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OZET

Bu calismada, serolojik identifikasyonda kullanilmak tizere Vibrio cholerae Ol ve O139 serogruplarina ait
aglutinan antiserumlarin elde edilmesi amaglanmistir. Ol serogrubuna ait Ogawa ve Inaba monovalan antise-
rumlarinin elde edilmesi icin polivalan antiserumlar, ¢apraz reaksiyon verdikleri Ogawa ve Inaba serotipleriy-
le karsilikli olarak absorbe edilmistir. Absorbsiyon islemi, ayni zamanda tiim V. cholerae serogruplarinda or-
tak antijen olarak bulunabilen R antijeni tagiyan bir R tip V. cholerae susu, Salmonella grup N, Shigella flexne-
ri ve Shigella boydii ile de yapilmistir. O139 serogrubuna ait antiserumlar ise ¢apraz reaksiyon verdikleri V.
cholerae O22 ve OI55 serogruplari ve R tip V. cholerae susu ile absorblanmistir. Antiserumlarin standart
olarak kullanilabilecegini kanitlamak amaci ile antiserum tretmekte kullanilan bakterilerin serotipe 6zgii olan
lipopolisakkarid (LPS)’leri ELISA kuyucuklarina kaplanarak elde edilen antiserumlarin dzgiinliigii gésterilmis-
tir. Tim antiserumlarin 450 nm’de kendi LPS’leri ile verdikleri absorbansin 0.2’nin lizerinde, kaplanan diger
LPS’ler ile verdikleri absorbanslarin ise 0.2’nin altinda oldugu saptanmistir (p= 0.0001). Boylece uretilen se-
rotip ve serogruba 6zgi antiserumlarin, V. cholerae'nin serolojik identifikasyonunda basarili bir sekilde kulla-
nilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vibrio cholerae, Ozgiil antiserum uretimi

SUMMARY
Production and Standardization for Practicle Use of Agglutinant
Antisera of Vibrio cholerae Serogroups O1 and 0139

In this study, agglutinant antisera of the serogroups of Vibrio cholerae Ol and V. cholerae O139 have
been obtained in order to use for serological diagnosis. Obtaining of Ogawa and Inaba monovalent antisera
of Ol serogroup have been bilaterally absorbed through Ogawa and Inaba serotypes and an R type V. cho-
lerae strain holding R antigen which may be a common antigen in all V. cholerae serogroups, and Salmonel-
la group N, Shigella flexneri and Shigella boydii. The antiserum belongs to O 139 serogroup, however, has be-
en absorbed through the bacteria belonging to O22 and O155 serogroups which they demonstrate cross re-
action and the R type V. cholerae strain. To substantiate standart usability of antisera, the bacteria have be-
en used for producing of antisera which contains lipopolysaccharides peculiar to serotypes so that lipopoly-
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saccharides have been coated to the wells of ELISA plates and distinction of obtained antisera have been pro-
ved accordingly. It has been determined that the absorbtion level of all antisera through their lipopolysacc-
harides at 450 nm, were over the absorbance value of 0.2, on the other hand, their absorbtion level thro-
ugh other lipopolysaccharides were below 0.2 (p= 0.0001). Thus, it has been proven that the produced an-
tisera peculiar with serotypes and serogroup could be used successfully for serological identification of V.

cholerae.

Key Words: Vibrio cholerae, Serodiagnosis, Production of specific antisera

Kolera, XIX. yiizyil ile birlikte tiim diinyada en
onemli saglik sorunu olmus ve ilk pandeminin gértil-
diigti 1817’°den bu yana O1 serogrubunun neden ol-
dugu yedi pandemi ortaya cikmistirlll, 1817-1961
yillarn arasinda gériilen alti pandemi Vibrio cholerae
O1’in Klasik biyotipi ile olmustur. ilk olarak 1905 y1-
linda Gotschlich’in izole ettigi V. cholerae O1 El Tor
biyotipi, halen giincel olan yedinci pandeminin so-
rumlusudur?]. Klasik biyotip, 1982’de Banglades’de
goriilen ve devam eden salginlar haric, gliniimiizde
pandemik salgmlar seklinde gériilmemektedir(3l.

Kolera, kulucka devrinin kisaligi, kisa seyirli ve
etkin bir sekilde miicadele edilmediginde &ldiiriicii
olmasi, ancak bu arada yapilacak tedavinin cok de-
Jer tasimast ve sosyoekonomik sartlarla yakindan il-
gili salginlar yapmasi nedeniyle 6nemini korumakta,
gtinimiizde diinyanin bircok bélgesinde yeni stirpriz-
lerle karsimiza ¢cikmaktadir. Bunlardan birisi, bircok
antibiyotige direncli yeni V. cholerae suslarinin orta-
va cikmis olmasi, digeri belki de asil 6nemlisi, 1992
Ekim’inde Hindistan ve Banglades'de V. cholerae
0139 Bengal adi verilen yeni bir serogrubun belir-
lenmesidir. Klasik kolera etkeni gibi siddetli epidemi-
ler yapmasi, toksijenik 6zellik tasimast ve VIII. pan-
deminin etkeni olacag: gozii ile bakilmasi, tiim dik-
katlerin bu yeni nonO1 (0139 Bengal) serogruba
yénelmesine neden olmustur!3.4,

V. cholerae’nmin taksonomisi degisik serolojik ve
patolojik 6zellikler gdstermesi nedeniyle oldukca ka-
nsiktir. Biyokimyasal dzelliklerine gére V. cholerae
klasik ve El Tor olmak tizere iki biyotipe ayrlir. Tim
kolera vibriolari, kirpik (H) ve somatik (O) olmak
{izere baslica iki cesit antijen icerirler. H antijenleri
1siya direncsiz, O antijenleri ise lipopolisakkarid
(LPS) yapisinda ve 1swya direnclidir. Baz1 kolera sus-
larinda ise ancak iki saat 100°C’de 1sitmakla harap
olan ve O antijenlerini drterek spesifik antiserumlari
ile reaksiyon vermelerini 6énleyen mukoid (M) anti-
jenler bulunur. V. cholerae’mn serolojik gruplandiril-
masinda énemli olan O antijenleridir ve LPS’ye kar-
s1 olusmus antikorlar serogruplar icin spesifiktir. O
antijenleri, dis membranin LPS komponenti icinde-
dir. Diger gram-negatif bakterilerde oldugu gibi LPS,

lipid A, polisakkaridin “core” bolgesi ve tiirler ara-
sindaki farklihklar saglayan O spesifik polisakkarid
zinciri icerir. Lipid A biyolojik aktivitelerden, polisak-
karid zincirler ise serolojik 6zelliklerden sorumludur.
H antijenleri ise ortak yapidadir!5-8l.,

Serotiplerinin belirlenmesinde kullanilan {i¢ sis-
tem gelistirilmistir. En sik kullanilan iki sistem Smith
ve Shimada-Sakazaki tipleme sistemleridir. Smith
sisteminde canli bakteriler, diger sistemde ise olii
bakteriler kullamlarak antiserumlar elde edilmekte-
dir. Uciinci sistem ise Siebeling ve arkadaslarinca
gelistirilmistir(l]. Klasik kolera etkeni olan O1 serog-
rubu, icerdikleri A, B ve C antijenik determinantlari-
na gore Ogawa, Inaba ve Hikojima serotiplerine ay-
rilmaktadir(2,5]. Her gecen giin sayilar1 artan V. cho-
lerae serogruplarimin bugiin icin Sakazaki sistemin-
de 155 tanesi tanimlanmis bulunmaktadir®. O1 an-
tiserumlar ile aglutinasyon vermeyen serogruplara
“nonagglutinable (NAG)” Vibrio’lar, “noncholerae”
Vibrio’lar (NCV) veya nonO1 V. cholerae’lar denil-
mektedirl®l. Bu serogruplardan en énemlisi, V. cho-
lerae 0139 serogrubudurl4l,

V. cholerae O1 serogrubuna ait antiserumlar,
aglutinasyon testlerinde Brucella, Yersinia, Salmo-
nella, Shigella ve Escherichia cinsine ait bakteriler
ve R tip V. cholerae suslan ile, V. cholerae 0139
serogrubuna ait antiserumlar ise V. cholerae 022,
V. cholerae 0155, R tip V. cholerae (CA385) ve
Aeromonas trota suslan ile capraz reaksiyon ver-
mektedir(.10],

Bu calismamizda V. cholerae O1 serogrubuna ait
Ogawa ve Inaba serotipleri ile 0139 serogrubuna
kars1 serolojik identifikasyonda kullanilabilecek anti-
serumlari iretmeyi amacladik. Amacimiz, calisma so-
nunda cok kiymetli bir tirtintin elde edilmesi ve bunun
kalite kontrol yontemleri ile giivenilirlik testlerinden
gecirilerek teknolojik potansiyelimizin ortaya konma-
st olmustur. 1994 yilinda gézlenen Ankara epidemi-
sinde goriildiigii gibi dar zaman icinde elde yeterli dii-
zeyde olmayan biyolojik {iriinlerin ve yerli kaynaklara
dayandirilmayan tibbi tiiketimlerin ortaya cikarabile-
cegi olumsuzluklar acisindan, {iretime yonelik bu tip
calismalarin énemine dikkat cekmek istedik(11].
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MATERYAL ve METOD

Calismamizda, antikor tiretilmesi ve absorbsiyon
islemleri icin kullanilan bakterilerden V. cholerae O1
klasik Inaba (569B), V. cholerae 0139 (MO45), V.
cholerae 022 (169-68), R tip V. cholerae (CA385)
Japonya Uluslararas: Tip Merkezi Arastirma Enstitii-
sii'nden, V. cholerae O1 El Tor Ogawa (AH170), V.
cholerae 0155 ve Salmonella grup N'ye ait bir sus
Banglades Uluslararasi Ishalli Hastaliklar Arastirma
Merkezi'nden, Shigella flexneri ve Shigella boydii
ise Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA), Mikrobi-
yoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali bakteri
koleksiyonundan saglandi. Anilan bakteriler ¢calisma-
larda kullanilincaya kadar %15 gliserol iceren “bra-
in-heart infusion broth”da, -70°C’de saklandi.

Antiserum tiretimi, 569B, MO45 ve AH170
suslari ile 2.5-3.5 kg agirhgindaki dért haftalik Yeni
Zelanda soyundan beyaz erkek tavsanlar kullanilarak
gerceKlestirildi. Immiinizasyona baslamadan 6nce
tavsanlar ayri ayri kafeslere konularak bir hafta siire
ile bulunduklarn ortama adaptasyonlari saglandi. Her
bakteri susu icin dort tavsan secilerek tavsanlarin im-
miinizasyon 6ncesi kanlar1 alindi. Serumlan ayrila-
rak immiinize edilecegi ve capraz reaksiyon verdigi
bakterilerle aglutinasyon verip vermedigi ayri ayri
lam aglutinasyon yéntemiyle test edildi. Aglutinas-
yon vermedikleri anlasilinca antijen enjeksiyonlarina
gecildi. Bu arada immiinizasyon sirasinda tavsanla-
rin kilolan tartilarak kilosunda azalma olanlarnn ek
yesillik ve vitamin takviyesi ile kilo kayiplar énlendi.

Bakteri stogunda -70°C’de bulunan bakteriler,
immiinizasyon giiniinden birkac giin énce %5 defib-
rine koyun kanh agara pasajlanarak buradan alinan
bir koloni, “brain-heart infusion broth”a aktarild1 ve
24 saat siirekli calkalanmak suretiyle homojen iire-
meleri saglandi. Olusan bakteri stispansiyonu iki sa-
at 100°C’de kaynatilarak 1s1 ile ¢ldiiriildii ve H anti-
jenleri tahrip edildi. Ardindan santrifijjlenip ii¢c kez
serum fizyolojik (SF) ile yikandiktan sonra 2 x
109/mL (OMac Farland 7) yogunlukta olacak sekil-
de (Densimat, bioMerieux, France) SF ile bakteri
stispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan bu bakteri stis-
pansiyonu, her defasinda taze hazirlanmak kosulu
ile tavsanlarnn kulak “vena marginalis”inden dérder
giin ara ile 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 4.0 ve 4.0 cc olacak
sekilde enjekte edildi. Son enjeksiyondan bir hafta
sonra kontrol serumlar alinarak kompleman inakti-
vasyonu icin 56°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Anti-
Kkor titreleri, iic Mac Farland bulanikhginda antijen
soltisyonu kullanilarak diliisyon yontemine goére tes-
pit edildi. V. cholerae O1 serogrubu icin 1/2560 ve

V. cholerae 0139 icin 1/320 titrasyonlara ulasan
tavsanlarin kanlan alinarak ileri absorbsiyon islemle-
rine tabi tutuldul12.13],

V. cholerae O1 ve 0139 serogrubu ile capraz
reaksiyon veren diger cinslerden absorbsiyon icin
kullanilacak olan bakterilerden &zellikle Salmonella
grup N izolati ile S. flexneri ve S. bovdii secildi. Ab-
sorbsiyon islemi icin kullanilan ve “brain-heart infu-
sion broth”da cogaltilan bakteriler, Roux siselerine
alinarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Diger cins-
ler farkli morfoloji, hareket ve biyosimik &zellikleri
nedeniyle absorbsiyona dahil edilmedi. Inkiibasyon
sonrast SF ile sulandirilan bakteriler, bir saat
100°C’de kaynatildiktan sonra santrifiijlenerek tic
kez SF ile yikandi. Daha énceden hazirlanarak 1/5
oraninda sulandirilan antiseruma eklenen bakteri pa-
keti (1 mL antiserum icin yaklasik 1 g bakteri) hic
partikiil kalmayacak sekilde vortekslendikten sonra
bir saat 42°C’de inkiibe edildi ve bir gece 4°C’de
buzdolabinda bekletildi. Ertesi giin 6000 rpm’de bir
saat santrifiij edilen karisim, 0.45 pm’lik filtreden
(Costar, Bodenheim, Germany) gegcirildikten sonra
taze pasajlanmis V. cholerae O1 Ogawa, Inaba se-
rotipleri ile V. cholerae 0139 serogrubu, capraz re-
aksiyon verdikleri bakterilerle ayri ayri lam aglutinas-
yon yontemi ile karsilastirildi. Absorbsiyonun ta-
mamlanmamasi durumunda her bir bakteri grubu
icin kullanilan bakteri paketi yeniden SF ile sulandi-
rildi ve 100°C’de bir saat kaynatildiktan sonra sant-
rifijjlenerek yukaridaki islemler absorbsiyon islemi
tamamlanincaya kadar stirdiirtildii®l. Absorbe edil-
mis antiserumlara koruyucu olarak %0.01 oraninda
tiomersalat eklendi.

LPS izolasyonu icin; 569B, AH170 ve MO45
suslan “brain-heart infusion broth”da tiretildi. Safligi
kontrol edildikten sonra bakteriler ayri ayri 25’er
adet Roux sisesine ekilerek sekiz saat inkiibasyon-
dan sonra stasyoner fazdaki bakteriler SF ile toplan-
dil14l, Toplanan bakteriler santrifiljlendikten sonra
inaktivasyon icin 65°C’de bir saat %1.5’lik formalin-
de (v/v) bekletildil13l. Santrifiijlendikten ve tic kez SF
ile yikandiktan sonra bakteri paketi, aseton ile mu-
amele edildi ve 37°C’de bir gece kurumaya birakildi.
Kuruyan bakteriler steril havanda déviilerek toz hali-
ne getirildil16l. Toz haline gelen bakteri LPS’lerinin
izolasyonu icin, Westphal'in fenol su yéntemi kulla-
nildil7]. Daha sonra iic giin distile suya karsi 4°C’de
diyalize edilen materyal, modifiye Lowry metoduna
gore protein icerigi acisindan kontrol edildi ve pro-
tein icermedigi anlasilinca liyofilizasyona tabi tutul-
dull7]. Liyofilizasyondan sonra konsantrasyonu %3
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olacak sekilde distile su icinde siispanse edilen ham
iirtin, 105.000 g’'de her defasinda dért saat olmak
lizere lic kez ultrasantrifiigasyona (Centrikon T-
1190, Kontron Instruments SPA) tabi tutuldu. Pellet,
500 pL distile su ile ekstrakte edilerek liyofilize edil-
di. Bir kismu ile materyalin periodat duyarh karbon-
hidrat parcalan icerdigini gosteren “periodic acid
Schiff (PAS)” boyama ve endotoksin varligini kanitla-
mak amaci ile “Limulus amoebocyte lysate (LAL)”
testi yapildil7:15,18]. Piirifiye edilen her iic bakteriye
ait LPS liyofilizatlan, diiz tabanl, orta derecede bag-
lama kapasitesine sahip ELISA pleytlerine (Costar,
Bodeheim, Germany) kaplanarak calisildi.

BULGULAR

Tavsanlarin immiinizasyon tamamlandiginda ver-
dikleri titrasyonlar, Tablo 1’de gésterilmistir. Salmo-
nella grup N izolat, S. flexneri ve S. boydii bakte-
rilerinin absorbsiyonu icin beser adet Roux sisesin-
den elde edilmis bakteri paketi yeterli olmustur. Ab-
sorbsiyon sirasinda gerek O1 serogrubunun her iki
serotipi (Ogawa ve Inaba) gerekse 0139 serogrubu

ile capraz reaksiyon veren ve koloni morfolojisi ola-
rak bu bakterilerden ayrilamayan R tip V. cholerae
susu (CA385) her {i¢ bakteri icin ayri ayr sekizer
Roux sisesine ekilmis, capraz reaksiyon ancak iki
kez absorbe edilmekle ortadan kaldirilabilmistir(19].
Ogawa susunun absorbe edilmesinde sekiz, Inaba
susun da ise bes adet Roux sisesinden elde edilmis
bakteri paketi kullanilmistir. V. cholerae 0139 se-
rogrubunun capraz reaksiyon verdigi diger serogrup-
lar olan V. cholerae 022 ve O155 suslarnin ab-
sorbsiyonu icin de beser adet Roux sisesinden elde
edilen bakteri paketi kullanilmus, islem iki kez tekrar
edilmistir. LPS izolasyonu icin 25’er adet Roux sise-
sinde {iretilen bakterilerin toz agirhiklarnn AH170 icin
1.946 g, 569B icin 1.538 g ve MO45 icin 1.894 g
olarak belirlenmistir. Westphal’in fenol su yéntemi-
ne gore LPS izolasyonlar: ise AH170 icin 44 mg,
569B icin 33 mg ve MO45 icin 42 mg olarak ger-
ceklesmistir. Her {ic bakteriye ait diyalizatlarin, 1
mg/mL BSA iceren pozitif ve distile su iceren nega-
tif kontrollerin spektrofotometrede 640 nm’de ver-
dikleri absorbanslar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. immiinizasyon sonrasi elde edilen antiserum titreleri

Tavsan no Verilen bakteri immiinizasyon sayisi Titrasyon
1 AH170 3 3. asidan sonra ex.
2 AH170 7 1/5120
3 AH170 6 1/10240
4 AH170 6 6. asidan sonra ex.
5 569B 6 1/10240
6 5698 7 1/5120
7 569B 4 4. asidan sonra ex.
8 569B 2 2. asidan sonra ex.
9 MO45 6 1/1280
10 MO45 5 5. asidan sonra ex.
11 MO45 3 3. asidan sonra ex.
12 MO45 7 1/640
Tablo 2. Diyalizatlarin negatif ve pozitif kontrollere gére 640 nm’de absorbans degerleri
e Distile su 0.070 * MO45 (50 pL) 0.073
 BSA (50 pL) 0.404 e MO45 (100 pL) 0.073
® BSA (100 pL) 0.809 * AH170 (50 pL) 0.072
® 569B (50 pL) 0.071 e AH170 (100 pL) 0.073
® 569B (100 pL) 0.071
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AH170, 569B ve MO45 suslarinin LPS’lerinin
kaplandigi kuyucuklarda standart, tiretilen ve capraz
reaksiyon verdikleri antiserumlar ve negatif kontrol
ile 450 nm’de verdikleri absorbanslar acisindan de-
gerlendirilerek istatistiksel analizleri SPSS progra-
minda Mann-Whitney U testi ile yapilmustir. Uretilen
antiOgawa monovalan antiserumu ile negatif kont-
rol, antilnaba ve antiO139 antiserumlar ile elde edi-
len absorbanslar acisindan istatistiksel olarak anlam-
lh bir farklilik oldugu (p= 0.0001), standart antise-
rum ile iretilen antiserum arasinda ise béyle bir far-
kin olmadig belirlenmistir (p= 0.7788). Aym durum
{iretilen antilnaba ve antiO139 antiserumlarimin ne-
gatif kontroller ve kendi icinde karsilastirildiklar an-
tiserumlarla sézkonusu iken (p= 0.0001), antilnaba
standart antiserum ile tiretilen antilnaba antiserum
arasindaki istatistiksel anlamhlik p= 0.2315, anti-
0139 standart antiserumu ile tiretilen antiO139 an-

tiserumu arasindaki istatistiksel anlamlilik ise p=
0.1826 olarak bulunmustur (Grafik 1, 2, 3).

TARTISMA

V. cholerae O1 ve 0139 serogrubunun serolojik
tanusinda aglutinasyon reaksiyonlari cok sik olarak
kullanilmaktadir. Polivalan O1 antiserumlari ile sero-
lojik identifikasyonu yapilan O1 serogrubu bakterile-
rin, monovalan Ogawa ve Inaba antiserumlar: ile
karsilastirilarak serotip diizeyinde tanimlanmas: ge-
reklidir. Kay ve arkadaslari, polivalan O1 antiserum-
lan ile siipheli ya da zayif aglutinasyon veren, ancak
Ogawa ya da Inaba monovalan antiserumlarn ile ag-
lutinasyon vermeyen izolatlarin O1 serogrubu ola-
mayacagini sdylemektedirler20l. Bu nedenle serolo-
jik identifikasyonda monovalan antiserumlarin kulla-
nilmas bir zorunluluktur.

Kolera immiinoloji calismalarinda ve antiserum
iretilmesinde tavsanlar ¢ok yaygin olarak kullanil-
makta, insanlarda oldugu gibi tavsanlarda da gastro-
intestinal yolla alinan yeterli sayida bakteri ishale ne-
den olmaktadir(15.21], Bu nedenle hem lam ve tiip
aglutinasyon hem de Vibrio LPS’lerinin kaph oldu-
gu ELISA calismamizda tavsanlardan elde ettigimiz
antiserumlar1 kullandik.
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Grafik 3. 0139 LPS kapl kuyucuklarda absorbans degerleri

Sakazaki ve arkadaslari, V. cholerae O1 serogru-
bu icin bdyle bir aglutinan antiserum hazirlanmasin-
da 1/1000’lik bir titre elde edilmesini yeterli gor-
mektedirl?2], Biz de calismamizda aglutinan antise-
rum eldesinde, 6zellikle V. cholerae’min kendi serog-
ruplari ile olan absorbsiyon islemlerini g6zéniine ala-
rak cok yiiksek titreler elde etmeyi amaclamadigi-
mizdan Freund adjuvanti kullanmadik.

Ciftcioglu ve arkadaslarinin tavsanlarda Esche-
richia coli ile yaptiklar immiinizasyon calismalarin-
da sekonder yanitin ilk enjeksiyondan 10 giin sonra
olustugu, antikor titresinin yiikselmeye basladigi, or-
talama 20. giinde antikor titresinin 1/10240 diize-
yine geldigi, halbuki S. aureus ile ayni dozlarda
(Mac Farland 2) ve sayida yapilan enjeksiyonlarda
titrenin aym stire sonunda 1/1280 diizeyinde kaldi-
g1 belirtilmektedir(23]l. Ay cahismada titrasyon oran-
lan acisindan da tavsanlar arast anlamh farkhliklarin
oldugu vurgulanmaktadir. Biz de yaptigimiz immiini-
zasyon cahsmasinda 24-28. giinlerde V. cholerae
O1 serogrubu icin 1/5120-1/10240 oranlarninda
titre elde ederken, V. cholerae 0139 serogrubu icin
1/640-1/1280 oraninda titre elde ettik. Elde ettigi-
miz titrasyon oranlari aym bakteri icin tavsandan
tavsana farkhliklar gostermektedir. Bunun nedeni
arastincilar tarafindan, kullanilan deney hayvanlari-
nin gen yapisimn farkhligina baglanmakta, konagin
icinde bulundugu hormonal evrenin de titrasyonlarin
farkl olmasinda etkili oldugu belirtiimektedirl24l.

Antiserum iiretiminde 6lii veya canlt bakteriler
kullanilabilmektedir. Cahismamizda o©lii bakterilerin
kullanilmasini tercih ettik. Kabir, tavsanlar tizerinde
yaptidi bir arastirmada 6lii veya canli V. cholerae ile
yapilan bagisiklama calismalarinda tavsanlarin im-
miin yanitlart arasinda farkhlik bulundugunu, &zellik-
le 6lii preparasyonlar uygulandiginda hem bakteri

LPS’sine hem de major dis membran proteinine
karst olan immiin yanitin daha giiclii oldugunu vur-
gulamaktadir(15]. Bunun nedeni tam olarak bilinme-
mektedir. Ancak yazara gore biiyiik olasilikla bu du-
rum canh olarak verilen bakterinin hem in vivo orta-
min getirdigi bircok faktériin etkisi altinda cogalma-
s1, hem de makrofajlarca islenmesi sirasinda 6lii ola-
rak verilen bakteriye gére antijenik yapisimin degis-
mesinden kaynaklanmaktadir.

Ozellikle O1 serogrubuna ait monovalan antise-
rumlarin hazirlanmasi asamasinda Inaba monovalan
antiserumlarinin absorbe edilmesi isleminde oldukca
dikkatli olmak gerekmektedir. Sakazaki ve Donovan,
pir Inaba spesifik monovalan antiserumunun elde
edilmesinin oldukca zor oldugunu, elde edilen poli-
valan antiseruma Ogawa bakteri paketinin fazla mik-
tarda eklenmesinin yavas ve zayif bir aglutinasyona
neden olabilecegini belirtmektedir(?2]. Biz de bu is-
lem sirasinda boyle bir duruma neden olmamak icin
once bes adet Roux sisesinden elde ettigimiz bakte-
ri paketi ile absorbsiyon yaptik. Olusan capraz reak-
sivonun siddetine gére kademeli olarak bakteri pa-
ket miktarini arttirarak absorbsiyon islemini tamam-
ladik. Tersine Ogawa monovalan antiserumun elde-
sinde daha rahat davrandik. Absorbsiyon sirasinda
once sekiz adet Roux sisesinden elde ettigimiz bakte-
ri paketini, bu yeterli olmayinca ayru bakteri paketini
100°C’de kaynatip icinde bulunan aglutininleri harap
ederek birkac kez daha kullandik. Sonucta bu sekilde
tic kez yapilan absorbsiyondan sonra istedigimiz kali-
tede saflastirilmis monovalan antiserum elde ettik.

O serogruplar dikkate alinmaksizin tiim V. cho-
lerae suslarinda R (core veya rough) antijenleri sero-
lojik olarak identiktir. Koloni yapist olarak bu R form
bakteriler S kolonilerden ayrilamamakta, ancak ken-
di antiserumlari ve %0.1’lik acriflavine ile verdikleri
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aglutinasyonlar yolu ile belirlenebilmektedirler(22],
Bu nedenle elde edilen polivalan antiserumlarin mut-
laka V. cholerae R Kkilltiirleri ile absorbe edilmesi ge-
rekir. Biz de calismamizda R antijenlerinin absorbe
edilmesi icin uygun bir sus olan CA385'’i kullandik.

V. cholerae 0139 serogrubu, dzellikle O22 ve
0155 serogruplan ile capraz reaksiyon vermekte-
dirl2]. Diger serogruplarda oldugu gibi 0139 serog-
rubunda da R antijenlerinin absorbe edilmesi gere-
kir. Albert ve arkadaslari, 0139 serogrubunun bir A.
trota susu ile ortak antijenler tasidigini, ancak sero-
lojik olarak identik olmadigini, adi gecen bakteriler
arasindaki iliskinin daha énce 022 ve 0155 serog-
ruplan ile V. cholerae 0139 serogrubu arasindaki
iliskiye benzer bir sekilde oldugunu ifade etmektedir-
ler9. Ayni arastirmacilar A. trota susunun izole edil-
mesi durumunda bunun biyokimyasal olarak goste-
rilmesinin serolojik olarak ortaya cikabilecek bir ka-
risikh@r dnleyebilecegini, bu nedenle bu bakteri ile
herhangi bir absorbsiyon calismasina gerek olmadi-
g belirtmektedirler. Biz de 0139 antiserumunu
capraz reaksiyonlari elimine edebilmek amact ile ab-
sorbe ederken serogrup 022 (169-68), O155 ve
CA385 suslarini kullandik.

Calismamizda O1 serogrubu V. cholerae bakte-
rilerinin diger cinslerle olan antijenik yakinhgini da
gozardi etmedik. Bu bakimdan absorbsiyon sirasin-
da ayrica hem Salmonella grup N bakterilerden bir
susu, hem de S. flexneri ve S. boydii izolatlarin kul-
landik. Winkle ve arkadaslari, Salmonella cinsi bak-
terilerle gelisen besin zehirlenmelerine bagh gastro-
enteritlerin kolera ile benzer belirtiler verebilecegini
belirtmekte, bunlarin laktoz negatif ve hareketli ol-
malar1 nedeni ile mutlaka absorbsiyon islemlerine
dahil edilmesi gerektigini vurgulamaktadirlar(26]. Ay-
n1 arastiricilar Shigella cinsi ile olan aglutinasyonu
1/10-1/20 olarak ifade etmektedirler. Biitiin bu ab-
sorbsiyon islemlerine ragmen kesin identifikasyonda
bakterinin izole edilerek morfoloji, hareket ve biyo-
kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinin birinci derece-
de 6nem tasidigini, elde edilen antiserumlarla sero-
lojik identifikasyonun tamamlayici bir unsur oldugu-
nu unutmamak gerekir. Ayni zamanda calismarmzda
kullandigimiz suslarin spesifik O antiserumlari ile ag-
lutinasyonu dnleyen M antijeni tasimamasi nedeniy-
le bir sorunla karsilasmadik.

Glinlimiizde bakterilerin LPS’lerinin izolasyo-
nunda en sik kullanilan yéntem Westphal'in fenol su
yontemidir27]. Kabir, bu yénteme gore elde edilen
plirifiye V. cholerae LPS’sinin belirlenebilecek mik-
tarda protein ve niikleik asit icermedigini vurgula-

maktadirl7l. Ayni arastirmaci tiim hiicre V. cholerae
ekstraktlarina karsi elde edilen antiserumlarnn, im-
miinodiffiizyonda piirifiye LPS’ye karsi tek bir bant
olusturmasina karsin tiim hiicre ekstraktina kars bir-
cok bant olusturdugunu, bunun; LPS’nin piir oldu-
gunu ve diger bakteri komponentlerini icermedigini
gosterdigini belirtmektedir. Mayer ve arkadaslan ise
ekstrakte edilen materyalde cok az miktarda protein
bulunabilecegini belirtmektedirl27]. Sengupta ve ar-
kadaslari, bu protein kontaminasyonunu ortadan
kaldirmak icin proteolitik bir enzim kullanilmasin
dnermektedirl28]. Biz de calismamiz sirasinda elde
ettigimiz ilk LPS ekstraktlarinda Lowry metoduna
g6re minimal diizeyde bir protein kontaminasyonu
saptadik. Bu kontaminasyonu ancak “proteinaz K”
kullanarak ortadan kaldirabildik.

Lowry yénteminde test edilebilen minumum pro-
tein miktar1 2 pg/200 pL ile 5 pg/1 mL arasinda-
dir. Ikiyiiz pL materyal icindeki 50 ug proteinin 640
nm’deki optik dansitesi yaklasik 0.4 olmaktadir(17],
Biz calismamizda kor dikkate alindiginda Inaba
LPS’si icin 0.001, Ogawa LPS’si i¢cin 0.002-0.003
ve 0139 LPS’si icin ise 0.003 absorbans elde ede-
rek ELISA’va olan protein etkisini minimuma indir-
dik.

ELISA, 6zellikle immiinize edilmis deney hayvan-
larinin antikor yanitinin test edilmesinde de kullani-
labilen sade bir 8lciim yéntemidirl29l. Bircok calis-
mada 450 nm’de 0.2'nin tizerindeki absorbanslar
pozitif sonuc¢ olarak degerlendirilirken, bunun altin-
daki absorbanslar negatif olarak kabul edilmis-
tirl6,14,30,31], Biz de yaptigimiz ELISA calismasinda
her ti¢ bakteriye ait LPS’lerin kaph oldugu kuyucuk-
larda, bakterilerin kendi antiserumlar ile anlaml ola-
rak yiiksek absorbanslar verdigini, absorbans deger-
lerinin 0.2’nin c¢ok tizerinde oldugunu, aksine diger
antiserumlar ve SF ile istatistiksel olarak anlaml ne-
gatif degerler verdigini (0.2'nin altinda) belirledik.

Sonuc olarak, V. cholerae’nin serolojik identifi-
kasyonunda kullanilabilecek monovalan O1 ve
0139 antiserumlan tireterek pratik sahada kullani-
ma hazir hale getirdik. Elde ettigimiz monovalan an-
tiserumlari, daha 6nce degisik tarihlerde izole edilen
11 adet V. cholerae O1 biyotip El Tor serotip Oga-
wa ve dort adet V. cholerae O1 biyotip El Tor sero-
tip Inaba izolati {izerinde denedik. Yaptigimz lam
aglutinasyon deneylerinde tiim izolatlarda herhangi
bir capraz reaksiyona rastlamaksizin antiserumlari
basari ile kullandik.
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