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Viruslarn idantifikasyonu icin bunlara kargi hazirlanan bagi-
sik serumlaria nétralizasyon tecriibeleri yapilmaktadir ve bu cesit
caligmalar virus arastirmalarinda cok ehemmiyetlidir. Bakteriyofaj
ve faj isimleri de verilen bakteri viruslarinin ve konak bakterilerinin
kolay iiretilebilmeleri ve lizerlerinde kantitatif olarak calisilabilmesi
dolayisiyle bun.aria yapilan noétralizasyon tecriibeleri yiiksek dere-
cede kesinlik gostermektedir ve bu tecriibelerde edinilen bilgiler di-
ger virus caligmalarina tatbik edilmektedir,

Bir virus kendine uygun nétralize edici antikorla birlestigi za-
man notralize olmakta ve infeksiyoz hassasim kaybetmektedir. Bak-
teri viruslar bu sekil'de notralize oldugu takdirde artik bakteri hiic-
resine adsorbe olamamakta ve bakteriyi infekte edememektedir (1).
Buna mukabil konak bakteriye adsorbe olan bakteriyofaj iizerine
antikorlarin tesiri olmamaktadir (2). Bu suretle, bir ortamda bak
teriye adsorbe olan fajlardan baska serbest fajlar da bulunuyorsa,
serbest fajlar antikorlar vasitas: ile notralize edilebilmekte ve re-
aksiyon sahasindan uzaklastiriimaktadirlar. Geriye yalniz bakteri-
ve adsorbe olan fajlar kalmakta ve bu infekte bakteriler muhtelif
tecriibelere tabi tutularak bakteriyofajlarin hususiyetleri anlasil-
maktadir. Diger taraftan bagisik serumliarda mevecut antikorlar an-
tijenik yakinhigi olan bakteriyofajlar1 serolojik olarak gruplara
ayirmagl miimkiin kilmaktadir (3).

Yukarida bildirilen hususlar1 arastirmak lizere bakteri virusla-
rina kars: bagisik serum hazirlamak ve bu serumu muayyen nispet-
lerde sulandirarak tecriibelerde kullanmak icap etmektedir. Seru-
mun sulandirilma nispeti serumun K degeri ile alakahdir. X degeri
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bilinirse yapilacak tecriibede kullamilacak serumun sulandimima
nispeti kolayca bulunabilmektedir. Bunun icin de elde edilen serum-
larin K degerini hesaplamak lazimdir.

Bu yazimizda muhtelif bakteriyofajlari nygun zaman arahkla-
rinda tavsanlara siringa ederek bu tavsanlarin kanlarinda notralize
edici antikorlarin ve serumlarin K degerlerinin yiikseligini goster-
mek iizere yaptigimiz calismay: bildirmek istemekteyiz,

MATERYEL VE METOD

Bu tecriibelerde aym bir konak bakteriye tesirli olan, fakat se-
rolojik olarak birbirinden farkh T, T., T, T, T, T. ve T. bakteri-
yofajlar1 (4) ile T, bakteriyofajina antijenik yakinhg: nazan itiba-
re alinarak D., bakteriyofaji kullamlmistir. Konak bakteri olarak
T sistemi fajlarina Escherichia coli B susu ve D., fajina F, susu
allmmistir. Faj kiiltiirleri buyyonda hazirlanmigdir. Bagisik serum-
lar tavganlardan elde edilmis ve siringalar icin em” de 2 < 10" faj
partikiilii ihtiva eden kiiltiirler kullamlmistir. Her bakteriyofaj icin
iki tavsana 6 hafta miiddetle bagisiklik verilmistir, Siringalar deri
altindan ve haftada iki defa yapilmis ve her defasinda 1 e¢m’ bak-
teriyofaj kiiltiirii siringa edilmistir. Siringalara baslamadan evvel
ve yapilan her iki giringadan 3 giin sonra tavsanlarin kulak venin-
den 8 em” kadar kan alinms ve bu kanlarin serumlarinin K degeri
tayin edilmistir. Serumlar 58°C de 1 saat 1sitildiktan sonra kulla-
nilmiglardir. Tecriibelerde aktif kalan faj sayisi jeloz tabaka meto-
du (5) kullanilarak tayin edilmistir.

Serumun K degerini tayin etmek icin K = 23 ¥ D t ¥ log
Po ' P formiiliinden faydalanilmistir, Bu formiilde Po kullanilan
faj siispansiyonundaki partikiillerin tecriibenin baglangicindaki sa-
yisini, P ise t zaman sonra bulunan faj sayisini, t dakika olarak
zamani, D serumun faj serum karisimindaki son sulanma nispetini
gostermektedir.

TECRUBELER

Bir serumun K degerini tayin etmek i¢in serum muayyen nis-
petlerde sulandiriimis ve bu sulandirilmis serumlarin her biri ile
bakteriyofaj muamele edilerek ndétralizasyon tecriibeleri yapilmistir.

Serum yiiksek derecede bagisik oldugu diisiiniildiigiinde 1/800-
1/6400 gibi fazla nispetlerde, bagisikhik degerinin az oldugu tahmin
edildiginde ise 1/25 1/400 gibi az nispetlerde sulandirilmistir. Me-
sela T, fajinin 8 nci defa simngasindan sonra tavsandan alinan ka-
mn serumunun K degerini tayin etmek icin serum, bagisikhk kiy-
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metinin yiikselmis oldugu disiiniiidiigiinden, 1/400, 1/800, 1/1200,
1/1600 nispetlerinde sulandirilmis ve bu serumun K degeri su gekil-
de tayin edilmistir:

Titresi onceden tayin edilmig T, faj kiltiiri cm de 5 »x 10°
partikiil ihtiva edecek sekilde sulandiriimig ve tecriibede bu titrede
kullanilmistir. Tecriibeye baslanacag) zaman ecm- de 5 x 10" parti-
kiil ibtiva eden bu faj suspansiyonundan 0,5 ecms ahnarak 0,0 cm3
buyyon ile karistirumis ve 37° C lik benmariye konulmustur. Bu
tiipden tecriibenin baslangicinda ve sonunda 0,1 em3 ahmip 10 em3
buyyon ihtiva eden 6 tiipde 10 ar misli sulandirildiktan sonra her
tipden 0,2 cm? ve 0,4 em3 niimuneler alimip konak bakteri i'e bera-
ber jeloz tabaka metodu ile Petri kutularma yayilmis ve Petri ku-
tularinda ertesi giinii husule gelen bakteriyofaj kolonileri sayilarak
kullanilan fajin miktar tecriibenin bas:angicinda ve sonunda he-
saplanmigtiv. Bu suretle faj kiiltiiriiniin titresi iki defa denenmis ve
tecriibe esnasinda faj titresinde bir azalma husule gelmedigi anla-
silmistar.

Diger taraftan yukarida bildiriien muhtelif nispetierde buyyon-
da sulandirilmig olan serumlarin her birinden 0,5 em? alinarak 37°C _
lik benmaride bulunan 4 tiipe sira ile konulmustur, Kronometre kul-
laniiarak bu tiiplere birer dakika fasila ile em3 de 5 X 10" partikiil
ihtiva eden faj kiiltiiriinden 0,5 cm3 ildve edilmistir, Birinci tiipe
faj ilave edildikten 20 dakika sonra bu tiipden 0,1 em3 numune alinip
10 em? buyyona konu'musg ve burada bu suretle 100 defa sulandi-
rilmigtir. Bu tiipden bagka bir pipetle 1 em3 sivi alinms  diger bir
tipde bulunan 9 cm? buyyona konuimus ve faj serum karigimi bu-
rada 10 defa daha sulandigindan, sulanma nispeti 1000 olmustur.
Birinci tiipden niimune alinmaga baslanmasindan itibaren bir daki-
ka gectikten sonra, yani ikinci tiipdeki seruma faj ilave edildikten
sonra 20 dakika gegince buradan da aym sekilde numune almarak
buyyonda sulandirilmastir, Vakitieri gelince diger tiiplerden alinan
numuneler de ayn: suretle sulandirilmislardir. Serum faj karisimin-
dan alinan numune buyyona ilave edildiginde serum burada 100 ve
1000 defa daha sulanmakta ve bu suretle artik fajla reaksiyon vere-
miyecek hale gelmektedir. Bunun i¢in karisim 10 ecm3 ve 9 em3 mik- .
tarindaki buyyonlarda sulandirildiktan sonra hatta uzun bir miid-
det beklenilmesinde bir mahzur yoktur. Biitiin tiiplerden alinan nu-
muneler sulandirildiktan sonra, bunlardan 0,2 cm3 ve 0,4 em3 mik-
tarlarinda numuneler alinmis ve jeloz tabaka metodu ile Petri kutn-
larma yayilmis'ardir. Petri kutusuna ne miktarda faj siispansiyonu
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konulacag: da su sekilde hesaplanristir: Faj kiiltiirii 5% 10° / em?
olarak hazirlanmis ve aymi miktar serumla karigtirihinca faj miktari
2,5 X 106 / em3 olmustur. Buradan 0,1 ¢m3 alimip 10 em?3 buyyon
bulunan tiipe ilave edildiginde 100 defa daha sulanmis ve faj sayisi
2,5 X 104 / em3 ve bu tiipden 1 cm3 alimip 9 em® buyyon bulunan
tiipe ilave edildiginde 10 defa daha sulandigindan faj sayis1 2,5 X
102 7/ em? olmustur. Bu serum faj karisiminda serumun tesiri oima-
saydi 9 em? buyyon bulunan tiipden sulandiriima’yapildiktan sonra
0,2 cm? alimip Petri kutusuna konuldugunda burada 5 X 10° koloni
husule gelecekti. Fakat serumun tesiri ile faj partikiilieri meseld
% 90 nisbetinde notralize olurlarsa Petri kutusunda aktif kalan
% 10 faj partikiilii 50 koloni husule getirebilecektir. Aym tiipden
0.4 em2 almip Petri kutusuna yayildiginda ise 100 koloni sayilabi-
lecektir. Daha az faj partikiilii bulunabilecegi ve serumun daha te-
sir'i olabilecegi de diisiiniileceginden 10 ¢m3 buyyonda 100 defa su-
landirtlmis faj serum karisimindan da 0,2 em3 ve 0,4 ¢m3 miktarla-
rinda numuneler aiinip Petri kutularina yayilmigtir, Bu suretle her
‘seruma faj karigimi icin 4 Petri kutusu kullamilmistir, Petri kutulan
37°Clik etiivde bir gece birakildiktan sonra ertesi giinii koloniler
sayiliaistir, Tecriibenin baslangicinda ve sonunda serumda faj tit-
resini tayin etmek iizere kullamilan Petri kutularindaki koloniler
sayilarak yapilan hesapta faj titresi icin 2,4 X 106 sayisi bulunmus-
tur. Bu, faj kiiltiirii bir migli sulandigmdan icindeki fajin yar1 sayi-
sim gistermektedir. Bundan sonra hangi sulahdirma nispetinde se-
rumun % 90 99 nétralizasyon husule getirdigine bakilmistir. 20
dakika sonra faj serum karigimlarindan serumun 1/1200 nispetinde
sulandiriimis oldugu tiipde faj sayis1 1,9 X 105 dir. Yiizde ne kadar
fajin nétralize oldugunu anlamak icin kurulan denklemden:

1,9 X105 X 100 / 24 X 106 = 7,9 bulunmustur, Demek ki aktif ka-
lan faj sayist % 7,9 dur. Bu nispet % 90—99 nétralizasyon nispeti
dahi'inde bulundugundan formiile tatbik edilebilecektir.

K=23X2400/20X1og24X108/19X 105 K- 276 X 1,1
K — 3036

Bu suretle, kullanilan serumun K degerinin 303,6 oldugu anlagilmis-
tir.

Bu sekilde yapilan tecriibelerle tavsanlara 2, 4, 6, 8, 10 ve 12
defa bakteriyofaj siringa edildikten sonra tavsanlarin kan serum-
larmnin siringa edilen susa karsi K degeri tayin edilmistir. D... T,,

-
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K degerleri
Bakteriyofajlarin ken-
dilerine karsi hazir- ——
lanmig bhagigmik serum- S$iringa  sayilam
larla denenmesi. (. i
4 6 8 10 12
B 18 | 145 | 272 | 343 | 620
T, 105 288 460 525 610
T, 100 233 303 425 552
T 35 170 215 268 463
T, 35 | 175 | 304 | 348 | 3718 |
;A 10 18 33 105 285
T, 10
T. 5

Sekill: Bakteriyofaj sirmmgalari ile tavgan serumunda K degerinin
viitkselmesi.

T, T:;, T, ve T. fajlarinin siringalarina devam edildikce serumlarin-
notralizasyon kabiliyetieri fazialasmis ve K degerleri de gittikece
artmistir. K degerlerinin bu yiikselisleri sekil 1 de gosterilmistic.
D., faji gsiringa edilen tavsanmin serumunun K degeri 4 siringadan
sonra 18, 6 siringadan sonra 145, 8 siringadan sonra 272, 10 sirn-
gadan sonra 343 ve 12 giringadan sonra 620 bulunmustur. T, faj
icin K degerleri; 4 siringadan sonra 105, 6 siringadan sonra 288, 8
siringadan sonra 460, 10 siringadan sonra 525 ve 12 siringadan son-
ra 610 bulunmustur. T, faji icin K degerleri; 4 siringadan sonra 100,
6 sirmgadan sonra 233, 8 siringadan sonra 303, 10 siringadan sonra
425, 12 siringadan sonra 552 dir. T, faj icin K degerleri; 4 siringa-
dan sonra 35,6 siringadan sonra 170, 8 siringadan sonra 2135, 10 s1-
ringadan sonra 268, 12 siringadan sonra 463 diir, T. faji icin K de-
gerleri; 4 siringadan sonra 35, 6 siringadan sonra 175, 8 siringadan
sonra 304, 10 siringadan sonra 348 ve 12 siringadan sonra 378 dir.
T, faji icin K degerleri 4 siringadan sonra 10, 6 siringadan sonra
18, 8 siringadan sonra 33, 10 sirmmgadan sonra 105, 12 sirmgadan
sonra 285 dir.

3
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T, ve T, fajlari iyi antijen kabiliyeti gostermemigler ve bu faj-
larin kiiltiirleri siringa edilen tavsanlarin serumlarinda K degerleri
6 hafta sonra T, faji icin 10, T; faj i¢in 5 olmak iizere cok az bir
artig gosterebilmistir. Bu fajlara kars: adjuvant yardimi ile yiiksek
degerli bagisik serum elde etmege calisiimistir (6). Bunun icin de
0,86 em3 faj, 0,070 cm? Arlacel A ya damla damla ilave edilmis ve
pipetle giizelce dakikalarca karigtirilmigtir, Bundan sonra karigima
0,6 em? si1v1 parafin ilave edilmis ve yine iyice karistinnlmistir. Bu
karistirma neticesinde siit gibi bir emilsiyon elde edilmistir. Bu
emiilsiyon tavsanin her iki tarafinda skapiiler nahiyede deri altina
simnga edilmistir. Bu sekilde bagisiklik verilen tavsanlardan elde
edilen bagisik serumlarin K degeri 50—60 a kadar yiikselebilmistir.

Diger taraftan bagisik serumlar ve homolog olmayan fajlarla
da tecriibeler yapiimigtir. Bu tecriibelerle T.,, T, T. fajlari, T, T:
fajlar1 ve T,, D., fajlar1 karsilikli olarak digerinin serumu ile not-
ralize olmuslardir, Yani bu fajlar antijenik yakinhgy olan fajlardir.
Fakat homolog olmayan faj kullanildigi zaman serumun daha az
swandirilmas: icap etmektedir (7). Bu hususta yaptigimiz tecriibe-
lerden bir tanesinde su netice elde edilmistir. T, fajinin 12 defa s1-
ringasindan sonra elde edilmis olan serumun K degeri T. faji icin
285 dir. Bu serum T, faj ile denendiginde K degeri 83 ve T, faj
ile denendiginde K degeri 45 bulunmustur.

Bagisik serum ile bu bagisik serumun hazirlanmisg oldugu fajla
antijen yakinlig1 olmayan bir faj notralizasyon tecriibesine tabi tu-
tuldugunda K degeri sifir olarak bulunmaktadir.

MUNAKASA

Bakteriyofajlara kars: bagisik serum elde etmek icin hayvan-
lara siringa edilecek antijenin ant'kor husuliinii temin edebilecek
miktarda olmasi icap etmektedir. Bunun igin yiiksek titrede bakte-
riyofaj kiiltiirii kullamilmaktadir. Tecrithelerimizde 2 > 10" titrede
bakteriyofaj kiiltiirii kullanilmagtir. Ayni antijen ile ve ayni yoldan
bagisiklanan muhtelif hayvanlarin husule getirecekleri antikor tit-
releri degisik olabileceginden ve herhangi sebeple hayvanlar zayi
olabileceginden en az iki hayvana bagisiklik verilmektedir. Faj par-
tikiillerin'n buyyon veya sentetik sivida bulunmas: ile ayni derecede
ivi neticeler elde ediimektedir. Faj kiiltiirleri infeksiyozitelerini kay-
betmemeleri icin 1sitilmamakta ve iclerine formalin ilave edilme-
mektedir. Baz1 bakterilerle hayvanlarda infeksivonlar olabilecegin-



dén bakterileri ayirmak igin faj kiiitiirleri slizgeglerden siiziilmek-
tedir. Yiiksek titrede kiiltiirler kuliamildiginda deri alt:, ven ici ve
periton ici gibi muhtelif yollardan yapilan siringalar ile esit netice-
ler elde edilmektedir. Aicak titrede faj kiiltiiri veya zayif antijenik
kabiliyeti olan faj kiiltiirii kullamidiginda [se deri alt1 yolunun daha
iistlin oldugu soylenmektedir (1). Siringalar arasindaki miiddet hu-
susi bir ehemmiyet gostermemekte, ydlniz uygun zaman arahklarin-
da kafi miktarda antijen kullanmak icap etmektedir. Tecriibeleri-
mizde 6 hafta miiddetle haftada iki defa 1 c¢m® fajin deri altina s1-
ringa edilmesi ile iyi neticeler alinmstir,

Bakteriyofaj bagisik serum ile karistinildig) zaman nétralize
edilmektedir. Fakat bu reaksiyon anide olmamakta ve ylizde kanu-
nuna gore zamanla Ol¢iilebilen muayyen bir nisbet dahilinde olmak-
tadir (8). Bu nisbet faj konsantrasyonuna, antikorun tesir ve kon-
santrasyonuna, zamana ve hararete baghdir. Hararet sabit oldugu
takdirde reaksiyon K = 23 X D /t X log Po / P seklinde ifade
edilmektedir. Bu formiil reaksiyona giren fajlar % 90 - 99 nispe-
tinde nétralize oldugu zaman kullanilabilir,

K seruma ait bir degerdir. Serumun K degeri bir defa tayin
edildikten sonra, bakteriyofajin istenilen miktarinin nétralizasyonu
icin serumun ne kadar sulandirilarag: formiilden kolayhkla hesap-
lanabilmektedir. Zira formiilde Po/P nispetini istedigimiz sekilde
alabiliriz, t (se yine istedigimiz zamam goéstermektedir. K da seruma
ait bilinen bir deger oldugundan kiymetler yerine konunca D kolay-
likla bulunmaktadir,

Maamafih K nin degeri, serumun nétralizasyon kiymetinden
mutlak olarak ayri degildir, Serumun nétralizasyon nispeti yiiksel-
dikce, sulandirilma nispeti D ve serumun K degeri de artmaktadir.
Bununla beraber K kiymeti, muayyen hudutlar dahilinde olmak iize-
re serumun son derece kiymetli bir hususiyetidir,

NETICE

1— D., T, T, T, T, ve T. fajiarinin tavganlara 3—4 dela
slrlnga.sindan sonra bile tavsan kaninda noétralize edici anttkor-
lar yilikselmektedir.

2 - Tavsanlara sirmnga edildiginde en ‘yi antijen kabiliyetini
D., ve T, fajlari, bunlan takiben T, T, T, T. fajlar goster-
mistir.

3 T, ve T, fajlar: tavsanlarda notralize edici antikoriar hu- ‘
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sule getirmek icin iyi antijen degillerdir. Bu bakteriyofajlar
adjuvant ile beraber siringa edildiginde nispeten daha iyi neti-
celer alinmistir, _

Bakteriyofajlar tavsanlara siringa edilmekle tavgan kanm-
da siringa edilen bakteriyofaja ve buna akraba olan fajlara
kars: notralize edici antikorlar husule gelmis ve siringalara 6
hafta miiddetle devam edildiginde antikoriarin miktar: gittikce
yiikselmistir. Muayyen zamanlarda tavsanlarim kam alinip se-
rumunda K deferi tayn edildiginde, siringalara devam edildik-
ce serumun K degerinin de gittikce yiikselmekte oldugu goriil-
miistiir,

CONCLUSIONS

A la suite de trois ou quatre injections des phages D..
Te, Ts, T:, T, T. respectivement chez les lapins experimentaux,
des anticorps nentralisants se sont produits,

L’injection chez le lapin a surtout manifesté les propriétés
antigéniques des phages D., et T, et ensuite des phages T,, T,,
T. et T..

Les phages T, et T. ne motrent pas de propriétés antigé-
niques capables de produire des anticorps neutralisants chez le
lapin. Lors de l'injection de ces bactériophages accompagnée e
I'adjuvant, les résultats obtenus sont relativement meilleurs. ‘

En injectant les bactériophages aux lapins, des anticorps
neutralisants a I’égard de ces bactériophages inoculés et leurs
phages apparentés deviennent manifestes et si I'on continue les
injections pendant 6 semaines le titre des anticorps augmente
de plus en plus. On a également constaté qu’en cas d'évaluation
a des périodes determinées, de la valeur de K dans le sérum
sanguin des lapins, a mesure que 1'on continue les injections, la
valeur de K s’éléve progressivement.

CONCLUSIONS

Foliowing three or four D., T, T, T;, T.. and T. phage
injections respectively to the experimental rabbits, neutralising
antibodies were produced.

The injection to the rabbit has particularly man'fested the
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antigenic properties of the D.. et T, phages and next those of
Ty, T:, T, and Ta ph&ges

T, and T, phages de not show antigenic properties able to
produce neutralising antibodies in the rabbit. While injecting
these bacteriophages accompanied by the adjuvant, the results
were relatively better.

By injecting bacteriophages to rabbits neutralising anti-
bodies towards these inoculated bacteriophages and their rela-
ted ones become manifest and if injections are continued on for
six weeks, the antibody titre increases more and more. In case
of evaluation of K in the blood serum of rabbits, at given pe-
riods ,the more the injections are continued the more the value
of K increases,
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