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MYCOPLASMA PNEUMONIAE ASILARI {LE KOBAYLARDA
GECIKMIS TiP ASIRI DUYARLILIGIN ARASTIRILMASI

Dr. Erdal TUNCEL

OZET

By aragtirmada, Mycoplasma pneumoniaenin ¢esitli ast sugslart tarafumzdan
hazirland:. Bunler 20 ser adetlik 3 ana gruptaki koba Plar iizerinde; Burun igi,
periton igi ve kas ici yollarla asilamalar uygulondi. Asilama, 14 er giin ara ile ii¢
defa tekrarlandr. Her asilama peryodi icerisinde deri testi uyguland:. IIi. Asila-
madan 21 giin sonrada Makrofaj Gégii Onlenim Deneyi (MGO) icin kobaylar éldii-
riilerelc periton sivist alindy ve sonuglary tartisildr.

GIRIS VE AMAC

Onceleri primer atipik pndémoni olarak adlandmilan M. pneumoniac pnd-
monisi gegiren kisilerin bu hastaliga ikinci defa yakalanma olasilifinm gok . az ol-
dugu gdzlenmektedir (1,2). Tiim Bakteriyel pndmonilerin % 15-20 sini olusturan
M. pneumoniae pndmonisine karsi, toplumu bu enfeksiyona karst koruyucu nite-
likte bir ag1 gelistirilmesine yonelik bir ¢ok aragtirmalar yapilagelmektedir. (1,2,3,4).

Cesitli tilkelerde, bu konu iizerinde yapian caligmalar sonucu, M. pneu-
moniae hakkinda birgok bilgi elde edilmesine karsilik, bagigtklikta Onemli yeri
olan antijenik uyari, infeksivonu gegiren kisilerde olusan koruyucu ?ag1§1khgm
mekanizmasi, kitleleri bu 1n.fek51yondan koruyabilecek nitelikte bir aginin Ozel-
likleri, cesitli arastiricilarm ilgisini ¢ekmektedir (1,5,6,7,8).

Biz bu arastirmamizda, M. pneumoniae ast dozu ve infeksiyon dozu cesitli
yollardan kobaylara vererek, Deri tepkimelerini ve Makrofaj Gogli Onlenim
) Deneyi (MGO) ile hiicresel bagisikligin ikinci bir infeksiyonda etkisini aragtirdik.

GEREC ve YONTEM

Deney hayvam olarak 400-650 Gr. agirhifinda ve 4-5 aylik 71 adet kobay kul-
lamildi. M. pneumoniae suslar1 American Type Culture Collection (ATCC) dan
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saglanan FM 15531 ve FM 15992 nolu liyofilize suslar1 kullanildi. Besiyeri olarakta
Kenny (9) nin Conan (3)'in, Hayflick (10)in, Kraybill(11)in, Crowford (12) ve ast
hazirlanmasinda kaynak 13 de 6nerilen besiyerleri kullanildi.

Kilavuz liyofilize M. pneumoniae suslari 2 kobayin burun bosluklarina verildi.
14 giin sonra kobaylar oldiirillerek gogiis boslugundan steril kosullarda akciger
alndi ve kiyildi. Bu akciger kiyitisindan gerekli besiyerlerine ekim yapilarak
tiretildi. Kelton (12) dilusyon yontemi ile colony-forming-Units (CFU) 105 mik-
roorganizma sayisina ayarlandi.

Bu dilusyondan;

a- Canli M. pneumoniae asisi
b- Inaktif M. pneumoniae asisi

C

Enfeksiyon dozu M. pneumoniae

d- Deri testi antijeni hazirlandi(12,14,15).

Kanda dolasan antikor saptanamiyan ve deri testleri negatif bulunan

71 kobay; 3 ana ve 2 kontrol olmak iizere 5 gruba ayrildi. Her ana grupta
20 tavsan bulunuyordu ve bunlarda her bir grup igerisinde 5 er tavsandan 4 alt
grub olugturuldu.

Birinci ana grubé; burun i¢i (BI) yoldan, ikinci ana gruba periton igi (P
yoldan, figiincii gruba kas ici (KI) yoldan:

a- Canli M. pneumoniae agist (CM)
b- Canli- M. pneumoniae asisi+Freund’un tam adjuvantl (CM+FA)
c- Inaktif M. pneumoniae agist. (IM)

d- Inaktif M. pneumoniae asisi+Freund’un tam adjuvanti (IM-P:A) uy-
gulandl

Kontrol olarak kullanilan birinci grub 5 adet tavsana Burun ici (Bi) yoldan
enfeksiyon dozu canli M. pneumoniae verildi.

Ikinci kontrol gruba ise her birine degisik yoldan olmak iizere as1 buyyonu
verildi. ) :

1.2. ve 3. grub kobaylara 1. agilamadan 14 giin sonra 2. agilama, 28 giin
sonrada 3. agilama yapildi. Her a1 uygulamasmin 14. giiniinde diger bir arastir-
mada kullanmlmak iizere kalp ponksiyonu ile kan alindi ve deri testi yapildi.

3. ésllamadan 21 giin sonrada 5 ana grubtaki tiim kobaylara periton icine
mineral oil verilmesini takip eden 5. giinde kalpten almabildigince kan almarak
ilerde bir arastirmaya konu olmak iizere serumu ayrild: ve -70°C lik donduructda

368



saklandi. Daha sonra kobaylar eterle oldiiriildiiler. Karin boglukian agtlarak pe-
riton sivist alindi. Hiicreler ayirt edildi ve bu hiicreler M.G.0. deneyinde kullaml-
di (16 17).

BULGULAR |
1- 1.agsilamadan 14 giin sonra yapilan deri testi sonuglari:

a) Canlh M. pneumoniae (CM) ag1s1 verilenler: Burun ici (BI) yoldan verilen-
lerin iigiinde (3/5), periton ici (PI) yoldan verilenlerin ikisinde (2/5), kas igi (KD
yoldan verilenlerin birinde (1/5) deri testi olumlu bulundu)

- b) Canlh M. pnéumoniae+Freund tam adjuvani (CM+FA) astsi verilenler:

~ Bi yoldan verilenlerin iigiinde (3/5), PI yoldan verilenlerin ikisinde (2/5),
Ki yoldan verllenlerm ikisinde (2/5), test olumlu bulunmustur.

c) Inaktif M. pneumoniae (IM) asist verﬂenler

Pi ve Ki yoldan verilenlerin iigiinde (3/5) test olumlu bulunmus, BI yol-
~dan verilenlerin ise tiimiinde olumsuz sonu¢ alinmustir . (0/5).

d) Inaktif M. pneumoniae+Freund’un tam adJuvam (IM-+FA) agis1 veri-
lenler:

Pi yoldan verilenlerin #igiinde (3/5), Ki yoldan verilenlerin ikisinde (2/5)
test olumlu bulunmus, BI yoldan verilenlerin tiimiinde sonug olumsuz bulunmus-
tur. (0/5). '

2. 1L A§11amadan 14 giin sonra yapilan deri testi sonuglari:

© a).CM agis1 verilenler:

Bi ve PI yoldan verilenlerin {iigiinde (3/5), Ki yoldan verilenlerin ikisinde
(2/5) test olumlu bulunmustur.

b) CM+FA asist verilenler:

BI, Pi ve Ki yoldan as1 uygulananlarln hepsmde de olumlu sonug alinan
kobay sayist iig¢ adettir. (3/5). ,

¢) IM agist verilenler:

Pi ve Ki yoldan verilenlerin iigiinde (3/5) sonug olumlu bulunmustur. Bi
yoldan verilenlerde ise sonug tiimiinde olumsuz olarak degerlendirilmistir (0/5).

d) IM+4-FA agis1 verilenler:

Ki yoldan verilenlerin iigiinde (3/5), PI yoldan verilenlerin ikisinde (2/5)
" test olumlu bulunmus, Bi yoldan verilenlerde ise hepsmden olumsuz sonug alin-
migtir. (0/5)
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3. IMl. Asilamadan 14 giin sonra yapilan deri testi sonuglari:
a) CM agis1 yapilanlar:

BI yoldan verilenlerin dérdiinde (4/5), Ki ve PI yoldan verilenlerin de ficiinde |
(3/5) olumlu sonug alinmustir.

b) CM-+FA asis1 verilenler:

Ki yoldan verilenlerin dérdiinde (4/5), BI ve PI yoldan verilenlerin de ug:un-
de (3/5), test sonucu olumlu bulunmustur. :

¢) IM -agis1 verilenler:

Ki ve Pi yoldan verilenlerin iigiinde (3/5) olumlu sonug, BI yoldan verilen-
lerde ise olumlu sonu¢ almamamugtir. (0/5).

d) IM+FA agis1 verilenler:

K1 yoldan verilenlerin dérdiinde (4/5), Pi yoldan verilenlerin ikisinde (2/5)
olumlu sonug alinmis, BI yoldan verilen tiim kobaylarda olumsuz sonug alinmis-
tir.

Deri testi sonuglar1 ve M.G.O. sonuglari sekil de gosterilmistir.

TARTISMA

Cesitli arastirmacilar M. pneumoniae pnomonisi tanist konan olgularda
Ozgiil deri tepkimesi testlerinin olumlu sonug verdigini bildirmiglerdir. Akciger
reaksiyonu ile paralel bir sekilde olumlu bulunan deri testleri arasinda bir hiicre-
sel bagigiklik iliskisi varsayimi kabul edilerek bu varsayimi kamitlamaya yonelik
calisalar yapilmistir (1,2,15). .

-Brunder ve arkadaglari (18), M. pneumoniae ile enfekte edilip' pnomoni
olusturulan ¢esitli hayvanlarda hiicresel immun cevabin en iyi sekilde kobaylarda
gelistigini bildirmislerdir. Bizde yaptigimiz 6n ¢aligmalarda kobaylarn ‘tavsanlara
oranla daha iyi bagisiklik cevabi verdiklerini saptiyarak deney hayvami olarak
kobaylar1 kullandik. :

Uyguladigimiz deri testlerinin sonuglar1 incelendiginde, yalin, canli “ve inaktif
as1 uygulanan kobaylara 14 er giin ara ile yapilan 3 ayri deri testinden olumlu
sonug saptananlardaki ortak nokta, cevaplarin ilk 10 saat icinde baslamasi, 24
saat iginde en genis boyutlara ulagmasi, 48 saat sonunda ise gerilemeye bashyarak
72 saat sonra goriinmez duruma gelmeleridir.

Deri tepkimesinde, kullanilan antijenin biyokimyasal yapisininda Onemi
vardir. Mituzani (15) deri tepkimesi yapabilen antijenin lipid fraksiyonda olmayan,
1stya dayamkli (ancak 100°C de 0.8 N HCI ile 30 dakika kaynatmakla aktivi-
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tesini kaybeden) bir fraksiyonda-oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastirmaci baska
- bir ¢alismasinda M. pneumoniae pnoémonili hastalarda deri testi yapmada kullan-
dig1 antijenin protein-nitrojen konsantrasyonu 0.02 mg./ml. ye ayarlayarak yap-
tig1 deri tepkimesi testinde olumlu yamt, alabilmigtir. (19).

Suzuki ve Ark. (7) M. pneumoniae’nin deri tepkimesine neden olabilen antijen
bilesiminin polisakkarit-protein fraksiyonunda oldugunu, bu antijen kompleksinin
MGO. deneylerinde de kullanilabilecegini bildirmislerdir. Biz deneylerimiz de
kullandigimiz deri, testi ve MGO. antijenlerinin hazirlanmasinda Mituzani (15)
nin Snerdigi yontemi uyguladik.

‘Arastirmamizda en siddetli deri tepkimesini Ki yoldan IM+FA, BI yoldan
CM ve CM-+FA agisini 3. kez yaptiktan 14 giin sonra uyguladigimiz deri testleri
sonucu elde ettik. :

BI yolla FA eklenen agilarin yapildigi kobaylarla yalin as1 verilen kobaylar
arasinda belirgin fark bulunamazken, Pi ve Ki yolla as1 uygulamasinda 6zellikle
tepkimenin siddeti bakimindan FA eklenmis as1 yapilanlarla yalin as1 yapilanlar
arasinda 6nemli fark bulunmustur. ‘

Arastirmada elde ettigimiz deri tepkimesi sonuglarmi ileri siirerek kobaylarin
bu tiir agilamalarla bagisik kilindigin1 ve bu kobaylar1 bundan sonra oolusabilecek
bir infeksiyona duyarsiz duruma getirdigimizi savunmuyoruz. Amacimiz deri
testlerinden aldigimiz sonuglar1 GTAD in-vitro deneyi olan MGO deneyi ile kar-
-silastirmak ve bunda etkili olan antijénin verilis yolunu saptamaktir.

U degisik yoldan niteligi degisik 4 asiy1 3 er kez ard arda uyguladiktan sonra
kobaylarin periton sivisindan elde ettigimiz makrofajlarla yaptigimiz  MGO.
deneyi sonuglarma bakacak olursak; Bi yolla. CM ile agilananlarda yiizde 80,
CM-FA agis1 alanlardaysa yizde 60 oraminda MGO. deneyini olumlu bulduk.
Pi yoldan ast uygulamasindada CM agsist verilenlerde yuzde 40, CM+FA agisi
verilen grupta yiizde 60 oraninda MGO. deneyi olumlu bulunmugtur.

Ki agis1 uygulanan gruplarda ise, Freund’un tam adjuvanti eklenmis canh
ve inaktif ag1 verilen gruplarda olumlu sonug alimms, CM+FA uygulananlarda
yizde 40, IM+FA uygulananlarda ise yiizde' 60 oraninda MGO. deneyinden
olumlu sonu¢ alinmustir.

Ugiincii asidan sonra yapilan deri testlerinde Bi yolldan canli asi verilen
grupta Omemli deri tepkimesi veren 2,3,4, ve 5 nolu kobaylarm hepsinde MGO.
olumlu bulunurken CM-+FA verilen grupta ise olumlu deri testi veren 1,2,3,4,5
nolu kobaylardan sadece 3 nolu kobayda olumlu bulunamamustir.

Pi yolla CM agist uygulanan gruplarda deri tepkimesi veren 1,2,4, nolu ko-
baylardan yalniz 4 nolu kobayda MGO. olumlu bulunamamistir. . CM--FA
uygulanan grupta deri tepkimesi veren 1,2,4 nolu kobaylarin hepsinde’ MGO.
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olumlu bulunmugtur. IM ve IM--FA ag uygulananlarda deri testi olumlu bulu-
nanlarda MGO. deneyi olumsuz bulunmustur. :

Ki yolla CM asist uygulanan gruplarda deri tepkimesi veren 2,3,4 nolu ko-
baylar ile, IM verilen Kobay gruplarinda 2,3,5 nolu kobaylarda ve CM+FA
asist uygulanan grupta deri tepkimesi veren 1,2,3 4, nolu kobaylardan 1,3 nolu-
suncda, IM-FA verilen ve deri tepkimesi veren 4 nolu kobayda ise MGO. olumlu
bulunamanustir. (Bak sekil) ' ' '

Deri testi olumlu builunan kobaylarda MGC'). deneyinin olumsuz bulunu-
sunun nedenini $oyle agiklayabiliriz: MGO. deneyi olumsuz olan deri tepkimele-
rinin Jones-Mote tipi bir tepkime olmasi olanak igindedir (20).

SONUC

, M. pneumoniae pndmonilerin korunmasmda kullanilabilecek mtehkte bir
as1 hazirlanmasinda temel olusturabilme amacima yonelik bu arastirma serisinde
saptadigimiz bulgular su sonuglart ortaya c¢ikarmaktadir;

Freund’un tam adjuvanti eklenmis ast uygulamalarinda deri tepkimesinin
yalin as1 uygulamalara oranla daha siddetli oldugu ve en siddetli deri tepkimesinin
Bi yoldan CM+FA ve CM agis1 verilenlerle Ki yoldan IM--FA agist verilen gru-
bun 3. kez asilanmalar1 sonrast elde edildigi goriilmiistiir.

Gerek deri tesi sonuglari, gerékse MGO. deneyi sonuglari gdz6niine alindi-
ginda Freund’un tam adjuvant1 eklenmis ag1 uygulamalarinda gecikmis tip asir1
duyarliligin da,na yuksek oranda uyarildifi anlagilmaktadir. ‘

BI ve PI yoldan ve FA eklenmis asi uygulananlarda olumlu deri tepkimesiy-
le MGO. testi sonuglar1 uyumluluk géstermektedir. KI yoldan ast uygulanma-
larinda bu parelellik yalmzca FA ekienmis canli (CM+FA) ve inakfif (IM-+FA)
agilarda goriilmektedir. ’ '

SUMMARY

INVESTIGATING THE DELAYED TYPE HYPER SENSITIVITY
RUSULTING FROM MYCOPLASMA PNEUMONIAE VACCINE
"IN GUNEA PIiGS

in this research various vaccine strains of Mycoplasma pneumoniae were
prepared. They were administered intranasally, intra-peritonally and intramus-
cularly to three groups of Guinea pigs each of which consist of 20 animals.

‘Vaccination was Repeated Three times with 14 day intervals. Within each
vaccination period. Skin tests were carried out. Twentyone days after third appli-
cation by killing the guinea pigs their peritonal fluids were obtained . for Macrop-
hage Migration inhibition factor experiments, and the results were discussed.
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