T. C.
Saghk ve Sosyal Yardum Bakanhg
Refik Saydam Merkez Hifzissihha
Enstitiisit

TURK
HiJIYEN ve TECRUBI
BIYOLO]JI DERGISI

Cilt : XXIX — Say1: 3
(1969)

TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

®
REVUE TURQUE DHYGIENE ET DE BIOLOGIE EXPERIMENTALE

®
TURKISCHE ZEITSCHRIFT FUR HYGIENE UND EXPERIMENTELLE BIOLOGIE

TURK HIJ. TEC. BIYOL. DERG.
Vol : XXIX — No : 3

GURSOY Basunevi - 1970 - Ankuara



ISSUED BY
PUBLIE PAR
HERAUSGEGEBEN VOM

REFIK SAYDAM MERKEZ HIFZISSIHHA ENSTITUSU (ANKARA)

Senede Uc defa qikar.
The Bulletin is issned three times a year.
Revue paraissent trois fois par an,
Die Zeitechrift ersheint dreimel Jaerhch.



ICINDEKILER

Sayfa

1 — Herbert Kober Kuter’i kaybettik ... ... ... ... ... ... ...... 185

2 — Dr. Elhan OZLUARDA

Brief History of Epidemiology and Control of Smallpox
in Turkey and recent Developments in Vaccine

Production ... ... 187
3 — Y. Kimya Miih. Niliifer ARI

Norethisteronacetat, Testosteron Onanthat, Ostradiol

Valerianat ve Ostradiol Benzoat'in yagh karigimlarinda

her birinin ince tabaka kromatografiai ile idantifikae-

VORIArT ... .o e e e e e 200

Identification of Norethisteronacetale, Testosterone

— 17 — N — Oenanthate, Estradiol — 17T — B — N —

Valerianate, and Esatradiol Benzoate by Thin - Layer

Chromatograhy in Oily Preparations ... ... e e 205
4 — Willam HEWITT — Meliha INAK — Ulka ONAL —

Ukt GUNER

Penigilin i¢in ilk Tiirk Milli Standard Referans Maddesi 207
The firt Turkish National Standard Reference Material

for Penicillin ... ... ... ... o 223
5 — Eecz. Mithat KIPER

O-Ethoxybenzamid’in Quinin Sulfat, Acid Ascorbic ve
Orphenadrine HCl. kombinasyonunda ince tabaka kroma-
tografisi ile izolesi, qualitatif ve quantatif tiyini ... ... ... 225



Sayfa

6 — Nezihe ATAY — Dr. Aral GURSEL

Tween Hidroliz ve Tween Opasite reaksiyonlarmmm M-
kobakterilerin idantifikasyon ve klassifikasyonundaki
degeri

Le Role dans Lidentification et classification deg Myco-
bacteries des Tests de L’hydrolyse et de Llopacite du
Tween 80 ... ... ...

-1

— Dr. Serafet ERTUGRUL

Refik Saydam Merkez Hifzissihha Institiisii Biyolojik
Maddeler Kontrol Laboratuvannin on yilhk calhgma-
lar

8 — Zeki KARAGOL — Abdikadir SESVEREN

Powell Besiverinde (Mcdifiye Cohen - Wheeler) Bogma-
en Agist Uretimid .. .0 oo o0 L s e

9 — Dr. Irfan TONA — Dr. Elhan OZLUARDA

Ulvslararasi Cigek Siinpoziumu'ndan Notlar

1-4



1904 — 1969

Herbert Kober Kuter'i Raybettik

Herbert Kober Kuter, 1.0cak 1904 tarvihinde Almanya'min Dan-
kirt sehrinde Diinyaya gelmis, ayni yerde Orta olwly bitirdikien son-
ra, Zwickau'da ikibucuk w1l Politeknikum'da egitim gtrmiistiir,

1924 yilinda  Tiirkiyve've gelen H. K. Kuter, o tarihlerde Relik
savdam Merkez Hifmssibhg  Enstitiisii'niin - Bakteriyvoloji ve Eimya
Tahlil Lahoratuvariariuin  bulundugu binamn ingsatmg fizerine  al-
mig bulunan Redlich Berger adh Avusturya firmasmda tekniker olas
rak cahgmaya baslamugbr. Saghk ve Sosval Yardim Bakauligl kont-
ro] Mithendisinin dikkatim ceken H, K, Kuter. Bakanuhkeas kendizin:
yvapuan Tirkive'de kalma teklifini kabul etmig, dnceleri Noterden
onavh wiihk sozlegmelerle Bakanhgin tekniken olarak, Bakanhk bi-
nasl, memur lejmanlarn, Hifzessthha Enstitiisii ve Ankara Numun:
Hastanesinin kalorifer, slektrik tesislerivle diger Bitiin sibazlarm ga.
Lgtinimasi, onariru ve teknik personelin  vetistiviloesivle zdrevlen.
dirilmistir,

Teknik personel silintisn cekilen bu tarihlerde, H. K. Kuter Au.
hara Numune Hastanesinin ilk  kalorifer tesisatimi kovmns, Refik
Huydam Merkez Hifzissibha Enstitiisii Merkez binssnan in=imtindy
Eakanhgin resmi kontrolirii olarak gorey almigtir

Enstitiiniin kurueusy. Saghk ve Sosyal Yaidim Bakam sonreh
Mr. Refik HEavdam. H, K. Kuter’le vakindan ilgiletmiz,  Diznedieris
takdir etmis, «1yi adam anlamma- geliv diverek, Kuter soyading sen-
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disi vermis, 1933 yibnda Tiirkiye Cumhuriyeti vatandashgina gec-
niesini saglamsgtir.

Atelye gefi olarak, arahksz 44 yil Enstitii cahismalarinda ¢ok de-
gerli katkilarda bulunmus ve Ozellikle son yillarda Esenboga Seruin
Ciftligi kuruluglarinda biiyiik emekleri ge¢mig olan H. K. Kuter, Tem-
muz ay1 igerisinde, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gogiis Cerrahi-
si Serviginde bagariyla sonuglanan ¢ok ciddi bir dmeliyat gecirmis,
14 Kasim.1989  tarihinde kendi arzusuyla emekliye ayrilmig
15.Aralik.1969 giinii de hayata gozlerini yummugtur. 17.Aralik.1969
giinli, Enstitiide yapilan bir torenden sonra, Ankara’da topraga ve-
rilen H. K. Kuter'in hatirasini saygiyla ananz.

Dergi
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BRIEF HISTORY OF EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF
SMALLPOX IN TURKEY AND RECENT DEVELOPMENTS
IN VACCINE PRODUCTION (")

Ethan Ozlliarda, M.D.
Reftk Savdam Central Institute of Hygiene Ankara, Turkey

EPIDEMIOLOGY OF SMALLPOX IN TURKEY

Smallpox is not an endemic disease in Turkey. It hag been eradi-
cated since 1952, and last outbreak which occurred in 1957 and ca-
used by an imported case from one of the south - eastern neighbon-
ring countries, limited to 128 cases with 7 deaths.

Ag will be seen from Table 1., the total number of smallpox ca-
ses in Turkey from 1938 to 1997, wag 24,012 and fatality ratio 11.8 “Z.
For the 10 . years period before 1938, these figures were 3,503
and 32.9 "¢, reapectively. As smallpox persisted in other countries
in the region, there had been repeated introductions resulting in 1n-
calized outbreaks in border areas.

Vaccination against smallpox has become compulsory in Tur-
key since the 18th century and immunity level of the population hasz
got higher year by year. This may be the possible cause of the dec-
rease in the fatality ratio for the years 1938 - 1957, as compared
with 32.9 7% for 1928 - 1937 pericd.

Vaccination programmes have been quite beneficial in taking

the endemic disease under control from time to time in the past; bvt
the reasons why smallpox could not he eradicated in thiz country

t*) Presented at the Symposlum on Smallpox, 2 -3 September 1969, Zagreb,
Yugoslavia,
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earlier than 1952 in spite of extensive vaccinations possibly were :
a) the vaccines not kept under proper conditions, b) shortage of
trained vaccinators, and ¢) the traffic on the vast boundaries with
the southern and south - eastern neighbours of Turkey; the cause of
the 1657 outbreak was also imported cases from one of the sout-
hern neighhours of Turkey and the outhreak limited to 3 towns in
this region.

Table 1. Number of Reported Cases of Smallpox and Case Fatality
Ratios in Turkey, 1938 — 1957 (")

No. of No. of Percent
Years Cases deaths fatal
1938 641 168 26.2
1939 438 81 18.5
1940 958 130 13.8
1941 898 113 12.7
1942 1871 174 9.3
1943 12 395 1380 111
1944 6.093 678 11.1
1945 309 34 11.0
1948 8 1 12.5
1947 2 — —
1948 39 7 17.9
1949 73 14 19.2
1950 7 — —_—
1951 152 3 2.0
1952-1956 — — —
1957 128 7 5.5
TOTAL 24,012 2.790 11.6

¢#) From the statiatics of the Ministry of Heullh and Social Assistance.
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CONTROL OF SMALLPOX IN TURKEY

Turkey is the first country on the western hemisphere which
used an immunizing method against a communicable disease, the
smallpoX. The history of smallpox vaceination in Turkey goes back
to the 17th century (Unver, 1948) Though in some old Turkish books
it was stated that the smallpox vaccine produced from cowpox and
applied by the Jennerian method, eXisted in Anatolia as early as 1679,
we do not have any written paper about this practice. However, there
are enough data for that variolation carried out in Turkey was
first described by the great physician Emmanuel Timonius in 1713.
Four years after Timoniug, Lady Mary Wortley Montague, the wife
of the British Ambassador to Turkey, introduced the method of
variolation to the western countries.

Three years after the publication of Jenner's work, Dr. Mustafa
Behgcet was the first who wrote about vaccination (1801). First ex-
periments on calf vaccine were done in 1811. In the 9th century, as
mentioned above, vaccination has become compulsory and took place
in our health organizations and regulations.

Until 1890 - 91, the vaccination had been carried out with the
material imported from foreign countries. When the material was not
enough at any time, the vaccinators used to take pus from the local
reaction of vaccinated children and apply it to the others for vacci-
nation. :

In 1850-91, an Inoculation House was established in Istanbul and
the vaccine prepared in calf skin was sent to all parts of the co-
vntry. Until 1923, the material used as seed virus had been impor-
ted from the Pasteur Insgtitute, Paris. Since then, the vaccinia virus
has been passed through donkey after every second calf passage
used for vaccine production.

In 1934, the Smallpox Vaccine Production Laboratory was trans-
ferred to the Refik Saydam Central Institute of Hygiene, Ankara,
founded by the Ministry of Health and Social Assistance. This La-
horatory prepares 5 to 10 million doses of glycerinated smallpox
vaceine a year, according to thie need of the country, and distribute
them in refrigerated containers to the Health Centres of every
prevince in Turkey (Table 2.). The Laboratory has staried the pro-
duction of freeze dried smalipoxX vaceine since 1965, The dried
vaccine is sent to the warmer regions of Turkey in summer maonths.
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Table 2. The Glycerinated and Freeze - dried Smallpox Vacciue
Doses Produced and Distribufed, 1864 — 1969 (by july).

Glycerinated vaccine (dos.) Freeze-dried vaceine (dos.)
Year Produced Distribiited Produced Distributed

1964 4543 750 4 602 140 — —

1965 9013 450 9 007 300 136 600 31750
1966 6492 350 8 580 420 680 750 36 675
1967 13 737 900 12 992 520 393 400 768 425
1968 4420 250 5 273 320 472 650 138 800
1969

by July 1964 050 2 364 770 280 200 166 750

Besides as a compulsory imniunizing niethod, smallpox vaccina-
tion can be counted as a tradition in Turkey and therefore people
are mostly cooperative, Parents of babies wusually take their child-
ren of 6 month to 1 year old, to a vaccination station, preferably
during the spring months, probably the main reason being that
they believe that the time When trees blooming is the most sui-
table one for smallpox vaccination, as this disease is called «cigeksin
Turkish and means «flowers. Civilians are vaccinated in Health
Centres and dispansaries in cities; villagers and their children are
vaccinated by the mobile teams of sanitarians, in their village.

In Turkey, a vaccination certificate is necessary at school entry,
for military service, before starting a business and going abroad.
Resides, eweryone has to be vaccinated when a mass vaccina-
tion programme, connected with the smallpox cases in the neighbo-
uring countries is being carried out. The visitors coniing from th»
countries where smallpoX is endemic, should have a valid vaccina-
ticn certificate. All the ports to Turkey have facilities for the isola-
tion und guarantine of suspected cases and vaccination cf contacts.

Table 3. may give an idea for the numbers of smallpox vacci-
nations carried out in Turkey during the last 9 years. According to
the figures in the Tables 2. and 3., it seems that about only half of
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the vaccine doses distributed hiave been used in the field and or the
amount of vaccine dose used per single vaccination may have been
more than estimated and recommended by the production labora-
tory, for eXample against the 39 569 900 distributed doses of vaccine,
only 19 223 353 persons were vaccinated in the years 1964 - 1968.

Table 3. Number of the Smallpox Vaccinations
in Turkey, 1960 — 1968 (7).

Nuamber of

Year vaccinated
1960 4 202 633
1961 3 329 268
1962 11 966 555
1963 2729 109
19684 2 046 609
1965 3245730
1966 2693 983
1967 8521 380
1968 2715 649

t*) From the statfatics of the Ministry of Health and Soclal Asslstance.

PRODUCTION OF SMALLPOX VACCINE

Smallpox vaccine used in Turkey is prepared at the Refik Say-
dam Central Institute of Hygiene, Ankara from virug grown in the
skins of calves. The female calves are examined and tuberculin -
tested by a veterinarian and kept in quarantine for at least two
weeks before use. After clipping and washing, animal is secured
on its left side on the table special for the purpose; the whole flank
and abdomen are shaved, washed thoroughly and then =carified
with a sterile instrument. The geed virus is uniformly spreazi over
the ccarified arca, and after drying up of the geed, vaccinated side
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of the animal is covered with a sterile compress; then calves are
returned to their special pens where suspending belts prevent them
from lying down on the dirt. Their temperature are recorded and
compresses are changed with sterile ones daily during four - day in-
cubation period. On the 4th day of vaccination the lymph is harves-
ted after vaccinated area scrupulously cleaned and animal slough-
tered. The collected pulp is transferred to a sterile jar previously la-
belled and weighed. After recording the weight of the pulp on the
label the jar is stored at - 15° — - 20° C. until it is required for
vaccine production.

Since the beginning of 1961, the technique used in the produc-
tion of smallpox vaccine has been changed basing on the miethods of
the Lister Institute, England. The differences are mainly in the pre-
paration and number of animals inoculated weekly, the technique
used for homogenizing the pulp, the kind of suspending solution,
antibacterial agent used, incubation period for eliminating bacteria,
bacteriological controls and titration of vaccine (Table 4.).

Table 4. Recent Changes and Developments in Smallpox Viuccine
Production and Distribution in Turkey.

Material and method

Bef * i 1961 (**
ore (7) Since "™
Cleaning of animals With soap and hot With soap, soft soap,
before vaccination water ether soap and water
and harvest during definite
periods of time
Animal in Tied only fromm  Suspensors used for
incubation period neck preventing the animal
from lying down on its
dirt.
Emulsifying the By a grinder and In an electric-mixer
pulp then a mill for for ten minutes,

two hours, container coutainer being in
being in ice cubss  ice-water miXture

Suspending Glycerine McIlvaine's sodium
sclution centaining 20 ‘¢ vhesphate-citric acid
distilled water buffer( pH 7. 2), contain-

ing 0.4 -1 ¢ phenal

( * 1 Erzin. 1952,
ey Ozliarda, 1962, contd.
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Table 4. contd.

Time of the
glycerine addition

Partly during
hemogenizing.

After homogenizing
and bacteriolcgical

control

Antibacterial sgent Glycerine

Incubation period
for eliminating
bacteria

partly after

Phenol and glycerine

6 menth at low
temperature and, if 15- 24 Lours at 22" . 247 C.
necessary, few days

at room temperature

Bacterial content

Less than 1000,/ ml.

Less than 500/l

Bacteriological
control

In cach batch

In every single harvest,
then repeated in the
batch

Titration method
and acceptible
titre of vaccine

By intradermal
rabbit test: 0.1 ml.
of 1.71043 dilution
of vaccine should
preduce a distinctive
papule within 3 days

Dhsivibution

In ordinary boxes
and transport

By pock counting ou the
chorioallantois of the
chick embryoe (%), (¥%)
(***); it should contain
vaceinia virus net less than
1 PFU 'ml. (rabbit skin
scarification test is

used in the Naticnal
Contrel Laboratory)

Iy refrigerated

centainers (since 1065)
and by the quickest means
cf transport.

Exupiration date
{for wet vaccine)

t =y Ozlitarda, 1957.
(2R Ozliiarda, 1859,

6 months in “inter
and 3 menths in
sunumer

2 months

(~¥%) Ozliards, E., 1960.
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The strain of vaccinia virus in use at the Refik Saydani Central
Institute of Hygiene for smallpox vaccine production was obtained
from the Pasteur Institute, France, about 46 years ago. This virus
strain has since been maintained by cutaneous passages on calves
and, after every second calf passage, on donkey. As mentioned abo-
ve, the pulp from second calf passage is used for vaccine production,
The sequence of virus transfer is shown in Figure 1.

Figure - 1 -
The sequence of passages of the vaccina virus

DONKEY CALF

CALF

MAN

Since 1965, we have started to prepare freeze-dried smallpox
vaccine by the method used in the Lister Institute, England, and
recommended by the WHO.

The laboratory and field studies we have carried out so far have
helped us in improving our vaccine. In a study with the smallpox
vaccine prepared by the old method, it was found out that the take
rate was paralle] with the titre of vaccine and in order to chtain
100 ¢ major reaction in primary vaccinationg we had to prepare a
vaccine of higher potency (Ozlllarda et al.. 1980). In another study
perfcrmed for finding out the relation between the factors effec-
ting the production of smallpox vaccine, we came tc the conclusion
that to prcduce a vaccine of good quality and quantity, it was ncess-
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sary to use a seed of high titre of virus and low bacterial content,
and, the pulp obtained from the second passage o vaccine animal
wag more econonical than the first passage pulp, as its weight and
virus content was much more (Ozliiarda, 1964).

As sheep are more easily kept clean than calves and do not suf-
fer from tuberculosis, we investigated the possibility of using
sheep in sniallpox vaccine production. We planined a study on five
different bred of sheep available in Turkey and compared them with
regard to their suitability for the purpose. Tests showed that none
of the 5 sheep vaccines was as active as calf vaccine (Ozliiarda,
1967). Later we observed that even the dried vaccings prepared in
our laboratory from sheep lymph were less stable than that of pre-
pared from calf lymph.

During the mass smallpox vaccination campaign when more
than 11 million persons were vaccinated, we had the opportiinity of
finding out the ratics of successful vaccinations and postvaccinal
complications, and also the opinjon of vaccinators about vaccine
in uge and its packing and distributing System, by the help of ques-
ticnaires sent by the Ministry of Health to all of the local health aut-
liorities, The filled questionaires gave us a rough idea about the abo-
ve menticned points. The avarage rate of takes among the persons of
more than 25 years of age was 55.5 -, in schootl children 66 <7, in
pre-scheol children and infants 87 9¢. As postvaccinal complications,
the ratios for generalized vaccinia and postvaccinial enczphalitis were
14 per 10,000 angd 1 per 480,000 vaccinated individuals, respecti-
vely (Ozliarda et al., 1963). We thought that the term of generali-
zed vaccinia must have been misunderstood mostly by the obscrvers
and usad for all type of transfer of infection on the skin and alsc for
eczema vaccinatum.

After starting to produce freeze-dried smallpox vaccine and be-
fore distributing #t to the vaccination stations for rcutine use, a pilot
field study was arranged to campare the dried and glycerinated vac-
cittes in the field, their stability and the relationship of their titres
to frequeticy of vaccine take. It would be alse useful to see whether
any difficulty would appear in the field with this new type of small-
pox vaccine preparation with which the vaccinators in cur country
were not faniliar (Ozlilarda, 1965). As a result, the avarage success
rate with dried vaccines under study was found to be 97 ‘¢, and with
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the glycerinated vaccine 9% 7 jn primary vaccinations. On the other
hand, dried vaccines stored 9- 10 weeks at 37°C. and with which a
total of 819 persons were vaccinated and controlled, were giving
92 ‘¢ success rate. while only 26 < of the primary vaccinations
with glycerinated vaccine kept at 37°C. for 11 davs were successful.
The avarage success rate in revaccinaticns with dried vaccines was
94 - and with glycerinated vaccine 89 <7, No severe complications
have been encountered in this study which was carried out on 2,469
(controlled) persons. In one case vesicualion occurred in nostrily
of a girl due to the transmission of vaccine by hand, and in 4 cther
caces satellite pustules came out around the main reaction, due te the
rubbing of the vaccination site with a piece of cotton soaked into
acstone to clean the skin. With one ampoule of dried vaccine of 0.3
ml. 35 - 40 persons were successfully vaccinated and a single linzar
scratch of 5 mum. long was enough for primary vaccination. The sa-
nitarians who carried out vaccinaticns and controls were the skilled
staff fo the BCG Campaign and they had been subjected to a two-
day course on the smallpox vaccination with dried and glycerinated
smallpox vaccines before the trial. We think that this training is ne-
cessary for all vaccinators in order to obtain more successful results
in vaccinations and less complications.

One of the first batches of our dried vaccine was controlled hy
the Rijks Instituut voor de Volksgezondheid, Netherlands, and favo- .

vrable results were obtained.

In order to prove the efficacy of the dried and glycerinated va:-
cioes used in the above wentioned study. aid at the same time, ©
determine the success rate of our dried vaceines in revaccination, we
challenged the successful primary vaccinations by a potent dried vae-
cine 1 year after the previous study. As a contro] for vaccine us»d,
a small group of unvaccinated children were vaccinated primarily:
thig weuld be a test of efficacy for the batch wused in the field as
well. At the end of the study the bulk of the responses to challenge
were of the aceelerated type, indicating substantial protection, the
contrel group vaccinated with the same dried vaccine giving 100 ¢«
positive response showing «majer reaction». No complication was en-
countered in 422 persons vaccinated and centrolled. From this study
we came to the conclusion that a) the dried and glycerinated small-
pex vaccines produced in cur laboratory ensnred satisfectory protec-
tion in cuccessfully vaccinaled perssis, b) there was no difference
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it1 the degree of protection one year after vaccination between those
vaccinated by the glycerinated and dried vaccines, ¢) our dried vac-
cine was highly successful in revaccinations ag well (Oztiiarda, 1967).
As had done the previous study, this one also confirmed that the
proper application of the vaccine minimized the possibility of com-
plication. All of the field trials carried out so far showed that the
vaceinia virus strain in our smallpox vaccine is satisfactory withour
producing severe local reactions and marked systemic disturbanc:
and any other complication, when applied properly.

In 1865, at a Meeting on the activities of the BCG Campaign, the
Ministry of Health had decided to have a pilot study performed on
the simultaneous administration of the smallpox and BCG vaccines.
A gmall - scale field trial was carried out on 1095 children (apart
from the children BCG vaccinated only as a control group) in 0-8 age
group in the 5 villages of Nevgehir Province in December 1965 (Oz-
liiarda et al., 1966). The success rate in primary and revaccinati-
one was found to be even higher in those Who were vaceinated simul-
taneously by the smallpox and BCG vaccines than in those vaccina-
ted by smallpox vaccine only. It was also found out that the allergy
rate after simultaneous vaccination with these two vaccines was hig-
her than that after BCG vaccination only. No complication occur-
red after simultaneous BCG and smallpox vaccinations at different
sites, or administration of each vaccine alche. These satisfactory re-
sults encouraged the BCG Campaign of Turkey in starting to per-
form smallpox vaccinations during their routine activities.

A longterm study on the stability of our freeze-dried vaccines
1s now being performed, in order tc find out the true expiration da-
te in our local conditions. The samples from all ¢f the katches kept
at about - 15° 4°, 24" and 37" C. are being titrated at weekly or
monthly intervals. From the titrations made go far we concluded that,
to ensure the stability at 37° C. for 4 weeks (i.e. to keep a titre of az
least 10° PFU/ml.), we have to prepare a dried vaccine of quite 1
high potency (almost 5 x 10° PFU ‘ml.), and that when kept in an or-
dinary refrigerator, our dried vaccine is almost as stakle as in desp
freeze, while glycerinated vaccine does not keep more than two
months when stored in refrigerator. The results cf this study will be
cvaluated after the laboratory tests have been complefed.
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ABSTRACT

SmallpoX is not. an endemic disease in Turkey. It has been era-
dicated since 15852, and last outbreak occurred in 1957 caused by an
iniported case from one of the southern neighbours of Turkey. Vac-
cinaticn has been comypulsory since the 19th century in this country
and is being performe,’ in the first year of life, at school entry. befo-
re entering military service or an official business and going abroad.
Mass vartcination campaigns are carried ont when smallpox outhre-
aks cccur in neighbouring countries. The smallpcx vaccine is prepa-
red at the Refik Saydam Central Institute of Hygiene from virns
grown in the skins of calves, and vaccinia virus is passed thirough
cenkey aftar every second passage on calf. The origin of the vacel-
nia virus in the vaccine is the Pasteur Institute, France, from where
it had heen ottained about 46 years ags. The field studies carried out
g0 far shewed that smallpox vaccines prepared in this laboratory do
not cangs mnch complications if applied properly by trained vaccina-
Lcre. Senie alterations have been miade in the production procedures
and quality of the vaccine developed since 1961, according to the re-
sults chtained from the laboratory tests and field trials, and basing
«n the metheds used in the Lister Institute, England. The smallpox
vaceine preducticn laboratery prepares 5 to 10 million doses glyceri-
nated vaccine a year. The freeze-dried smizllpox vaccine production
started in 1865 and the dried vaccine produced has since been distri-
kuted to the health centres in the warnier regicns of Turkey,
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NORETHISTERONACETAT, TESTOSTERON ONANTHAT,
OSTRADIOL VALERIANAT VE OSTRADIOL BENZOATIN
YAGLI KARISIMLARINDA HER BIRININ INCE TABAKA
KROMATOGRAFISI ILE IDENTIFIKASYONLARI

BiyoRibnaya Mit, Y. Klmya Miih, Nilifer ART

Refik Saydam Merkee Hifzissibha Fnstitlisi
T12¢ Kontrol Subesi

1051 - 1952 yillarinda Kischuner ve arkadaslar: tarafindan analiz
wetedlart arasina sokulan Ince tabaka kromatografisi (Thin-Layer
Chrematography, T.L..C.), Avrupada 1953 sgenesinde Stahl tarafiu-
cdan geligtirilerek tathikat sahasi genisletilmistir.

Kiagit kromatografisinin hemen yerini alan T.L.C., genis uygu-
ianiagl tulunan Gaz kromatografisi kadar basar saglamastir (1).

Steroidlerin kalitatif (2 - 8) ve kantitatif ¢7-9) tayininde T.L.C.
quk gabuk gelismis, Ozellikle degisik kimyasal gruplar tasiyanlarda
kesin scnucglar alinmasinr saglamistir. Literatiiriin tetkikinde, stero-
idlerin T.L.C. ile ayrilmalarindan senra tayinleri, Gaz krcmatografi-
¢i ve spektrefotemetrik metodlarla veyva plaklarda renklendirilmis
lekelerin yogunluklarinin mukayesesi ile yapumaktadir.

. V. de abgorbe clmayan stercidlerin kantitaf tayinlerinde go-
rifenr giiclitkler, fiziki ve kolorimetrik metodlarla giderildigi gibi ba-
21 milelliflerde, sonradan tatbik edilecek kclorimmetrik metedlara te-
sir efimedindi gerekeesi ile, icd buliarimm uygun bir reaktif olduguun
Fildirmektedirler, (1)

Biz. bir arada 4 stercidi ihtiva eden bir preparatta T.L.C.si ile
wdentifikasyvnlar icin yaptigimnz cahismalar vazmayl favdall bulduk.
B2u preparat beher ml'sinde 20 mg. Norethisteren acetat, 180 me. Tes-
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tosteron 6nanthat, 8 mg. Ostradiol valerianat ve 5 mg. Ostradiol ben-
zoat ihtiva etmektedir. Miktar tayinleri, firma tarafindan tavsiye
vdilen kolorimetrik metodlarla yapimig ise de identifikasyonlari igin
verilen metodlar spesifik bulunmamig ve T.L.C.si ile calhsimgtir.
Labcratuvarnimizda, muhtelif solvent sistemleri ile yaptlan deneme-
lerden sonra asagida bildirilen metod uygulanmas: ile tatminkar so-
nuclar alinmigtir,

METOD VE MATERYAL :

Aseton, Asetik asit, Kloroform, BEitil asetat, Benzen, Siilfat asidi
(Kimyaca saf, Merck)

Silicia gel G (Merck)

Desaga T.1.C. cihaz

Mikropipetler (0,005 ve 0,01 lamda)

U.V. lambasy (uzun dalga)

Etiiv

YAPILIS :

Plaklarn hazirlanmasa :

25 gr Silica Gel G. 200 - 300 ml’ lik cam kapakli erlenmayerde,
50 ml danatik su ile, 30 - 40 saniye kuvvetle galkalanir, Siispangiyon
birkag¢ dakika igerisinde siiriiciiye bogaltilarak 5 adet, 20 x 20 cm.
cam plaklara 0,25 mm kalinhkta tatbik edilir. 10 dakika miiddetle
havada kurutulan plaklar, 30 dakika 105° C'de aktive edilirler. De-
sikatdr veya kurutma kutusunda saklamrlar.

Solvent :

Benzen + Kitil asetat (9 :1)

Piiskiirtme soliissyonu :

96 ml etanol’e sogutularak 4 mi siilfat asidi karigtinlr.

Standart steroid soliisyonlan
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1 — Norethiateronasetat (4000 microgr. ml asetonda)
2 — Testosteron Onanthat {36000 microgr. ml. asetonda)
3 -— Ostradiol valerianat (1600 microgr. ‘ml, asetonda)

4 — Ostradiol benzoat (1000 microgr./ml, asetonda)

Numiune soliisyonunun hazirlanmasi :

ay Ampulden 1 ml. 4+ 4 ml. aseton

Bu gekilde hazirlanan numune soliisyonu ile yaptlan calismalarda
vaglar steroid lekelerinden tamamen ayrilamadig! icin, net bir go-
riiniis clmamaktadir. Bunu saglama bakimindan ekstraksiyondan
sonra caligma esas alinmistir.

b) Steroidlerin yagh soliisyondan ekstraksiyouu :

125 ml'lik ayirma hunisine, 1 ml. ampul muhtevasi soliisyen, 10
ml. petrol eter ve 10 ml asetik asit + su (5 :2) konularak kuvvetle
calkalanmr, Ayrilan sulu tabaka, 250 ml'lik ayirma hunisine ahnir.
Ekstraksiyon 9 defa 10 ml. asetik asit + su ile tekrarlanir. Toplanan
sulu tabakaya 100 ml. daha su ildve edilir ve 6 defa 10 ml. kloroform
ile ekstre edilir. Birlestirilen kloroform tabakalari, kloroformla isla-
tilmig siizgec kdgidindan siiziilerek kuruluga kadar ugurulur. Geri
kalan kisim 5 ml asetonda eritilerek numune soliisyonu hazirlanir,

Calgma :

Aktive edilmig Silika Gel plaklarina, tabandan 2 cm mesafeden
Jer em. ara ile tatbik noktalar: ve yine tabandan 15 ¢cm. mesafeden
yiriime ¢izgisi siniri igaretlenir, Standart terkip ve numune soliisyo-
nundan 0,605 ve 0,01 ml. mikro pipetle damlatihr. 1-2 saat evvel 1 ecm
yilkseklikte sclvent konularak doyurulmug hale getirilen tanka plak
daldirihir. Yiiriime cizgisine gelince tanktan cikartilan plaga renk-
lendirme gcliisyonu plskiirtitliir ve steriod lekeleri giin 1s1ginda gori-
linceye kadar 1057 C de etiivde tutwlur. Plaklar ayni zamanda U. V.
lamkast altinda da incelenir, (Sekil 1) de ayr: ayr steroid standardla-
ri ve staudart terkip, (gekil 2) de ise standart terkip ve numune so-
lisycularinda 5 ve 10%ar lamdalik steroid lekeleri goriilmektedir.



Sekil 1

1 —- Norethisteron asetat, 2 — Testosteron Snanthat, 3 — Ostradiol
valerianat 4 — Ostradiol benzoat, st, Standart karsim.



Standart terkip ve numune, 0,005 ml. 0,01 ml

SONU( VE TARTISMA :

Steroidlerin her biri igin T.L.C. ile 5 aym denemede elde edilen
RF degerleri, giin imgmda ve UV, lJambasinda gosterdigi renkler aga-
g1daki tabloda toplanmigtir,

Sterolidin 1smi RF Gillyr psrgimeds TV de
warethisternn ssetnt 0,21 Leyvlok Kirmlz
Testogteron dnanthat .35 Muvl wesl Teall
Ostradion valerinonzt 053 Purtnkal Bar
Cratraelbol henzoat 0,227 | el purtalksal Limon kidfi
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Norethisteron asetat ve Ostradiol benzoat''n RF degerleri bir-
birine cok yakindir. Bu sebeble fotograflarda, tek bir leke gibi goriil-
miig ise de her iki steroid . giin 1gg1 ve U.V. Jambasi altmda farkl
renkler verdiklerinden plaklarda kolayca secilmektedirler.

Avyrica Ostradio]l derivelerinin ayrimasinda bu solvent sistemi-
nin nygun olacagr bir gercektir.

IDENTIFICATION OF NORETHISTERONACETATE,
TESTOSTERONE — 17 — N — OENANTHATE,
ESTRADIOL — 17 — B — N — VALERINATE AND ESTRADIOL

BENZOATE BY THIN — LAYER CHROMATOGRAHY IN
OILY PREPARATIONS

N. ARI, Chemical Engineer
Refik Saydam Central Institute of Hygiene
Section of Drug Control

As it is well known from literature, the identification and quanti-
tative determination of the steroids on the Thin - Layer Chromatog-
raphy (T.L.C.) is used in the large scale, within the last couple of ye-
ars.

In this work, a pharmaceutical preparation containing the follo-
wing stercids (Norethisteronacetate, Testosteron oenanthate, Estra-
diol valerianate and Estradiol benzoate) has been separeted by T.L.C.
on Silica Gel. The separation. and the identification of the steroids
have been achieved by using Benzen - Ethyl acetate (9-1) as solvent
gystem.

RE Value of each steroid, calculated from the results of five
tests and the colour of the spots under U.V. and day light are given
in the table.

Conpuand RF Day light U.v.
Norethisteronacetate 0,21 Lilac Red
Testosteron oenanthate 0,35 Blue green Green
Estradiol valerianate 0.52 Orange Yellow
Estradiol bhenzoate 0,227 | Red orange Green grey
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PENISILIN ICIN {LK TURK MILLI STANDARD
REFERANS MADDESI

William HEWILTT (*) Meliha INAK tilkn ONAL Ukt GUNER

Reflk Saydam Merkez Hifzissibha Enstltiist
Tia¢ Kontrol Subesl - Ankara

Rircok sene énce, Refik Saydam Enstitiisiinde, mikrohiyoclojik ta-
yin tekniginin tesisinden beri, karsilastigimiz bashca zorluklardan

biri potensi belli kifi miktarda standard maddenin noksanhg olmus-
tur.

Bizim g¢ahsma standardlarimiz umumiyetle imalatcilar tarafin-
dan teberrii edilen az miktarda maddelerden ibarettir. Uygun Enter-
nasyonal Standard’ in mevcut oldugu hallerde basit bir mukayese tat-
bik edilebilir.

Genis capta kullanilan antibiyotikler bahis mevzuu oldugu za-
man, tekabiil eden Enternasyonal Standard ile standardlastiriimis
tam potensi belli Milli Standard Maddelerinin tesisi diisiiniiliir.

1965 yihmin arahk ayinda, iic ildc firmasi gdyle bir projeyi mil-
zakere etmek iizere davetimizi kabul etmislerdir. Bir penisilin stan-
dardmnin tesisi ile baslamak anlagmasina varilmigtir,

Tiirkiye'de birkac sene Milli Calisma Standard: igin en az 5000
kabin kafi gelecegi tahmin edilmistir.

Bu gaye dikkate alinarak asagidaki faaliyetler kabul edilmistir:

1) Maddeleri ambaldjlama ve gartlar hususunda Tibbl Arastir-
ma Konseyi, Biyolojik Standardlar Boliimii, Londra ve U.S.P. Far-
makape Komisyonundan maltimat aranmstir.

¢*) Jla¢ Kontrol Subesl Ilml Misgavhl, Refik Savdam Merkez Hifzissihha Ens-
titisd Ankara

o
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Biolojik Standardlar icin WHO Enternasyonal Léboratuvarlar
tarafindan kullanilan sartlarin asin sikihgl asikdr oldugundan, bi-
zim iktidarimiz dahilinde bu sistemi kolayhkla takip etmek miimkiin

degildir.
Agagdaki sistem kabul edilmistir.

Ambalij, aluminyum baghk tarafindan yerine tutturulmug butil
lastik tapa ile cam gigeden miitegekkildir.

Siseler ikiger defa yikanmip, kurutulmadan 6nce distile su ile iyi-
ce galkalanmigtir. Herbir sisenin boyun ¢api gevsek duran tapalara
karg! bir tedbir olarak kontrol edilmigtir. Butil lastik tapalar ikiser
defa yikanmg, distile suyla galkalanip kurutulmus ve kullanilmadan
once en az 24 saat desikatdorde muhafaza edilmistir.

2} Az nem ihtiva eden 1,6 Kg. ustiin kaliteli potasyum penisi-
lin, istirak eden laboratuvarlardan biri tarafindan hediye olarak te-

min edilmistir.
Imalater tarafindan asagidaki maltmat verilmistir :
Nem % 0,14
Potens 1595 u./mg.
Penigilin G Muhtevas1 % 99,6
Is1 Dayamkhligh % 0,3 kayip

3) Yar otomatik bir Hofliger ve Karg doldurma makinasi kul-
lanilarak dilgilk nem sahasinda siseler doldurulmustur.

Doldurma raporlari gOstermigtir ki ilgili nem devamli olarak
¢ 11 -12 ve her sigedeki penisilinin agirhig 188 - 221 mg. arasinda-
dir.

Toplam olarak takribi 8000 sisc doldurulmus ve iki giin iginde
islem tamamlanmigtir,

Doldurma isi tamamlanarak, siseler kagit paketlerde, icinde ka-
fi miktarda kuru silikajel ihtiva eden 32 metal kutuds ambaljlan-
migtir. Nemin girmesini azaltmak icin kapaklar yapiskan seritle mu-
hafaza edilmistir. Her kutu paketlenme zamanini ve tarihini gdstere-
cek sekilde etiketlenmistir.
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Boylece paketlenen giseler Ankara’da Refik Saydam Enstitiisii-
ne gonderilmistir.

4) Farkli zamanlarda doldurulan siseler arasinda degisiklikler
Leklenmedigi halde, tedbir olarak her sise kendi kutu numaras: ile
isaretlenmis ve rastgele kutular iginde yeniden paketlenmigtir.

Bazi siselerin nem muhtevas: yar: kantitatif metodla kontro!
edilmistir.

Bir sisenin biitiin muhteviyat: bir biirete takilms hipodermik ig-
ne jle dogrudan dogruya sisenin icine tatbik edilerek c¢ok zayif hir
Karl Fisher Reaktifi ile (0.4 mg./ml.) titre edilmistir. Penisilin re-
axtifin j¢cinde erimis ve bitim noktasi renk degisimi ile miigahede
edilmistir.

1 den 18 e kadar numaral: kutulardaki siseler icin, ilk giiniin dol-
durmasi olarak, titrasyonlarda hemen hemen 0,5 ml. harcanmistir.
Ejer her sisede 200 er mg. penisilin oldugu kabul edilirse, bu titras-
yoniar % 0,1 neme tekabiil eder. Tkinci giiniin doldurmasinda mese-
12 19 dan 32 ye kadar numarali kutulardaki giseler i¢in titrasyon ccx
defa 0,8 ml’ye kadar yiiksek olur.

Bununla beraber biitiin sonuglar ¢ok diisiik bir nem seviyesine
tekabiil eder.

J) Bizim miizakerelerimiz programl galismak icin biitiin l4dbo-
ratuvarlarin, tayinlerinde test organizmas: olarak Sarcina Lutea ile
plak metodunu kullandiklarin: aciklar. Biitiin ldboratuvarlarda kul-
lanilan vasatlar ve tampon solusyonlar: birbirine yakmdir. Miimkiin
oldugu takdirde hepimizin Micrococcus pyogenes (var. aureus) u,
ilave test organizmas olarak, kullanmay: tecriibe etmemize karar ve-
rilmistir.

Nimune ve standard igin ii¢c doz seviyesini ihtiva eden desen
icin bir tercih ifade edilmistir. Boylece cevap cizgilerinin egimi kont-
rol edilebilecektir.

6) Bazi laboratuvarlar Onceden standard egri ve referans
noktas: ihtiva eden sekilleri kullanmay: tercih ettikleri gibi, alt
noktal {i¢ doz seviyesini kullanarak bir deneme yapmuslardir. Bu
baslangi¢ testleri igin, enternasyonal penisilin standard: kullanilma-
mistir, Sonuglar istatistik hesaplarla apaliz edilmis ve ilgili miitalda-
lar ile alakal ldboratuvarlara tekrar rapor edilmistir.



7) Beraber yapilan son tiyin i¢in Enternasyonal Standardin
dort ampuliinii ve teklif edilen Tiirk Milli Standardmmin (gelisigiizel
alnmis) on sisesini ihtiva eden paketler bu ii¢ Istanbul laboratuva-
rina teslim edilmistir.

8) Biitiin dort laboratuvardan o6n bilgi alinarak asagida plan-
landign gibi bir istatistik degerlendirme yapilmstir.

(i) Her test ayr ayr incelenmigtir. Potens, fiducial limits ve
weightings hesaplanmistir.

Egim ve paralellikten sapma i¢in kontroller hesaba katilmistir.
Bazi héllerde, mithim egri oldugu zaman, sonuglar zon c¢aplar: yerine
(y), muntazam c¢izgi cevaplari, meseld y* veren, pratikte tatbik edi-
len bazi fonksiyonlar kullanilarak yeniden hesaplanmistir.

(ii) Sonuglarin tabil gruplari (miesela, Sarcina lutea kullanan
bir ldboratuvarn biitiin sonuglar1) x* testi vasitas: ile grup iginde
heterojenlik i¢in incelenmistir.

(iii) Potensin ortalama degerleri Humphrey'in' metodlarnn kul-
lanilarak birbiri ardindan hesaplanmistir.

Miiteakip teferruatl goriismede laboratuvarlar gelisigiizel A, B,
C ve D olarak gosterilmistir. Bu makalenin gsonunda laboratuvarla-
rin isimlerinin goriildiigli sira ile herhangibir aldkalar1 yoktur.

Tablo 1 herbir test i¢in potens ve fiducial limit'leri &zetler. En
biiyiik standard hatis: ‘¢ 4 kadardir, (P = 0,95 de 7« 2 8 e tekabiil
eder) ve bircok standard hatalar1 ¢ok daha diisiiktiir. Bu ¢ok tah-
minkar bir basaridir. Tablonun son siitununda «weight» gosterilmis-
tir.

1
«Weights» = W = ———
Variance

daha sonra weighted mean’lerin hesaplanmasinda, heterojenlik icin
x? testinde ve en son olarak corrected weighted mean’lerin hesaplan-
masinda kullanilir.

Sekil 1, sonuglar: ayri ayrn histogram olarak gdsterir.

Tablo 2, onlarin hepsinin ménasi kadar, ayr1 ayri test organiz-
malar1 igint simple ve weighted mean’lerini gosterir.
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Tablo 3. benzer mallimat verir, fakat ayrica liboratuvar grup-
larina tekrar boliinmistir.

Simple Mean gdyle hesaplanir :
1595 x Antilog 3,

M. . potens orammn. simple mean logaritmasi olup

IM
M, = geklinde verilmistir.
n
ve M = potens oraninin logaritmasinin ayri ayr1 hesab:
n = tecriibelerin sayis

Weighted Mean’in hesaplanmas: ise :
1595 x Antilog ¥,

M.. » potens oraninin weighted mean logaritmas: olup

T WM
M. = seklinde verilmistir.
W

M ve W nin ménalar: yukaridaki gibidir.

Bir x? testi muayyen cihetlerden biraraya gruplanmis sonugla-
rin, meseld ldboratuvar A’da Sarcina lutea’nin kullamidig! biitiin ne-
ticelerin, homojenligini kontrol igin tatbik edilmistir.

x’ in takribi degeri Humphrey’in formiily' kullamilarak elde edil-
migtir.
= TWM—y, )V

Homojen olan neticelerin ihtimali sonradan tablolara®? miiracaat
edilerek tdyin olunur.

Sarcina lutea icin laboratuvar A’da elde edilen dort netice
x’ = 3.423 rakamin verir. Tablonun gosterdigine gore, serbestlik
derecesi {i¢ i¢in, x* in bu degeri 0,5 ve 0.3 arasindaki ihtimale teka-
biil eder. Boylece heterojen olduguna dair bir delil yoktur.

Humphrey’ miithim heterojenlik oldugu hallerde bir diizeltme is-
lemi kullanmigtir ve heterojenligin ayri ayri tahmini weight'lerinin
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fazla takdirinden ileri geldigine inanilmistir. «Weights'leri bir <hete-
rojenlik faktdrii» ne boler.

X’l
—— =H
d.f.
Heterojenlik, ihtimaliyet olarak ifade edilen izafi bir terim ol-
dugu i¢in, bazi hallerde P'nin degeri «miithim heterojenliks e delalet
etmedigi halde. bu heterojenlik faktoriinii sonuclarin biitiin grupla-
rima tatbik etmenin tesirini incelemek makfl gériiniir.

Tablo 4, x? testlerinin sonuclarini ve heterojenlik faktorii, H va-
sitast ile weight’lerin sonraki tashihlerini 6zetler. Bu tablodan gorii-
lir ki, faktor, weight’lerin fazla takdirini azaltmakla kalmaz, fakat
onlarm noksan takdirini de ¢ogaltir.

Tablo 5. dort laboratuvar igin simple, weighted ve corrected
weighted mean’leri 6zetler. Kullanilan diizeltilmis weight'ler dordiin-
cli tablonun yedinei siitununda gosterilenlerdir.

Miinakagalar :

Tabii gruplar i¢inde sonuglarin heterojenligi, x* testinin verdigi
sira ile, 0,1 ila 0,05 ve 0.05 il 0,02 arasinda degigen, P ic¢in yalmz C
ve D laboratuvarlarinda Sarcina lutea ile tadyin yapilan hallerde,
gosterilmistir. Bu gruplar icin weighted mean potensleri 1606.2 u./mg.
ve 1629.3 u. /mg. dir ve teorik degeri olan 1597,8 u./mg. dan sira ile

‘¢ 0,5 ve 7r 2 nisbetinde yiiksektir.

P'nin bu degerleri mithim heterojenligi fazlasiyla ifade etmedi-
&i halde, heterojenlik faktoriiniin kullanilmasi, netice olarak makil
bir hareket goriiniir.

Tercih edilen mean value. corrected weighted mean’dir.
1595,3 u. mg.

Hatd smirlar: :

P =095 15872 ila 1603,8
995 ila 1005



Sonug :

Ik Tiirk Milli Penisilin Referans Standardina 1595 u./mg. po-
tensin tayin edilmesi teklif olunur.

Ozet :

Gilivenilir, potensi belli kafi miktarda antibiyotik standardlarmna
olan ihtiyaci kargilamak gayesiyle genis capta kullanilan antibiyo-
tikler igin Tiirk Milli Standardlarinim kurulmasi teklif edilmistir.

Imalétcilarla beraber calisma esnasinda, ilk olarak bir penisilin
standardinin tesisi ile ise baslamak uygun goriilmiistiir. Imalatgilar-
dan biri tarafindan 1,6 Kg. iistiin kaliteli potasyum penisilin tedarik
edilmistir ve diger bir imaldtcl tarafindan siselerde ambalajlanmisg-
tir. Bunlar asgari vakit kaybiyla 10°C'in altinda muhafaza edilen
odalara nakledilmistir. Teklif edilen standardim numuneleri enternas-
yonal standardin ampulleri ile birlikte bu dort laboratuvara dagitil-
mistir.

Bu dort laboratuvarda toplam olarak 32 tiyin yapioustir, Bu
tayinlerin hepsi agar difiizyon metodu iledir. 17 tdyindeki test orga-
nizmasi Sarcina lutea ve 15 tayindeki test organizmasi Micrococcus
pyogenes (var. aureus) dur.

Sonuclar istatistik hesaplarla degerlendirilmistir. C ve D labo-
ratuvarlarimm her ikisinde test organizmas: olarak kullanilan Sarci-
na lutea ile elde edilen sonuclar arasinda bazi heterojenlik goriilmiis-
tir.

Humphrey tarafindan tarif edilen metod kullanilarak bunun igin
bir diizeltme yapilmigtir.

Biitiin sonuglardan agagidaki ortalar hesaplanmistir :

Simple Mean 1596,6 u. mg.
Weighted Mean 1601.0  u./mg.
Corrected Weighted Mean 15953 u. mg.

Tercih edilen deger corrected weighted mean’dir. Bunun haté si-
oirlarn (P = 0,95) 1587,2 ila 1603.8 arasindadir,

Potensi 1595 u./mg. olarak tayin edilmistir.
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Tablo 1

Potens .
Test Organizma ) Sinirlar (P = 0,88) Weight
u./mg.

A 1 | Sarcina 1576 1516 ila 1639 14.800
2 1582 1521~ 1645 14.700

3 | Lutea 1558 1516 - 1602 30.000

4 | ATCC 9341 1614 1569 > 1659 28 000

5 | Micrococcus 1582 1522 5 1646 15.000

6 orene 1570 1519« 1623 20.600

7 | PYOgenes 1595 1548 « 1643 24600

g | (var. aureus) 1620 1578 -~ 1664 31.900

9 | ATCC 6538 - P 1595 1533 1659 14.600

B 1 | Sarcina 1580 1463 1706 3.800
2 1583 1463 . 1713 3.600

g | lutea 1517 1432 . 1606 6.600

4 | ATCC 9341 1536 1447 - 1631 6.100

¢ 1 | Sarcina 1622 1589 1657 51.200
2 | lutea 1570 1532 . 1609 34.100

3 | ATCC 9341 1619 1580 » 1658 39.100

4 11!,“”000““5 1584 1562 1617 55.800

5 Wyg’fe;‘s;us‘ 1598 1553 1644 27.900

6 | ATcCC 6538 - P 1604 1580 1630 £0.900

D 1 1628 1569 » 1690 15.800
2 Sarcina 1694 1638 s 1752 19.200

3 1649 1600 . 1699 24.600

4 | lutea 1613 1541 . 1689 10.700

5 | ATCC 9341 1586 1531 - 1643 17.700

6 1554 1481 . 1630 9.500

T ; 1616 1557 1677 16.200

Micrococ

8 oeus 1675 1594 1762 8.800

9 | pyogenes 1591 1533 .~ 1651 16.100

10 1606 1548 1668 15.800

11 (var. zurus) 1607 1533 1684 10.100

12 e mmn 1619 1527 - 1716 6.400

13 | ATCC 8538 - P 1548 1456 . 1646 7.400

ATCC: Awerikun tip kiltir kolleksiyouu.
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Tablo 2

Test- Simple Weligh- Fiduacial
Test Organizmast lerin Me;l a ted Limits Weight
Adedl Meau | (P =0,85)
1590,4
Sarcina lutea 17 1592.5 1603,1 329,746
1615,7
Micrococcus 1587,2
pyogenes 15 1601,1 1599.0 362.212
(var. aureus) 1811.3
Riltiin Testler 1592.3
Her 1ki Organizma 32 1596,6 1601,1 1609 4 691.958

Patensler v ing. olarak jfade edilmistir,
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Tablo 3

Teatle- Weigh-
Laboratu- Test rin Simple ted Sirlar Weight
var Organlzmax Adedi Mean Mean P = 0,953)
L i
|
1358,3
Sarcina lutea ’ iy
A ATCC 9341 4 | 15324 | 15826 1607.8 87.623
|
Mic. pyogenes ;
H 1573,9
(Var. aureus) ! > .
ﬁ:rcc 6538 - 5 1502,6 | 1596,0 1y | 108758
B Sarcina lutea 1 15535 | 15464 1o 20.171
ATCC 9341 ' ’ 1586,6
c Sarcing lutea 3 1603,8 | 1606.2 10831 124.324
ATCC 9341 4 ' 1628,5
Mic. pyogenes
(var. aureus) 1579,2 .
ATCC 6538 - 3 1595.0 1596,6 174.534
P 1614,1
Sarcina Jutes 1606,2
; 8 1620,0 1629,3 87.628
D ATCC 8341 1652,4
Mic. pyogenes
(var. aureus) 1583,2 20.015
ATCC 6538 - 7 1609,7 | 1609.4 A
P 1634,9
Biitlin 1592.%
Labora- Her T 22 15966 | 16011 ' 691.958
tuvariar ] Organizma ’ ’ 1609,4
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Tablo 4

Riitiin Testler
1

Testl 1 Total
edqtle- R
O B T N I B ey
Adedi £ Welght
Lah. A
S. hﬁzza 4 §7.623 | 3.423 0‘501;5‘ 1,141 76.785
x £
M I;f;,]f)'w,\;ws 5 106763 | 273 O " ‘5"“ 0.668 159 825
. pyog ‘
b, B
s lll:ilea 4 20.171 1.213 0'3()‘715‘ 0,404 49028
114
o o © 3 | 12324 | g7es | O 005 | 2368 52.502
Lab. C 0,7 1l&
M. pyogenes 3 174.534 1.054 0.5 0,527 331.184
5 {ft]z;tD 6 97628 | 12.836 0'050_%3 2,567 38.032
Lab. D 0,5 14
M. pyogenes i 80.915 5.880 0,3 0,880 82.560
0.7 Ua
Lab. A 9 194386 | 6702 o5
Lab. B 4 20171 | 1213 0'80*713
|
Lab. C 6 | 208858 | 6328 0'3023
| 0.1 &
Lab. D 13 178543 | 20.045 | 0.08
— ‘ '
|
ron | 001118
S. lutea 17 329.746 34.733 I 0.001]
M. Pyogenes | 15 | 362.212 | 11.963 070‘-51’3
32 691.058 | 46.639 | 0,033




Tablo 5

Testle- | Weigh- | Fiduelal Corr. |
Labora- rin Simple | teq [ Limits ; Weighted Fiducial
tuvar Adedi Mean Mean | P =085 Mean Limits
| |
: f1574,1 1576,8
A 9 1588,1 . 1590.2 } 1606.6 1591,8 1606.6
i , 1497,2 . 1514.6
B 4 1553.5 | 15464 1506,6 1546,4 1578.4
: 1587,2 1586,2
C 6 1599,1 | 1600,6 1614,1 1588.2 16094
. ? -
1603,0 1594,2
D 13 1614,1 | 1618,7 1636.5 16154 1636.6
I
| 502.3 1587,3
| 1 . P s
Hepsl 32 1506.,6 | 1601,0 ! 1609 4 1595,3 16046

HESAPLAR ve NOTLAR

1 — Potens hesaplamasi ve tek bir tecriibenin istatistik analizj :

Adapte edilen iglem esas olarak Internasyonal Farmakopedeki
islemdir.

2 — «Weighted Mean Potency» nin hesaplanmasi :

Log Weighted Mean

M

— 0.0031
+ 0.0009
+ 0.0024

W
55,772
27,911
90.851
W = 174,534

WM
M= —
W
WM
— 172.8930
+ 251199
+ 218.0424
SWM = 70.2691




70.2691
M= = 0.000403
174,534

Antilog 0.0004 = 1.001
hioylece «Weighted Mean Potencys = 1.001 x 1595
= 1596.6

3 — Yukaridaki potens icin emniyet simirlari su sekilde verilir,

Antilog M =t X Sm

— 1
Sm::: \ —EW
Boéylece S p=- \/ 1_;@ = 0.002385 ve
M=t S;m = 0000403 4+ 1.98 x 0.002395

I

— 0.004339 dan + 0.005145%
—1.995661 dan  0.005145%¢ kadardir.

I

Bunlara tekabiil eden Antilogritmeler

0.9901 ve 1.012 dir. Bunlara tekabiil eden emmniyet sinirlari
ise,

1579.2 den 1614.1’e kadardir.

4 — Heterojenlik — x? testi

Misal : D Liboratuvarinda yapilan Sarcina Lutea tecriibe-
lerinin neticeleri. Bu grup icin Log Potens’in weighted mean de-
geri M = 4+ 0.0092 dir.



M (M-M) (M-M)* x 108 W X\ = W (M-M)?
D, | + 0.0092 0.0000 0 15,835 0.000,000
D, | + 0.0261 0.0169 | 28,561 19,220 5.489,424
Dy | + 00143 0.0051 | 2,601 24,468 0.841,094
Dy | + 00048 | — 00044 | 1,936 10,749 0.208,101
Dy | — 0.0025 |- 00117 | 13,889 17,625 2.418,382
D, | — 00116 | — 0.0207 | 42,849 9,524 4.080,939
- 12.835,940

x* tablosunda goriiliirkii 5 serbestlik derecesi (degrees of free-
dom) igin P = 0.05 oldugu zaman,

x! = 1107, P = 0.01 oldugu zaman x* = 15.09 dur.
x* i¢in bulunan deger 12.836 oldugundan tekabiil eden P degeri

0.01 ile 0.05 arasindadir. Bu heterojenlik delilidir.
5 — Heterojenlik Faktorii «H»

%
H = —— seklinde tarif edilir.
df.

Béylece laboratuar D nin Sercina Lutea neticeleri igin

12.836
H = = 2,567 dir.
5
Benzer sekilde lboratuar D den gelen Mieroccoccus FPyogenes
5.880
(var. aureus) neticeleri icin H = = (.980 dir,
6

6 — Diizeltilmis «Weights ler :

/ «Weight»

Diizeltilmis «Weighty ————— olarak verdir.

H

{(*) Kolaylik olsun diye 10" ile carpild:
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Boylece Lab D nin Sercina Lutesa neticeleri icin

97,628

diizeltilmig «weights = == 38.052

2.567

Micrococcus pyogenes (var aureus) igin diizeltilmis

80,915
«welghty = ‘= 82,566 dir,

0.980

7 — Diizeltilmis «Weighted Mean» (Laboratuvar D) :
Diizeltilmis Weighted yp ler
S. Lutea = + 0.009195H
M — pyogenes (var aurcus) = -+ 0.003758

Heterojenlik faktorii igin diizeltilmis yeni «weights ler tatbik
ederek

(0.009,195 x 38,032) + (0.003,758 x 82,566)

M =
38,032 + 82,566
659.987,268
= ——— = 0.005473
120,598

Antilog 0.005473 = 1.0128 = Potens orani
Potens = 1.0128 x 1595 = 1615.4 u. mg.

Weight = 120,598 (Emniyet simnirlarinin hesaplanmasi icin kul-
lamldi)

Yazuun liazirlanmasinda yardimei olan Ecz. Segil Sade’ye tegek-
kiirlerimizi sunariz.
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THE FIRST TURKISH NATIONAL STANDARD
REFERENCE MATERIAL FOR PENICILLIN

WihHhiam HEWITY® Meliha INAK Tkt ONAL Cikh GUNER
Reflk Saydam Central Institute of Hygiene
Section of Drug Control - Apkara
Summary :

To meet the need for adequate quantities of antibiotic standards
of reliably known potency, it was proposed that Turkish National
Standards be established for the more widely used antibiotics.

In collaboration with manufacturers it was agreed to proceed
first with the setting up of a Penicillin Standard. A selected batch of
1.6 Kg. of potassium penicillin was provided by one of the manufac-
turers and was packed into vials by another manufacturer. These
were transferred with the minimum delay to a room kept below
10°C. Samples of the proposed standard together with ampoules of

the International Standard were distributed to the four laboratories.

A total of 32 assays were carried out in the four laboratories.
These assays were all by the agar diffusion method. Sarcina lutea
was the test organism in 17 assays and micrococcus pyogenes (var.
aureus) was the test organism in 15 assays.

Results have been evaluated statistically. Some heterogeneity is
displayed between resulis obtained using Sarcina lutea as test
organism in both laboratories C and D. A correction for this using
the method described by Humphrey' has been made.

The following means were calculated from all results :

Simple Mean 1586.6 u./mg.
Weighted Mean 1601.0 u./mg.
Corrected Weighted Mean 1595.5 u./mg.

The preferred value is the corrected weighted mean. This has
limits of error (P = 0.95) 1587.2 to 1603.8 u.. mg.
A potency of 1595 u./mg. has been assigned.

Adviser., Phannaceatical Analysls, Refik Saydaim Central Institute of Hyglene,
Ankara.
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O - ETHOXYBENZAMID’in QUININ SULFAT, ACIDE
-ASCORBIC ve ORPHENADRINE HCl.
KOMBINASYONUNDA INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI ILE
1ZOLESI QUALITATIF ve
QUANTITATIF TAYINT

Ecz. Mithat KIPER

Refik Saydam Merkez Hifzissthha Enstitisi
Na¢ Kontrol Subest Miltehassist

Ankara
Pharmasotik Sekli :  Draje
Preparatin terkibi :
O - Ethoxybenzamid : 200 mgr.
Quinin Sulfat : 50 mgr.
Acide Ascorbic : 25 mgr.
Orphenadrine HCL ' 10 mgr.

Preparat iizerinde yapilan ¢alismalar sonunda Ince tabaka kro-
matografisi metodu ile daha emin daha kati netice elde edilmis ve
ve bu Kombinasyon icin bu metod tatbik edilmistir.

Draje gseklindeki preparattan O - Ethoxybenzamid Ince tabaka
krematografisi ile diger maddelerden tecrid edildikten sonra
Spectrophotometre de uygun dalga uzunlugunda okunur. Madde 290
dalga uzunlugunda maximum ve 282.5 da minimum gostermigtir.

A — MATERYEL
1 —— Uvanalys Cihamn
2 — Desega Kavanoz (21X 21X9)
3 — Beckmann D.U. Spectrophotometre
4 -~ 20 X 20 cm. Plak (Kieselgel HF*™ ile hazirlanmis T.
Kahnligi = 0,25 mm.)
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B — KIMYEVI MADDE

1 — Aceton p.a. (E. Merck)
2 — Metanol p.a. (E. Merck)
3 — Ammoniak

C — YURUTUCU SOLVENT : Aceton + Metanol + Amon-
yak (80 + 10 + 1)

METOD

Bir, drajeye takabill eden toz miktar Quantitatif olarak (daha
iyisi bir draje alarak iyice toz haline getirmek ve yikiyarak Quanti-
tatif olarak almak) 100 ml. lik bir balon joje'ye ahmr, ve kuvvetle
15 dakika ¢alkalanir ve markasina tamamlamr. Sik bir filtre kag-
dindan berrak sekilde siiziilur. Daha evvel plakta isaret edilmis yer-
lere hassas olarak iki defa 0.1 rer ml. niimune soliisyonu ve yine iki
ayrt bélmeye 0.1 rer ml. olmak lizere standart terkip siiliisyonlan
dikkatle muntazam ince bir band seklinde damlatilir. Solvent ylirii-
me ¢izgisine geldigi zaman plak gikarilir. (Yiiriime mesafesi 14 cm.)
kurutulur. Uvanalys cithazinda kisa dalga da tetkik edilir.

Burada 4 leke goriilir. (Orphenadrine HCIL ¢ok hafif bir leke
halinde g&riilir, ancak 40 gama olacak gekilde tatbik edilirse leke
tariz clarak goriiniir.) Bunlar yukandan asag: sira ite, O - Ethoxy-
benzamid (RF - 0.84-. Orphenadrine HCI. (RF = 60), Quinin Sul-
fat {mavi fléresans gosterir) (RF = 0,27) ve Acid Ascorbic (RF ==
0) dir. .

Buradan 0 - Ethoxybenzamid lekesinin hudutlar: tesbit edilir.
Esit miktarda iki nimune ve standard Quantitatif olarak bir spatiil
ve samur firer yirdimiyla 50 ser ml. lik balon joje'ye kazinir ve me-
tanolle markasina tamamlanir. Kuvvetle c¢alkalanir, Whatmann 2
flitre’den berrak sekilde siriilir ve Backmann da 290 dalga da oku-
nur.

LITERATUR

1 .- Ganshirt, H., Untersuchnng zur quuntitaven der Dilnnschichihromatogriap-
hie, Arch. Pharw. 296, 129 - 134

2 —- Stahl, 137 E. Dinnschict Chromataegrpbic (Springer verlag)

226



TWEEN HIDROLIZ VE TWEEN OPASITE
REAKSIYONLARININ MIKOBAKTERILERIN IDANTIFIKASYON
VE KLASIFIKASYONUNDAKI DEGERI

Bakt. Nezihe ATAY Dr. Aral GURSEL

Relik Saydam Merkez Hifzigsthha Enpstitisi
Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma Subesi

Yavas ¢ogalmalar: ve bunlar) karakterize eden bircok metodlarm
kompleks olusu, klinik laboratuarlarin mikobakteri idantifikasyon ve
klasifikasycnu proklemini imkansiz kilmaktadir (9). Ayni mikobak-
terilerin kimyasal maddslere karst clan tesir ve tepkilzrinin tetkiki
igin, aragtiricilar sulu besi yerlerine degisik konsantrasvonlarda ce-
gitli kimyasal maddeler ilivesile, az da olsa, baz1 arastirmalar yap-
miglardir (1, 10). Hedgeckok (8) muayyen mikrobakterilerin sente-
tik besi yerlerinde iiremeye (gogalmaya) baghyabilmeleri i¢in Twezn
80 veya Oleik asid’e ihtiyac goOsterdiklerini bildirmektedir. Andrajew
ve arkadaglan (1) da muhtelif mikobakterilerin lipazik aktiviteleri
iizerinde caligmalar yaparak, bunlan bu aktivitelerine gére iki biiyilk
gruba ayirmislardir :

1 — Zayf veya sifir lipazik aktiviteli mikobakteriler,
2 — Kuvvetli lipazik aktivite gosteren mikchakterilor.

Gaudier ve arkadaglart (3) ise Tween hidroliz reaksiyonu kuv-
vetli pozitif olan Myc. phlei ve Myec. kansasii ile c¢ok az aktiviteye
sahip olan veya hig olmayan suslar: birbirlerinden ayirdigim bildir-
miglerdir. Bu giin igin, mikobakterilerin lipazik aktiviteleri sahasin-
da yapilmis etiidler hemen hemen yok denecek kadar azdir, Onlar da
ancak Tweenler gibi (C: — C)-) uzun zencirli agir asitler sahasinda-
dir. Gaudier ve arkadaglart (3} na gore Tween &3 ile Oleik asidinin
sulu besi yerleri lizerinde birbirine olan tesirleri mikobakterileri ka-
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rakterize edebilecek ¢esgitli reaksiyonlarin esasini tegkil etmektedir.
Davis ve Dubos (2) Myc. phlei kiiltiir filtratlarindaki Tween 80 den
yag asitleri serbest hale gecerek basit bir lipaz husule gelebilecegini
ispat etmiglerdir. Yine ayni miellifler Myc phlei kiiktir filtratlarimn
tween 80 hidrolizi vasitas: ile oleik asit tegkil ettigini de bildirmis-
lerdir.

Cahgmamizin gayesi ntuhtelif mikobakterilerin Tween 80 i hidro-
liz ve opasite (bulandirma) kabiliyetlerine dayanarak ve icabinda di-
ger reaksiyonlarla birlikte mikobakterilerin idantifikasyon ve klasifi-
kasyonu i¢in birer yardinicr reaksiyon olabileceklerini gostermektedir.

Materiyel ve metod:

Calismalarimizda 28 adet standart sug ile birlikte niemleketin ce-
sitll bolgelerinde bulunan laboratuarlardan ileri tetkikler igin gelen
ve durumiar: agagida aciklanmis 75 adet cesitli mikobakteri susu, ki
cem’an 103 adet sug tetkik edilmigtir. Cesitli bblge ve laboratuarlar-
dan ileri tetkik ve idantifikasyon icin gelerek galismalarimiza dahil
ettigimiz 75 adet sug’un nikotinik asit tesekkiil etme ve nitratlar: re-
ditkleme kabiliyetlerine gore 4 ayr: gruba ayirmig bulunuyoruz :

Gr. I — 19 adet sus-Niacin ve Nitrat reduktaz menfi
Gr. I, — 40 » = > miisbet nitrat reditktaz muspet
Gr. III — 3 » = miispet nitrat rediiktaz menfi ve

Gr. IV — 13 » » » nienfi, nitrat rediktaz miisbet,

Standart suslarimiz ise 3 adet Hx Rv, 2 adet H-" Ra, 5 adet Myec.
bevis, 3 adet Myc. kansasii, 2 adet Myc. avium, 4 adet Myc. fortuitun,
4 adet Myc. smegmatis, 2 adet Myc. phlei, 2 adet Myec. scrofulaceum
ve 1 adet Mye. rhodocrous’tan ibarettir. Bu standartlar bize goénder-
mek litfunda bulunan Lausanne sus kolleksiyon laboratuvar, Paris
Pasteur Enstitiisii, Borstel Tiibarkiiloz Arastirma Enstitiisii ile Ko-
penhag Tiiberkiiloz Arastirma laboratuvarlarina burada tesekkur et-
meyi bir borg biliriz.

Kullantlan metodlar :

a) — Tweey hidrolizi reaksyonu (9, 10), — Reaksyonda kullan:-
lan tampon solusyonlarimin hazirlanmas: : M/15 ve pH 7 Strensen
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tanipon sclilsyonundan 100 cc ahinarak, iizerine 0,5 cc Tween 80 ve
2 cc — beher cc sinde 1 mg. nétral red (kirmizisi) bulunan stok soliis-
yondan ildve edilir. Hazirlanan karigum 4. er cc olarak deney tiiplerine
taksim edilir ve 120 derecede 15 dakika sterilize edilir.

Ek imler: Lowenstein Jensen besi yeri lizerindeki 4 haftalik
kiiltiirlerden 3 mm caplik bir 6ze dolusu bakteri alimr ve hazirlanan
vasat (tampon solilsyonu} igerisinde ezilir. Her sustan 2 tiip ekilerek
37 derecelik etiivde inkiibe edilir. Kontrol olarak ekilmemig bir vasat
tiipii kullaniir, Bu sonuncu tiip amber (kehlibar) renginde bir solis-
yondur. Etiive konan tiipler 3 hafta miiddetle her giin kontrol edilir
ve amber renkten pembe renge doniigme igin gegen zaman kaydedilir.
Preparasycnda oletk asidin tegekkiilit kirmizi - pembe bir rengin gg-
rillmesi ile meydana c¢ikar. Bu da pozitif bir reaksiyen olarak kabul
edilir. Bu hususiyet Tween 80 in mikobakteriler tarafindan indirgen-
mest deneylerinde esas olarak almir (10).

b) — Tween 80 opasite (bulamkhigr) reaksyonu (9) : — Baz mi-
kchkakterilerin Tween 80 iizerine olan tesiri, agarda kesin bir opasite
(bulantkhk) halkasmin meydana gelmesine sebep clur. Bu hadisenin
sikligim tespit icin  Wayne ve arkadaglar (10) bir seri arastwmalar
yapmiglardir. Bu aragtirmalara gore Ana Dubos besi yeri (9, 10) ha-
zirlandiktan sonra, esas reaksycnda kullatnlacak olan kismina ¢ 2,5
ve kontrol olarak kulanilacak kismmna da "¢ 0,02 nispetinde Tween
ildve edilir. Ayrica “r 2 hesabile agar ilave edilerek besi yeri 120 de-
recede 15 dakika miiddetle sterilize edilir. Diger taraftan da Oleik asit
kompleksi hazirlanarak (4) steril olarak hazirlanmig bulunan besi
veri izerine ildve edilir. Bu sekilde tamamlanan besi yeri steril sart-
larda tiiplere 5 er cc olarak tevzi edildikten sonra dik olarak sort-
lesmeye terk olunur.

% 2,5 Tween &0 ihtiva eden besi yerinde cpasitenin  gériilnr:-
sinden &rnee, sathmn hemen altinda hafif bir mathk goriilin=ktedir.

Ekimler : Lowenstein Jenzen besi yeri lizerinde iyi geligmig
4 haftahk mikobakteri kiiltiirlerinden cc sinde 1 mg. basil bulunazak
z<kilde hazirlanan bakteri siispansycnlarindan 0.1 cc lik miktar)ar
kontrel ve esas reaksycn tiiplerinin satthlarma ekilerek 37 dsrace C.
tietilir. Tiipler ylzeyin altindaki ocpasite halkasmm gé@riiniisiini
kontre] igin 6. c1 hafta sonuna kadar her hafta bir defa clmak iiz>-
re muayene edilir. Ureme kontrol tiipleri ile mukayese edilirak miis-
petlik +, 4 = 4 4+ <+ olarak degerlendirilir.



Materiyel kisnunda belirtmis oldugnnz 103 adet sugumuzu her
ki veaksyonla paralel olarak dencyerek, asagilarda belirtilen bulgn-
far elde edilmigtir.

Bulgularimiz

Cabymialarmnzda standart olarak kullanmig oldugumuz 28 adet
cusnmuzla Lirlikte 102 adet muhtelif gruplara ait mikobakterilerin
Tween 80 hidrolizi ve Tween 80 opasite testleri yapilnus ve sonucla-
vs  w=bre gerekli ayvwrialarnn yapimasina calizilnustir.

Tablo 1 de gosterilmis bulunan biitin bu suslardan, bir taraftan
Sweoen hidrolizi reaksyonlary yapilarak lipasik  aktivitelerine gisre,
Jiger taraftan da avni susglar lizerinde Tween opasite reaksyonlarl
i» 0’!’1‘(]('1 sumflandiriimalara cahisilmistir,

Materive!l ve metod bolimiinde bildirmis oldugumuz bakteri
gruplarimn 1. ¢ sini teskil eden Nikotinik asit ve Nitrat redilktaz
reaksyonlan menfi olan 24 adet susumuzdan (5 adedi standart sug)
simiflanciriimasy icab eden 19 susumuzun ancak 1 tanesi hakiki tii-

berkilicz mikcbakteriier: smifina dahil edilebilip, geri kalan 18 adet
susumuz Tween 80 ni cesitli zaman ve derecelerde hidrolize ettikle-
vmden hakiki titherkiiloz mikobakterilerinden ayriimakta ve atipik
¢enilen mikcbhakteriler smifina girmektedir. Bu 18 adet sustan 5 ade-
ii Tween opasite reaksyonlarina gore (opasite halkasim teskil et-
mieraeleri ) Mye. kansasii gibi goriinliyoriarsa da nitratlary rediikle-
iz chmalar jcab ederken kizim suslarmuzda bu  rediksyon huszule
coelmeemistir. 13 adet susuinz jse gerek  Tween hidroliz ve gerekse
Swesn opasite reaksyonlarna gdre atipik denily; mikobakterilerin
rd giukn olin cabuk Ureyenler (Rapid gTO\Vﬂr) grubuna girebilir-
i des 2ynen Myve, kangasii grnbuna girenlerde zldugu gibi nitrat-
iar reditkieyememeleri tam idantifikasyenlarmnn yapilmasina  mani
Jlmaktadir,  Muhakkak elan birsey varsa o da sudur ki Twetp 89
opasite rexksyonlan hakiki tiiberkiiloz mikobakterileri ile Atipik ve
Saprofitleri hicbirinden kolayhkla avirabibmektedir. Zira, hakiki ti-
1« rhiiicz mikebakterilerinde gerek Tween hidroliz ve gerekse Thwern
cpaite reaksyonlarl menfi iken, atipik ve saprefitlerde bu rekasyon-
Lipin va bev ikisi birden vevahutta hic ¢lmazsa hir tanc:i  miispet
reskeyven vermektedir. En husus tartigma bahsinde dahy detaylh ala-
ialk ele alimacaktir. |

ikinci grubumuzu tegkil cden 45 adet Nikotinik asit v
Nitsi o rediiktaz reaksyonlan milspet engumnza gelince, 15 adedh
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standart) smuflandirimas) icab eden 40 adet sustan 35 adedi gerek

Tween hidroliz, gerekse Tween opasite
digt Nikotinik asit ile Nitrat reditktaz reaksyonlarina gore

reaksyonlary

mavzuunmuz
hakiki

tiberkilloz mikobakterisi sinifina girmekte ve malium nikotinik asit

ve nitrat reditktaz reaksycnlamna gbre de hepsi de birer Mye,

berculosis typus humanustur.
Tablo 1 — Tetkik edilen suslar ve sonuclary

tu-

Tetkik edilen suslar,
Souches etudlées

Tween 80 hldroliz

Tween 80 opasite

Hydrolyse da Reaction d'opacl-
Tween 80 té du Tween 80
Suslarin bazy  biosimik ka-
rakter ve adlari. Adet 48
Les noms et certains c¢a- | Nom- . i
. R waat 5 10 lei |2-4cl B-6.01
ractéres hxgﬁhlmlques des 3. | bre hot- » haftal hafta’ hattal
aees res | Jours| Jours| Sem. | Sem. | Sem.
Standart suslar
HS-IRV 3 —_— o, + . —— +
H.Ra 2 — —_— - s _ _
Myc. bovis 5 . — )= _ i .
Myc. avium 2 - _— - - — +
Myc. scrofulaceum 2 — — - — + +
Myc. kansasii 3 + + + —_ — .
Myc. rhodocrous 1 + + + — — +
Myc. fortultum 4 + + + + I +
Myc. smegmatis 4 + 4 + 4 + +
Myc. phlet 2 -+ + + 4 + +
Tetik Icin gelen suglar
— Niacin —, Nityrat —, 13 + -+ - + + s
[ » N 3 R b} + 4 + _— _ e
¢} ? , > 1 — — — — — —
H Niacin 4, Nitrat -, 35 — - — - — ——
o » , » s & + + + — — -—
o > , oo , 1 — + + + : +
E, Niacin 4, Nitrat --, 1 — - — -+ 4 +
5 S 2 N I R A A
U UT U SRR U S S —
P, Niacin —, Nitrat +, h — — — — - —
o » ) » s 3 + +- + — — .
t » . ' 5 + + + + + +




Geri kalan § adet susumuz ise Tween hidrolizi ve opasite reak-
syciiarma gore atipik veva saprofit siniflanua girmiekte ve bunlar-
dan 4 adodi Mye. kansasii veya Myec. rhedecrcus olabilirler isede ni-
ketinik osit tezkil etmemieleri ile bunlardan kiraz ayrilmaktadirlar.
1 adedi ise Myc. fortuituni, Myc, smegmatis veya bunlardan bir ta-
negl clakilir,

Ugiinett grubumnzn teskil eden nikotinik asit miispet fakat nit-
rat, rediiktaz reaksyenlarn menfi clan 5 susumuzdan 2 si standart
olup smiflandirmak zaruretinde hulundugumuz 3 adet susumuz var-
dir. Bunlardan 1 tanesi Tween opasite reaksyenlaria gére Myc. sero-
fulaceum, 2 tunesi de Myce. Battzsy (avium like) grubuna girmekte
¢lup. bunlardan ancak nikotinik asit reaksycnlarina gore uzaklag-
maktadiriar.

En mihimnii ise IV, ¢t grubuinuzu teskil eden 29 adet nikoti-
rile asit menfi. nitrat rediktaz mispet snsglarmmizdir. Bu grup Kon-
no ve Virtauuen reaksyonlsiina gére tamamen atipik mikobakteri
grubunn tegkil etmekte isede, bu grupta  kullanmig cldugumvuz 14
adet standart sug'a (Myc. Battey avium, Myc. kansasii, Myc. rho-
decrens, Mye. fertuitum, Myc, smegiratis ve Mye. phlei) mukabil
13 adet sugsunuz incelemaye tabi tutulmustur. Tween hidroliz ve
epasite rekasycularina gore bunlarin 5 adedi hakiki tiiberkiloz mi-
kckakterici grubuna girip, geri kalanlardan 3 adcdi biitin reaksyon-
larma gtre Myc. kansasii, 5 adedi ise tam idantifikasycnlar: igin
Faska reaksycnlara da ihtiyag géetersn Mye. fertuitum, Mye. smeg-
matie veya Myc. phlei olabilirler.

Buna gtre ileri tetkik ve idantifikasyan icin laboratuarlarmi-
zo zelen ve Tweeen hidroliz ile Tween opasite reaksyznlarina  gore
idantifikasyon ve klacifikasyenlarina calisiimig bulunan 75 adet nii-
kebakieri snsundan @ —

I. ¢i grubumuzu tegkil eden 12 adet 1nikcbakteri susundan 1
adedi hakiki tliberkiilez mikobakterisi clup, geri kalanlann & adedi
atipik denilen mikechakterilerin 1. ¢i grubunu teskil =den fctokro-
mcjenlerden Mye. kansasii, 13 adedi de atipiklerin IV, zii grubunn
teekil clcn cabuk iireyenler (rapid grower) olarak,

II. ¢i grubumuza giren 40 sugtan 35 adedi hakiki tiiberkiiloz
mikoukterisi clup. geri kalanlardan 4 adedi yine atipiklerin 1. ri
ok clan fetokreniojenlerden Mye.  kansasii, 1 adedi de IV, cii
wrup atipiklerden Mye, rhodcerous olabilir.
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III. cii grubu tegkil eden 3 susumuzdan 1 tanesi [I. ci grup
atipiklerden (skotokromojen) Myc. scrofulaceuni, 2 tanesi de IIf.
cii grup atipiklerden Myc. Battey (avium like) olahilirler.

IV. cii grubumuzu tegkil eden 13 adet susumuzdan § adedi lha-
kiki titberkiiloz mikobakterisi olup, geri kalanlardan 3 adedi atipik-
lerin 1. ci grubundan Myec. kansasii, digerleri de atipiklerin IV. %
grubunu tegkil eden ¢abuk iireyenler (rapid grower) olabilirler,

Boylece bolge ve hastane laboratuarlarnnda klasifiye edileme-
mig bulunan 75 adet mikobakteri susundan 41 adedi hakiki tiiberkii-
loz mikobakterisi olarak idantifiye olunabilmekte, geri kalan 34 ade-
di ise atipik ve saprofitler simifina girmektedir. Bunlarin birgoklari-
nin tam idantifikasyonlar: icin tamamlayter biozimik reaksyonlara
bag vurma zarureti vardir.

Tartisu a:

Enterchakteriyvaseler gibi sayulari gittikce artan mikobakterile-
rin tam idantifikasycn ve klasifikasyonu ile tedavinin yaptlabilmesi
de giinden giine gliglesmekte ve klinikle laboratuarin arasim agacak
gibi goriinmektedir. Bir zamanlar klinikciler bir hastaya tiberkiiloz-
dur diyebilmek i¢in yalmz AAR (asit ve alkoole rezistan) basillerin
tespitini kafi goriirken, daha sonralan da teyid icin bulunan basil-
lerin iretilmesile yetinmiglerdir. Cegitli major ve mindr denilen ke-
moterapotik ve hususile antibiyotiklerin geligmesile tam bir tedavi
vapmak icin bu antitiiberkiilostatik iliclara karsi mukavemst tayi-
nini de laboratuarlardan istemeye bhaglamuglardir. Rezistans tayini
de, yeni yeni problemlere yol acmugtir, Klinikeiye gore ¢ok kerre su
veya bu ildca rezistandir denilen bir sug’un o ildcin kullanilmas: ile
hsatamn istifade edemedigini bildirmesi iizerine, laboratuarlarin bii-
tiin ¢aba ve iglen: tekrarlamalarina ragmen sonuclar ayni kalmakta,
klinik ise labcratuar bulgularindan istifade edememektzdir. Bu du-
rum kar:zisinda laboratuar caligmalarim derinlegtirmeye ve hasta-

Itk amili olarak kahul edilen mikobakterinin tam idantifiksyonu lil-
zumu iizerinde ittifak edilmektedir. Tam bir idautifikasyon ise, bun-
dan evvelki yazlarimizda (5, 6, 7) da bildirmis oldugumuz gibi ¢ak
glic ve bazen de imkanstz olmaktadir (9). Mikcakbterilerin idantifi-
kasyon ve klasifikasyen serisi yazilarmmizdan bir tanesini teskil eden
ve bu yazimiza konu olan = mikobakterilerin lipazik aktiviteleri -
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en az tetkik edilmis mevzulardan bir tanesi olmasina ragmen,
bizlere, sonug bahsinde bildirecegimiz vechile, tek basina olmamakla
beraber, hakiki tiiberkiiloz mikobakterileri ile hakiki olmayanlarni
birbirilerinden ayirmaya miikemmelen yaramaktadir,

Ozet:

Bizlerle yardimlasma yapan laboratuarlannnzdaki incelemelerle
idantifiye edilemiyerek, tam bir idanifikasyon igin laboratuarlari-
miza gonderilmis bulunan toplam olarak 7 § adet sug iizerinde dene-
nen Tween 80 hidrolizi ve Tween K0 opasite reaksyonlar:, tek bas-
larina biiyiik birer mana ifade etmeyip . Konno'nun nikotinik asit
ve Virtannen’in nitrat reduktaz reaksyonlart ile birlikte kullamildik-
larinda mikcbakteriler evvela

1 — Zayf veva sifir lipazik aktiviteli mikobakteriler,

2 — Kuvvetli lipazik aktivite gdsteren mikobakteriler diye iki
blivitk gruba ayrimaktadir. Bu reaksiyonlar dis laboratuarlarda
idantifiye edilememis bulunan 75 adet susumuzun asagidaki sekilde
idantifikasyon ve klasifikasyonuna da imkan vermektedir,

41 adedi Konno ve Virtannen reaksyonlar: da dikkate alinarak
hakiki tiiberkiiloz mikobakterisi olarak idantifiye olunabilmekte (bak-
tekst igerigsindeki tabloya), geri kalan 34 adedi ise atipik ve saprofit-
ler simflarma girmekte ve gdylece gruplandirilabilmektedir:

12 adedi 1. ci grupfotokromojenlerden Myc. kansasii,
1 » 2. cigrup olan skotokromojenlerden Myc. scrofulaceum
2 » 3. cit gruptan Myec. battey (avium benzeri) ve

19 > 4. cii grup olan ¢abuk iireyen (rapid grower) lerden
olakilirlerse de, tam idantifikasyonlar: icin tamamlayiet bagka hiolojik
ve bicsimik reaksyonlara miiracaat edilmesi zarureti vardir.



LE ROLE DANS LTDENTIFICATION ET CLASSIFICATION
DES MYCOBACTERIES DES TESTS DE LHYDROLYSE ET DE
L'OPACITE DU TWEEN 30

Bakt, Nezxihe ATAY Dr. Aral GURSEL
Iustitut Central WHygitne Refile Sayvdam

Ayant en vue que le service de recherches antituberculensss s
I'Institit Centra] d'Hygiéne, joue en ménie temps le 10le  de labora-
toire de reference nationale pour les mycobactéries duns le pavs,

Nous avons eu 'occasion a faire des recherches sur Jidentifica-
ticn et la classification des mycobacteries isolées dans divers cotes
du pays (4, 5. 6, 7) et a prouver cette fois c¢i le role de I'Hydroly=>
et celui de l'cpacité du Tween 80 dans cetle classification. Nos ¢sza-
1s sont faits sur 28 differentes souoches standards et 75 souches dus
niycobacteries arrivées, comme inclassifiables, des autres laboratoi-
res se trouvant dans diverses cotés du pays.

Avant commencer les travaux, nos scuch.s 2 (tudiey cat &&5
grouppées d'aprés lenrs reactions de Kouno et celui de Virtanp.n ¢
4 grouppe (voir le tableau du text turque) :

Grouppe 1 — 19 souches Niacin 0 et nitrate reductase §

»  2— 40 » » et » » +
» 3— 3 » » ~+ et » 5 0
» 4—13 P > 0 et » » +

el les reactions d’hydrolyse et de l'opacité du Tween 80 éxécuté a cex
souches nous ont données les resultats qui sont montré dans le tab-
leau du texte turque. Premiérement on voit clairement que les souc-
hes des mycobacteries d’apres leurs actions sur le Tween peuvent
étre divisées en deux grandes grouppes :

1 — Les mycobactérieés 4 une activité lipasigue faible ou 1ul,

2 — J.es mycobactéries ayant un fort activité lipasique et hyd-

rolysant fortement le Tween 80, fait obselvé par Abndre-
jew et ses coll. (1) aussi,

Avee I'aide des reactions de Konno et celui de Virtanuen, les vo-
sultats de ces derniéres reactions d’hydrolyse ot celui v lopazit® i
Tween 80, nous permettent la calssification de nos 75 couches rois
come inclassifiables, comme suit
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41 de ces 75 souches sont des souches de vrais mycobactéries
tuberculeuses (voir le tableau) et les 34 autres sont des souches des
niycobacteries atypiques et saprophytes pouvant étre grouppé com-
me suit :

12 souches — Grouppe I (Rounyon) Myc. kansash

1 » — » I (0 » ) Myec. scrofulaceum
2 P— » OI {  » ) Myc. battey {(avium like)
19 » - » IV (0 » i des mycobacteries atypiques

ou saprophytes inclassifiables par ces reactions, Pour une idantifica-
tion éxacte de ces souches on a besoin 2 recourir & d’autres reaotions
biologiques et biocihimiques,
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REFIK SAYDAM
MERKEZ HIFZISSIHHA ENSTITUSU
BIYOLOJIK MADDELER KONTROL LABORATUVARININ
10 YILLIK CALISMALARI

Dr. Serafet ERTUGRUL

Refik Saydam Merkez Hifzissithha Enstitlisy
Blyolojitk Maddeler Kontrol Lih, Sefl

Biyolojik Maddeler Kontrol Laboratuvarimin, son 10 yilhk me-
saisine girmeden once, yapmakla miikellef oldugu isler hakkinda bi-
raz bilgi vermeyi lizumlu gordiik.

Ankara Refik Saydam Merkez Hifzissthha Enstitiisii, muhtelif
gube ve laborotuvarlarinda hazirlanan asi ve serumlar, kendi sube-
lerinde, gerekli ilk kontrollar: yapildiktan sonra, nihayi kontrolit yapil-
mak maksadiyla. Biyolojik Maddeler Kontrol Laboratuvarina gon-
derilir.

Bahsi gecen preparatlar, burada daha genig tetkike tadhi tutu-
lur ve uygun goriilenlerine kontrol numaras: verilir.

Biyolojik Maddeler Kontrol Laboratuvarinin sorumlu oldugu
igleri, 3 gurup altinda toplamak miimkiindiir.

1 — Enstitii icinde hazirlanmig serum ve asilarin bir kism ile,
Ila¢ Kontrol Subesi Laboratuvarlarina, ruhsat veya piyasa kontro-
lu maksadi ile gelen, injectabl preparatlarn «sterilite kontrollari».

2 — Gerek Enstitii icinde, muhtelif istihsa lgubeleri tarafindan
hazirlanan ve gerekse ihtiya¢ halinde dig memleketlerden ithal edi-
len asi ve serumlarin «nihai ve tain kontrollari»,

3 —- Jerm saymmlan,
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fla¢ Kontrol Subesinin muhtelif laboratuvarlannda, gerekli
kontrotlar: yapian preparatlarin, injectabl olanlan ile, catgutler ste-
ril pamuk ve gaz bezleri son zamanlarda sterilite kontroluna li-
zum goriilen géz damlalar), gerek bakteri yoniinden ve gerekse man-
tar bakimindan, laboratuvarimizea, muhtelif vasatlara ekilmek sure-
tiyle, sterilite kontrollar1 yapihr. Kontamine olanlar reddedilir, Uv-
gun bulunanlar, ilgili Jaboratuvarlara bildirilir,

Keza, Serum Tevzi Laboratuvan tarafindan tevz edilen edilen
serumlarn, Viroloji Subesi tarafindan hazirlanan kuduz ve Enfluen-
za virus agiarimin sterilite ve zararsizlik kontrollarida, Laboratuva-
miz tarafindan yapumaktadir

Laboratuvarimmmzn igleri arasinda, en milthim kismnm ikinei pa-
ragrafta gosterilen, biyolojik preparatlar tegkil eder.

Bu preparatlarn su sekilde guruplandumak miimkiindiir.
a) Viroloji Subesi tarafindan hazirlanan;

1 — Cicek agilart (kuru veya gliserinli),

2 — Kuduz ass:,

3 — Tifiis asps),

4 — Enfluenza virus agilari

b) Serum Subesi tarafindan hazirlanan;

— Difteri serumu,
— Tetanoz serumuy,

1

2

3 — Akrep serumu,

4 — Gazli gangren serumlan,
5

-— Sarbon serumu, (Bu serum, Enstitiimiizde hazrlan-
mamakta, ancak, kontrollan laboratuvarimizda ya-
plmaktadir).

¢)  Asl Subesi tarafindan hazirlanan;:

1 — Tetanoz ve Difteri anatoksin asiarn,

2 -— Tifo agsi,



[

--- Bogmaca asusi,
— Kolera asusi,

Veba agis1, (Son senelerde hazirlanmamaktadir).

[ B o
|

— B.C.G. Laboratuvari tarafindan hazirlanan B.C.G
agisi. (Bu asmin kontrollart son 3 - 4 ay iginde ya-
pilmaktadir),

Jerm Sayimlan

Bakteri asilan istihsal Subesinin, Laboratuvarlar tarafindan
haarlanan Bogmaca, tifo ve kolera asilar, hazrlanmalanmm miitea-
kip, en ge¢ kolera igin 2, saat bogmacs igin 2 hafta tifo igin 24
saat zarfinda (hichir muameleye tibi olmadan) Laboratuvarimiza
gonderilir. Burada, Laboratuvarimizda mevcut bulunan «Colemans
Spectrophotometresi ile, standard opasite tlipii ile mukayese edilmek
surexiyle, opasite iiniteleri tayin edilir. Bundan da her bakteri cinsi-
nin tekabii] ettigi jerm miktar hesaplanarak derhal ilgili §ubeye bil-
dirilir. Laboratuvarimizin bu bulgusu aginin jermi olarak kabul edilir.

Jerm miktar, turbiditymetric olarak tayin edildigi gibi, total
azot miktanm 0Ol¢gmekle de yapidabilir. Tabiatiyle bu miktarlar,
«tifo, kolera ve bogmacas i¢in ayr ayndwr, Bu teferruata burada gi-
rigilmiyecektir.

Biyolojki preparatlarin kontrollar; hususunda, gerek Tiirk ko-
deksince ve gerekse Enstitiice kabul edilmis bir metod olmaig igin,
intihap etmek hususu, Subelerin metodlarina ve laboratuvarmmizin
gartlarina uymak ve son literatiirlere sadik kalmak sart: ile, labora-
tuvarimizeca yapilmaktadir.

Bu konuda miiracaat ettigimiz literatiirler

«Ingiliz ve Amerikan Farmakopeleri», <W. H. O. Tcehnique ra-
porlariy, «National Institut of Health Minimum Requirements USA»
ve «Minimum Requirements of Biclogic Product Japanese Govern-
ment» den alinmaktadir.

Bitiin bu literatiirlerin, biyolojik preparatlar igin liizumlu gor-
Aigii analizler sunlardir:

1 — Sterilite kontrollan,

2 — Zararsizlik kontrollan,
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[V
!

Kudret kontrollar1 (potency unite tayinleri),
— Safhk kontrollam (yabana jerm),

— Teghis deneyleri,

— Fizik ve kimyevi analizler,

= I

a) pH. tayini

b) Formalin miktar,

¢) Fenol miktan,

d)  Aluminium miktarlar (adsorbe agilarda),

7 — Mortolojik kontrollar.

Baz; virus agularimn kudret kontrollary, imkéansizlikiar yiiziin-
den kendi subelerinde yapilmaktadir.

Biyolojik preparatiarin kontrollarinda kullamilan metodiardan
burada bahsetmiyecegiz.

Enstitil dahilinde istihsal edilen asilarin yetismedigi, genig asila-
ma kampanyalar esanmnda, bircok Avrupa memleketlerinden ag
ithal edilmigtir. Bu agilarda kontrola tabi olup, uygun bulunanlari-
1na miisade verilmig, biyolojik preparatlar igin lizumlu goriilen gart-
lara uymayaniar reddedilmigtir,

Biyolojik preparatlarin kontrollar1 ve Biyolojik Kontrol Labo-
ratuvarimn igleri hakkindaki bu kisa bilgiden sonra, son 10 yillik
mesai ve artig, cedvellerin tetkikinde goriilecektir.

Semada goriilen herbir rakam, ana silspansiyonlara aittir, Bu
siispansiyonlarin hacimleri veya ka¢ doz oiduklar hakkinda, Labo-
ratuvraimmizin bilgisi yoktur, Bu husus, ilgili subeler tarafindan hi-
linen bir keyfiyettir.
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OZET :

Refik Saydam Merkez Hifzissthha Enstitiisii, Biyolojik Madde-
ler Kontrcl Laboratuvan, gerek enstitii icinde, muhtelif gube ve la-
boratuvarlar tarafindan hazirlanan agilar ve serumlarmn nihai ve
tam kontrolu ile, 1ld¢ Kontrol Subesine gelen injectabl preparat-
lar, catgut, gaz bezi ve pamuklarla gdz damlalariun, Serum Tevzi
Laboratuvan tarafindan tevzi edilen serumlarin sterilitesini yap-
makla goérevlidir. Bu kontrollarin, dolayis: ile ast miktarlarimn, her
sene artmakta oldugu, gemalarin tetkikinden anlasilacaktir.

Ayrica, bakteri asilari jerm sayumlar:, en kisa zamanda yapi-
larak, ilgili subelere yardimc: olmaya galisilir.

LITERATUR
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4 -— Minimum Requirements, U8 .A. Department of Health, Education and
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POWELL BESIYERINDE (MODIFIYE COHEN — WHEELER)
BOGMACA ASISI URETIMI

Zeki KARAGOL Abdiilkadir SESVEREN

Refik Saydam Merkez Hitzissthha Enstitisi
Ast Subest

1806 Yilinda Bordet ve Gengou, bogmaca etkenini izole ettik-
ten (1) bir kac yil sonra, bogmacaya karsi bagisikhk temini igin bir
cok memleketlerde agi iiretimi caligmalarina baglandi.

Bu giin, bogmaca agiari iiretimi icin  kullanilmakda clan bezi-
yerlerini {i¢ tipde toplamak miimkiindiir :

1 — Bordet - Gengou tipi modifiye kati besiyerleri,

2 — Horuibrook, Cohen - Wheeler yonlerinden agiklanms bu-

lunan sivi besiyerleri,

3 — Charcoal ihtiva eden mcdifiye kati Cohrn - Whesler besi-
yeri.

Orijinal Bordet - Gengou ve modifiye Bordet - Gengcu hesiyer-
leri insan veya hayvan kamni ihtiva etmektedirler. Asi haline getiril-
mig bakteri siispansiyonlarina, kanli besiyerlerinden hayvan kam da
beraber gectiginden, agi uygulanan insanlarda hayvan kanmmna kar:
agirl duyarganhik meydana gelmekte ve bdylece asiya bagh reaksi-
yenlar daha sik ve giddetli olmaktadir. Taze insan kanuun besiy>-
rinde kullamlmasi ise, agiya serum hepatit virusunun gegmesiyle asi-
Janan gahis icin muhtemel bir tehlike tegkil etmektedir. Bu bakim-
dan, hayvan kani veya taze insan kan! ihtiva eden besiyerizrinde ha-
zirlannus agilarin, kullanilmasimn sakmecaly oldugu anlasilnus bulun-
maktadir.
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Euogniara asis1 dretiminde kullamlan sivi besiyerlerinid> kan ha-
furmapaktadi. Hornibrook (2), Bordetella  pertussis’in, crzanik
azot wombar clarak, amino asitler, bazi  pelisakkaritler ve organik
kilkiirt ihtiva cden sivi besiyerlerin de kolayca iireyebilecegini gos-
rormistir. Bu apsurlar, besi yerine casein - hydrclveate, mianhal ni-
caste oveteine, glutathieng, bira mayas) dializati ve bazi incrganik
tozlar katilmasivle saglanmaktadir.

Cchen ve Wheelzr (3), Hernibrock tarafindan bildirilen sivy bo-
siverine, bakir ve demir ildve ederek medifiye etmisler ve bBivie..
Fu hesiyverinden antijenik degeri daha yilksek bogmaca asisi elde »de-
Lilrglerdir,

1047 vle Poeflnck, Berdetella pertussis suglan firediklzri be:iverin-
ile srtaya ¢ikan vag asitlerinin etkisi altwmda, otn - entcksikasyons
agradiklanm bildirmistic (4). Cohen - Wheelsr hesiyori iizerinde va-
mlan Fu keandaki cahsmalar bu goriisit d=grulanngtir,

Poswe!l ve arkadaglan ku goriigden hareket ederck, Coheu-Whez-
ler Reriverine absorban clarak carbo nctivatus  (aktif komiir ;s
Afvre ctoasler, avnica agar ilavesiyle de besiyerimi kati hale getinuis-
lerhiv, Bévieee, Cohen-Wheeler besiyeri, Powell tarafindan aktif k-
miir ve agar ilavesivle modifiye edilmisti- (3. 6).

Yurdumnzda bogmaca asisi ilk kez, Refik Saydam Merkoz Hifzis-
sithha Enstitisiinde ve 1848 ynlhinda. bir medifiye Bordet-Genzou be-
siyeri clan  Kendrick-Eldering  besiveri  kullamlarak  hazilannns-
ar (7, 8).

Bogmace agis lretiminde kullamlmakda clan, ge<itll hesiyerleri
lizerieds . vukarda vaptiginuz kisa elegtirnmeden, I-u s2aada en nyznn
tesiverinin, bu gin igin, Powell taratindan modifive «<lilmig Czhen -
Whesler Icziveri clacagh kelayza anlagilacaktir.

Enetitinmiizede ilk kez Pewell besiveri kullamlarak bogmaca  as
¢1 A Himine, 6s o cahsma clarak 1965 - 1068 y:llarmda baslannng, ge-
sig captaki - time ancak 1868 - 1€69 yillarinda gecinek miimkiin 2la-
Filnnigtir.

Biz bn yazinvzdn, Powell besiyeril: a1 haziclama  teknigindun
sdy ek ve agimin potensi zerivale yapilan lakoratavar deney so-
nagdaning kwaca deginecrgiz.,
neglnnng kaaca degineeegiz
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Ast hazirlanmasinda, antijenik degeri yiiksek en az dért sus kul-
lanmak gerekmektedir. Biz de beg Bordetella pertussis susu kullan-
maktayiz. Bunlardan ucii yerli, diger ikisi de Zagreb Immiinoloji Enas-
titiislinden saglanmis suslardir. Bu suslar, Powel] besiyeri ihtiva eden
I-laklarda tretilmekte, Koloni mikroskobu yardimiyla S kolonileri se-
cilmekte ve bunlardan elde edilen kiiltiir sispansiyonlar: kurutularak
saklanmaktadir.

Tohum kultiiri :

Liyofilize suglar dogrudan dogruys, icerisinde Powell besiyeri bu-
lunan Roux gigelerine agiarak 377 C, de 72 saat enkiibe edilmekie
ve bundan yapilan 48 saatlik araliklarla ikinci ve ligiincii pasajlar-
dan sonra, kiiltiir, steril fizyolojik tuzlu su ile sulandirilarak hazir-

lanmaktadir.

Ag tretim besiyeri ¢

Pogmaca agisi hazirlanmasinda Powell'in asagida yazih katy be-
siyeri (medifiye Cohen - Wheeler besiyeri) kullanilmaktadir.

(Bir litre icin)

Casamino acids, technical 10 gr.
Sodium chloride 25 gr.
Monopotassium phosphate, KH.PO: 3 ar.
Magnesium chloride, MgCl..6H.O 0.4 gr.
Starch, soluble, powdered 1.5 gr.
Calcium chloride, CaCl:, 1 </ sol. 1 cc
Ferrous sulfate, FeSO, . TH. O, 0,5 <7 sol. 2 ce.
Copper sulfate, CuSC, . 3H.0O. 0.05 < sol 1 co.
Cysteine hydrochloride, 1 7 sol. N BT
Yeast dialyzate 50 ce,

I
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Carbo activatus 4 gr.
Agar agar 25 gr.
Digtile sn ile bir litreye tamamlanir,

NaOH 10 7% 4 ce

Dializat icin kullamlan <Brewers bira mayasiun $09 gr. dan 2.5
litre dializat elde edilmektedir.

Roux siselerine 125 cc. ilizerinden dagitilan besiyeri, ilk giin
1153 C. de 45 dakika, ikinei giin ayni derecede 39 dakika otoklavda
sterilize edilip, 48 saat 37 C. de koutrola terkedilir.

ki v toplama

Evvelce hazirlanmis ve sterilite kontrelu yamlmis bir Roux gize-
simdeki kiiltiir, 8¢ - 100 cc. fizyolojik tuzlu su ile sulandirilarak bun-
dan kapah sistemde, her gigeye § - 10 cc. diigecek sekilde ekim yapr-
. Biylee bir tohum kidtird sigesindelr, 8 - 12 Roux sigesine ekim
vapmak miimkiin clmaktadir. Ekilen gigeler, 48 saat 37 C. de iir:m.-
e terkedilir. Bu siire sonunda her Roux gigesi teker, teker elden ge-
cirilerek lireme durumu, her hangi bir kontaminasyon olup olniadig:
incelenir. Saf kiiltir gosteren siseler ayrilarak, kapal sistemde topla-
mr. Kiiltirlerdeki kémiir parcaciklarinm toplanan ana siispansiyoua
goenremesi igin, toplania giselerinin agizlarina monte edilen amerikan
bezinden vapilnus torbalardan siiziillir. Ayni siiznie islemi ikinei de-
P2 tekrarlanir.

Jerm saymm

Liiltilr stispansiyoularnindan ahnan drncklerde bekletilmeden v
claliriimeden jerm sayinu vapihr. Genel olarak. yukardaki gartlar
icinde llazirlanmig siispansiyonlarin bir santimetre kiibinde 80 - 120
milyar jurm c¢lde etmekteyiz.

Withily «ispansiyonlanimn dldirilniesi :

Toplanon ana siispansiyon, su banyesinnda 56° C. de varim sa-
-4 begletilersk inaktive edilir. Oda derecesinde sogutuldukian sou-
ia silzpansivenda sen merthiolate konsantrasyonunuu 1 5000 ola-
Libitosiicin 1 7 merthiclate (thicnievosal) solilsyonundan yeteri mik-
Lomda katil, 177 Jik merthialate solisyonnuun, ion kousaulrasyocnn
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takribenn pH. 8,7 dir. Merthiolate’'mn hakteriostatik ve fungistatil et-
kisini optinial olarak, yapabilmesi icin pH. 85 dan az olinamast icay
cder (9). Bu miaksatla hazirlanan 900 cc., 1 < lik merthiolate soliis-
venuna 100 ce., 1.4 %¢ liik Borax solisyonu katilmaktadir, Asidaki
sen inerthiolate konsantrasyonu 1, 10000 dir.

Bundan sonra ana siispansiyonda uygulanacak sterilite ve tok!
gite testleri Dilnya Saghk Teskildtiun bu konularla ilgili tekuik va.
porlarindaki hususlara uyularak yapimaktadir (10, 11).

Bir uzman ve iki laborantdan ibaret bir ekip, giinde 60-90 Roux
sisesi ekebilmekte ve ayni niktar gisedeki siispansiyonu toplayahil-
mektedir.

Potens :

Aguin potens bakimindan kontrolu, Diinya Saghk Tegkilatin:mn
274 sayili teknik raporunda aciklanmig hiikiimlerine gore yapilmak-
tacir. En 6neml nokta, asimin potensidir. Her operasyonda poteils
degigiklikleri olabilir. Ancak bu variasyonlarin belirli smirlar icinde
kalmasi ve asgari degerlerin aitina diismemesi gereklidir. Diinya Sag-
Ik Tegkilatimin 274 sayih teknik raporundan anlasilacagi iizere, fa-
relerde uygulanan potens deneyinde, bogmaca agilarinda bir insan
dozu icin tavsiye edilen hacim ig¢inde, en az dort uluslararasi iinite-
1in bulunmasi gerekmektedir. Asinin potensindeki énem, bizi istihsal
ettigimiz ag1 operasyonlarindan zaman, zaman ornekler alarak karesi-
lagtirma yapmak amaciyle, dig filkelerdeki uluslararasi degeri haiz
miiesseselerde kontrol ettirniege sevketmektedir. Nitekim 1061 v:-
linda, hazrladifimiz bogmaca asist operasyoularindan gelisi giz:;
aldigimiz hir 6rnegi, Zagreb, Immiincloji Enstitisiine gonderdik.
Kentrollar, bu enstitiiniin  Biyolojik standartlar laboratuvarinda
yapilmigtir, 35 Operasyon numarall ag ana siispansiyonunun bir
santimetre kithiltnde 80 milyar jerm bulunmus ve 0,02 santimety-
kiibiinde, bir uluslararas: inimiinize edici iinite (11U, tespit edilniiz-
tir. Bu da asginin bir santimetre kiibiinde 125 uluslararasi linite oldit-
gunu gostermektedir (12),

Urettigimiz Bogmaca asilarl, Difteri ve Tedanoz Anatoksinle-
rivle kcmbine edilerek pratige cikarilmaktadir. Kombine asilarinnz-
da bir insan dozu, bir santimetre kiibdiir. Bu miktar kombin~ e -
da Bordetella pertussis, 20 milyal- bulunacak sekilde sulandirtlne
vapiimaktadir,
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(SUMMARY)

This report presents the results of work on preparing Pertus
sis Vaccine in the Powell solid medium, a modification of the Cohen-
Wheseler liquid medium.

The suspension obtained is inactivated for 30 minutes at 56 C.

The combined DI—TE—PER vaccine is prepared by addition
cf the pertussis component to the DI—TE component, so that it
contains 20 x 10" organisms in 1 ml.

The final product contains thiomersolate 1 : 10000,

—
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ULUSLARARASI CICER SIMPOZIUMU'NDAN NOTLAR
2 - 3 Eylil 1969, Zagreb, Yugoslavya

Dr. Irfan TUNA () Dr. Elhan OZLITARDA (#7)

Refik Saydam Merkez Haifzissihha Faostitiisd

Zagreb Immiinoloji Enstitisi'niin kurulugunun 75.  yildéniumi
miinasebeti ile tertiplenen Uluslararas: Gigek Simpoziumu'nda, Dinya
Saghk Teskiliti (WHO) Cicek Eradikasyonu Unitesi Sefi Dr. D.A.
Henderscn ve ayni tegkilattan Dr. I. Arita'min raperlarnndan baska.
10 millete mensup aragtincilar tarafindan 16 makale sunuldu,

Dr. Henderson, «Diinya Cigek Eradikasyon Progranminin Ey-
liil 1869 daki Durumu» bashkh konusmasinda, WHO ci¢ek  eradi-
kasyon programimmn 3. yilim doldurdugu bugiine kadar kavdettigi
ilerlemeleri ozetledi. Eradikasyon programinin uygulanmasindan iti-
baren, ihbar adedinin artmasina ragmen, ¢icek vak'alam 1968 4»
“r 40, 1969 da tekrar < 45 oraninda azalmigtir. Baslangicta ¢igws:
gin endemik oldugu ilke sayis 42 iken simdi 30 a diismistiir. Kuru
cigek agisi liretimi tesvik edilmigs ve muhtelif laboratuvarlara mii-
savir, alat, 0zel reagen ve test materyeli temin edilmistir. Labora-
tuvarlarin kontrol edilmek iizere gonderdikleri kuru a$) numunesi
adedi her yil artmaktadir. Asilama teknigi geligtirilmiy ve daha az
ag ile daha fazla olumlu sonug almayi saglayan jet enjektor wu
«bifurcated needle - ucu ¢atall igne» uygulamaya arzedilmigtir.

Dr. Arita, «Kuru Cicek Assi Uretimi Durumus baghkh rapo-
runda, 1967 wvihnda kuru as1 lireten laboratuvarlara ginderilen an-
ket scrilarma verilen cevaplardan elde edilen sonuclarsy  Szetledi
Génderilen 45 numuneden yalmz 16 si1, 1siva dayanikhlik  testinde
clum:lu senue vermisti. WHO nin mulitelif memleketlerds  tesis ot

1 %) Enstitdt Direktori.
(R Enstitd, Cicek Asian Uretimy Lavoratuvarlor Sefi



tigi Referans Laboratuvarlar, kuru asi iireten laboratuvarlara, kar-
gstlagtiklan problemlerin  cOziimlenmesinde yardmecr olacaklardur.
Kuru aginin 1siya dayamkhilik testi icin, «4 hafta 377 C de bekletme.
yerine «1 saat kaynatma» metodunun kullanilmasi, asimin  kontrol
siiresini kisaltmak suretiyle, rutin uygulamaya daha cabuk arzedil-
me olanagm saglayacaltir. Bir asinin stabilite testini geg¢mesi igin
baglangi¢ titresinin yilksek olmasi gerekmektedir.

Ast Suslarmmn  Ozellikleri

Kopenhag Devlet Serunmi Enstitiisii'nden Dr. Elsa Krag Ander-
sen, «Cicek Agis1 Uretimi I¢in  Virus Sugunun Segilmesi Ile Ilgili
Froblemlers baghkh raporunda, li¢ ayrm vaccinia susu ile yaptig
virulans testleri sonuclarm agtklacdh. Cigek agilarinin seri diliisyon-
lar1 ile burun i¢i yolla enfekte edilmig bebe farelerdeki mortalite
oran1 ve Slum zamani vaccinia suglar arasinda virulans bakimin-
dan bir ayirim yapmaya yarayabilir. Bu ayirum insandaki reaksiyotl
derecesi ile parale] goriinmekle beraber, yetigkindeki morbidite ora-
ni ile farelerdeki mortalite oram arasinda yakn bir korelasyon ku-
rulamamigbir. Asili anne farelerin koruyucu antikorlarini  yavrula-
ring aktararak, bunlarin maymun - gigegi ile enfekte edilmelerinden
sonra, vaceinia virusla asih farelerde, maymun - ¢icegi virusu ile
agililara pazaran daha alcak derecede bir koruma goriillmiigtiir. Eger
pox gurubu iginde korunmads bdyle bir fark insandaki ¢igek hasta-
Iigr igin de gecerli ise, bu durum, yeterli asillamanmn onemini daha
fazla belirtecektir. Ag1 iiretimi igin ideal bir sus olarak tek bir vacci-
nia sugu secilmeden evvel, algak virulansh c¢icek aglary ile asilama-
dan sonra insanda humoral ve dokusal bagisikhgin devam konu-
sunda ¢ahgmalar yapilmahdir,

Marennikova ve ark. (R.S.85.C.B.) min hazirladiklan «Cigek
Asis1 Uretiminde Kullanilan Virus Suglarnin Karakterleris bashikh
rapcrda muhtelif vaccinia suglar muhtelif genetik Ozelliklere gore
smiflandirilmigtir: virus popiillasyonunun homojenitesi ve laboratu-
var hayvanlar: i¢in patojenite derecesi. Agimin kalitesinde bu 6zellik-
lerin 6nemi, tecriibelerden alinan sonuglara dayanarak, miinakaga
edilmistir. Susun patojenitesini ve gocuklardaki primovaksinasyonda
reaktojenitesini tayin eden bazl genetik «markers lar gosterilmigtir,
Sug reaktojenitesini gisteren bir «laboratuvar marker’lari» kompleksi
arasinda : deri igi yolla tavganda, beyinici yolla tavsan ve beyaz fare-
de ypatojenite; gama 1sinlar ile radyasyon verilmis beyaz sicanlarda
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damaric¢i yolla patojenite... gibi testler tavsaiye edibmigtir, Laboratu-
var hayvanlarinda yapian mukayeseli deneylerde ve ¢ocuklarda ya-
pan primo ve revaksinasyon caligmalarinda, «orta patojenitedes ve
«az patojen» olarak smiflandirlmig olan susglarin farkh antijenik
aktivitede olduklar: tesbit edilmigtir. Tki skarifikasyon veya jet en-
jeksiyon gibi agllama metodiarinin bir dereceye kadar ag progesinin
giddetini ve primer antikor cevabi derecesini tayin ettigi, fakat re-
vaksinasyonda humoral cevabin derecesine énemli derecede tesir et-
medigi gOsterilmistir. Rapor, postvaksinasyon ensefaliti ile asinm
hazirlandigy susun patojenitesi arasindaki ilgi problemini de incele-
mektedir.

Zagreb Immiinoloji Enstitiisii Direktorii Prof. 1kic, Cicek Asia
Uretim Laboratuvarian Sefi Dr. Weizgs Malecek ve arkadaglarinin
«Bern - Zagreb Ag Susunun Karakterieri» adh raporiarinda, asi vi-
rusunun dzellikleri klinik reaksiyonlara dayanarak smorbidite oram.
ile gosterilmeye cahglmigtir, Morbidite orani’'nin, bir as1 seri’inin tit-
reginin yiiksekligi ile ilgili olmadigy gosterilmigtir. Bu oran, ayni vi-
rusla hazirlanng muhtelif agi serilerinde farkh olabilmektedir ve do-
layisi ile, bir sugun Gzellikleri, tek bir seri agidan alinan sonuglarla de-
gerlendirilemez. Almacak sonuca, ascilarin galigmasi, ¢ocuklarin yag-
lar1 ve beslenme durumlar, asilama esnasindaki epidemiyolojik zart-
lar gibi diger faktirler de tesir edebilir. Bern - Zagreb sugunun selim
klinik reaksiyonlar yaptigi ve ansefalit gibi postvaksinal komplikas-
yonlarmn nadir oldugu gériilmektedir. Buna sebep olarak, sugun bu
laboratuvarda 30 yildan fazla bir zamandanberi konakg degigtirme-
mis olmas) diisiiniilebilir.

Prof. Tkic, Higy - Mandic ve ark. min «Cigek ve Difteri - Te-
tanoz - Bogmaca (DPT) Asgdarinip Simultane Uygulammasis adh
cahgmalarinda, Difteri - Tetanoz (DT) asisi ile simultane cicek asisi
yapilmig bir gurupla, gicek ve DTP aglarim 4 - 8 hafta ara ile almis
diger bir gurup gahigta, bu antijenlerin karguikl tesirleri ve simul-
tane uygulamanmn reaksiyon ve komplikasyon oramm artirip arttir-
madigl aragtinlmaktadir. Laboratuvar caligmalarinda, simuitane agi-
lamada vaccinia virusun, bogmaca antijeninin immiinojenik kudre-
tine tesiri olmadigy, fakat tetancz ve defteri immiinitesine azaltic
etki yaptig1 tesbit edilmigtir. Yazarlar gigek ve DTP asiannm si-
miiltane verilmesine taraftar goriitnmemektedirier.



Hayvan Lenfi Asis1 Uretiminde llerlemeler

D. Slonim ve ark. min «Cekoslovakya’da Cicek Asisi Uretiminde
Son Geligmelers adh kisa raporunda, kaliteli am iiretimi igin gerek-
geler Ozetlenmekte ve WHO Gerekeelerinden farkh lokal kontrol me-
todlar: ve gecerlik prensipleri anlatiumaktadir. Meseld, asimin  ce.
sinde en ¢ok 100 saprofit bakteri ve en az 5 x 10° PFU bulunmasi
gartl kabul edilmekle beraber, asiar; genellikle bakteriyolojik ba-
kundan steril olup 1 -3 x 10° PFU  ml ihtiva etmektedir. As1 kontrol-
larina ayrica, M. tuberculosis aranmasi, pH, fenol ve protein mik-
tar: tayini, kuru agmin sulandirma sivisinda pH tesbiti gibi  testler
de ilave edilmistir. As1 sugu (USOL-V), Lister ve R.S.S.CB. vac-
cinia suslan ile kiyaslanmig ve onemh fark bulunmamastir.

Dr. E. Ozliiarda, «Tiirkiye’de Cicek Epidemiyolojisi ve Kontro-
lunun Kisa Tarihi ve Agi Uretiminde Son Geligmejers bashkl rapo-
runda, Tiirkiye'de 12 wyildir hic cicek vak'asiy olmadigim, 1957 deki
kiigiik salginin importe bir vak’adan kaynagm aldigim ve 1952 yihin-
danberi bu iilkede ¢igegin eradike edilmig sayilabilecegini belirttik-
ten sonra Tirkiye'nin bati diinyasinda ¢igek asilamasimin yapuldigt
ilk iilke cldugunu kisa bir tarihi bilgi halinde vermigtir. Son 8 yil
iginde cigek agis1 iiretim metodlarinda ve sevk seklinde dnemli gelis-
meler kaydedilmig, 1985 yilindan #tibaren kuru cicek asis) iliretimi-
ne baglanmistir. Konugmaciun sonuclanm dzetledigi, 1957 wilin-
danberi cicek asis1 ve vaccinia virus izerinde yaptigi calismalar
bu dergide evvelce yaymnlanmig oldugundan (bu sayidaki ingilizce
metin sonundaki literatiire bakiniz) burada tekrarlanmayacaktir.

H. Tint (A.B.D.), «<Dana Lenfi Asilarinda Geligmeler» adl ko-
nugmasinda, genel eradikasyon prensiplerine ve kuru asiya degin-
dikten sonra, yeni bir bulus olarak tek dozhuk kuru am hazrlama
caligmalarmi Gzetlemigtir. As1 bu usulde catal uclu ignenin ucunda
kurutulmalkta ve igne bir tiip icinde saklanmaktadir. Kullanilacag
zaman bu tiip, bir uygulama apareyi haline getirilebilmektedir. An
standardizasyonu ve kudret kriterleri konusunda konugmaci. 10 ke-
re sulandinimig agt ile agilamalardan alinan sonug¢larn, sulandinl-
mamis ag1 ile alinanla ayni oldugunu, % 99 craninda bagsanh asilams
sonucu elde etmek icin ag titresinin en az 10;; PFU mL olmas: gerek-
mekle beraber, pok sayim! nmetodunun titrasyon gekli ile ilgili oldu-
gunu ve koriyo-allantoik zara konan enfekte materyel miktan art-
tig1 oranda pok adedinin azalacagim ifade etmigtir.
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Doku Kiiltiiriinde Uretilen Cicek Asisi

Lister Enstitiisii (Ingiltere)nden Dr. H.G.S. Murray, «Doku Kiil-
tiriinde Uretilmig Kuru Vaccinia Virusun Stabilitesi» bashkl konus-
masinda, WI. 38 hiicreleri ve tavuk emriyonu hicrelerinde firetil-
mis vaccinia virusun kuru preparasyonlarinin, deride iiretilmis vac-
cinia ile hazirlanan kuru asilardan daha az stabil oldugunu belirtmis
ve dcku killtiiriinde hazirlanan asilarin stabilitelerinin, virus siis-
pansivenlarinin kurutulmadan evvel kismi piirifikasyonlan ile artt-
rildigmnt bildirmistir. Doku killtiiri asilan bakteriyolojik bakimdan
steril oldugundan jet enjektorle kullanilmaya daha elveriglidir. Li-
ycfilizasyon esnasmda vaccinia virusu muhafaza kapasitesi bakimin-
dan miteaddit maddeler denenmis ve en iyisinin pepton cldugu bu-
lunmugtur.

Dr. R. Wokatsch (Bat, Almanya), «Primer Embriyonik Dana
Kasi Dokusunda Hazrlanan Doku Kiltiirii Asisi» adh  rapoerunda,
Hamburg'da cicek asusunt 1959 danberi doku kiiltirlerinde hazirla-
diklanni, Minih'te 70.000 kiginin bu as ile agilanmasinda clumlu
sonug alindigim bildirmigtir. Bu asmnin avantajlan, bakteri ve man-
tardan ari olmasi, daha az non - spesifik protein ihtiva etmesi ve
dana adele hiicrelerinin diger viruslarla nadiren kontamine olmasidir.
Primer doku kiiltiirlerinde hiicre transformasyonu ve timér hasil
etme ihtimali de azalmaktadir. Ayni tohum virus bircok as1 seri’i
icin kullanilabildiginden asiardaki antijenite de degigmemektedir,
Aynrica doku kiiltiirit asilari dana lenfi asisindan daha ekonomiktir.

Dr. W, Ehrengut (Bati Almanya), «Doku Killtira Astlart ile
Deneyler» bashkh raporunda, sigir embriyonik adale hiicresi kiil-
tiirlerinde hazirlanmig astlarla 10 yiudan fazla bir zamandanberi edin-
dikleri tecriibeleri anlatmigtir. Doku kiiltiirii asslan iyi telere edil-
mektedir, ters reaksiyvonlar gérillmemektedir. Revaksinasyonlarda-
ki «take» oram, daha yiiksek titrede asi kullamilirsa, derms - vak-
sinlerle aynidir. Pepton - sokuna sebebiyet vermemek icin, jet en-
jektorlerde kullanilacak kuru asilann pepten ihtiva etmemesi ge-
rekmektedir.

Prof. lkic ve ark. nin «Insan Diploid Hiicrelerinde Uretilen Ci-
¢ek Agisi» adlt raporunda, bu asilarla yapilan primovaksinasyon-
Jarda “r 95 olumlu sonug aldiklart ve asilart tutan bu cccuklarin
% 46 sinda hic ateg gorillmedigi bildiribmistir. Sonuc clarak, insan
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diploid hiicreleri cigek aqust hazirlamaya elverigli bulunmustur. Bu
¢icek asisimn hazirlanmasimda, Bern - Zagreb susundan daha yiik-
sek titre verdigi icin Lister susu kullamiimaktadir,

Yumurta Asilar ve Oli Asilar

Dr. J.A. Espmark (Isveg), «Cigege Karsi Yumurta Asilar: Efi-
kasite ve Zerkedilebilme Ozellikleri» adli konusmasinda, halen bil-
hassa Teksas, Brezilya ve Isveg¢'te genis capta kullanilmakta olan
diigitk pasaj seviyesindeki yumurta agilarunn efikasitesinin, agiyla
elde edilen pozitif reaksiyon adedi ve yiizdesi, serolojik cevaplar, ¢i-
cege karsi koruma gibi hususlarla 6l¢uldiigii takdirde, gelenekssl da-
na lenfi agisi kadar iyi gorinmekte oldugunu ifade etmistir. Asi-
mn zararsizlik kontrolunda en Omemli problemi, kus leucosig’i ile
muhtemel kontaminasyon tehlikesi tegkil etmektedir. Yapilan arag-
tirmalarin bu tehlikenin muhtemelen kiigitk oldugunu gbostermesine
ragmen leucosis kontrolu rutin kontrol metodlarina dahil edilmekta-
dir. Uretimde kullanmilacak yumurtalarin ¢ 10 - 25 j daha evvel CO-
FAL veya immiinofloresans teknigi ile leucosis bakimindan kontrol
edilmelidir.

Dr. H. Tint, «CVI Attenilie Vaccinia Sugunun Klinik Degerlendi-
rilmesi, Ge¢mig ve Simdiki Durumus adli konugmasimda, Kempe tara-
findan geligtirilen atteniie CVI sugu ile yapilmug ¢algmalarn dzetle-
migtir, Bu sug ile hazarlanan aglar bilhassa, komplikasyona egilimi
olan ekzema ve deri hastalkli sgahislarin agilanmasi igin elveriglidir v+
kemplikasyon tehlikesi, standard immiinizasyona nazaran, onemli de-
recede azalmaktadir. Standard ve atteniie olmayan suslarla ssilama-
da normal sahislarda dahi genellikle husule gelen lokal ve sigtemik
reaksiyon vukuati, CVI - 78 ags ile yapilan prevaksinasyon yardimi
ile azalmigtir. Bu ag, standard vaccinia susu jle agillanmsa veya ka-
zaen temasi takip eden komplikasyon tehlikesine maruz kaldiklaii
zaman bu sahislarl korumaya yeterli ve standard ag ile hasil olana
egit miktarda antikor meydana getirmektedir, CVI vaccinia susunun,
insan ve tavsan derisine aviditesinin azalmasina paralel clan invitrs
dzellikleri, onun atteniiasyon derscesi icgin bir «<marker» teskil ot-
mektedir.

W. Ehrengut, «Non - enfeksiydz Cigek Agilari» adh  konusma-
ginda, bu amlarin hazirlanmasinda énemli olan hususlara degimmig,
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rezidiie] virustan ari olmalari ve preparatin antijenitesi iizerinde
durnugtur. 2 ticari preparatin immiinojenitesindeki farklar, once
oli vaccinia virusla immiinize edilmig ve sonra canl as1 vapilmig
tavsanlardaki lokal reaksiyonun evoliisyonu ile gosterilmigtir. Ou-
ceden immiinize edilmis kobaylarda hemagliitinasyon - inhibe edici
antikorlar tegbit edilmemekle beraber, onceden non - enfeksiydz asi
ile immiinize edilmig (primovaksinasyon) gahislarda asi allerjisinin
normal asililardan 2 giin daha erken tesekkiil ettigi gOsterilebilmis-
tir. Non - enfeksiydz agilarin etkisinin, immiinositlerin stimiilasyonu
seklinde oldugu, bdylece onceden immiinize edilen asililarda antikor-
larm daha erken goriindiigii ve vireminin kisaldign anlagilmaktadir.
Kombine agillama metoduna nazaran daha ¢ok hipererjik reaksiyon
clmaktadir. Non - enfeksiydz agilarin postvaksinal ansefalit'ten ko-
runmada, bu komplikasyonun ¢ok goriildiigi iilkelerde biiyiik degeri
oldugu giiphesizdir.

G.R. Matsevich ve S.S. Marennikova (R.8S.8.CB.) nin «Gama
Isinlan Ile Inaktive Edilmig Cicek Asisinin Uygulanmasi Uzerine
Arastirma ve Tecriibelers adh raporunda, Co™ in gama 1smlarn ile
inaktive edilmig ¢icek asisinin hazirlanmasina ait metod ve inaktive
preparatin antijenik ve immiinojenik ozellikleri iizerindeki aragtir-
malarn scnuglan anlatilmaktadir, Antijenik ve immiinojenik ozellik
bakimmdan bu preparatin, formalinle inaktive edilmis doku kiiltiirii
cicek asilarmna iistiin oldugu goriilmiigtiir. Bu preparat, mutad usul-
le primcovaksinasyonun kontrendike oldugu 50 kadar cocuga kombi-
ne olarak (inaktive as1 inokiilasyonundan sonra EM - 63 susu ile
hazirlanmmg canh as1) agianmis ve inaktive asimn asilananlarm
“c 92 ginde antikor hasil ettigi gérilmiistiir. Sonradan yapilan 2an-
i as1 serokonversiyonu ¢ 100 e ¢ikarmistir, Asilamadan 4 - 5 hafta
senroki antikor titre ortalamas), mutad metodls asilamadan sonraki
antiker seviyesini gegmistir.

Postvaksinal Reaksiyonlar ve Komplikasyonlar

W. Ehrengut ve ark. «Postvaksinal Kenvulsiyonlar: Yag Dispn-
zicyonu ve Prognozu» baghkh raporunda, 0 -3 yas arasindaki ¢ocuk-
lara vapllan 246.647 primovaksinasyonu takiben 243 adet noral
kemplikasyen goriildiigiinii bildirmigtir. Bunlarm 235 i1 «postvaksinal
koniviilsiyon» (febril ve ansefalopatik orijinli) ve 8 i ansefalopati
tkonvilsiyonsuz) idi. Postvaksinal paroksism, ilk 6 ayda asilanan-
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larda en az (15.405 te 1), 2. yagta agilananlarda en fazla (511 de 1)
idi. Cevaml: sekel birakma orami 15 -2 yag arasinda agiananlarda
en azdi Ilk agtlamanin 4 - 6 aylar arasinda yapimas:, postvaksinal
kenviilsiyon oranuni diistirmektedir.

J. Johanovsky (Cekoslovakya), «Ge¢ (Selliiler) Tip Asin Duyar-
hgin Mekanizmas: Uzerinde Caligmalar» baghkll raporunda, asuri du-
yarligi gec tipinin immiinolojide <hiicre aracilig: ile olan bagisikhk
reaksivonu» diye isimlendirildigini ve bunun, mikroplu hastalklara
rezistansta ve onlarin  patogenezinde, agillamadaki yan tesirlerde,
transplantasycnda ve antitiimor bagisikhkta ve otoimmiin hastalik-
larda 6nemli rolii oldugunu anlatti.

Aym: konusmaci, <Invitro Olarak Spesifik Antijenle Enkiibe Edi-
len Asirt - duyar Lenf - diigimii Hilcrelerinin Hasil Ettigi ve Saldig:
Faktérlerin Gosterilmesi ve Karakterizasyonu» baghkli kcnusmasm-
da, bu konuda yaptiklan caligmalari anlatmaktadir. Asiri - duyar
hayvanlardan alman lenf diigiimii hiicreleri ile spesifik antijenin in-
vitro olarak kargilagtinlmasi esnasinda salinan biyolojik bhakimdan
aktif maddeler tizerinde yapilan bu c¢aligmalarda, en az 2 maddenin
normal hayvanlarin dalak hiicrelerinin go¢me aktivitesine tesir ede-
bilecek Ozelliktz oldugu teshit edilmistir. Bunlardan biri MIF tir.
Digeri antijene tabidir ve mikrofajlara baglandiktan sonra gosteri-
lekilir. Bu rapcrda, bu faktorlerin bazi 6zellikleri, diger bilinen biyo-
lejik baknndan aktif maddel=rle ilgisi ve invivo gec¢ tip agari - duyar-
lik reaksiyonlarindaki muhteme] rolii miinakasa edilmektedir.

Net : Bu raporlarin birer Kopyast Enstitii Kitaphgi'nda ve Clcek Agimt Uretim
Lab. Kitaphgi'nda mevcuttur.
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