 29/la, 25/2b ve 3 No. lu suslarin kobaylar-
da yapilan bagisiklik deneyine ait neticeler (Tablo : 4) de gosteril-
mistir, Bu ii¢ sustan % 100 proteolitik olmayan karekter gosteren
29/la susu, digerlerine nazaran ¢ok yiiksek bagisikli kudreti gos-
termistir,

29/1a ve 34F, suslarimin kobaylarda yapilan mukayeseli bagi-
siklik denemelerinden alinan sonuglara gore koruma nisbeti ve
bagisiklik index’leri Tablo: 5 de gosterilmistir. Tabloda da go-
rillecegi iizere bagisiklik index’'ine gore 29/la susu 34F, ye naza-
ran 5 misli kadar daha fazla, koruma nisbetine gore ise 2 misli ka-
dar daha fazla bagisiklik kudretinde oldugu tesbit edilmistir,
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29/la mutant susu ile 34F, susunun kobaylarda yapilan muka-
yeseli zararsizhk kontroluna ait neticeler, Tablo: 6 da gosteril-
mistir. Tablodada goriilecegi iizere 29/la mutant susu 34F (oriji-
nal Sterne) susuna nazaran daha az zararli bir netice gostermistir.

Mukayeseli olarak 29/la mutant susu ile hazirlanan saponinli,
aluminium hidroksitli ve mineral yagl asilarla, 34F: susundan ha-
zirlanan Max - Sterne anthrax asisimin koyunlar iizerinde yapilan
bagisiklik denemeleri ve neticeleri Tablo: 7 de gosterilmistir. Tab-
loda da goriilecegi iizere mineral yagli as1 hari¢c 29/la mutant susu
ile hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli agilar Max -Ster-
ne asis1 gibi dozda 1 milyon sporla dahi kuvvetli bagisiklik verdi-
gi, ve bagisikligin 7 inci giinde tam olarak meydana geldigi tesbit
edilmistir.

Saponinli, aluminium hidroksitli ve mineral yagl asilarla ori-
jinal Max - Sterne anthrax asisimin kegiler iizerinde yapilan zarar-
sizhik kontrollarina ait neticeler Tablo: 8 de gosterilmistir. Tab-
loda da goriilecegi iizere Max - Sterne asis1 ile asilananlarda geci-
ci bir 6dem ve topallik tesbit edilmesine ragmen, 29/la mutant su-
suyla hazirlanmig asilarda ise hi¢ bir reaksiona rastlanilmamis
ve bu asilarin orijinal Max - Sterne asisina nazaran daha zararsiz
oldugu kanaatina varilmistir.

Saponinli, aluminium hydroksitli ve Max-Sterne anthrax
asilarmnin deri alti ve adale ici zerkedilmek suretiyle koyunlarda
yapilan mukayeseli zararsizlik koatrollarina ait neticeler Tablo :
9 da gosterilmistir., Max - Sterne anthrax asisiyla asilananlarda
o6dem ve topallik goriilmesine ragmen 29/la mutant susuyla ha-
zirlanan saponinli ve aluminium hydroksitli asiy1 alan koyunlarin
bazilarinda gegici, hafif bir reaksiona raslamildi. Bu durumda
mutant susla hazirlanan asilarin koyunlarda orijinal Max - Sterne
anthrax asisina nazaran daha az zararli oldugu tesbit edildi.

TARTISMA
Bac. anthracis’in 6zel karekterini tasiyan virulan tiplerden ol-
dukca degisik olan S koloni variantlar iizerinde Stamatin ve Sta-
matin (49), Stamatin (50), Schaefer (44), (45), calismislar ve

Nungester (33) koloni biinyesindeki bu diizgiinliigiin artmasinin
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yani S formuna donmesinin virulansin kaybolmasiyle beraber sey-
rettigini gostermistir, Sterne (53) orijinal cok dalgali manzara
gosteren virulan formlardan atteniie muameleleriyle S tipine do-
nen koloniler elde etmis ve bu S mukoid kolonilerin dalgali ha-
rici iiremelerini ayirmak. suretiyle tamamen kapsiilden yoksun R
koloni variantlar: elde etmistir. Bu kapsiilden yoksun varyant
sustan Sterne (54), (55) kuvvetli bagisiklik veren a1 istihsaline
muvaffak olmustur. Yurdumuzda kullanilmakta olan anthrax asisi
da Sterne’in bu susu ile hazirlanmaktadir ve galismalarimizda da
bu 34F, susu kullanilmistir. Yine-anthrax'in varyantlar: iizerinde
Pasteur ve arkadaslari (37), Tomcsik (60), Quex - Holzer ve Tom-
csik (17), Brown ve arkadaslar1 (9), Sterne ve Proom (56) Bac.
anthracis’in yiiksek derecede iiretilen atteniie varyantlar1 ile
hareketli varyantlar1 olup olmadig: iizerinde ve Ando ve arkadas-
lar1 (3), Zhekov (67), Burrows ve arkadaslar1 (10) vasata antisep-
tik ve antibiyotik diliisyonlar: katilmak suretiyle bazi degisik. tip-
te varyantlar elde edilebilecegini gostermislerdir. Lederberg (27),
Kelner (22), Roberst ve Aldous (43), Wilson ve Miles (63) ultra-
viole 1sinlarma maruz birakmakla bircok organizmlerin inaktive
edilerek mutantlar elde edilebilecegini bildirmislerdir. Wright ve
arkadaslar1 (64), (66) ultraviole isinlarina maruz birakilan Bac.
anthracis’in suslarindan mutant suslar elde ettiklerini, bu protec-
litik olmayan- suslarin pasajlardan sonra da proteolitik olmayan
karekterini muhafaza ettigini ve uygun sartlar altinda iiretilmekle
vzun bir inkiibasyon devrinde dahi koruyucu antijenin tahrip ol-
madigin: tesbit etmislerdir. - Fubra (14) Bac. anthracis’in Sterne
susunu ultraviole 1sinlarina maruz birakmakla proteolitik olma-
yan mutant suslar elde etmistir, Ancak bu suslarin ileri pasajlar-
daki durumlar1 hakkinda hi¢ bir bilgi vermemistir. Biz de calis-
malarimizda 35 Watt'lik -ultraviole isinlarina 20 cm. mesafeden ml.
inde 10 milyon spor bulunan Sterne ve virulan bir susu maruz birak-
makla proteolitik olmayan mutantlar elde ettik. Fakat yaptigimiz
aerop ve anaerop pasajlar esnasinda bu suslardan bircoklarmin
proteolitik olmayan karekterlerini kaybederek eski haline doniis-
me gosterdigini tesbit ettik. Kelner (23) E. Coli mutantlarinmn
ultraviole radyasyonlariyle elde edildikien sonra direkt 1s1ga ma-
ruz birakilmakla fenotip olarak karekterize mutantlarin frekan-
simn azaldifini ve uzun zaman bu maruziyetin devamiyle eski ha-
line dontisebilecegini bildirdi. Stanier ve arkadaslar1 (52) da can-
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li hiicrelerin &zelliklerindeki®bir -degismenin gen mutasyonu neti-
cesinde oldugunu, bazi diutumlarda yiiksek nisbetlerde mutantla-
rm husule gelebilecegini bildirdi. Biz de.¢alismalarimizda Sterne
susundan izole . ettifimiz mutant su@larm muteaddlt pasajlar esna-
simda % 70 - 90 arasmda proteolitik olma,yan karakter tasiyan ba-
z1 mutantlarin ana. gene dondiigiinii, bazilarinin da % 100 proteo-
litik olmayan karakter kazandigim tesbit ettik, Yalmz izole etmis
oldugumuz 29/la susu yapilan 45 pasajda gerek siitlii vasatlardan
aerop vasatlara yapilan pasajlarda ve gerekse CO; li ortamda iire-
tilen vasatlardan CO; li ortamlardaki vasatlara yapilan pasajlarda
proteolitik olmayan karakterini muhafaza etti, ve bu suretle mu-
lantlarm durumu agikliga kavusturuldu. o

Wright ve arkadaslari (66) proteolitik olmayan mutant sus-
larin modifiye 599 vasatinda ve anaerobik sartlar altinda tiretmek-
le koruyucu antijen elde etmede 5 misli bir artmaya sebep olaca-
gm bildirmis ve Fubra (14) proteolitik olmayan mutant suslarin
besleyici agar vasatlarinda bol miktarda spor husule getirebilece-
Sini blldlrmlsse de, yaptigimiz gahsmalarda adi agarda iiretilen

34F, ve 29/la suslarimin spor sayilari birbirine yakihk gostermek-
le beraber, 6zel kazein digest vasatinda 29/la'min adi agardaki
spor sayisindan % 250-300 daha fazla oldugu, yine kazein digest
vasatinda 3 giin iiretilen mutant susun orijinal 34F, ye gore spor
sayisinda % 25 fazlalik gosterdigi tesbit edilmistir. Bu durum
karsisinda as1 hazirlanmasinda ekonomiyi saglamak amaci ile Ka-
zein digest vasatinin kullamilmasy tercih edilmistir.

Gladstone (15) Bac. anthracis’in Sterne susunu invitro olarak
inkiibasyon miiddetinin 18 saatten fazla uzatilmasiyle koruyucu
antijeninin daima az g¢ok kayboldugunu tesbit etmis, boyle bir
tahribin invivo olarak da bhusule gelebilecegini belirtmistir. Wright
ve arkadaslar: (64) ise proteolitik olmayan mutant suslarin uzun
bir inkiibasyon devresinde dahi koruyucu antijeninin tahrip olma-
digin1 tesbit etmislerdir. Biz de calismalarimizda proteolitik ol-
mavan mutant susun orijinal Sterne susuna nazaran 5 giinlitk kiil-
tiirlerde % 100 - 150 nisbetinde daha fazla bir artma gosterdigini
ve 3 giinden sonra inkiibasyon miiddeti esnasinda Sterne susu'nun
tiremesi esnasinda sporlarda bir deformasyon goriiliirken, proteo-
litik olmayan mutant susta boyle bir deformasyona rastlanilma-
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digin1 tesbit ettik. Bu suretle mutantlarin as1 hazirlanmasina el-
verigli, spor temini yoniinden de uygunlugu anlasilmistir.

Wright ve arkadaslari (64) Bac. anthracis’in virulan bir su-
sundan elde etikleri proteolitik olmayan mutant suslarin tavsan
ve fareler igin kuvvetli patojen oldugunu tesbit etmislerdir. Biz
de calismalarimiz esnasinda virulan anthrax susundan elde etmis
oldugumuz proteolitik olmayan mutant suslarin kobaylar icin
kuvvetli patojen olduklarmi tesbit ettik, ve bu durum karsisinda
ileri pasajlardan vazgectik.

Fubra (14) Sterne susundan elde ettigi proteolitik olmayan
mutant susla esas Sterne susunun mukayeseli olarak kobaylar iize-
rinde yaptigi bagisiklik testi iizerinde De. Armon ve arkadaslari-
nmn (12) bagisiklik indeksi formiiliinii kullanarak yaptiklari he-
saplamada mutant susun Sterne susuna nazaran 10 - 1000 misli ka-
dar daha fazla bagisiklik kudretinde oldugunu bildirdi. Ancak
bu sonucu kesif miktarda spor vererek elde ettigi sonuglar1 ilave
ederek bildirmisse de, biz kesif miktarda verilen sporlarin epriivas-
yondan énce 6dem neticesi kobaylari o6ldiirdiigiinii tesbit ettigi-
mizden daha diisiik nisbette sporlarla yaptigimiz ¢alismada aym
formiilii kullanmak suretiyle proteolitik olmayan mutan susun
Sterne susune nazaran ancak 2-5 misli daha fazla bir bagisiklik
kudretinde oldugunu tesbit ettik.

Sterne (57) saponinli asilarin inokiilasyon yerinde c¢ok hafif
lokal bir 6deme sebebiyet verdigini ve bu lokal 6demde basillerin
cogalmasindan dolay: saponinin diisiik bir konsantrasyonunun fay-
dali biris gordiigiinii isaret etmektedir. Personeus ve arkadaslari
(38) Sterne susuyla hazilanan sporlu asilarin saha tatbikatinda kul-
lanilan as1 dozunun 50-500 mislinin kegi ve koyunlara verilmek
suretiyle zararsiz oldugunu tesbit etmislerdir. Avcil ve Emre (4)
baz1 koyunlarda 20 milyon sporun arizalar husule getirebilecegini,
bu sebeple 5 milyon sporun bagisiklik icin kafi gelecegini bildir-
mislerdir. Harris - Smith ve arkadaslari (18) virulan bir susta ol-
dugu gibi, avirulan Sterne susunun da ayni derecede toksin hasil
ettiklerini ve Stamatin (51) Bac. anthracisin kapsiilsiiz suslarinin
¢dem yapic1 karakter tasidiklarmmi bildirmislerdir. Sokol (47)
Bac. anthracis’in kapsiilsiiz variantlar1 ile hazirladiklar: alumini-
um hidroksitli asilarin enjeksiyon mahallinde lokal bir 6dem yap-
t1g1im isaret etmistir. Biz de caligmalarimizda mutant susun ori-
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jinal Sterne susuna nazaran kobaylar icin daha az zararli oldugu-
nu ve mutant sustan hazirlanan saponinli, aluminium hidroksitli
ve mineral yagh asilarin Sterne susuna nazaran kegi ve koyunlar-
icin de daha az zararli oldugunu tesbit ettik.

Kolesow ve arkadaslar1 (26), Szent- Ivanyi (58) aluminium
hidroksitli asilardan memnuniyet verici neticeler aldiklarini, Pu-
ziss ve Wright (41) koruyucu antijenlerin jelde % 0,041 alumini-
um oksit bulunacak sekilde diliie edildiginde adsorbe edici olaca-
g bildirmislerdir. Biz de ¢alismalarimizda proteolitik olmayan
mutant susla ml. inde % 0,06 - 0,09 nisbetinde aluminiumoksit bu-
lunacak sekilde, % 30 aluminium hydroksitli as1 hazirlayarak de-
nemelerimizi yaptik. Jacotot ve Virat (21) liquit parafinin bag:-
siklig1 arttirmada onemli rol oynadigimi belirtmektedirler. Biz
calismalarimizda ilag sanayiinde kullamlan saf White Needle oil
B. kullanarak, mutant susla mineral yagh asilar hazirladik. Asr
nin icerisindeki spor sayisimn kontrolu icin yapilan galismalarda,
sayimlarin mineral yagh asilarda miimkiin olmadig1 goriilmiistiir.
Bu durumda mineral yagl asilarin dayanma giiglerinin tayininde
bir sakinca olacagi kanisina varilmistir,

Anthrax’a karsi aktif bagisiklik husule getirmek icin Pasteur
(37) pratik ve nisbeten emin ve tesirli bir as1 hazirladi. Personeus
ve arkadaslar1 (38) na gére bu as1 her ne kadar memnuniyet veri-
ci ise de, avirulan mutant suslarin aksine beden derecelerinde bir
artma husule getirmektedir. Besredka (7) Pasteur asilarimin int-
radermal tatbiki ile kuvvetli bagisiklik elde edilebilecegini; Ma-
zucchi (31) attenue suslarin % 2-5 nisbetinde Saponin ilavesiyle
bagisiklik kudreti yiiksek bir as1 elde edilebilecegnii bildirmislerdir.
Aygiin (5) intradermal tatbik edilen T.U. Anthrax asisim1  yurdu-
muzda tatbikata koymus ve bu as1 iizerinde Tiirkay (61), Cizmen
(11) yapmis olduklar: calismalarda, asinin zararsiz ve Pasteur asi-
lar1 gibi aym1 karakterde bagisiklik gosterdiklerini kaydetmisler-
dir. Ozcebe (34) ve 35) attenue suslardan iki tiirlii as1 hazirlams,
bunlardan birincisi pratige intikal etmis, telefata sebebiyet verdi-
ginden tatbikattan kaldirilmistir. Sterne (54), Sterne ve arkadas
lar; (55) Giiney Afrika’da elde ettikleri avirulan, kapsiilsiiz, sapo-
ninli, sporlu asiyla genis mikyasta yaptiklar1 calismalardan cok
memnuniyet verici neticeler almislardir. Spears ve Davidson (48)
Sterne asis1 ile asilanan koyunlarda bagisikligin bir haftadan da-
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ha kisa bir zamanda husule geldigini ve 14 ay devam ettigini tes-
bit etmislerdir. Avcil ve Emre (4) Sterne asisi ile bagisikligin 4
glin sonra basladigim1 ve 1 sene devam ettigini tesbit etmislerdir.
Van - Ness ve arkadaslari (62) na gore Sterne susuyla hazirlanan
asilarin 8 giin sonra kuvvetli bir bagisiklik husule getirdigine isa-
ret etmekte ise de Lindley (30) bu asinin memnuniyet verici ol-
masina ragmen, bazi hayvanlarin asilamadan 21 giin sonra dahi
anthrax’tan o6ldiiklerini, intradermal olarak tatbik edilen Pasteur
tipi asilarin daha iyi bagisiklik kudretinde olduklarmi ifade etmis-
lerse de biz calismalarimiz esnasinda gerek mutant sustan hazir-
ladigimiz saponinli, aluminium hydroksitli asilarin ve gerekse de
Max - Sterne anthrax asisimin koyunlarda 5inci giinde baslayan,
7 inci giinde tam ve kuvvetli bagisiklik verdiklerini tesbit ettik.

Koyunlar iizerinde yaptigimiz kantiatif bagisiklik testlerinde
izole etigimiz proteolitik olmayan 29/la mutant susuyla hazirladi-
gimiz sapanoninli ve aluminium hydroksitli asilarin, orijinal Ster-
ne susuyla hazirlanan as1 gibi art bacak i¢ kismi deri altina tat-
bikle dozda 1 milyon sporla dahi ve dozda 4 milyon sporla da ki-
vircik koyunlarin kuyruk derisi altina verilmek suretiyle kuvvet-
i bagisikhik verdigini tesbit ettik.

OZET

Bu ¢alismada Sterne susu'nun proteolitik olmayan mutantla-
riyle hazirlanan anthrax asilari ve orijinal Sterne asilarinin mu-
kayeseli bagisikhik, zararsizlik deneyleri ve asimin maliyetini etki-
ieyen faktorler iizerinde durulmustur.

1 — 20 cm. mesafeden 35 watt’lik ultraviole isinlarma 45 da-
kika maruz birakmakla Bac. anthracis’in Sterne susundan (34F)
avirulan, proteolitik olmayan suslar izole edildi. Proteolitik olma-
yan mutant suslarmn siitlii agarlardan besleyici agarlara pasajlar
yapildi ve aerop ve % 20 CO: atmosferi altinda 3 er giin iiretildi.
Bunlardan bir ¢ogu proteolitik olmayan karakterini kaybetti, fakat
bir mutant sus (29/la) bu sekilde yapilan 45 pasajda proteolitik
clmayan karakterini muhafaza etti.

2 — Aym metodla virulan bir sustan da 2 proteolitik olma-
yan mutant sus izole edildi. Bu proteolitik olmayan mutant sus-
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larin 500 sporu kobaylarin deri -altina injeksion edildiginde viru-
lan bulundular.

3 — 29/la ve Sterne suslari, kazein digest vasatlarinda besle-
yici agarlara nazaran daha iyi sporlandi. Kazein digest vasatla-
rinda 3 giin iiretilen 29/la mutant susunun glyserinli siispansionu
Sterne susunun glyserinli siispansionuna nazaran % 25 daha faz-
la canli spor ihtiva etmekteydi. Kazein digest vasatlarinda 5 giin
tretilen 29/la susunun siispansionlar1 Sterne susuna nazaran %
100 - 150 daha fazla canli spora sahipti.

4 — 29/la ve Sterne suslarimin kobaylarda yapilan mukaye-
seli bagisiklik testlerinde 29/la mutant susu, Sterne susuna naza-
ran 2 -5 misli daha etkili bulundu.

5 — Bu suslarin  2x10° ve 1x10* miktarlarindaki sporlari
deri alt1 ve adale ici kobaylara inokule edildigi zaman 29/la mu-
tant susu Sterne susundan daha emin bulundu.

6 — Ml. lerinde 8,6,4 ve 2 milyon spor bulunan 3 cesit
fa — % 40 glyserin, % 60 fizyolojik tuzlu su ve % 0.1 saponin
b — 9% 30 aluminium hydroksit, % 70 fizyolojik tuzlu su; ¢ — Mi-
tieral yaglh Saf White Needle Oil- B)] as1 29/la mutant susu ile ha-
zirlandi. Keza Sterne asilari da ayni miktar spor ihtiva edecek se-
kilde hazirlandi. Bu asilardan her birinin 0,5 ml.i ile deri alt1 ve-
rilmek suretiyle 6 sar koyun asilandi ve asilamadan 7 ve 15 giin
sonra epriive edildi. Mineral yagh as1 harig¢ her iki sustan da hazir-
lanan biitiin asilar ¢ok iyi bagisiklik verdiler.

7 — MlL. inde 10 milyon spor bulunan her bir asidan 1-3 ml.
ile koyun ve keciler deri alt1 ve adale ici inokule edildigi zaman
Sterne asist 29/la mutant susundan hazirlanan asilara nazaran da-
ha c¢ok reaksion verdi.

SUMMARY

The isclation of avirulent nonpreteolytic mutant of Bacillus anthracis
and the immunity test in guinea - pigs and preparation of live
vaccines from this mutant

This study has been done comparatively on the immunity and
safety test on the vaccines which were prepared by a nonproteo-
lytic mutant of Sterne’s strain and the vaccines of original Ster-
ne’s and the factors of financial effect of production.
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1 — Some avirulent, nonproteolytic mutants were isolated
from Sterne’s strain (34F,) of Bacillus anthracis by exposure by
irradiation for 45 minutes at 20 cm. from the filament of a 35 W
Ultraviolet lamp. These nonproteolytic mutants were madde sub-
cultures from the milk agar to nutrient agar and were incubated
aerobic and 20 % carbon dioxide atmosphere for 3 days. Many of
them lost their nonproteolytic character, but a mutant strain
(29/1a) was stable its nonproteolytic character in about 45 sub-
culteres by the same method.

2 — 2 nonproteolytic mutants were isolated from virulent
strain by the same method. These nonproteolytic mutants were
found virulent, when they were tested in guinea - pigs for virulen-
ce by subcutaneous injection of 500 spores.

3 — 29/la and Sterne’s strain both sporulated better on ca-
sein digest medium than nutrient agar. The glycerinized suspen-
sions of 29/la mutant strain contained about 25 % more viable
spores than the glycerinized suspensions of Sterne’s strain, when
they were incubated on casein digest medium for 3 days. The sus-
pensions of 29/la contained about 100- 150 % more viable spores
than the suspensions of Sterne’s strain, when they were incuba-
ted on casein digest medium for 5 days.

4 — Comparison of the protection of guinea- pigs induced
by the vaccines of the 2 strain showed that the 29/la mutant stra-
in was from 2-to 5 times more effective than the Sterne’s strain.

5 — 29/la mutant strain has been found safer than Sterne’s
sirain, when guinea - pigs were inoculated intramusculary and sub-
cu taneously with about 2 x 10° and 1x 10° spores of each of these
strains,

6 — Three kinds of vaccnies [a — 40 % glycerine, 60 %
physiological saline, and 0,1 % saponin b — 30 % aluminium hyd-
droxide, 70 % physiological saline; c¢ — mineral oil (White Needle
Oil-B)] which included 8,6,4, and 2 million spores in 1 ml. of
each, were prepared by 29/la mutant strain. Sterne’s vaccines were
prepared also in the same amount of spores. 6 sheep of a group
were vaccinated subcutaneously with 0,5 ml. of each of these vac-
cines and challenged on 7 and 15 days after vaccination. All the
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vaccines which were prepared by both strains, except the vaccines
of ¢ — with mineral oil, gave very good immunity.

7 — When sheep and goats were inoculated intramusculary
and subcutaneosly with 1-3 ml. of each of these vaccines which
contained 10 million spores per ml., Sterne’s vaccine gave more
reactions than the vaccines which were prepared from 29/la mu-
tant strain.

TESEKKUR

Memleketimiz sartlarinda anthrax hastaligi ile miicadeleye
esas olacak bu arastirmaya bizi tesvik eden ve bu konu ile ilgili
hususlarda bizi yoneten T.B.T.A.K. Hayvancilik ve Veterinerlik Yii-
riitme grubu iiyesi Saymn Prof. Dr. Hasan Baskaya'ya, calismamiz
esnasinda bize her tiirlii yardimlarini esirgemiyen T.B.T.A.K. Hay-
vancilik ve Veterinerlik Grubuna ve Etlik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii Muidiirii Sayin Dr. Ahmet Ozsoy ile laboratu-
var arkadaslarimiza tesekkiirii bir borg¢ biliriz.
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