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Summary: In this study, 9 M. capri strains isolated from several parts of Turkey
were used. Accoding to the results of the experiment, it was understood that there were no
antigenic differences between isolates. All hyperimmun sera were reacted with homolog
and heterolog antigens both in the growth-inhibition and agar-gel diffusion tests.

Ozet: Bu calismada, yurdumuzun gesitli yérelerinden izole cdilmis 9 M. capri susu
kullamld:. Arastirrmamin sonuglarina goére, suslar arasinda antijenik bir aynhk saptanamadt.
Bitiin hiperimmun serumlar, homolog ve hcterolog antijenler ile, hem ireme-inhibis-
yon ve hem de agar-jel diffusyon testlerinde reaksiyon verdiler.

Giris

Pleuropneumonia-Like Organizmalar (PPLO), ¢ok degisik ka-
rakterleri nedeniyle, birbirlerinden aynmlan giigliikkler gostermek-
tedir. Her ne kadar morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerinde baz farklar gériilmiigse de, bunlardan yararlanarak
bir klasifikasyon miimkiin olamamaktadir. Ayrica, bu belirtilen
6zellikler dc her zaman sabit degildir. Kullanilan besi yerlerinin
kalitesi, bilesimi ve lirctme kosullari, bu mikroorganizmalarin morfo-
lojik ve kiiltiirel karakterlcrinde bazi degismeler yapabilmektedir

(9,15,16,17).
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Ayr orijinden izole edilen mikoplasmalarin (PPLO) antijenik
ozelliklerini saptamak amact ile bir ¢ok serolojik testler uygulan-
mistir. Aglutinasyon teknigi ile suslar arasindaki antijenik iligki-
ler arastiricilar tarafindan  incelenmistir (1,3,6,7,9,13,15,16). Bu-
nun diginda, giivenilir bir test olan komplement-fikzasyon reaksiyonu
(3,7,10,13,14) ve tireme-inhibisyon testleri de (1,4,6,7,8,13,17) ay
ni amacla kullamlmisir. Bu  bildirilen serolojik testler yamsira,
PPLO’lar arasinda antijenik iliskiyi aciklamada, son yillarda, ya
tck vada diger testlerle birlikte agar-jel diffusyon tckniginiden de
yararlar saglanmaktadir (1,9,11,13,14).

Yurdumuzda, kecilerin Salgin Cigeragrisi enfeksiyonlarindan 1z0-
le cdilmis suslarin, antijenik ozelliklerini ve iligkilerini incelemek
amact ile bazi scrolojik testler uygulanmistir. Bunlarin baginda aglu-
tinasyon (3,6) ve komplement-fikzasyon (3) reaksiyonlar1 gelmekte-
dir. Avrica, disk metodu ile uygulanan iireme-inhibisyon testi de (6)
yukardakilerine bir katkida bulunmaktadir. Ancak yapilan bu se-
relojik metodlarla yurdumuzda izole edilen M. capri suslan arasinda
antijenik yénden bir ayrim bulunamamistir. Suglar kros-reaksiyon-
larda pozitif olarak gahgmislardir.

Bu arastirma, yurdumuzun gesitli yorelerinden izole cdilen M.
capri suglar1 arasinda, agar-jel diffusyon ve sivi ortamda uygulanan
iireme-inhibisyon testleri ile, bir yakmligin veya aynhgin varhgini
saptamak amaciyle, ele alinmistir.

Materyal-Metod

1- Suslar: Bu caliyjmada kullamlan 9 M. capri sugu (7,7-1, 23S,
32K, 41,62K, 65, 80A, 142) yurdumuzun degisik yerlerinde seyreden
Bulagic1 Kegi Ciger Agrisi olaylanindan izole edilmistir.

Suglarin morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri ince-
lencrek, VF-agarinda iireyen tipik kolonilerden clde edilen kiltarler
¢aligmada kullanlmigtr.

2- Besiyerleri: Suglarin iiretilmesinde, antijenlerin hazirlanma-
sinda ve iireme-inhibisyon testlerinde Viande-Foic (VF) boyyonu
kullanilmigtur (2). VF- buyyonu ve agarina 9%, 20 steril at serumu
4- 1000 U.1./ cc. penicilline - 1/8000 Thallium acetate katilmagtir.
Ayrica % 10 defibrine koyun kanlh VF-agarindan da yararlaml-

mistir.




Mustafa Arda - Muzaffer Bege

3- Antijenlerin hazirlanmasi:

a- Immunizasyon antijeni: M. capri suslarinin herbiri ayn ayn
3 cr litre VF-buyyonuna ekilerek, 37° C.lik rutubetli etiivde cal-
kalama cihazi tizerine yerlestirildi ve alet dakikada 20 devirc ayar
land1. Kiltirlerin 36-40 saatlik inkubasyonundan sonra, herbirinden
kontaminasyon kontrolu yapild: ve uygun olanlar, Sharples santrafiijii
vardimi ile toplandilar. Mikrop suspansiyonlarn steril fizyolojik su
ile 3 defa yikandiktan sonra, yogunluklari, bufferli fiz. su ile Mc.
Farland No. | nefclometresinin S0 katina ayarland:, Antijenler, 10
cc. miktarlarinda tiiplere taksim edilerek -20° C. dec muhafaza edil-
diler.

b- Diffusyon antijeni: Ayni kosullarda iretilen, toplanan ve yi-
kanan M. capri antijenlert izerine son santrafiijden sonra 10 cc.
steril tridistile su kondu ve iyice kanstinllarak -20°C. de tutuldular.
Antijenlerin herbiri 10 defa dondurulup-¢oziildiikten sonra bir defa
da, Omni mikser (Serval) cihazinda sogukta parcalandilar. Anti-
jenler kullanilacagr zaman, 800 devirle 2 dakika santrafiije edil-
diler ve ist taraf kapillar pipctle alinarak denemcye istirak et-
tirtldiler.

4- Hiperimmun serum hazirlanmasi: Immunizasyon anti-
jenleéri, ayr ayr, orta boyda ve sthhatli ikiser tavsana, intra venosz
yolla, haftada iki defa olmak ve 8 hafta devam etmek iizere, 1 cc.
miktarinda siringa edildi.

Ayrica iki adet tavsana da, kontrol amaci ile, ayni siire ve miktar-
da, sadece VF-buyyonu verildi.

Son giringadan bir hafta sonra, tavsanlarin kalbinden kan al-
narak serumlar ¢ikarildr ve sterilite kontrolleri yapilarak, kullam-
lincaya kadar -20°C. de¢ muhafaza edildiler.

5- Diffusyon ortami: Bu denemede diffusyon ortami olarak,
gift distile su ile hazirlanmig Veronal buffer (pH. 7.2) 4 Difco piiri-
fiye agar (9, 1.25) + Merthiolet 1/10000 kullanilmistir.

Ayrica, ortama, Protamine sulfat 0.1 mg. /cc. katlmisur (5).

Eritilmis diffusyon ortami 7 c¢m. capindaki petri kutularina,
7-8 mm. kalinhk yapacak tarzda dokiildi. Kaulastiktan sonra, biri
ortada ve diger 5 tanesi de yanlarda olmak iizere 7 mm. ¢apinda
ve orta delikten uzakhklart 5 mm. olan toplam 6 delik agildi. Bunlarin
dipleri, bir damla erimis diffusyon ortam agan ile kapatildiktan sonra
sonra bir gece etiivde kurumaya birakildi.
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6- Diffusyon teknigi: Kapillar pipet yardimr ile ortadaki ¢uku-
ra hiperimmun serum, yanlardakine isc homolog ve heterolog anti-

jenler kondu. Petri kutulart 3 saat ctiivde tutulduktan sonra, tckrar,

serum ve antijenlere ilaveler yapildi. Bundan sonra, 5 giin siire igin
rutubetli etiive yerlestirildiler (12).

Petri kutulan hergiin sabah ve aksam presipitasyon cizgisi yo-
niinden kontrol cdildiler. Kontrol serum ayr1 bir petri kutusunda
antijenlerle reaksiyona istirak ettirildi ve ayni islemler uygulandi.

Immun serumlarin titrelerinin tayininde, scrumlar iki kath
sulandinlarak (1/1,1/2,1/4,1/8,1/16) yanlardaki deliklerc ve homo-
log antijenler de ortadaki delige konuldular.

7- Ureme-inhibisyon testi: Bu uygulama, VF-buyyonunda
yapumistir (17). Immun serumlar VF-buyyonu icinde 1/20 oraninda
sulandirildi ve tiiplere 2 cc. miktarinda dagitildi. M. capri suslarinin
24 saat lik buyyon kiltiirlerinden ayn ayr, 0,05 cc. miktarinda ah-
narak immun serumlu tiiplere ekildi. Kontrol olarak ta iki adet nor-
mal serum ihtiva eden VF-buyyonu kullanildi. Ekimden sonra, biitiin
tipler iyice kanstirildilar ve 37°C. lik etiive S giin siire ile konuldular.
Tuaplerdeki uremeler, kontrol tiiple karsilagtirarak, goézle degerlen-
dirildi. Bu siirenin sonunda, ayrica, her tipten 0.05 cc. alinarak VF-
agarina ekimler uyguland: ve tireme durumu 5 giin sonra diseksiyon
mikroskobu altinda sayilarak degerlendirildi. Kontrol agardaki koloni
sayisitndan % 50 noksan koloni ihtiva eden petri kutularinda. tircme-
inhibisyon pozitif (+), kontrole yakin koloni sayis1 ise negatif (-)
kabul edildi. Kontrolden daha az sayida, kiigiik, diizensiz, granilli
ve ayrimi gii¢ koloni ihtiva eden petri kutular: da {ireme-inhibisyon
sipheli (+) olarak degerlendiler (2).

Bu c¢ahymada kullamlan diffusyon ortami, dclik ¢aplari, uzak-
hiklari, agar konsentrasyonlart ve inkubasyon isist bir 6n caliyma
nin sonuglarindan yararlanlarak elde edilmistir. Bu 6n denemede,
gesitli agar tirleri (Difco special agar-Noble, Difco purified agar)
ve konsentrasyonlar1 (9% 1; % 1.25; % 1.5; % 1.75; % 2.0), cukur-
larin ¢aplarn (3-5-7 mm.) yanlardaki ¢ukurlarin ortadakine uzaklik-
lar1 (3-5-7-10 mm.) ve cesitli 151 derecelert (+ 4°C. ; + 22°C. ; +
37°C.) aynnul olarak kontrol edildi. Ayrica, ortamun pH. &1 (7.0-7.
2-7.4) ve Veronal buffer ile fizyolojik su da incelenmistir.

Sonuglar

1- Agar-jel diffusyon sonuglari: Dcnememizde 9 immun
tavsan serumu homolog ve heterolog antijenler ile kat1 ortamda gift



30 Mustafa Arda - Muzaffer Bege

diffusyona tabi tutuldu. Ortadaki scrum cukurlar: ile yanlardaki an-
tijen cukurlar arasindaki bélgede, 24 saatten 6nce baglayan ve anti-
kor cukurlarina daha yakin tek vc az belirgin presipitasyon gizgileri
goriildii. Bu gizgiler zamanla daha belirginlesti ve uclarindan birbirle-
rine birlegtiler. Ikinci giinden sonra da yanlardaki gukurlara daha
yakin ve egri cizgiler olusmaya bagsladi. Bunlar 5 inci giinde daha iyi
goriiliir hale geldiler. Fakat bunlar kavisli olduklarindan birbirleriyle
birlesmediler.

Kontrol scrumla, antijenler arasinda 5 giinlik bir inkubasyon
stiresinin sonunda herhangi bir persipitasyon ¢izgisi tesekkiil etme-
di.

Biitiin hipcrimmun scrumlar, homolog ve heterolog antijenlerle
cift presipitasyon ¢izgisi olusturdular. Suslar arasinda herhangi
bir ayricalik saptanamadi. Alinan sonuglar asagidaki cizelge 1 de
gosterilmigtir:
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(*): Rakamlar presipitasyon ¢izgi sayisim gostermektedir.

Hiperimmun serumlarin kendi homolog antijenleri ile yapilan
titreleri sonunda, serumlar, 1/8 oranina kadar ¢aliymig ve 1/16
da ise herhangi bir presipitasyon ¢izgisi izlenememistir. Serumlarin
1/1 ve 1/2 oranindaki dilisyonlarinda cift ¢izgi buna kargihk 1/4
ve 1/8 sulandirmalarinda ise tek ¢izgi olusmustur. Sadece, 142 No’lu
serumun 1/16 dilisyonunda ¢ok az belirgin bir ¢izgi meydana gelmis-
tir.

Denemede, ortama katilan Protamine sulfat’in etkisi zayif bu-
lunmustur. Presipitasyon ¢izgisinin belirgin ve erken goriilmesi iize-
rinc en fazla inkubasyon 1s1s1, delik ¢ap1 ve yanlardaki deliklerin orta-
dakine uzakh@ vc agar konsentrasyonlar etkilemektedir. Ortamin
berrak olmast sonucu degerlendirmek bakimindan onemlidir. Kul-

—~
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lamilan iki agar tiri ve Veronal buffer ile fizyolojik su ayni etkinlikte
bulunduklarindan bunlardan biri tercih edilmistir (6én ¢aligmalara
gore).

2- Ureme-inhibisyon sonuglari: Bu testte, immun serumlar
homolog ve heterolog suslarin iiremelerine mani olmus veya iireme-
lerini inhibe etmistir. Kontrol serumlu buyyonlarda bol iireme go-
mistiir. Sonuglar gézle degerlendirilmistir. Ayrica her tiipten ali-
nan 0.05 cc. miktarn1 VF-agarina ckildi ve inkubasyon siiresi sonun-
da immun serum ihtiva eden buyyonlardan yapilan ekimler, iireme-
inhibisyon pozitif olarak bulunmustur.

Ureme-inhibisyon testinin sonuglarina gére, M. capri suglar1 ara-
sinda bir ayrim tesbit edilememistir. Sonu¢lar asagidaki cizelge 2 de
gosterilmigtir:
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(=): Ureme - inhibisyon pozitif, (+): Uremec-inhibisyon negatif

Tartigsma

Pleuropneumonia-Like Organizmalar1 (PPLO) ayrnimda kiil-
tiirel ve biyokimyasal testler genellikle yetersiz kalmaktadir. Cesitli
orijinli mikoplasmalar, karsithkli olarak, bu yonleriyle benzerlikler
gostermektedirler. Bu nedenle, kiiltiirel ve biyokimyasal testelere da-
yamlarak yapilacak klasifikasyon giiven verici olmaktan uzaktir

9, 15).

Orijinleri ayr1 mikoplasmalari, birbirinden ayirmada, hali-
hazirda, serolojik yontemlerden yararlanilmaktadir. Ancak, bunlar
da patojenik olanlarla olmayanlan ayrimda iyi sonuglar vermesine
kargihik (9), patojen olanlar arasinda aynnm bakimindan baz sakin-
calar saptanmig bulunmaktadir. Nitekim, sigir orijinli bir sus (M.
mycoides) serolojik olarak, kegi orijinli olanla (M. capri) ortak anti-
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jenik komponentlere sahip oldugu aragtiricilar tarafindan agiklan-
mugtir (9,11). Fakat, buna karsihk ayn fikirde olanlar da bulunmak-
tadir (10).

Yurdumuzda Kegilerin Salgin Cigeragrisi olaylarindan izole
edilen M. capri suslan arasinda uygulanan aglutinasyon (1,3,6),
komplement-fikzasyon (3) ve disk metodu ilc yapilan iireme-inhi-
bisyon reaksiyonlan (6) ile herhangi bir antijenik ayrilik saptana-
mamigtir.

Yapugimiz caliymada, gerek agar-jel diffusyon ve gerckse sivi
ortamda uygulanan iireme-inhibisyon testlerinde, kullanilan 9 M.
capri suslar1 arasinda, antijenik yonden, herhangi bir aynlik tesbit
edilememistir. Bu nedenle, elde edilen sonuglar, arastiricilarin diger
serolojik tekniklerle bulduklanyle bir benzerlik  gostermektedir,

Denemeye istirak ettirilen Protamin sulfatin diffusyon iizerine
olumlu etkisi, enteroviruslarla yapilan cahymadaki kadar buluna-
mamigtir (5).

Presipitasyon c¢izgisinin erken ve belirgin olugmasina, inkubas-
yon 1sistnmin, qukur ¢apimin, yandaki gukurlarin ortaya uzakhginin
ve agar konsentrasyonun rolii biiyiik olmugstur. Ortamin berrak
olmasi rcaksiyonu okuma bakimindan énemlidir. Ortamin pH.sinin
etkisi pek saptanamamustir.
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