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Ozet: Vero hiicrelerinde iiretilen bir sigir vebasi asisinin termostabilitesi %35 laktalbumin hidrolizat ve %10 sukrozdan
olusan stabilizatdr ve 74 saat siiren liyofilizasyon protokolu ile gergeklestirildi. Stabilizator ve liyofilizasyon protokolu
+37°C, +42°C, +45°C ve +56°C’deki hizlandirilmis stabilite testi ile test edildi ve bu verilerden Arhenius egrisi yapildi.
Bu metotla iiretilen liyofilize sigir vebasi agisi minimum gerekli infektif titre olan 10 DKID,, /ml titreyi +37°C’de
30 giinden fazla siirdirmiistiir. Asinin aktivitesi sigirlarda antikor titresi ile test edildi. Sulandirilmig aginin stabilitesi
ti¢ farkl: diliient ile test edildi. Sonug olarak as1 virusunun 1 molar magnezyum siilfat soliisyonu ve normal fizyolojik
tuzlu su ile sulandirildiginda, +37°C gibi yiiksek 1s1ya sahip bir ortamda 4 saatten daha fazla infektif titresini korudugu
belirlendi.

Anahtar sézciikler: Canli as1, 1s1ya dayanikli, sigir vebasi, stabilite, vero hiicre.

Production of a thermostable vero-cell adapted rinderpest vaccine

Summary: The thermo stability of a rinderpest vaccine produced on vero cells were evaluated using 5% lactalbumin hy-
drolysate—10% sucrose as a stabilizer and a lyophilization protocol that is takes 74 hours. The stabilizer and lyophiliza-
tion schedules were examined using accelerated stability testing at +37°C, +42°C,+45°C and +56°C, and an Arrhenius
plot was based on from these data. A lyophilized rinderpest vaccine was maintained the minimum required dose of 102*
TCID,, /ml more than 30 days at +37°C. The biological activity of the vaccine by measured with antibody titration in
cattle. The stability of the reconstituted vaccine was examined using three different diluent preparations. Finally, the
infectivity of vaccine was stable even at high temperatures up to 4 h after reconstitution with magnesium sulphate molar

Arastirma Makalesi / Research Article

solution or normal physiological saline.
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Giris

Glinlimiizde kullanilan sigir vebasi asilarinin ¢ogu
Plowright tarafindan primer dana bobrek (PDB)
hiicre kiiltiirlerinde 92. pasajda attenue edilen Rin-
derpest Bovine Kabate O (RBOK) susundan orjin
alir (14). Ulkemizde de 1999 yilina kadar, primer
buzagi bobrek hiicre kiiltiirlerinde atteniie RBOK
susundan iiretilen canli liyofilize sigir vebasi asi-
st kullanilmistir (7, 20). Bu sus ile primer buzagi
bobrek hiicre kiiltiirlerinde iiretilen asmin tek ve
onemli dezavantaji 1siya karsi hassasiyetidir (22).
Giinlimiize kadar RP as1 iiretimi konusunda, asinin
1stya dayaniklilig1 agisindan pek ¢ok c¢alisma yapil-
mustir. Bunlarin bir kisminda farkli stabilizatorler
ve farkli liyofilizasyon metotlar1 denenirken (5, 13,
23) bir kisminda ise 1siya dayanikli mutant suslar
elde ederek termostabil as1 liretme yoluna gidilmis-

tir (17). Mariner ve ark. (11) tarafindan laktobionik
asit, hidrolize jelatin ve sorbitol (LGS), laktoalbu-
min hidrolizat ve sukroz (LS) ile hidrolize jelatin
(BUGS)’den olusan 3 farkli stabilizatdr denenerek
yapilan ¢alismada %10 sukroz ve %5 laktalbumin
hidrolizat’in termostabiliteyi saglayan en iyi stabi-
lizator oldugu bildirilmistir. OIE standartlarinda da
(2) RP ag1 tiretiminde %10 sukroz ve %5 laktalbu-
min hidrolizat 6nerilmektedir. Bunlarin yani sira RP
asilarinda termostabiliteyi etkileyen diger bir etken
olarak liyofilizasyon 1silar1 ve siireleri iizerinde de
calismalar yapilmistir. Bu amagla Mariner ve ark.
(12) tarafindan liyofilizasyon siiresinde degisiklik
yapilarak, vero hiicrelerinde 1siya dayanikli RP as1
iretimi gergeklestirilmistir.

Termostabil sigir vebasi asist soguk zincire
gerek kalmaksizin sahada 30 giine kadar kullanil-
maktadir (10). Liyofilize asilarin sahada kullanimi
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strasinda, sulandirma amagli kullanilan 1M MgSO,,
%0.85 NaCl ve distile su gibi diluentlerde termosta-
bilite acisindan pek ¢ok arastirici tarafindan denen-
mis olup bunlar i¢gindeIM MgSO,, %0.85 NaCl en
uygun diluent olarak bulunmustur (3, 20). Asilardaki
stabilite ¢alismalarinda, asiin yarilanma zamanini
ve raf dmriinii belirlemede Arrhenius egrisi ve deg-
redasyon orani belirleyebilen istatistik programlari
kullanilmistir (1, 4, 6). Termostabilite ¢alismalari
icin ise asilar farklr 1silarda tutularak test edilmistir
(15, 18, 19).

Bu caligmanin amaci Tiirkiye’de ilk kez 1s1ya
dayanikli sigir vebasi asis1 iiretmektir. Asida vero
hiicre hattinin kullanim amaci, as1 virusunun iiretil-
mesi sirasinda primer hiicrelerden kaynaklanabile-
cek teknik zorluklar ortadan kaldirmaktir. Aynm za-
manda 1stya dayanikli sigir vebasi asis1 liretimi ile
asisinin raf omrii uzayacak ve sahada soguk zincir
sartlarina uyma gerekliligi olmadan rahatlikla kul-
lanilabilecektir. Bu ¢alisma, diger liyofilize asilarin
da benzer yontemlerle 1s1ya dayanikli olarak iiretile-
bilmesi i¢in bir basamak olusturacaktir.

Materyal ve Metot

Virus: Primer dana bobrek (PDB) hiicre kiiltiiriin-
de 95’inci pasajdaki sigir vebasi Kabate O susu
(KABATE O RP-Pirbright V19/13/92 BK 95) vero
hiicre kiiltiirlerinde 3 pasaj gidildi. 98’inci pasajda
vero hiicrelerine adapte ana tohum virus stoklari
(MS-TRPV BK95 VERO3) olusturuldu. Stoklar
OIE’de (2) belirtilen kalite kontrol testlerine gore
test edildi ve degerlendirdi. Benzer sekilde iiretimi
yapilan 3 seri deneme tiretimi TRPV 1/08, TRPV
2/08, TRPV 3/08 olarak kodlanarak kalite kontrol
testleri tamamlandi. Vero hiicrelerinde liretimi yapi-
lip steril bulunan ve titresi Spaermen-Kaerber me-
toduna gore belirlenen bulk virusa 1/1 oraninda %5
laktalbumin hidrolizat ve %10 sukroz (pH 7.2) ihti-
va eden stabilizator ilave edildi, 1 ml’lik as1 sisele-
rine taksim edilerek; 74 saat siiren ve vakumun 100
mTorr olarak sabitlendigi, Mariner ve ark. (12)’nin
uyguladigi liyofilizasyon protokolu ile liyofilize
edildi. Liyofilizasyon sonras1 kalite kontrol testle-
ri yapilarak -20°C’de muhafaza edildi. Daha sonra
farkli 1silarda tutulan (+4°C, +37°C, +42°C, +45°C,
+56°C) liyofilize asida ve farkli sulandirma sivilari
(IM MgSO,, %0.85 NaCl-fizyolojik tuzlu su, dis-
tile su) ile sulandirilmis asida +37°C’deki stabilite
testleri yapildi.

Liyofilize formundaki asimin hizlandirilmis sta-
bilite testi ve hesaplanmasi: -20°C’de muhafaza
edilen liyofilize as1 viruslarindan 100’er sise 6rnek
almarak (+4°C, +37°C, +42°C, +45°C, +56°C) gibi
farkli 1silarda tutuldu, bu gruplardan bir kismi liyo-
filizasyonun ardindan +37°C (£0.5°C) inkiibatore
konuldu, ardindan 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 21, 28,
35, 42, 56, 70, 84, 106, 122, 140, 202°nci giinlerde
2 sise ornek alinarak -20°C’de titreleri test edilin-
ceye kadar saklandi. Diger ornekler +42°C, +45°C,
+56°C ayarlanan su banyosuna konuldu ve takiben;
+42°C’deki sigeler 0, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 14, 21, 29,
35, 43, 49’uncu giinlerde, +45°C’deki sigeler 0, 1,
2,3,4,5,6,7,10, 14, 21, 29, 35, 43, 49’uncu giin-
lerde, +56°C’deki siselerden 0, 2, 4, 7°nci saatlerde
ve l,2,3,4,5,6, 7, 14, 21, 29, 35, 43, 49’uncu
giinlerde 2 sise 6rnek alinarak -20°C’de titreleri test
edilinceye kadar saklandi. +4°C, -20°C’de ve oda
sartlarinda saklanan asilarda yapilan test sonucu 19
ay sonunda +4°C ve -20°C’de infektif titrede hic
diisme olmadig tespit edildi. Asinin yarilanma ve
raf dmriiniin belirlenmesi amaciyla Mariner ve ark.
(11)’nin bildirdigi sekilde azalma egrisi ve Arrhe-
nius egrisi kullanildi. Kabul edilebilir minimum tit-
re 100 doz i¢in 10*° TCID,, /ml ve tek doz i¢in 10-
>*TCID,, /ml kabul edildi. Bu yontemle dort farkli
1s1da azalma degeri ile segilen diisiik 1silardaki dii-
zeltilmis “k degeri, yarilanma 6mrii ve tahmini “k”
degeri belirlendi.

Sulandirilmis asinin stabilite testi: 1 sise (100 doz)
liyofilize as1 +37°C (£5°C)’deki su banyosu iginde
daha once 1sitilmig 100 mI’lik, 1M MgSO,, %0.85
NaCl-fizyolojik tuzlu su ve distile su bulunan koyu
renkli sulandirma siseleri i¢inde 151k gdrmeyecek
sekilde sulandirildiktan sonra, tekrar +37°C’deki su
banyosu i¢inde inkube edildi, inkube edilen 6rnek-
lerden distile su i¢in 30 dakika aralarla 8 saat siire
ile IM MgSO,, %0.85 NaCl i¢in 2 saat araliklarla
8 saate kadar Ornekler alinarak hemen buz iginde
sogutulup test edilinceye kadar +2/+8°C’de buz-
dolabinda bekletildi. Bu siire sonunda &rneklerin
hepsinde titrasyon testi yapildi. Dilusyonlara bagl
infektivite kayb1 +37°C (£5°C)’deki sulandirilmis
asilarin titre ortalamalarina dilusyon faktori ilave
edilerek (1.7 log,, TCID,;) +4°C’de 1 ml distile su
icinde dilue edilen agilar arasindaki titre farki olarak
hesaplandi.
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Bulgular

MS-TRPV BK95 VERO3 olarak kodlanan ana to-
hum sus ve TRPV 1/08, TRPV 2/08, TRPV 3/08
olarak kodlanan 3 seri deneme {iretimi yapildi. Ana
tohum susun infektif titresi log10°° DKID, /ml,
TRPV 1/08, TRPV 3/08 serilerinin infektif titresi
log10°° DKID, /mlve TRPV 2/08 seri no’lu asimin
infektif titresi log10°* DKID,  /ml olarak bulundu.
Ana tohum sus ve ¢ seri aginin sterilite, identifikas-
yon, giivenlik ve etkinlik testleri standartlara uygun
bulundu.

Liyofilize formundaki asinin stabilite testi: Liyo-
filize asmin stabilite degerlendirmesinde +4°C ve
-20°C’de saklanan asilarda, 19 ayin sonunda infek-
tif titrede hi¢ diisme olmadig: tespit edildi. 37°C,
42°C, 45°C ve 56°C’de saklanan asilardan belirli
periyotlarla alinan 6rneklerin infektif titre degerleri
ile yapilan regresyon analizleri ise Sekil 1°de gos-
terilmistir.

Regresyon analizi, 7’nci giine kadar infektif
titrede hizli bir diisiis oldugundan, 37°C, 42°C ve

45°C’de 7’nci giinden sonraki degerler {izerinden
yapilirken, 56°C’de 1’inci giinden itibaren hesap-
land1. Regresyon degerleri baz alinarak yapilan he-
saplamalarda diizeltilmis raf dmrii 37°C’de 40 giin,
42°C’de 19giin ve 45°C’de 8.5 giin olarak bulundu.
Asinin yarilanma émrii ise 37°C’de 12 giin, 42°C’de
6.5 giin ve 45°C’de 5.3 giin olarak bulundu. Farkli
dort 1s1 derecesi ile elde edilen degerler Tablo 1 ve
Sekil 2°de ozetlenmistir. Yapilan Arrhenius egrisi
sonucu R>=0.99 ve K=4.7 ile iyi bir linearite goster-
mis olup, +4°C’deki yarilanma omrii 21 yil olarak
bulunmustur.

Sulandirilmis asimin stabilite testi: Farkli sulan-
dirma sivilari ile sulandirilmis agilarin 37°C’de bek-
letildiginde infektif titrelerindeki diisme degerleri
(canlilik egrisi) Tablo 2 ve Sekil 3’de log,, bazin-
da gosterilmis olup, yarilanma 6mrii olarak 0’mnc1
saatteki infektif titresinin yarilandigi zaman baz
alimmigtir. Magnezyum siilfat ve fizyolojik tuzlu su
arasinda 6nemli bir fark bulunmazken distile suda
degerler diisiik bulunmustur.

37°C degredation egrisi 6 45C deki degradation egrisi
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Sekil 1. Liyofilize TRPV agismin A. 37°C, B. 45°C, C. 42°C ve D. 56°C’deki azalma egrileri.
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Tablo 1. Arrhenius egrisi kullanilarak hesaplanan aginin stabilite degerlerinin 6zeti.

Is1(°C) n' Deneysel k»*  Rafomrii*  Hesaplanmis k°  Yar1 6miir®
4 - - - 0.000039 21 yil

10 - - - 0.000092 9yl

25 - - - 0.0061 49 giin

37 10 0.0227 40.1 giin 0.0247 12 giin

42 6 0.0434 19 giin 0.0461 6.5 giin

45 8 0.06 8.5 giin 0.0568 5.3 giin
56 7 0.26 2.1 giin 0.199 1.5 giin

'0rnek sayist; 2k=gozlemlere dayanan verilerle hesaplanmis degradasyon sabiti; *37°C, 42°C, 45°C azalma egrisi i¢in linear regresyon 7°nci giinden
baslamaktadir, 56°C igin analiz 1’inci glinden baslamaktadir; “Diizeltilmis raf émrii, 10** DKID, /ml 100 doz minimum gerekli titre kabul edilerek
diizenlenen azalma egrisinin regresyon ¢izgisinden hesaplanmustir; *Diizeltilmis k degerleri Arrhenius egrisi linear regresyon analizinden elde edil-
mistir; *Yarilanma 6mrii diizeltilmis k degerinden hesaplanmistir; ** p<0.01 *** p<0.001.

Arhenius plot
0
-1
2 A
3
- y =-4,7461x + 13,728
47 R? = 0,9943
-5 4
'6 T T T T T T
3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 3,6 3,7
(1/(t+273) * 1000)

Sekil 2. Dort 1s1 derecesindeki (56°C, 45°C, 42°C, 37°C) azalma sabit degerleri temel alinarak diizenlenen Arhenius
egrisi grafigi.

Tablo. 2. Farkli sulandirma sivilari ile sulandirilmis aginin 37°C’de stabilite testi.

MgSO, NaCl Distile su
(Log,, DKID,, /ml)  (Log,, DKID,, /ml)  (Log, DKID,, /ml)

1 ml i¢inde sulandirilmis

asinin titresi 6.0 6.0 6.0
100 ml asida ilk titre kayb1  0.54 0.70 1.09
Siire (h)

0.5 3.9 3.9 3.7
1 3.9 3.7 3.7
1.5 3.9 3.7 3.5
2 3.7 3.7 3.5
2.5 3.7 3.7 3.5
3 3.6 3.6 34
3.5 3.5 3.5 34

4 3.5 35 3.1
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Sekil 3. Farkli sulandirma sivilari ile sulandirilmis aginin 37°C’deki azalma egrileri.

Tartisma ve Sonug¢

Bu arastirmada, primer dana bobrek (PDB) hiicre
kiiltiirtinde 95’inci pasajdaki sigir vebas1 Kabate O
susu (KABATE O RP-Pirbright V19/13/92 BK 95)
vero hiicre kiiltiirlerinde 3 pasaj gidilerek 98’inci
pasajda vero hiicrelerine adapte ana tohum virus
stoklar1 olusturuldu. Vero hiicrelerine adapte sigir
vebas1 virusunun titresi OIE normlarina gore de-
gerlendirildi. Vero hiicrelerine adapte termostabil
RP agis1 tiretimi konusunda yapilan c¢alismada da
Mariner ve ark. (12) primer dana bobrek hiicre kiil-
tiriindeki RP virusu, vero hiicrelerinde 3 seri pasaj
sonras1 adaptasyonunu saglamislar ve vero hiicre-
lerine adapte sigir vebasi virusunun titresini OIE
normlarina gore degerlendirmislerdir.

RP asisinin deneme iiretimini yaptigimiz bu
caligmada stabilizator olarak %5 laktalbumin hid-
rolizat ve %10 sukroz kullanildi. Benzer amagh ya-
pilan pek ¢ok arastirmada, raf Omriinii uzatmak ve
termostabiliteyi saglamak amaciyla Morbillivirus
grubu etkenlere karsi gelistirilen attenue liyofilize
viral asilarda farkli stabilizatorler denenmis ve bu
caligmalar sonunda, %5 laktalbumin hidrolizat ve
%10 sukroz uygun bulunarak onerilen stabilizator-

ler arasinda yer almistir (8). Plowright ve ark. (15)
LS ile stabilize edilmis RP asisinda 37°C’de giinliik
0.0139 log,  kayp ile farkli 5 egri degerinde basarili
bulmustur. Mariner ve ark. (11) LS, (1:1, 3:1, 4:1)
BUGS ve LGS gibi farkl stabilizatorlerle termosta-
bil RP asis1 liretimini denemis ve arastirma sonucun-
da iyi bir linearite gosteren LS stabilizatorii ile 33
giine kadar yiiksek titre elde edildigini bulmuslardir.
Termostabiliteyi saglamak amaciyla bu ¢alismami-
zin ana metodu olan liyofilizasyon agamasinda Ma-
riner (12)’in onerdigi sekilde 100 milliTorr vakum
altinda, ana kuruma safhas1 30°C’de 16 saat siiren
ve final raf 1s1s1 35°C olan 74 saat siiren liyofilizas-
yon metodu kullanilmistir. Liyofilizasyon sonunda
as1 siselerindeki %100 vakum, %2.5 nem oran1 ve
homojen krem renkteki as1 peleti goriiniimii ve li-
yofilizasyon oncesi infektif titre ile liyofilizasyon
sonrasi infektif titre arasindaki titre kaybinin orta-
lama 0.18 olmasi liyofilizasyonun bagarili oldugunu
gostermektedir. Mariner ve ark.(12) LS stabilizator
ile farkli liyofilizasyon metotlarini denemigler ve
arastirmamiz i¢in Ornek aldigimiz liyofilizasyon
metodunu basarili bulmuslardir. Sarkar ve ark. (18)
PPR asisinda termostabilite i¢in yaptiklar1 galis-
mada geleneksel liyofilizasyon metotlarinin yerine
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Mariner (12)’in 6nerdigi ve OIE (2), standartlarinda
termostabil ag1 tiretimi i¢in Onerilen 74 saat siiren
liyofilizasyon metodu ile daha iyi sonug elde ede-
bileceklerini bildirmiglerdir. Gegmisten gilinlimiize
kadar yapilan agilardaki termal inaktivasyon ve sta-
bilite ¢alismalarinda arastiricilar hizlandirilmis sta-
bilite test ve raf omri belirlenmesi i¢inde Arrhenius
egrisini kullanmiglardir (4). Allison ve ark. (1)’da
kizamik virusu asisinin stabilite degerlerini hesap-
lamada Arrhenius egrisini kullanmistir. Ayni sekilde
Mariner ve ark. (11) RP asisinin stabilite degerlerini
Arrhenius egrisi ile belirlemislerdir. Bu ¢aligmada
da hizlandirilmis stabilite test ve raf dmrii belirlen-
mesi i¢in Arrhenius egrisi kullanildi. Deneme asi-
mizin yarilanma dmriinii belirlemek i¢in daha 6nce
Mariner ve ark. (9, 11)’nin belirttigi sekilde ve OIE
(2), standartlarina gore asinin orijinal titresinin yari-
ya diistiigi zaman temel alindi. Yaptigimiz stabilite
testi sonucu elde ettigimiz degerler diger arastirma-
cilarin buldugu degerlerle paralellik gostermektedir
(11). Raf 6mri farkli 1silarda yapilan stabilite testi
37°C’de 40 giin,42°C’de 19 giin ve 45°C’de 8.5 giin
olarak bulundu. Elde edilen bulgular uyguladigimiz
liyofilizasyon metodu ve kullandigimiz stabilizato-
riin aginin infektivite giiclini yiiksek 1silarda dahi
uzun siire korumasini sagladigini gostermektedir.
Bu yontemle iiretilen sigir vebasi agis1 aragtirmami-
zin hedefi olan saha sartlarinda soguk zincire gerek
duyulmadan raf émrii 30 giinden fazla (37°C’de 40
giin) olmaktadir. Arhenius egrisi sonucu +4°C ve
-20°C asimizin raf émriiniin 20 yildan ¢ok oldugu
belirlenmis olup, acil stok olarak saklama durumun-
da uzun yillar infektivite giiclinii koruyacagini gos-
termektedir. Uyguladigimiz bu yontemle RP asis1
iretildikten sonra stok yenilenme islemini ortadan
kaldiracagr igin {ilke ekonomisine katki saglaya-
caktir. Mariner ve ark. (10) ayni metotla iirettikleri
termostabil sigir vebasi agisint soguk zincire gerek
duymadan 30 giin boyunca Nijerya’daki sigirlar
iizerinde 1988 yilindaki asilama kampanyasinda
saha sartlarinda denemis ve basarili sonug (%98
seropozitif) almistir. Calismamizdaki metotla {ire-
tilen asida raf omrii, 37°C’de ve karanlik ortamda
30 giinden fazla bulundu. Tirkiye sartlarinda sicak
mevsimlerde ortalama hava sicakligt 37°C olup
baz1 bolgelerde 40°C’nin iizerine ¢ikmaktadir. Bu
sartlarda asir1 yiiksek sicaklarda ve giines 1s1gindan
korundugu durumlarda ayrica ilk 7 giinde infektif
titredeki hizli diisiis gdz Oniine alinarak bu amag-
la tretilen asilarda baslangig titresinin en az 10

DKID,, /ml 100 doz olmasi durumunda agimizin raf
omrii saha sartlarinda soguk zincire gerek kalmak-
sizin 1 ay olacaktir.

Degisik diliientlerle yapilan stabilite ¢aligma-
s1 sonucu 1M MgSO,, %0.85 NaCl uygun diliient
olarak tespit edilmis olup bu bulgular diger aras-
tirmacilarin bulgulariyla benzerlik gostermektedir
(11, 15). Sarkar ve ark. (18) LS stabilizator ile ha-
zirlanmig PPR agisinin 37°C’de karanlikta bekletil-
mis IM MgSO, ve %0.85 NaCl i¢inde sulandiril-
masi sonucunda 8 saate kadar 6nemli bir titre kayb1
olmadigmi bildirmislerdir. Diger arastirmacilarin
Onerileri ve bizim aragtirmamizdan elde ettigimiz
sonuglara gore 1M MgSO, ve %0.85 NaCl’nin her
ikisi de diliient olarak uygun bulunmus olup, vero
hiicrelerine adapte termostabil sigir vebasi agis1 i¢in
diliient olarak %0.85 NaCl secilmistir.

Arastirmamiz sonunda elde edilen bulgular ve
diger arastirmacilarin onerileri dogrultusunda vero
hiicrelerine adapte termostabil sigir vebasi asisi;
stabilizator olarak %35 laktalbumin hidrolizat ve
%10 sukroz kullanilip, uyguladigimiz liyofilizas-
yon metodu ile liyofilizasyon islemi gerceklestiri-
lerek diisiik nem (<%?2) ve yliksek baslangig titresi
(=10°° DKID,, /ml), liyofilizasyon sirasinda diisiik
titre kayb1 (<10%'® DKID_ /ml) elde edilerek sahada
soguk zincire gerek duymadan 1 ay kullanilabile-
cektir. -20°C’de stok as1 olarak saklandiginda yil-
larca stok yenilemeye gerek duyulmayacak ve dilii-
ent olarak %0.85 NaCl kullandiginda sulandirilmis
as1 sicak mevsimlerde dahi 4 saate kadar giivenle
kullanilabilecektir.
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