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Investigations, Using Growth-Inhibition and Agar-gel Diffusion
Techniques, on the Antigenic Structure of Mycoplasına

capri Strains Isolated in Turkey

Suınınary: In this study, 9 M. capri strains isolated fi'om several parl~ of Turkey
were used. Accoding to the results of the experiment, it was uııderstood that there were no
antigenie differences between isolates. All hyperimmun sera were reacted ",ith homolog
and heterolog antigens both in the growth-inhibition and agar-gel diffusion tests.

Özet: Bu çalışmada, yurdumıızun çeşitli yöreleriilden izole edilmiş 9 M. caprİ suşu
kullanıldı. Araştırmanın sonuçlarına göre, suşlar arasında antijenik bir ayrılık saptanamadı.
Bütün hiperİmmun serumlar, homolog ve hcteroıog antijenler ilc, hem üreme-İnhibis-
yon ve hem de agar-jel diffusyon testlerİnde reaksiyon verdiler.

Giriş

Pleuropneumonia-Like Organizmalar (PPLO), çok değişik ka-
rakterieri nedeniyle, birbirlerinden ayrımları güçlükler göstermek-
tedir. Her ne kadar morfolojik, kültürel, fizyoı~jik ve biyokimyasal
özelliklerinde bazı farklar görülmüşse de, bunlardan yararlanarak
bir klasifikasyon mümkün olamamaktadır. Ayrıca, bu belirtilen
özellikler de her zaman sabit değildir. Kullanılan besi yerlerinin
kalitesi, bileşimi ve üretme koşulları, bu mikroorganizmaların morfo-
lojik ve kültürel karakterlerinde bazı değişmeler yapabilmektedir
(9,15,16,17).

* A.D. Vet. Fak. Bakteriyoloji ve Salgınlar Kürsüsi', Profcsörü, Ankara, Türkiye.
** İ.D. Vet. Fak. Mikrobiyoloji Kürsüsü, Profesörü, İstanbul, Türkiye.



Yurdumuzda t7.llle Edilen ),1. capr; Suşlannın Üremc.tnhihisyon... 27

Ayrı orijinden izole edilen mikoplasmaların (PPLO) antijenik
özelliklerini saptamak amacı ilc bir çok serolojik testler uygulan-
mıştır. Aglutinasyon tekniği ile suşlar arasındaki antijenik ilişki-
ler araştırıcılar tarafından incelenmiştir (i ,3,6,7,9,13,15,16). Bu-
nun dışında, güvenilir bir test olan komplement-fikzasyon reaksiyonu
(3,7,10,13,14) ve üreme-inhibisyon testleri de (1,4,6,7,8,13,17) ay
ni amaçla kullanılmıştır. Bu bildirilen serolojik testler yanısıra,
PPLO'lar arasında antijenik ilişkiyi açıklamada, son yıllarda, ya
tck yada diğer testlerle birlikle agar-jel diffusyon tekniğiniden de
yararlar sağlanmaktadır (1,9,11,13,14).

Yurdumuzda, keçilerin Salgın Ciğerağrısı enfeksiyonlarından izo-
le edilmiş suşların, antijenik özelliklerini ve ilişkilerini incelemek
amacı ile bazı scrolojik testler uygulanmıştır. Bunların başında aglu-
tinasyon (3,6) ve komplement-fikzasyon (3) reaksiyonları gelmekte-
dir. Ayrıca, disk metodu ile uygulanan üreme-inhibisyon testi de (6)
yukardakilerine bir katkıda bulunmaktadır. Ancak yapılan bu se-
relojik metodlarla yurdumuzda izole edilen M. capri suşları arasında
antijenik yönden bir ayrım bulunamamıştır. Suçlar kros-reaksiyon-
larda pozitif olarak çalışmışlardır.

Bu araştırma, yurdumuzun çeşitli yörelerinden izole edilen M.
capri suşları arasında, agar-jel diffusyon ve sıvı ortamda uygulanan
üreme-inhibisyon testleri ile, bir yakınlığın veya ayrılığın varlığını
saptamak amaciyle, ele alınmıştır.

Materyal-Metod

1- Suşlar: Bu çalışmada kullanılan 9 M. capri suşu (7,7-1, 23S,
32K, 41,62K, 65, 80A, 142) yurdumuzun değişik yerlerinde seyreden
Bulaşıcı Keçi Ciğer Ağrısı olaylarından izole edilmiştir.

Suşların morfolojik, kültürel ve biyokimyasal özellikleri ince-
lenerek, VF-agarında üreyen tipik kolonilerden elde edilen kültürler
çalışmada kullanılmıştır.

2- Besiyerleri: Suşların üretilmesinde, antijenlerin hazırlanma-
sında ve üreme-inhibisyon testlerinde Viande-Foie (VF) boyyonu
kullanılmıştır (2). VF - buyyonu ve agarına % 20 steril at serum u
+ 1000 DJ./ cc. penicilline -+ 1/8000 Thallium acetate katılmıştır.
Ayrıca % 10 defibrine koyun kanlı VF-agarından da yararlanıl-
mıştır.
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3- Antijenlerin hazırlanması:

a- İmmunizasyon antijeni: M. capri suşlarının herbiri ayrı ayrı
3 er litre VF-buyyonuna ekilerek, 37° e.lik rutubetli etüvde çal-
kalama cihazı üzerine yerleştirildi ve alet dakikada 20 devire ayar
landı. Kültürlerin 36-40 saatlik inkubasyonundan sonra, herbirinden
kontaminasyon kontrolu yapıldı ve uygun olanlar, Sharples santrafüjü
yardımı ile toplandılar. Mikrop suspansiyonları steril fizyolojik su
ile 3 defa yıkandıktan sonra, yoğunlukları, bufferlı fiz. su ile Mc.
Farland No. i ııefclometresinin 50 katına ayarlandı, Ant~jenler, 10
cc. miktarlarında tüpleı'e taksim edilerek -20° e. de muhafaza edil-
diler.

b- D!fjiısyon an/yem: Ayni koşullarda üretilen, toplanan ve yı-
kanan M. capri antijenleri üzerine son santrafüjden sonra iO cc.
steril tridistilc su kondu ve iyice karıştırılarak -20oe. de tutuldular.
Antijenlcrin herbiri iO defa dondurulup-çözüldükten sonra bir defa
da, Omni mikser (Serval) cihazında soğukta parçalandılar. Anti-
jenler kullanılacağı zaman, 800 devirle 2 dakika santrafüje edil-
diler ve üst taraf kapillar pipetle alınarak denemeye iştirak et-
tirildiler.

4- Hiperimmun serum hazırlanması: İmmunizasyon anti-
jenleri, ayrı ayrı, orta boyda ve sıhhatlı ikişer tavşana, intra venöz
yolla, haftada iki defa olmak ve 8 hafta devam etmek üzere, 1 cc.
miktarında şırınga edildi.

Ayrıca iki adet tavşana da, kontrol amacı ilc, ayni süre ve miktar-
da, sadece VF-buyyonu verildi.

Son şırıngadan bir Iıafta sonra, tavşanların kalbinden kan alı-
narak serumları çıkarıldı ve sterilite kontroııeri yapılarak, kullanı-
lıncaya kadar -20oe. de muhafaza edildiler.

5- Diffusyon ortamı: Bu denemede diffusyon ortamı olarak,
çift distile su ile hazırlanmış Veronal buffer (pH. 7.2) + Difeo püri-
fiye agar (% 1.25) + :Merthiolet ı110000 kuııanılmıştır.

Ayrıca, ortama, Protamine sulfat O. ı mg. Ice. katılmıştır (5).

Eritilmiş diffusyon ortamı 7 cm. çapındaki petri kutularına,
7-8 mm. kalınlık yapacak tarzda döküldü. Katılaştıktan sonra, biri
ortada ve diğer 5 tanesi de yanlarda olmak üzere 7 mm. çapında
ve orta delikten uzaklıkları 5 mm. olan toplam 6 delik açıldı. Bunların
dipleri, bir damla erimiş diffusyon ortam agarı ilc kapatıldıktan sonra
sonra bir gece etüvde kurumaya bırakıldı.
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6- Diffusyon tekniği: Kapiııar pipet yardımı ile ortadaki çuku-
ra hiperimmun serum, yanlardakine ise homolog ve heterolog anti-
jenler kondu. Pet ri kutuları 3 saat etüvde tutulduktan sonra, tekrar,
serum ve antijenlere ilaveler yapıldı. Bundan sonra, 5 gün süre için
ru tu betIi etüvc yerleştirildiIer (12).

Petri kutuları hergün sabah ve ak~am presipitasyon çizgisi yö-
nünden kontrol edildiIer. Kontrol serum ayrı bir petri kutusunda
antijenIerle reaksiyona iştirak ettiriIdi ve ayni işlemler uyguIandı.

İmmun serumların titrelerinin tayininde, serumlar iki katlı
suIandırıIarak (ıı i, ı 12,ı 14,ı /8, ı/16) yanlardaki deliklere ve homo-
log antijenler de ortadaki deliğe konuIdular.

7- Üreme-inhibisyon testi: Bu uyguIama, VF-buyyonuııda
yapılmıştır (17). İmmun serumlar VF -buyyonu içinde 1/20 oranında
sulandırıldı ve tüplere 2 cc. miktarında dağıtıldı. M. capri suşlarının
24 saat lik buyyon kültürlerinden ayrı ayrı, 0,05 cc. miktarında alı-
narak immun serumlu tüplere ekiIdi. Kontrololarak ta iki adet nor-
mal serum ihtiva eden VF-buyyonu kullanıldı. Ekimden sonra, bütün
tüpler iyice karıştırıldılar ve 3rC. lik etüve 5 gün süre ilc konuldular.
Tüplerdeki üremeler, kontrol tüple karşılaştırarak, gözle değerlen-
diriIdi. Bu sürenin sonunda, ayrıca, her tüpten 0.05 cc. alınarak VF-
agarına ekimler uygulandı ve üreme durumu 5 gün sonra diseksiyon
mikroskobu altında sayılarak değerlendirildi. Kontrol agardaki kolon i
sayısından % 50 noksan kolon i ihtiva eden petri kutularında. üreme-
inhibisyon pozitif (+), kontrole yakın koIoni sayısı ise negatif (-)
kabul edildi. Kontrolden daha az sayıda, küçük, düzensiz, granüllü
ve ayrımı güç koloni ihtiva eden petri kutuları da üreme-inhibisyon
şüpheIi (:I::) olarak değerlendiler (2).

Bu çalışmada kullanılan diffusyon ortamı, delik çapları, uzak-
Iıkları, agar konsentrasyonIarı ve inkubasyon ısısı bir ön çalışma
nın sonuçIarından yararlanılarak elde edilmiştir. Bu ön denemede,
çeşitli agar türleri (Difco speciaI agar-Noblc, Difco purified agar)
ve konsentrasyonIarı (% 1; % 1.25; % 1.5; % 1.75; % 2.0), çukur-
ların çapIarı (3-5-7 mm.) yanlardaki çukurların ortadakine uzaklık-
ları (3-5-7-10 mm.) ve çeşitli ısı dereceleri (+ 4°C. ; + 22°C. ; +
3rC.) ayrıntılı olarak kontroı ediIdi. Ayrıca, ortamın pH. sı (7.0-7.
2-7.4) ve Veronal buffer ile fizyolojik su da incelenmiştir.

Sonuçlar

1- Agar-je! diffusyon sonuçları: Denememizde 9 immun
tavşan serumu homolog ve heterolog antijenler iIe katı ortamda çift
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diffusyona tabi tutuldu. Ortadaki serum çukurları ile yanlardaki an-
tijen çukurlan arasındaki bölgede, 24 saatten önce başlayan ve anti-
kor çukurlarına daha yakın tek ve az belirgin presipitasyon çizgileri
görüldü. Bu çizgiler zamanla daha belirginleşti ve uelanndan birbirle-
rine birleştiler. İkinci günden sonra da yanlardaki çukurlara daha
yakın ve eğri çizgiler oluşmaya başladı. Bunlar 5 inci günde daha iyi
görülür hale geldiler. Fakat bunlar kavisli olduklarından birbirleriyle
birleşmediler.

Kontrol serumla, antijenler arasında 5 günlük bir inkubasyon
süresinin sonunda herhangi bir persipitasyon çizgisi teşekkül etme-
di.

Bütün hiperimmun serumlar, homolog ve heterolog antijenlerle
çift presipitasyon çizgisi oluşturdular. Suşlar arasında herhangi
bir ayrıcalık saptanamadı. Alınan sonuçlar a~ağıdaki çizelge 1 de
gösterilmiştir:

Hiperimmun ! Antijenler
--- ------

serum!ar 7 i 7-1 i 235 32K 41 62K i 65 ı 80A i 142-- -- ----1-- -i---ı-- - --ı-7 2* 2 2 2 j 2 2 2 2 2
7-1 i 2 i 2 2 2 2 2 2 i 2 2
235 2 2 i 2 2 2 2 2 2 2
32K 2 2 i 2 2 ı 2 2 2 2 2
41 j 2 2 2 2 2 2 2 2 2
62K 2 2 2 2 2 2 2 2 2
65 2 2 2 2 i 2 ı 2 2 2 2
80A i 2 2 2 2 2 2 2 2 2
142 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2
--- 1-1--- --- --- --- -- -- --
Kontrol - i - - i - - 1-- - -serum
(*): Rakamlar presipitasyon çizgi sayısını göstermektedir.

Hiperimmun serumların kendi homolog antijenleri ile yapılan
titreleri sonunda, serumlar, 1/8 oranına kadar çalışmış ve 1/16
da ise herhangi bir presipitasyon çizgisi izlenememiştir. Serumların
III ve 1/2 oranındaki dilisyonlarında çift çizgi buna karşılık 1/4
ve 1/8 sulandırmalarında ise tck çizgi oluşmuştur. Sadece, 142 No'lu
semmun 1/16 dilisyonunda çok az belirgin bir çizgi meydana gelmiş-
tir.

Denemede, ortama katılan Protamine sulfat'ın etkisi zayıf bu-
lunmuştur. Presipitasyon çizgisinin belirgin ve erken görülmesi üze-
rine en fazla inkubasyon ısısı, delik çapı ve yanlardaki deliklerin orta-
dakine uzaklığı ve agar konsentrasyonlan etkilemektedir. Ortamın
berrak olması sonucu değerlendirmek bakımından önemlidir. Kul-
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lanılan iki agar türü ve Veronal buffer ile fizyolojik su ayni etkinlikte
bulunduklarından bunlardan biri tercih edilmiştir (ön çalışmalara
göre).

2- Ürenıe-inhibisyon sonuçlan: Bu testte, immun serumlar
homolog ve heterolog suşların üremderine mani olmuş veya üreme-
lerini inhibe etmiştir. Kontrol serumlu buyyonlarda bol üreme gö-
müştür. Sonuçlar gözle değerlendirilmiştir. Ayrıca her tüpten alı-
nan 0.05 cc. miktarı VF -agarına ekiIdi ve inku basyon süresi sonun-
da immun serum ihtiva eden buyyonlardan yapılan ekimler, üreme-
inhibisyon pozitif olarak bulunmuştur.

Üreme-inhibisyon testinin sonuçlarına göre, M. capri suşları ara-
sında bir ayrım tesbit edilememiştir. Sonuçlar aşağıdaki çizelge 2 de
gösterilmiştir:

Hiperimmun i S li Ş lar
----

serumlar 7 7-1 23S 32K ı 41 62K i 65 i 80A 142
-- -- -- -- -- ---- -I-j- --

7 - - - - - - 1--
7-1 - - - - - - - - -
235 - - - - - - - - -
32K - - - i - - i - - - -
41 - - - - i - i - - - -
62K i - - -

1

- i -

L

- - - -
65 i - - - - - -

i
- - -

80A - - - - - - - - -
142 - - - - - i - - - -
----- --- --1-- .--~~-i--!--1-+ -1-':-,-+- --
Kontrol iserum + + +
(-): Üreme - inhibisyon pozitif, (+): Üreme-inhibisyon negatif

Tartışnıa

Pleuropneumonia-Like Organizmaları (PPLO) ayrımda kül-
türel ve biyokimyasal testler genellikle yetersiz kalmaktadır. Çeşitli
orijinli mikoplasmalar, karşılıklı olarak, bu yönleriyle benzerlikler
göstermektedirler. Bu nedenle, kültürel ve biyokimyasal testelere da-
yanılarak yapılacak klasifikasyon güven verici olmaktan uzaktır
(9, 15).

Orijinleri ayn mikoplasmaları, birbirinden ayırmada, hali-
hazırda, serolojik yöntemlerden yararlanılmaktadır. Ancak, bunlar
da patojenik olanlarla olmayanları aynmda iyi sonuçlar vermesine
karşılık (9), patojen olanlar arasında ayrım bakımından bazı sakın-
calar saptanmış bulunmaktadır. Nitekim, sığır orijinli bir suş (M.
mycoides) serolojik olarak, keçi orijinli olanla (M. capri) ortak anti-
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jenik komponentlere sahip olduğu araştırıcılar tarafından açıklan-
mıştır (9, ll). Fakat, buna karşılık ayrı fikirde olanlar da bulunmak-
tadır (10).

Yurdumuzda Keçilerin Salgın Ciğerağrısı olaylarından izole
edilen M. caprı su~ları arasında uygulanan aglutinasyon (1,3,6),
komplement-fikzasyon (3) ve disk metodu ile yapılan üreme-inhi-
bisyon reaksiyonları (6) ile herhangi bir antijenik ayrılık saptana-
mamıştır.

Yaptığımız çalışmada, gerek agar-jel diffusyon ve gerekse sıvı
ortamda uygulanan üreme-inhibisyon testlerinde, kullanılan 9 M.
capri suşları arasında, antijenik yönden, herhangi bir ayrılık tesbit
edilememiştir. Bu nedenle, elde edilen. sonuçlar, araştırıcıların diğer
serolojik tekniklerle bulduklarıyle bir benzerlik göstermektedir.

Denemeye İştirak ettirilen Protamin sulfat'ın diffusyon üzerine
olumlu etkisi, enteroviruslarla yapılan çalışmadaki kadar buluna-
mamıştır (5).

Presipitasyon çizgisinin erken ve belirgin oluşmasına, inkubas-
yon ısısının, çukur çapının, yandaki çukurların ortaya uzaklığının
ve agar konsentrasyonun rolü büyük olmuştur. Ortamın berrak
olması reaksiyonu okuma bakımından önemlidir. Ortamın pH. sının
etkisi. pek saptanamaml~tlr.
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