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ATES YANIKLIGI ETMENI [ERWINIA AMYLOVORA (BURR.)
© WINSLOW ET AL.JI'NIN TESHISINDE KULLANILMAK UZERE
ANTISERUM HAZIRLANMASI (ZERINDE GALISMALAR

Kazim TURKOGLU' Yzvuz Emin OKTEM?

GIRIS

‘Serolojik metodlar fitopatolojide uzun yillardan beri ozellikle bitkilerde has-
talik yapan bazi viriislerin tanimlanmasinda kullamlmaktadir. Bu metodlar bak-
teriyolojide de kullanilmaga baslanrms ve kolayhklar getirmistir.

~ Yurdumuzda bu uygulamalar yenidir. Fitopatojen bakterilerin tammn ile ilgili
olmak lizere vapilmis bir ¢aligmaya ise rastlanmarmsgtir.

"Ates yakinlify hastalify etmeni [Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.]’nin
tamimi dis iilkelerde cesitli serolojik metodlarla yapilmaktadir.. Bu hastahin yur-
durhuzda bulunup bulunmadifmin belirlenmesi Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma
Organizasyonu (EPPO) tarafindan da istenmektedir. Bolge Zirai Miicadele ve
Arastirma Enstitiilerinin kendi bdlgelerinde bu hastahkla ilgili survey calismalan
sonunda elde edilecek izolatlardan hastalik etmeninin daha cabuk ve kesin tanim
icin antiserum hazirlanmasmin vararli olacag diistiniilmiigtiir, ' '

Lelliot (1968), antiserum elde edilmesinde canli veya 60 °C'de 30 dakika siire
ile bekletilmis E. amylovorg siispansiyonunun kullanilabilecegini, ilk enjeksiyonun

tavsanin dirisi altina (subcutaneous) daha sonraki enjeksiyonlarinsa damara
(intravenous) yélp1lma51 gerektigini bildirmektedir. Yazar, enjeksivonlarin 21.
giinlinde antibady konsantrasyonu tayini vapilmasim ve konsantrasyon 1/1600'den
diisiik ise enjeksiyonlara devam edilmesini, 24. giinde de istenen konsantrasyon
temin edilmediginde tavsanin degistirilip yeni bir tavsanda arastirmamn bagla-
tilmasini, ¢alismalar sonunda elde edilen antiseruma 1/5000 oraninda thiomer
salat eklenip buz dolabinda saklanmasini Gnermektedir.

Cruickshank (1965) serolojide kullamilacak iavsanlarim saghkli ve .afirlikla-
rmmin 2 kg'dan az olmamasim, enjekte edilecek antijen icin secilen bakterinin
bilinen uygun irklardan biri olmasim bildirmektedir. Yazar, elde edilecek anti-
seruma % 0.5’1ik saf fenol eklenmesi ydlu ile buzdolabinda + 4°C'de iic yil kadar
saklanabilecegini, koruyucu madde eklenmemesi halinde deep - freez kullamlma-
simin uygun olacagini, ancak ¢ok uzun yillar dayanmas: igin freezdrying meto-
dunun uygulanmasini bildirmektedir.

1 Bdlge Ziral Miicadele Arastirma Enstitisi Meyve ve Bag. Hastaliklarr Laboratuvar Sefl — ANKARA
2 Btlge Ziral Micadele Arastirma Enstiniisi Meyve ve-Ba§ Hastaliklarr-Laboratuvarl Basasistani — ANKARA

101



BITKI KORUMA BULTENI CILT 16, No. 2

MATERYAL VE METOD

Arastirmada Yeni Zelanda tipi, bir yash ciftlesmemis disi tavsanlar, antijenin
hazirlanmasinda ise NCPPB (National Collection Plant Pathogenic Bacteria)'dan
saglanan 595 numarali E. amylovorg kiiltiirii kullamlmistir, Enjeksiyonlarin ya-
pildig: tarihler ile deri alti ve damardan enjekte edilen antijen miktarlar1 Cet-
vel I'de verilmistir. Enjeksiyon plami Lelliot (1968)'e gbre yapilmis ancak uygu-
lanan antijen miktarlar1 degistirilmigtir?.

CETVEL 1
Enjeksiyonlarin yapildigr tarihler ile enjekte edilen antijen miktarlan

Enjeksiyvonlann |Znjeksiyon ! i
vaialldlgl tarih Nl:. gﬁn Uygulama Antijen ‘1;611;::1;
5.2.1975 1 0 | Derialtina 24 saatlik 1.0 ml
canh kiiltiir
12.2,1975 2 7 Damara 24 saatlik 0.3 ml
canh kiiltlr
15.2.1975 3 10 Damara 24 saatlik 0.6 ml
canli kaltiir
19.2.1975 4 14 Damara 24 saatlik 1.2 ml
canh kiltir
2221975 5 17 Damara 24 saatlik 24 ml
26.2.1975 6 21 | Kanama testi | ocanlt kiltir

Antijenin hazirlanmasi; 395 numarali kiiltiir NA (Nutrient Agar)’da uygun
sicakhikta 24 saat siire ile gelistirilmistir. Bu slire sonunda gelisen bakteri kolo-
nisinden alinarak steril serum fizyolojik icerisinde siispansiyon haline getirilmis-
tir. Bu isleme devam edilerek gerekli konsantrasyon saglandiktan sonra ekjeksi-
yonlar yapilmistir.

_ Enjeksiyonlarmn yapilmasi; Cetvel l'de verildigi iizere enjeksiyonlarda bas-
langi¢ noktasi sifir kabul edilerek ilk enjeksivon deri altina, 2. enjeksiyon damara
/. giinde, 3. enjeksiyon damara 10. giinde, 4. enjeksiyon damara 14. giinde, 5.
enjeksivon damara 17. giinde Cetveldeki miktarlara gére yapilmustir.

Kulaktan kan alma ve tiip agliitinasyon metoduyla antibady diizeyinin sap-
“tanmaslt; 21. giinde enjeksiyon vapilmadan &nce tavsammn kulak damarindan
10 ml kadar kan alimip, kamn gerekli seperasyonundan sonra elde edilen anti-
serum Cetvel 2'de belirtilen miktarlara gore ayarlanarak antibady konsant-
rasyonu saptanmigtir. '

© - Alt1 adet tiipe Cetvel 2’de verilen miktarlar konulduktan sonra 52-54 °C de su
banyosunda 2 saat siire ile bekletilmis ve bu siire sonunda tiiplerdeki agliitinas-
von gdzlenmistir. '

3 Dr. P. W, Sellar'in 23.12.1974 tarlhll mekiubunda tnerdi@l miktarlar verlfmisgtir.
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CETVEL 2
- Tiip agliitinasyonla antibady konsantrasyonun saptanmasli
e a2 3| 4| s | Kot
Bakteriyel siispansiyon o - . rol
d
(Uygun konsantrasyonda) 04 04| 04]04 | 04 04
Annaarum, oL | -041 02| 01 005| 0025 o
1. (17100 oramnda serum flzyolo_]lk R B R
. .ile seyreltilmis) - _
" Serum fizyolojik | ! o2] 03} o3| oams! -
‘Normal serum | — N — — | 04
'(1/100 oraninda serum flzyolopk
.~ ile seyreltilmis)
1/200|i;400 1/800,1/1600 1/3200

SONUGLAR

Antibady konsantrasyonunu saptamak iizere 6. ekjeksiyondan once alinan
kanda yapilan tiip agliitinasyon sonucunda antibady diizeyinin 1/1600 oldugu
saptannustir. Bu nedenle 6. enjeksiyon yapilmamstir,

Uygun antibady diizeyinin bulunmasmdan sonra tavsanin kalbinden kan
alimmaga calsilmis ancak miinikiin olmamus, tavsanin bogazindaki arterler ke-
silip kan steril bir behere toplanmistir. Bu kan bir-gece oda sicakliginda- bekle-
tildikten sonra siv1i kismi alimp 3000—5000 dew_rde santrifiij edilmistir. Antise-
rumdan bir miktar alinip 1/10 ve 1/20 oramnda sulandinlarak lam agliitinasyon
yapilmis ve her ikisinde de kuvvetli bir agliitinasyon goriilmiigtiir. Buna karsihk
normal serumla yapilan lam agliitinasyonda hi¢® bir defisme olmamistir. Stok
antiserum buji kapakll siselere konulmug ve bir kistmnin igerisine % 0.5 saf
fenol eklenerek buz dolabinda, - bir ism_ise koruyucu madde eklenmeden
..deep freez'de sakla.nmlstlr T e

tmasyonda oIdukga kuvveth aglutmasyon vermistir. ' Fenol . llaVESler stok anti-
. serumun konsantrasyonunda diisme tesbit edilmemistir. Alinan sonuglara gore
“elde “edilen’ antiserum 1/30’ye kadar - ‘sulandirildiktan sonra lam aglutmasvon
metoduyla E. amnylovora’min teshisinde kullam]ab1]ece§1 kanaatina varilmistir.



BITKI KORUMA BULTEN! CILT 16, No. 2

OZET
Ates yamkhig hastahify etmeni [Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.]min
tamrm dig iilkelerde c¢esitli serolojik metodlarla yapilmaktadir. Bu hastahfin
yurdumuzda bulunup bulunmadigmin belirlenmesi Avrupa ve Akdeniz Bitki Ko
ruma Organizasyonu (EPPOY tarafindan istenmekiedir. Bu hastalikla ilgili olarak
yapilacak siirveylerde e¢lde edilecek orneklerden yapilacak izolasyonlarda, izolat-
larmn gabuk ve kesin tamymini kolaylastirmak amaciyla bu calisma yapilmustir.

~Arastirmada Yeni Zelanda tipi ciftlesmemis tavsanlar, antijenin hazirlanma-
sinda ise NCPPB (National Collection Plant Pathogenic Bacteria)’dan temin
edilen 595 numarah E. amylovora kiiltiirii kullamlmstir. 1lk enjeksiyon deri altina
1 ml olarak enjekte edilmistir. Dlger ‘enjeksiyonlar ise kulaktan damara uygu-
lanmistir. Altinc1 enjeksiyondan énce 21. giinde kulaktan kan alinms ve antibady
konsantrasyonu diizeyinin = 1/1600 oldugu bulunmustur. Uygun konsantrasyo-
nuhtin saptanmasindan sonra 6.~ enjeksiyon yapimamis, tavsan kesilerek kani
almmis ve gerekli seperasyon yapilmstir. Elde edilen stok antiserum 1/20ye
kadar sulandirildiginda dahi lam agliitinasyonda pozitif sonu¢ vermektedir. Bu
stok antiserumun bir kismnin icerisinde % 0.5 oramnda saf fenol eklenerek
buzdolabinda, diger kismuna ise koruyucu madde eklenmeden kiiciik siselerde
deep-freez’de saklanmistir. Elde edilen antiserumun, etmenin teshisinde kulla

nilabilecegi kanaatma varilmgtir.

SUMMARY

' STUDIES:ON.THE PREPARATION OF ANTISERA FOR IDENTIFICATION
OF FIRE BLIGHT CAUSAL ORGANISM [Erwinia amylovora (Burr.)

"Winslow et al.]

Identification of the causal organism of Fire Blight in foreign countries is
done by various serological methods. European and Mediterranean Plant Prot-
ection Organisation (EPPO) wants it to be englightened this disease exists in
Turkey or not. This serological study, is made in order to control the isolates
which will be. obtained as a result of survey,

- New Zeland virgin rabbits were used for the study. In antigen preparation,

No. 5393 E. amilovorg culture, obtained from NCPPB (National Collection Plant
Pathogenic Bacteia) was used. The first injection was made subcutaneaus and
others were intraveneous. On the 21 st day, before the sixth injection, test bleed
is made on the ear of the rabbit and, titre of antisera has been obtained by
tube agglutination. Titre of antisera was found to be about 1/1600. For this
reason no other injections were applied. After the rabbit is sacrificed, the
blood is collected in a sterile ‘bottle, left at room temperature for a night
and liquid part of it is seperated by centrifuge.

- The - stock antiserum obtained by this method was added to pure phenol at
0.5 % and kept in the refrigrator.

The remaining part of antisera is kept in small bottles in the deepfreeze
without adding any preserving material.
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