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BACILLUS ANTHRACIS'IN PROTEOLITiK OLMAYAN, AViRULAN,
KAPSULSUZ MUTANT SUSU (29/1a) iLE HAZIRLANMI$ SAPONINLI
VE ALUMINiUM HIDROKSITLI ASILARIN DAYANMA MUDDETLERI

VE BAGISIKLIK SURELERININ TAYIiNi (*)

Dr. M. Nabi EM R E (¥%)

GiRIiS

Degisik memleketlerde istihsal edilen anthrax asilarinin kalite-
leri arasinda oldukca farklar vardir. Genelikle hazirlanan asilarin
¢ogu hayvanlarda 6-12 ay kadar siiren yiiksek seviyede bagisiklik
verirken bazi asilarin bagisiklik verme stireleri oldukga kisadir. 30
vildan beri virulan suslardan ayrilan kapsiilsiiz attenue suslarla ha-
zirlanan asilar, kapsiillii Pasteur suslar: ile hazirlanan asilarin yeri-
ni almistir. Bu kapsiilsiiz suslar yiiksek bagisiklik kudreti ve kolayca
sporlanmas: gibi avantajlara sahiptir.

Sterne (21), Sterne ve Robinson (22) avirulan olarak vasifladik-
lar1 kapsiilsiiz attenue susla hazirladiklar: asinin tatbiki ile sigir ve
koyunlarda yiiksek seviyede anthrax’a karsi bagisiklik elde edildigini
bildirmislerdir. Sterne ve arkadaslar:1 (23) bu susla hazirlanan asiya
saponin ilave edilmek suretiyle bagisiklik siiresinin 6 - 12 ay kadar
uzatilabilecegini yaptiklar: denemelerle gostermislerdir. Sterne (24)
B. anthracis’in avirulan kapsiilsiiz (34 F.) susu ile hazirlanan bu asi-
nin koyun, keci ve sigirlara tatbikinden en ¢ok bir hafta sonra ba-
gisikligin bashvacagini ve 10 - 14 tincii giinlerde bagisiklik nisbetinin

(*) Bu arastirma Turkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumunun VHAG - 86
No.lu : Projesine gdre ve Kurumun destedi ile yapiimistir.
(**) Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisince Lab. Sefi.
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zirveye ulasmasile bir yil kadar devam edecegini, yalmiz tek tirnakli
hayvanlarda tam bir bagisiklik elde edebilmek icin asilamadan son-
ra 4 -6 haftanin gecmesi lazim geldigini bildirmistir, Spears ve Da-
vidson (20) Ingiltere'de Sterne susuyla hazirlanan asilarin gift tir-
nakli ve tek tirnakli biitiin hayvan nev’ilerinde kullanilabilecegini ve
bir yil siireli bagisiklik verecegini bildirmislerdir.

Yurdumuzda avirulan kapsiilsiiz 34F, susuyla Sterne metoduna
gore anthrax asisi istihsaline 1953 yilinda baslanilmis ve tatbikata
konulmustur. Bu as1 1954 yilinda modifiye sigirlar i¢in dozda enaz
10 milyon, koyun ve keciler icinde dozda enaz 5 milyon spor ihtiva
edecek sekilde ayarlanmistir. Koyunlar icin dozda 5 milyon sporla
bir yil bagisiklik elde edilebilecegini Avcil ve Emre (3) yaptiklarn
denemelerle ortaya koymuslardir. Milyonlarca hayvan asilanmasina
ragmen yilda bir tatbik edilen bu asinin bagisiklik vermedigi veya
asili yerlerde hastalik ¢iktigina dair hi¢ bir sikdyet gelmemistir.
Bornova Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde (2) yapilan calismalar-
da Max - Sterne anthrax asisiyla asilanan koyunlarin bir yil bagisik-
lik vermekte olduklari, epriivasyonlardan sonra kontrollarin 6lmesi
ve agililarin hayatta kalmasi neticesi ortaya konulmustur. Bagisiklik
yoniinden ¢ok memnuniyet verici neticeler vermesine ragmen bu
asmin tatbikatindan sonra bazi koyun ve kecilerde 6demlere sebe-
biyet vermesi ve ayni1 zamanda istihsalininde pahaliya mal olmasi
sebebiyle daha emin ve ekonomik bir asi elde etmek gayesi ile Em-
re ve Durukan tarafindan (4) Proteolitik olmayan mutant suslar izo-
le edilmistir. izole edilen proteolitik olmayan, avirulan, kapsiilsiiz
mutant (29/1a) susla hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli
asilarin Sterne asisina nazaran daha emin ve ekonomik olduklan
tesbit edilmistir.

Van - Ness ve arkadaslari (28) Sterne asisi ile asilanan hayvan-
larda 8 giin sonra kuvvetli bir bagisikligin husule geldigini bildir-
mislersede Lindley (15) Sterne asisindan siire yoniinden memnuni-
yet verici neticeler alinmasina ragmen bazi hayvanlarin asilamadan
21 giin sonra dahi anthrax'tan oldiigiinii iddia etmektedir.

Sokol (19) B. anthracis’in kapsiilsiiz variantlar: ile hazirladik-
r1 Aluminium Hidroksitli as1 ile 7 koyun, 3 kuzu ve 2 keci asiladig1-
n1 ve kuvvetli virulan bir susla epriiveden sonra asilanmamis kon-
trollarin 2-3 giinde 6lmesine ragmen asililarin hayatta kaldigini,
yalniz bu agmin injeksiyon yerinde hafif bir 6dem husule getirdigini
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bildirmektedir. Gulrajani ve Arkadaslar: (9) B. anthracis’in kapsiil-
stiz avirulan suslarindan hazirlanan kiiltiir filtratlar ile Alum’lu,
sodium alginatli, Aluminium hidroksitli ve Liquid parafin - lanolin’li
adjuvanlarla 5 cesitli as1 hazirlamislar ve bunlardan alum ve alu-
minium hidroksitli asilarin ayni susla hazirlanan sporlu asilar gibi
fare, kobay ve tavsanlarda bagisiklik verdigini tesbit etmislerdir.
Szent Ivanyi (27) aluminium hidroksit gel’e adsorbe edilmis kapsiil-
siiz B. anthracis suslariyla hazirlanan agilarin koyunlarda 6,5 ay ba-
gisiklik vermekte oldugunu bildirmistir. Kolesov ve Mikhailov (12)
Rusya’da kullanilan B. anthracis’in Sh-15 susu ile hazirladiklan
%20 glyserinli, Aluminium hidroksitli asilarla asilanmis hayvanlarda
7. giinde bashiyan bagisikligin 6,5 ay devam ettigini, yineKolesov (13)
Sh - 15 susunun B. anthracis’in bir ¢ok attenue suslar1 arasinda as:
istihsali icin en iyisi oldugunu, gerek glyserinli siispansionun ve ge-
rekse liyofilize seklinin saklanmakla uzun zaman, morfolojik ve im-
munojenik durumunu muhafaza ettigini bildirmektedirler. Kolesov
ve arkadaslan (14) STI ve GNKI anthrax asilarinin liyofilize etmek
suretiyle kullanilabilecegini, kullanilacagi zaman 1 ml."ine 40 - 50 ml.
su katarak calkamip tatbik edilebilecegi, at, sigir, koyun ve domuz-
larin asilanmalarinda hi¢ bir zararh etkinin olmadigini ve bagisik-
ligin en az 6 ay devam ettigini bildirdiler.

Molnar (17) koruyucu antijen ihtiva eden aluminium hidrok-
sitli bir ag1 ile asiladiklar1 koyunlari, asilamadan 21 giin, 3 ay ve 7
ay sonra virulan anthrax’mn 15.000 - 75.000 sporu ile epriive ettikle-
rinde bir tanesi hari¢c hepsinin hayatta kaldigimi tesbit etti. Klein ve
arkadaslar1 (11) koruyucu antijenle asilanan kobaylarin B. anthra-
cis'in virulan bir susu ile epriive edildiginde, asilanmamis kontrol
kobaylara nazaran 1000 def’a daha fazla direnglik gdsterdigini, hal-
buki canli sporlu asilarla asilananlarda bu nisbetin ancak kontrol-
lara nazaran 10 - 15 misli oldugunu tesbit etmislerdir.

Yurdumuzda istihsal edilmekte olan Max-Sterne anthrax asisi
+4°C. de buz dolabinda veya serin ve karanlik yerlerde saklanmak
suretiyle 1 yil igerisinde kullanilmaktadir. Guereio ve Nobili (8) li-
yofilize edilmis saponinli asinin gerek oda derecesinde ve gerekse
buz dolabinda saklanmasiyle 12 ay immunogenik etkisini muhafaza
ettigini, halbuki liyofilize edilmemis olarak saklanan asilarin aym
zamzanda bazi faydali etkilerini kaybettigini bildirmislerdir. Jacotot

ve Virat (10) kapsiilsiiz anthrax basillerinin formiille oldiiriilmesi ve
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parafin likit ilavesiyle elde ettikleri asilarin ancak oda derecesinde
3 ay, +4°C. de 6 ay durumunu muhafaza ettigini ve bu asmin koyun-
larda 4 - 6 ay bagisiklik verdigini bildirmislerdir. Grosso ve Perez (7)
Sterne susuyla hazirladiklar gliserinli, tuzlu, sulu, ve gliserinli sa-
poninli asilarin sogukta saklanmasiyle 2,5 yildan fazla durumunu
muhafaza ettigini, halbuki aluminium hidroksitli asilarin ise bu za-
mandan once bagisiklik kudretlerinden kaybettigini bildirdiler. Al-
boiv ve arkadaslar: (1). B. anthracis sporlarini 4, 25 ve 100°C. de de-
gisik cevre sartlarinda ve degisik zamanlarda bekletilerek muame-
leye tabi tuttuktan sonra yaptiklari tecriibelerde liyofize edilmis
sporlarim, edilmemislere nazaran 1siya daha hassas olduklarini tes-
bit etti.

Sterne (25), (26) yaptig1 calismalarda kobaylarin bagisiklik test-
lerinde rahatca kullanilabilecegini, buradan alinan neticelerin ko-
yunlarda vyapilan testlerle parelel gidecegini bildirmistir. Keza Per-
soneus ve arkadaslari (18) Sterne susuyla hazirlanan anthrax asisi-
nin bagisiklik denemelerinin kobaylarda yapilabilmesi icin bir me-
tod ortaya koymus ve epriiveden sonra asili kobaylarin biiyiik bir
kisminin hayatta kaldigini gérmiistiir. Saha tatbikatinda kullanilan
dozla asiladigi 26 koyundan, 1-3 ay ara ile yaptiklar epriivelerden
sonra 25 koyunun hayatta kaldigini, epriive edilen asilanmamis 21
kontrol koyundan 20 sinin 6ldiigiinii tesbit etmistir. Grosso ve Pe-
rez (6) Sterne susuyla hazirlanan asilarin 300 gram agirhigindaki
geng kobaylarda bagisiklik testlerinin yapilabilecegini tecriibelerle
gostermislerdir. Lolin (16) avirulan kapsiilsiiz 34 F, as1 susunun
0,05 ml. ile deri alt1 injeksiyon yapilan kobaylarin 64 giin sonra uy-
gulanan epriivasyona direnglik gosterdiklerini ve bu hayvanlarda
aralikli yapilan testlerde kanlarindaki leucocyt sayilarinda bir art-
manin oldugunu tesbit etti.

Wright ve arkadaslan (29) ultraviole i1sinlarina maruz tuttukla-
r1 B. anthracis’in Vollum susundan proteolitik olmayan mutant sus-
lar elde etmisler ve ana sustan daha uzun bir iiretilme devresinde
dahi bu sustan elde ettikleri koruyucu antijenlerin tahrip olmadigi-
n1 tesbit etmislerdir. Yine Wright ve arkadaslar1 (30) B. anthracis’in
6 virulan susundan proteolitik olmayan mutant suslar izole etmisler
ve bunlardan, modifiye 599 vasatinda anaerobik sartlar altinda iire-

tilmekle, normal susla elde edilenden takriben 5 misli daha fazla
koruyucu antijen istihsal edilebilecegini gostermislerdir. Fubra (5)
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Sterne sususdan elde ettigi proteolitik olmayan mutant susun, ko-
baylarda yapilan mukayeseli bagisiklik denemelerinde, orijinal Ster-
ne susuna nazaran 10- 1000 misli daha fazla bagisiklik kudretinde
oldugunu bildirmis isede, ayn1 metodla Emre ve Durukan (4) Sterne
susundan ultraviole 1sinlarina maruz tutarak elde ettikleri proteoli-
tik olmayan mutant sus'un (29/1a) esas Sterne susuna nazaran 2-5
misli daha fazla bir bagisiklik kudretinde oldugunu tesbit etmisler-
dir. Bu sustan hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli asilarla
asilanmis koyunlarin epriiveye direnglik gosterdikleri ve bu asila-
rin orijinal Max-Sterne anthrax asisina nazaran kobay, koyun ve ke-
ciler icin tatbikatta daha emin olarak kullamilabilecegi tecriibelerle
ortaya konulmustur.

Yukaridaki bilgilerin 1s1g1 altinda yurdumuzda istihsal edilen
Max-Sterne anthrax asisindan, 6n calismalarda daha emin ve iistiin
bagisikliklik kudretine sahip oldugu goriilen proteolitik olmayan
mutant susla hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli asilarin
tatbikata konulabilmesi ve hangisinin daha iistiin oldugunu tesbit
icin koyunlarda bagisiklik siirelerinin tayini ile asilarin dayanma
miiddetlerinin tesbitine ihtiyag oldugundan bu ¢alisma ele alindi.

MATERYAL VE METOD

Calismalarimizda B. anthracis’in proteolitik olmayan, avirulan,
kapsiilsiiz mutant (29/1a) susu ile avirulan, kapsiilsiiz Sterne
(34 F,) susu kullanildi.

Mutant susla hazirlanan konsantre asinin zararsizlik kontrolu
igin 2 bas keci, asilarin bagisiklik siirelerinin tesbiti igin 1-2 yas
arasmda 36 bas akkaraman ve 36 basta merinos koyun ile asilarin
dayanma miiddetlerinin tesbiti maksadiyle, Etlik Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisiinde yetistirme ortalama herbiri 400 - 600
gram agirliginda 234 bas kobay kullanildi.

Proteolitik olmayan, avirulan kapsiilsiiz mutant (29/1a) susun-
dan liyofilize edilmis bir ampiil acilip %0,5 Bira mayas1 extrakti ile
sulandirilarak cogaltmak maksadiyle yatik besleyici agarlara, pro-
teolitik olup olmadigini kontrol igin siitlii agara ve saflik kontrolu
iginde aerop ve anaerop sartlar altinda ekimleri yapildi. 37°C. de
20 -24 saat fiiretilmeden sonra susun proteolitik olmadig: ve saf
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liredigi goriildiigiinden yatik agarlar 3-4 ml. %0,5 bira mayas:
extrakti ile yikanarak alinan siispansiyonlar kazein digest vasatlari-
n1 ihtiva eden Roux buatlarina ekildi, ve iyice yayilarak bir saat te-
masta birakildiktan sonra, buatlar ters cevrilip 37°C. lik etiive kon-
du. 3 giinliik iiretilmeden sonra herbir Roux buati 35 er ml. serum
fizyolojik ile yrikanip alindiktan sonra bu siispansiyonun 75 ml. ine
100 ml. steril gliserin ildve edilerek konsantre as1 hazirlandi. Bu el-
de edilen konsantre as1 sulu ve kati vasatlara ekilerek aerop ve
anaerop sartlar altinda tiretildi ve saf olduklar1 tesbit edildikten
sonra igerisindeki vegetatif basillerin tahrip edilmesi i¢in 3 hafta
buz dolabinda bekletildi. Daha sonra bu asidan 10 ar ml. zararsizlik
kontrolu i¢in 2 kegiye deri alt1 inokiile edildi. Konsantre asmnin
ml. indeki canli spor miktarimi tesbit i¢in Emre ve Durukan (4) ta-
rafindan bildirilen metodla 4 def’a spor sayimi yapildi.

Spor sayumlarindan alinan neticelere gore ml. lerinde 10 ar mil-
yon spor bulunacak sekilde asagidaki asilar hazirlandi-:

a — Mutant sustan hazirlanan saponinli as1 (%40 gliserin, %60
serum fizyolojik ve %0,1 saponin ihtiva etmektedir.)

b — Mutant sustan hazirlanan Aluminium hidroksitli as1 (%30
Aluminium hidroksit, %70 serum fizyolojik ihtiva eden) bu asinin
igerisinde takriben %0,2 - 0,3 arasinda aluminium oksit bulunan alu-
minium hidroksit kullanilmistirki asimin ml. inde %0,06-0,09 alu-
minium oksit bulunmaktadir.

¢ — 34 F, susundan hazirlanan Max-Sterne anthrax asisi.

Asilarin husule getirdigi bagisiklik sirelerinin tayini :

Bu deneme yalniz mutant susla (29/1a) hazirlanan asilarla ya-
pildi. 12 ser bas akkaraman ve 12 ser bas merinos koyuna, saponin-
li ve aluminium hidroksitli asilardan 0,5 er ml. art bacak i¢ kism
deri alt1 inokiile edilmek suretiyle asilandilar. 12 bas akkaraman ve
12 bas merinos koyunda kontrol olarak asilanmadan birakildi. Asi-
lanan ve kontrol koyunlardan her 3 ayda bir 3 er bas akkaraman
ve 3 er bas merinos koyun ayrilarak, herbirine ml. inde 450.000 -
500.000 spor bulunan takriben 10- 100 MLD olan virulan anthrax
stispansiyonundan 1 er ml. deri alt1 verilmek suretiyle epriive edil-
diler .Epriivasyonu takiben koyunlar birer ay gézlem altinda bu-
lunduruldular. Bu miiddet esnasinda 6len koyunlarin kulaklari ke-
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silerek alinan bir damla kandan preparatlar yapilarak Giemsa veya
Methylen mavisi ile boyanip mikroskop altinda muayene edilerek
anthrax miisbet olup olmadiklar: tesbit edildi.

Asilarin dayanma muddetlerinin tayini :

Birer tanesi +4°C. de buz dolabinda, birer taneside 18 - 20°C. da
oda derecesinde saklanmak iizere ml. lerinde 10 ar milyon spor bu-
lunan yukarida bildirdigimiz 3 gesit asi hazirlandi. Bu saklanan as:-
larin her birinden 2 ayda bir 2 ser def’a spor sayimi yapildi ve ali-
nan neticelerin ortalamalar1 mukayeseli olarak cetvele kaydedildi.

Asilardan mukayeseli olarak 3 ayda bir kobaylarda bagisiklik
denemeleri yapildi. Bu maksatia gerek buz dolabinda gerekse oda
derecesinde saklanan her bir asidan 0,5 er ml. karin bélgesi deri
alt1 verilmek suretiyle her defasinda 6 sar kobay asilandi. Ayrica
12 nci ay spor sayisi azalan oda derecesinde bekletilmis asilardan
her birini 5 er milyon spora tekabiil edecek sekilde kobaylara ino-
kiile edildi. Her bir asilamadan 21 giin sonra 6 asilanmamis kontrol
kobayla beraber epriive edildiler. Epriivasyonda 100 MLD Pasteur
II siispansiyonu art bacak i¢ kismi deri alt1 inokiile edilmek sure-
tiyle uygulandi. Epriivasyondan sonra biitiin kobaylar 15 giin goz
altinda tutuldu ve 6liip 6lmedikleri kontrol edildi. Olenlerin dalak-
larindan yapilan siirtme preparatlar Giemsa veya Methylen mavi-
siyle boyandiktan sonra mikroskopta muayene edilerek anthrax
miisbet olup olmadiklan tesbit edildi.

BULGULAR

Mutant (29/1a) susla hazirlanan konsantre asimin saf ve keciler
i¢in zararsiz olduklar tesbit edildi.

Bu konsantre asidan hazirlanan saponinli ve aluminium hid-
roksitli asilarin bagisiklik siirelerini tesbit i¢in koyunlarda yapilan
deneme neticeleri Tablo : 1 de gosterilmistir. Tabloda da gériilecegi
iizere gerek akkaraman ve gerekse merinos koyunlar asilamadan
3 ay sonra yapilan epriiveye direnglik gostermisler, kontrol koyun-
larin hepside 3 - 4 giin igerisinde dlmiistiir. Boylece 3 iincii ayda tam
bir bagisiklik elde edilmistir. Fakat 6 nc1 ayda saponinli asiyla asila-
nan 1 merinos koyunla, aluminium hidroksitli asiyla asilanan 2 me-
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3 Akkaraman Saponinli 5 mil. 9 ay 2/3 1 koyun
Anthrax Musbet
3 Merinos » » 9 ay 3/3
1 3 Akkaraman Alum. Hid. » 9 ay 2/3 1 koyun
Anthrax Musbet
3 Merinos > » » 9 ay 3/3
3 Akkaraman Asilanmamis Kontrol Ayni tarihte 1/3 2 koyun
epriive edildi Anthrax Misbet
3 Merinos » » » » 0/3 3 koyun
Anthrax Misbet
3 Akkaraman Saponinli 5 mil. 12 ay 3/3
3 Merinos » » 12 ay 2/8 1 koyun
Anthrax Misbet
3 Akkaraman Alum. Hid." 12 ay 2/3 1 koyun
Anthrax MUsbet
v 3 Merinos » 12 ay 2/8 1 koyun
Anthrax MUsbet
3 Akkaraman Asilanmamig Kontrol » Ayni tarihte 0/3 3 koyun
eprive edildi Anthrax Misbet
3 Merinos » » » « < 0/3 3 koyun
Anthrax Misbet
Not : Alum. Hidr. = Aluminium Hidroksitli As

mil. = Milyon
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TABLO: 2

Oda derecesi ve buz dolabinda saklanan asilarin 2 ser ay ara ile yapilan
spor sayimlari vasatilerini gosterir cetvel

Asi Nev'i Saklandigi yer Sayimlarin yapildigi aylarda, asilarin ml. lerindeki spor miktarlar:
Baslangig 2 nci ay 4 Unci ay 6 nc ay 8 inci ay 10 uncu ay 12 ncl ay

Saponinli Oda derecesi 10 mil. 10 mil. 9,3 mil. 9,3 mil. 8 mil. 6,5 mil. 5 mil.
» Buz dolabi 10 mil. 10 mil. 10 mil. 9,8 mil. 8,9 mil. 8,6 mil. 8 mil.
Aliminium hidroksitli Oda derecesi 10 mil. 9,5 mil. 8,3 mil. 7,0 mil. 5,0 mil. 3,0 mil. 3 mil.
» « Buz dolabi 10 mil. 10 mil. 10 mil. 9,4 mil. 8,5 mil. 8,0 mil. 7,9 mil.

Max - Sterne Oda derecesi 10 mil. 10 mil. 9,8 mil. 92,0 mil. 6,5 mil. 52 mil. 4,2 mil.
» » Buz dolabi 10 mil. 10 mil. 9,8 mil. 9,8 mil. 8,6 mil. 7,8 mil. 7,5 mil.

Not : mil. = Milyon, Saponinli ve aluminium hidroksitli asilar proteolitik olmayan mutant (29/1a) susla hazirland:.

THNA N
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TABLO: 3

Mutant susla hazirlanmis oda derecesi ve buz dolabinda bekletilen saponinli ve
aluminium hidorksitli asilarla, ayni sekilde bekletilen Max-Sterne anthrax asisinin
mukayeseli olarak dayanma siirelerinin tayini maksadile kobaylarda yapilan
bagisiklik deneyleri neticesini gdsterir cetvel.

Asagidaki middetlerde bekletilen asilaria, agilanan kobaylarin Epriivasyondan
sonra yasama nisbeti

Asi Nev'i Saklandigr Yer 1 giin 3 ay 6 ay 9 ay 12 ay
Saponinli Oda Derecesi 5/5 6/6 5/6 5/6 3/6
& Buz Dolabi 6/6 6/6 5/6 6/6 5/5
Aluminium hidroksitli ~ Oda Derecesi 5/5 6/6 5/6 4/6 3/6
% » Buz Dolabi 5/5 6/6 5/6 5/6 5/6

Max - Sterne Oda Derecesi 4/4 6/6 5/6 4/6 2/6
» » Buz Dolabi 6/6 5/5 5/6 5/5 5/5
Asilanmamis Kontrol Kobaylar 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

SBIUY Sn[oed

Not : 1 — Herbir denemede 6 sar kobay asilandi ve 21 giin sonra eprive edildi.
2 — Epriveden &nce dlen kobaylar cetvelde yer almadi, yapilan muayenelerde
hepsinde anthrax menfi bulundu.
3 — Epriiveden sonra dlen biitin kobaylarda anthrax misbet bulundu.
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Ayn1 maksatla saklanan asilarin 3 ayda bir kobaylarda yapilan
bagisiklik denemelerinin neticeside Tablo : 3 de gosterilmistir. Tab-
loda goriilecegi iizere 12 ay kadar buz dolabinda bekletilen 3 cesit
asida tam bir bagisiklik verirken oda derecesinde bekletilen 3 cesit
asida da 9 uncu aydan itibaren bagisiklik kudretlerinde bir azalma
tesbit edildi.

12 ay oda derecesinde bekletilen agilarin bagisikhik verme ka-
pasitelerinin diismesi iizerine; bu diisiisiin antijenik karekterlerinin
kaybindanmi yoksa spor miktarinami bagl oldugu hususunu aydin-
latmak iizere her bir as1 nev’inden 5 milyon spor ihtiva edecek sekil-
de asilanan kobaylar 21 giin sonra epriive edildiginde Tablo : 4 de
goriilecegi lizere kontrollarin 6lmesine ragmen asililar hayatta kal-
mistir.

TABLO: 4

4 - 12 ay cda derecesinde bekletilen asilarin 5 er milyon sporu ile asilanan
kobaylarin epriivasyondan sonraki durumlarini gdsterir cetvel.

Asilanan  Eprijvasyondan

ml. deki inokiilasyon kobay Sonra Yagama
As1 Nev'i spor sayisi miktari miktar: Orani
Saponinli 5 milyon 1 ml. 6 5/5
Alum. Hid. 3 milyon 1,6 ml. 6 6/6
Max - Sterne 4,2 milyon 1,2 ml. 6 5/5
Asilanmamis kontrollar 6 0/6
Not : Alum. Hid = Aluminium Hidroksitli asi, Eprivasyondan 6nce &len asili ko-

baylarda anthrax menfi, Eprivasyondan sonra dlen kontrol kobaylarda
anthrax mushbet bulundu.

Bu alinan sonuglara gére 12 ay oda derecesinde saklanan asila-
rin antijenik kudretlerinde bir degisme olmaksizin spor miktarinin
diisiistine parelel olarak bagisiklik kudretlerinin azaldig: ortaya ko-
nulmus oldu.

TARTISMA
Sporlu anthrax asilari istihsalinde hazirlanan konsantre asilarin
zararsizlik kontrollarini koyun veya daha hassas olan kegilerde ya-

pilmasi Sterne (21), (24), Sterne ve Robinson (22), Avcil ve Emre (3)
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tarafindan uygun oldugu bildirilmistir. Calismalarimizda mutant
(29/1a) susuyla hazirladigimiz konsantre asinin aymi metodlarla
yapilan denemede keciler icin zararsiz oldugu tesbit edildi.

Van-Ness ve arkadaslar: (28) Sterne asisi ile asilanan hayvanlarda
8 giin sonra kuvvetli bir bagisiklik husule geldigini, Personeus ve ar-
kadaslar: (18) bu asinin asilamadan 1-3 ay arasinda yapilan epriivas-
yonlarda koyunlar1 korudugunu bildirmislersede Lindley (15) Ster-
ne asisindan siire bakimindan memnuniyet verici neticeler alinma-
sina ragmen bazi hayvanlara bagisikligin gec basladigini, asilamadan
21 giin sonra dahi anthrax’tan 6liimlerin goriildiigii, Jacotot ve Vi-
rat (10) kapsiilsiiz anthrax basillerinin formiille 6ldiiriilmesiyle elde
ettikleri asilarin koyunlarda 4 -6 ay kadar bagisiklik verdigini bil-
dirmislerdir. Wright ve arkadaslar1 (29), (30) proteolitik olmayan
mutant suslardan kuvvetli bagisiklik elde edilebilecegini, Fubra (5)
Sterne susundan elde ettigi proteolitik olmayan susun orijinal sus-
tan 10 - 1000 misli daha kuvvetli bagisiklik verdigini bildirmis ise de
siire yoniinden bir calisma yapmamuislardir. Emre ve Durukan (4)
gerek Sterne metodu ile hazirlanan ve gerekse proteolitik olmayan
mutant susla hazirlanan asilarin (saponinli ve aluminium hidrok-
sitli) koyunlarda 7 giin sonra bashyan kuvvetli bir bagisiklik verdi-
gini, mutant susun orijinal Max - Sterne susuna nazaran 2-5 misli
daha kuvvetli bagisiklik verme kudretinde oldugunu bildirdiler. Bu
calismamizda Proteolotik olmayan, avirulan, kapsiilsiiz mutant
(29/1a) susla hazirladigimiz saponinli asinin akkaraman ve merinos
koyunlara tatbikinden sonra 6, 9 ve 12 nci aylarda yapilan epriivas-
yonlarda, her defasinda 6 sar koyundan 1 er tanesinin anthrax’tan
olmesi bagisikligin 1/6 oraninda azaldigini gostermistir. Halbuki
Proteolitik olan avirulan kapsiilsiiz susla hazirlanan saponinli as-
nin bir yil tam bir bagisiklik verdigi Sterne (23), 24), Spears ve Da-
vidson (20), Avcil ve Emre (3) ile Bornova Kontrol ve Arastirma Ens-
ttitisii calismalar: (2) ile tesbit edilmistir. Béylece Proteolitik olma-
yan mutant susla hazirlanan saponinli asilarin Max - Sterne asisina
nazaran siire yoniinden daha zayif bagisiklik verme karekterinde ol-
dugu ortaya cikarilmistir.

Sokol (19) B. anthracis’in kapsiilsiiz variantlari ile hazirladiklan
aluminium hidroksitli asilarin koyun, kuzu ve kecilerde bagisiklik
husule getirdigini, Giilrajani ve arkadaslar1 (9) yine avirulan kap-
siilsiiz suslardan hazirladiklarn kiiltiir filtrath, aluminium hidrok-
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sitli asilarin, ayni susla hazirlanan sporlu asilar gibi fare kobay ve
tavsanlarda bagisiklik verdigini bildirmislerdir. Kolesov ve Mikhai-
lov (12) Sh-15 susu ile %20 gliserinli, aluminium Hidroksitli asila-
rin 7 nci giinde basgliyan ve 6,5 ay devam eden bir bagisiklik verdi-
gini, yine Kolesov ve arkadaslar1 (14) STI ve GNKI liyofilize anthrax
asilarmin at, sigir, koyun ve domuzlarda en az 6 ay bagisiklik verdik-
lerini, Szent - Ivanyi (27) aluminium hidroksite adsorbe edilmis kap-
siilsiiz B. anthracis suslari ile hazirlanan asilarin koyunlarda 6,5 ay
bagisiklik verdigini keza Molnar (17) koruyucu antijen ihtiva eden
aluminium hidroksitli asilarin koyunlarda 7 aya kadar devam eden
bir bagisiklik verdigini bildirmislersede biz ¢alismalarimizda prote-
olitik olmayan, avirulan, kapsiilsiiz mutant (29/1a) susla hazirladi-
gimiz aluminium hidroksitli asilarla asili koyunlarin 3 ay sonra ya-
pilan epriivasyonlara direnclik géstermesine ragmen, 6, 9, ve 12 nci
aylarda yapilan epriivasyonlarda asili 6 sar koyundan 6 ve 12 nci
aylarda 2 ser koyunun ve 9 uncu ayda 1 koyunun anthrax’tan élme-
si, bagisiklik nisbetinin 6 nc1 aydan itibaren 2/6 oraninda azaldigim
gostermektedir. Bu durumda proteolitik olmayan susla hazirlanan
aluminium hidroksitli asilar saponinli asiya nazaran siire yoniinden
daha zayif bagisiklik verdigi ortaya konulmustur.

Grosso ve Perez (7) Sterne susuyla hazirlanan gliserinli ve sa-
poninli asilarin sogukta saklanmasiyle 2,5 yildan fazla durumunu
muhafaza ettigini, halbuki aluminium hidroksitli asilarin bu miid-
detten ¢ok once saklanmakla bagisiklik verme kudretlerinden kay-
bettigini bildirmislerdir. Guereio ve Nobili (8) liyofilize edilmis sa-
poninli asinin oda derecesi ve buz dolabinda ancak 12 ay immuno-
genik etkisini muhafaza ettigini, liyofilize edilmemis olanlarin bu
zamanda bazi faydal etkilerini kaybettigini, Kolesov (13) B. anthra-
cis'in Sh-15 susunun gerek gliserinli siispansionunun ve gerekse
liyofilize seklinin saklanmakla uzun zaman morfolojik ve immuno-
genik durumunu muhafaza ettigini, Alboiv ve arkadaslar (1) liyofi-
lize edilmis sporlarin, liyofilize edilmemis olanlara nazaran isiya da-
ha hassas olduklarim bildirmislerdir. Jacotot ve Virat (10) kapsiil-
siiz anthrax basillerinin formolle 6ldiiriilmesi ve parafin likit ila-
vesiyle hazirladiklar: asilarin ancak +4°C. de 6 ay, oda derecesinde
3 ay durumunu muhafaza ettigini tesbit etmislersede biz Mutant
susla hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli asilarla Max -
Sterne anthrax asisinin buz dolabi ve oda derecesinde bekletilmesi
esnasinda 2 ayda bir yapilan spor sayimlarinda; buz dolabinda bek-
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letilen asilarmn 10 uncu aydan itibaren bagisiklik verme durumunu
etkilemiyecek bir azama gordiiksede, oda derecesinde bekletilen alu-
minium hidroksitli asida 6 nci aydan, saponinli ve Max - Sterne
anthrax asisindan 8 inci aydan itibaren bagisiklig1 etkileyecek nis-
bette belirli bir azalma gordiik.

Anthrax asilarinin bagisiklik denemelerinin kobaylar {izerinde
yapilabilecegini Sterne (25), (26), Personneus ve arkadaslari (18).
Grosso ve Perez (6), Lolin (16) ve Klein ve arkadaslari (11) bildir-
mislerdir. Bizde calismalarimizda asilarin dayanma miiddetlerinin
tesbiti i¢in oda derecesi ve buz dolabinda saklanan asilarin her 3 ay-
da bir mukayeseli bagisiklik denemelerini kobaylar iizerinde yaptik.
Buz dolabinda saklanan gerek proteolitik olmayan mutand susla ha-
zirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli as1 ve gerekse yurdu-
muzda kullanilan Max - Sterne anthrax asisi +4°C. de buz dolabin-
da 12 ay bekletmekle bagisiklik kudretinden bir sey kaybetmedigi
buna karsilik oda derecesinde bekletilen her 3 nev'i asinin 9 uncu
aydan itibaren bagisiklik verme kudretlerinde bir azalma tesbit edil-
mistir.

Boylece gerek spor sayimlari ve gerekse kobaylarda yapilan bagi-
siklik deneemleri neticesinde buz dolabinda 12 ay saklanan asilarin
bagisiklik kudretlerini oldugu gibi muhafaza ettigi, halbuki oda de-
recesinde bekletilen aluminium hidroksitli asilarin 6 nc1  aydan
sonra, saponinli ve Max-Sterne anthrax asisimin ise 8 inci aydan
itibaren bagisiklik husule getirme kudretlerinin azalmis oldugu
tesbit edildi.

12 ay oda derecesinde bekletilen asilarin bagisiklik verme nis-
betlerinin diististiniin spor sayimu ile ilgili olup olmadigi maksadiy-
le yapilan calismada, herbir asidan dozda 5 er milyon spor isabet
edecek sekilde asilanan kobaylarin epriiveye direnclik gosterme-
leri, bir miiddet bekletilen asilarin antijenik karekterlerinde ve
kudretlerinde bir degisme olmaksizin, bagisiklik nisbetinin diisiisii-
niin tamamen asilardaki spor miktarinin azalmasma bagh oldugunu
ortaya koymustur.

SONUG

Proteolitik olmayan, avirulan, kapsiilsiiz mutant (29/1a) susla
hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitl asilar Max - Sterne
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anthrax asisina nazaran kullanilmasi daha emin ve baslangicta
kuvvetli bagisiklik vermekte iselerde, bagisiklik siiresi yoniinden
daha zayif karekter gostermesi ve bazi hayvanlarda 6 nci aydan
itibaren bagisikligin kaybolmasi, bu asilarin pratige intikali yoniin-
den bir dezavantaj olarak goriilmiistiir. Bunlardan saponinli asi,
aliminium hidroksitli asiya nazaran biraz daha kuvvetli bagisiklik
vermektedir.

Saponinli ve aluminium hidroksitli asilar +4°C. de buz dola-
binda bekletilmekle Max-Sterne anthrax asisinda oldugu gibi 12
ayda bagisiklik kudretlerinden kaybetmemisler, buna mukabil oda
derecesinde bekletilen aluminium hidroksitli as1 6 nci aydan, sa-
poninli ve Max - Sterne asis1 ise 8 inci aydan itibaren bagisiklik
verme kudretlerinde bir azalma tesbit edilmistir. Bu sebeple bu
asilarin buz dolabinda saklanmasi ve bir yil igerisinde kullanilmasi
uygun olacaktir

OZET

B. anthracis’in avirulan, kapsiilsiiz, proteolitik olmayan mu-
tant susu (29/1a) ile ml. lerinde 10 milyon canli spor bulunan 2

gesit (a — %40 gliserin, %60 serum fizyolojik ve %0,1 saponin;
b — %30 aluminium hidroksit, %70 serum fizyolojik) as1 hazir-
land1

Asilarin bagisiklik stirelerini tayin i¢in her bir asiyla 0,5 ml.
deri alt1 verilmek suretiyle 12 ser bas akkaraman, 12 ser bas meri-
nos olmak iizere 48 bas koyun kullamildi. Asilamadan 3, 6, 9 ve
12 ay sonra her bir asiyla asilanmis 6 sar bas koyun takriben
10- 100 MLD B. anthracis’in virulan bir susu ile epriive edildi. Asi-
lanmamis 6 sar kontrol koyunda ayni zamanlarda epriive edildi.
Asilamadan 3 ay sonra yapilan epriivasyonu takiben asili biitiin ko-
yunlar hayatta kald: ve asilanmamis kontrol koyunlar anthrax’tan
oldii, fakat asilamadan 6, 9 ve 12 ay sonra yapilan epriivasyonlar:
takiben saponinli asiyla asilanmis koyunlarin 1/6 1, Aluminium hid-
roksitli asiyla asilanmis koyunlarin 2/6 1 3-4 giin igerisinde
anthrax’tan 6ldii, epriiveden sonra digerleri hayatta kaldi. Bir ta-
nesi hari¢c kontrol koyunlarin hepside anthrax’tan oldii.

Bagisiklik testlerinde akkaraman ve merinos koyunlar arasin-
da bir farka rastlanilmadi.
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Asilarin dayanma miiddetlerini tesbit i¢in mutant susla (29/1a)
hazirlanan saponinli ve aluminium hidroksitli asilarla Tiirkiye'de
hazirlanan Sterne anthrax asis1 oda derecesi ve +4°C. buzdolabin-
da saklandi. Bir yil boyunca bu asilardan 2 ayda bir spor sayimlar:
yapildi. Bagisiklik denemeleri iginde dozda 0,5 ml. olmak iizere 6
sar bashk guruplar halindeki kobaylara deri alt1 injeksiyon yapil-
di. Bu asilamalar asilarin hazirlandiklar: tarihten itibaren 1, 3, 6,
9 ve 12 nci aylarda yapildi. Asilamalardan 21 giin sonra kobaylar
100-200 MLD B. anthracis’'in Pasteur II susu ile epriive edildiler.
Asilanmamis 6 sar kontrol kobayda keza ayni zamanlarda epriive
dozunu aldilar.

Alinan sonuclarda : +4°C. de saklanan biitiin asilar 12 ay ice-
risinde gerek canliliklarindan ve gerekse bagisiklik verme giicle-
rinden bir sey kaybetmediler. Oda derecesinde bekletilen alumi-
nium hidroksitli as1 6 ay, saponinli ve Sterne asis1 8 ay sonra can-
liliklan ile bagisiklik verme kudretlerinden birazimi kaybettiler.

Oda derecesinde 12 ay bekletilen asilarin herbirinden kobay-
lara 5 milyon spor verilmek suretiyle teste tabi tutuldugunda; ba-
gisiklik verme kudrelerindeki kaybin spor sayisinin azalmasina
bagh oldugunu ortaya koydu.

SUMMARY

(Determination of duration of immunity and the stability of
vaccines with saponin and aluminium hydroxide prepared by avi-
rulent, noncapsulated, nonproteolytic mutant strain (29/1a) of B.
anthracis.)

Two kinds of antrax spore vaccines (a — 40% glycerol, 60%
physiological saline, and 0,1% saponin; b — 30% aluminium
hydroxide, 70% physiological saline) which are contained 10 million
viable spores in 1 ml. of each, were prepared by avirulent, noncap-
sulated, nonproteolytic mutant strain (29/1a) of B. anthracis.

Determining of duration of immunity 48 sheep were used,
each of 12 akkaraman, and 12 Turkish merino sheep were vac-
cinated subcutaneously with 0,5 ml. of each vaccine. 3, 6, 9, and 12
months after vaccination 6 sheep of each vaccine were challenged
with about 10- 100 lethal doses of a virulent strain of B. anthracis.
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At the same times 6 unvaccinated sheep also received the challenge
dose. 3 months after vaccination all the vaccinated sheep withstood
the chaallenge and the wunvaccinated control sheep died from
anthrax, but, 6, 9, and 12 months after vaccination about 1/6 of
sheep which were vaccinated by saponized vaccine, 2/6 of sheep
which were vaccinated by aluminium hydroxide gel vaccine died
from anthrax within 3 -4 days, the others withstood after challenge.
All control sheep except one died from anthrax.

There were no differences in immunity test between akkaraman
and merinos sheep.

Saponized and aliminium hydroxide gel vaccines which were
prepared by mutant strain (29/1a) and Sterne’s anthrax vaccine
which is prepared in Turkey were kept at both room temperature
and +4°C. in refrigerator for detection of the stability of the vac-
cines. Spore counts have been made from these vaccines every 2

months for a year. Test for potency have been made by injecting
subcutaneously each of 6 healty guinea pigs groups, with a dose 0,5
ml. of the 3 vaccines. These vaccination have been done at 1, 3, 6,
9, and 12 months from the time of preparation. They were challenged
with about 100 - 200 lethal doses of Pasteur II strain of B. anthracis
after 21 days of vaccination. At the same times 6 unvaccinated guinea
pigs have also received the challenge dose.

The results showed that all the vaccines kept at +4°C. retained
their viability and potency for 12 months from the time of prepa-
ration. The vaccines kept at room teperature lost some of their via-
bility and potency after 6 months for aluminium hydroxide vaccine,
and after 8 months for saponized vaccine and Sterne’s vaccine from
the time of preparation.

When another test was made on guinea pigs which were vacci-
nated by injecting about 5 million spores from each vaccine which
had been kept at room temperature for about 12 months. It showed
that the loss of potency depended on the reduction of the spore
count.
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