Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 22, 16-22, 2011

Attenue mavidil serotip-4 asisinin farkh stabilizatorler ile iiretilmesi
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Ozet: Bu calisma ile attenue mavidil serotip-4 agisinin halihazirda kullanilmakta olan embriyo ekstrakt: ve yumurta
sarisindan olusan stabilizatoriiniin yerine farkl: stabilizatorlerin kullanilmast ve bunlarin liyofilizasyon ve raf dmriine
etkileri arastirildi. Bu amacla Ankara Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Viral Ast Uretim Labora-
tuar1 biinyesinde bulunan ve Vero hiicrelerinde iiretilen SA BT/4 atteniie susu kullanildi. Hazirlanan ham as1 sirasiyla;
Lactalbumin hydrolysate %5 -sucrose %10 (LH), Weybridge Medium (%2.5 lactalbiimin hyrolysate , %5 sucrose ve
%]1 Sodium glutamate) (WBM), Lactalbumin hydrolysate %35 -Mannitol %10 (LM), Jelatin sorbitol (hidrolize jelatin
%3.5- D-sorbitol %3.5) (JS), distile suda %5 oraninda Trehalose hidrate (TD) ile hazirlanan degisik stabilizatorlerle
karistirtlip liyofilizasyona tabi tutuldu. Liyofilizasyon sonucunda ortaya ¢ikan final {iriniin kalite kontrol testleri ve raf
omri caligmalart gerceklestirildi. Bu testler sonucunda; liyofilizasyon sonucunda as1 virusunda meydan gelen infektif
titredeki kayip, denenen biitiin stabilizatorler i¢in kabul edilir diizeydeydi. Denemesi yapilan stabilizatorlerle hazirla-
nan asilar zararsizdi. Raf 6mrii caligmalarinda en iyi performansi Lactalbumin hydrolysate %5 -sucrose %10 (LH) ile
hazirlanan as1 gosterdi.

Anahtar sozciikler: Asi, bagisiklik, mavidil serotip 4, raf 6mrti, stabilizator.

Production of attenuated live bluetongue serotype-4 vaccine with different stabilizers

Summary: In this study, effects of different stabilizers other than embryo extract and egg yolk used at present on lyo-
philisation and shelf life of attenuated lyophilized Bluetongue serotype-4 vaccine was investigated. For this purpose,
SA BT/4 attenuated vaccine strain present at Etlik Central Veterinary Control and Research Institude Viral Vaccine
Production Laboratory produced in Vero cell line is used. Bulk vaccine was mixed with 5% lactalbumin hydrolysate10%
sucrose (LS), Weybridge Medium (2.5% lactalbiimin hyrolysate , 5% sucrose and 1% Sodium glutamate) (WBM), 5%
lactalbumin hydrolysate -10% Mannitol (LM), Gelatin sorbitole (3.5% hidrolised gelatine - 3.5% D-sorbitole) (JS) and
5% Trehalose hidrate (TD) in distilled water respectively as stabilizer. At the end of lyophilisation, quality control tests
and shelf life studies of the vaccines were carried out. Results indicated that; the loss of infective titre of the vaccine
virus after lyophilisation procedure was acceptable for all stabilizers, all the vaccines prepeared with mentioned stabi-
lizers were harmless, the vaccine, prepeared with 5% lactalbumin hydrolysate-10% sucrose (LS) stabilizer had the best
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performance amongst in shelf life studies.

Key words: Bluetongue serotype 4, vaccine, stabilizer, immunity, shelf life.

Giris

Mavidil, ruminantlarin bulasici olmayan, enfeksi-
yoz ve vektorler ile nakledilen bir virus hastaligidir.
Hastalik, Reoviridae ailesi igerisinde yer alan Orbi-
virus genusuna dahil mavidil virusu tarafindan olus-
turulur (5). Glinlimiizde BTV un, aralarinda ¢apraz
bagisiklik bulunmayan 24 farkli serotipi tespit edil-
mistir (5).

Mavidil virusunun bilinen tiim ruminant tiirle-
rini enfekte edebildigi diisliniilmektedir. Enfeksiyon
sigir ve vahsi ruminantlarda genellikle asemptoma-
tiktir (11). Bununla birlikte koyunlarda 6zellikle de
yiiksek verime sahip irklarda, yiiksek ates, nazal

akint1 bag bolgesinde 6dem, oral mukozalarda hipe-
remi ve iilserasyon, dilde siyanoz ve ayak lezyonlari
ile seyreden klinik tablo olusturur. Ayrica dol veri-
minde azalma, abort ve konjenital anomalilere de
neden olmaktadir (10, 12).

Hastalik duyarli bireyler arasinda Culicoides
spp. tiirli sokucu sinekler tarafindan nakledilmekte-
dir (4).

Enfekte sigirlar, 12-14 haftaya kadar uzayabi-
len viremi donemi ile mavidil epidemiyolojisinde
onemli rezervuarlardir. Bu rezervuarlarda kis ay-
larinda varligin1 devam ettiren virus, kis sonunda
sokucu sinekler yolu ile duyarli konaklardaki yayi-
limima devam eder (5, 10, 12).
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Mavidil enfeksiyonu, Uluslararast Salgimlar
Ofisi’nin diizenledigi A grubu hastaliklar listesin-
de yer almaktadir. Mavidil virusu uygun kosullar1
yakaladigr donemlerde hizli bir sekilde yayilma
Ozelligine sahiptir. Tiim bunlarla birlikte salgin
meydana gelen tilke hayvan ve hayvansal tirtinlerde
uygulanan ambargolar sonucunda ciddi sosyo-eko-
nomik problemleri de beraberinde getirmektedir (3,
10, 14).

Ulkemizde mavidil virusunun varligi ilk olarak
1944 yilinda Hatay bdlgesinde bildirilmistir. Bunu
takiben 1978 ve 1979 yillan arasinda Yongug ve
ark.(21), tarafindan ikinci bir mavidil salgini rapor
edilmis ve etken serotip 4 olarak tanimlanmistir.
Daha sonra enfeksiyon, sinek popiilasyonunun ak-
tif oldugu donemlerde Ege ve Akdeniz bolgelerine
yayilmistir. Tiirkiye’de halen tip 4, 9 ve 16 olmak
izere 3 farkli serotipinin bulundugu bildirilmekte-
dir (6).

Modifiye canli asilarin tiretiminde, embriyo-
lu tavuk yumurtast (ETY) ya da farkl bir tiire ait
hiicre kiiltiirlerinde tekrarlanan seri pasajlar ile elde
edilen atteniie tohum suslar kullanilmaktadir (1, 5,
7, 11). Tek bir serotipe 6zgii as1 ile genellikle diger
serotiplere karsi koruyucu bagisik yanit diizeyine
ulasilamaz (5). Bununla birlikte segmentli virus-
larin dogas1 geregi farkli serotipler arasinda cesitli
genetik aligverislerin varligi da bilinmektedir (6, 7).
Modifiye canli asilar ile yapilan asilama calisma-
larinda sahada sirkiile eden serotipin belirlenerek,
kullanilan asilarin bunlara uygunluk gostermesi tav-
siye edilmektedir (3, 8, 9, 13).

Modifiye canli asilarin iiretiminde, embriyolu
tavuk yumurtasi (ETY) ya da farkli bir tiire ait hiicre
kiltiirlerinde tekrarlanan seri pasajlar ile elde edi-
len atteniie tohum suslar kullanilmaktadir (8, 13).
Son yillarda yapilan ¢alismalarda, mavidil asisinin
ve diger orbiviruslarin asilarinin liyofilizasyon asa-
masi sirasinda kullanilan geleneksel bir stabilizator
olan embriyo ekstrakti ve yumurta sarisi yerine de-
gisik ve daha gilivenli stabilizatorlerin etkileri arag-
tirtlmakta ve kullanilmaktadir (2, 11, 16, 17, 20,
21). Bu calismada attenue mavidil serotip-4 agisinin
halihazirda kullanilmakta olan embriyo ekstrakti ve
yumurta sarisindan olusan stabilizatoriiniin yerine
farkli stabilizatorlerin kullanilmasi ve bunlarin liyo-
filizasyon ve raf 6mriine etkileri arastirildi.

Materyal ve Metot

Virus ve hiicre Kiiltiirii: Ankara Etlik Merkez Ve-
teriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi Viral Asi
Uretim Laboratuari biinyesinde bulunan SA BT/4
attentie virus susu kullanildi. Hiicre kiiltiirii olarak;
CIRAD-EMVT laboratuarindan temin edilen, kalite
kontrol testleri tamamlanmis 157. pasajdaki mono-
layer Vero hiicre hatt1 kullanildi.

Vasatlar: %10 fotal dana serumlu (FCS) Minimum
essential medium Eagle (EMEM), hiicre ve virus
iiretme vasati olarak kullanildi.

Stabilizatorler: Lactalbumin hydrolysate %5 -suc-
rose %10 (LH) , Weybridge Medium (%2.5 lac-
talbiimin hyrolysate , %5 sucrose ve %1 Sodium
glutamate), Lactalbumin hydrolysate %5 -Mannitol
%10 (LM), Jelatin sorbitol (hidrolize jelatin %3.5-
D-sorbitol %3.5) (JS), Trehalose hidrate (TD) disti-
le suda %5 kullanild1.

Hiperimmiin Serum: Mavi dil serotip 4 i¢in tip
spesifik ticari olarak temin edilen hiperimmiin se-
rum kullanild1.

Deneme Hayvani: Etlik Merkez Veteriner Kon-
trol ve Arastirma Enstitiisii biinyesindeki deneme
hayvanlar1 boéliimiinde bulunan 24 adet fare, 8 adet
kobay ve 6 adet koyun kullanildi. Caligmalar Yerel
Etik Kurul kararina uygun olarak gergeklestirildi.

Ana Tohum ve Calisma Tohum Sus Uretimi: Ana
tohum ve ¢alisma tohum suslari, Vero hiicrelerinde
3 kez pasaj1 yapilarak Vero hiicrelerine adaptasyonu
saglanan SA BT/4 atteniie virus susu ile hazirlan-
di. Bu amagla, 175cm?’lik hiicre kiiltiiri siselerin-
de, %10 FCS ihtiva eden EMEM vasati ile tiretilen,
%90 monolayer ekime hazir vero hiicreleri kullanil-
di. 0.01 moi. oraninda virus ile adsorbsiyonlu ekim
yontemi kullanildi. Adsorbsiyon siiresinin sonunda,
hiicre kiiltiirii siselerine %2 FCS’lu EMEM besi yeri
konularak, 37°C’de inkubasyona birakildi. Hiicreler
her giin mikroskopta incelenerek, %90-100 sitopa-
tik etki (CPE) goriilen siseler +4°C’ye kaldirildu.
Toplanan viruslar kullanilincaya kadar +4°C’de
sakland1. Uretilen virusun kalite kontrol testleri OIE
Terrestrial Manual, chapter 1.1.9’a gore yapilarak,
ham {irtin tiretiminde kullanildi.

Ham Uriiniin Elde Edilmesi: Etlik Merkez Ve-
teriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi Viral Asi
Uretim Laboratuvarmin iiretmekte oldugu BLU-T4
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ETVAC isimli atteniie Mavidil tip-4 as1 protokoliine
gore gerceklestirildi.

Ham Asimin Stabilizatorlerle Karistirilmasi ve
Liyofilizasyon: Hazirlanan ham iiriin esit hacimde,
sirastyla Lactalbumin hydrolysate %5 -sucrose %10
(LS serisi) , Weybridge Medium (%2.5 lactalbiimin
hyrolysate , %5 sucrose ve %1 Sodium glutamate)
(WBM sersi), Lactalbumin hydrolysate %5 -Man-
nitol %10 (LM serisi), Jelatin sorbitol (hidrolize je-
latin %3.5- D-sorbitol %3.5) (JS serisi), Trehalose
hidrate distile suda %S5 ile karistirildi (TD serisi).
Bunu takiben her bir seri 5 ml hacimdeki as1 sisele-
rine 1 ml miktarinda taksim edildi ve liyofilizasyon
islemine tabi tutuldu. Aliiminyum kapaklar1 kapatil-
diktan sonra kalite kontrol, bagisiklik ve raf émrii
testleri yapilincaya kadar -20°C muhafaza edildi.

Raf Omriiniin Belirlenmesi: Sterilite, vakum ve
nem kontrollerinde uygun bulunan her bir as1 serisi
icin; liyofilizasyon sonrasi titresini saptamak ama-
cryla 4 ayr1 mikrotitrasyon testi gerceklestirildi ve
ortalama titre degerleri tespit edildi. Ham {irliniin
ve liyofilizasyon sonrasi elde edilen as1 serilerinin
enfektif titrelerinin tespiti amaciyla OIE Manual of
standarts of diagnostic tests and vaccines (15) de
belirtilen mikrotitrasyon test yontemi kullanildi.

Daha sonra; A. Her bir as1 serisi 37°C de 1
hafta bekletmek suretiyle hizli raf émrii ¢aligmasi
gergeklestirildi. Bunun i¢in her bir as1 serisi 37°C
inkiibatorlerde 1 hafta bekletildi. Siire sonunda 6r-
nekler alindi ve her bir as1 serisi i¢in ayr1 ayr1 4 adet
mikrotitrasyon testi uygulandi, ortalama titre deger-
leri saptand1 ve liyofilizasyon sonrasi titre degerleri
ile karsilagtirildi. B. 4°C de ger¢gek zamanli raf dmrii
caligmasi gergeklestirildi. Bunun i¢in hizli raf dmrii
caligmasinda en iyi performansi gdsteren asi serisi
4°C’de depolanarak belli zaman araliklarinda or-
nekler alinarak ve ortalama titre degerini saptamak
icin 4 adet mikrotitrasyon testi uygulandi.

Liyofilize asilarin kalite kontrol testleri: Raf
omrii ¢aligmalarinda en iyi performansi gosteren asi
serileri zararsizlik, potens ve immujenite gibi kalite
kontrol testlerine alind1.

Zararsizlik: Bu amagla, kobay ve fareler kullanil-
d.

- Denemesi yapilan her bir stabilizator i¢in 4
adet kobaya intraperitoneal olarak 2 ml inokule
edildi, 4 adet kobay ise kontrol olarak birakildi.

- Ayni1 sekilde, denemesi yapilan her bir stabi-
lizator icin 12 adet ise fareye intraperitoneal olarak
0,5ml inokule edildi, 12 adet fare kontrol olarak bi-
rakildi.

Kobay ve fareler uygulamadan sonra 14 giin
boyunca klinik gdzlem altinda tutuldu.

Potens ve immiinojenite: Mavidil antikorlar1 yo-
niinden seronegatif koyunlar kullanildi. Hayvanlar,
asilarin verilmesini takiben klinik belirtiler yoniin-
den 28 giin siire ile takip edildi ve giinde iki defa
beden 1silar1 alindi. Siirenin bitiminde hayvanlardan
kan serum ornekleri alinarak mavidil virusuna karsi
antikor varlig1 yoniinden test edildi.

Bulgular

Sterilite: Denemesi yapilan tiim as1 serileri, liyofi-
lizasyon sonrasinda yapilan testler sonucunda steril
bulundu.

Vakum: Denemesi yapilan tiim ast serilerinde li-
yofilizasyon sonrasinda vakum orani %100 olarak
bulunmusgtur.

Nem: Denemesi yapilan TD, WBM, LM, JS ve LH
as1 serilerinde ortalama nem orani sirasiyla %8.87,
%7.01, %4.11, %7.75 ve %3.37 olarak bulunmustur
(Sekil 1).

8,87
10,00 -

mTD
8,00 -

= WBM
6,00 - = LM
4,00 - mJs
5.00 ELM
0,00

Sekil 1. Denemesi yapilan a1 serilerinde ortalama nem
oranlart.

Ham iiriin ile Liyofilize as1 serileri arasindaki tit-
re farklari: TD, WBM, LM, JS ve LH as1 serileri
i¢in dretilen Ham ftriiniin titresi ortalama Log 1033
DKID, /ml olarak belirlendi. Liyofilizasyon isle-
minden sonra elde edilen liyofilize as1 serileri i¢in
ortalama titre degerleri sirasiyla Log 10817, 10315,
1071, 10% ve 10%* DKID, /ml olarak belirlendi
(Sekil 2).
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Sekil 2. Denemesi yapilan a1 serilerinde Ham {iriin ve
liyofilize iiriinlerin arasindaki ortalama titre degisimleri.

Raf 6mrii calismalari

37°C de 1 hafta bekletmek suretiyle hizh raf
omrii calismasi: Denemesi yapilan her bir as1 se-
risinin liyofilizasyon sonrasinda tespit edilen titre
degerleri ve bunu takiben gergeklestirilen hizli raf
omri calismalarinda elde edilen sonugclar, her bir as1
serisi i¢in asagida verilmistir.

A.1. TD As1 Serisi: Bu seri icin liyofilizasyon son-
rasinda yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10%"7 DKID,/ml (Log 10%7,
10%2, 10%, 10** DKID, /ml) olarak belirlendi. Bunu
takiben gerceklestirilen hizl raf 6mrii caligmalarin-
da ise; yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10°** DKID,/ml (Log 10°?,
103, 10°%, 10°* DKID, /ml) olarak belirlendi. Titre
degerindeki diisiis ise, Log 10! olarak belirlendi.

A.2. WBM Ags1 Serisi: Bu seri i¢in liyofilizasyon
sonrasinda yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde or-
talama titre degeri Log 10*"* DKID, /ml (Log 1077,
10%1, 103, 10%* DKID, /ml) olarak belirlendi. Bunu
takiben gerceklestirilen hizl raf 6mrii ¢calismalarin-
da ise; yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-

lama titre degeri Log 10 DKID,/ml (Log 10°%,
10°%, 10!, 107 DKID, /ml) olarak belirlendi. Titre
degerindeki diisiis ise, Log 10! olarak belirlendi.

A.3. LM Agi Serisi: Bu seri i¢in liyofilizasyon son-
rasinda yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 107! DKID,/ml (Log 107,
1072, 107, 10™! DKID, /ml) olarak belirlendi. Bunu
takiben gerceklestirilen hizl raf 6mrii caligmalarin-
da ise; yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10%7 DKID,/ml (Log 10°%,
10°%, 10!, 107 DKID, /ml) olarak belirlendi. Titre
degerindeki diisiis ise, Log 10°7 olarak belirlendi.

A.4. JS As1 Serisi: Bu seri icin liyofilizasyon son-
rasinda yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10°%* DKID, /ml (Log 107,
10%¢,10%%, 10°* DKID, /ml) olarak belirlendi. Bunu
takiben gerceklestirilen hizl raf 6mrii calismalarin-
da ise; yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10*'7 DKID, /ml (Log 10,
10°9, 10°7, 10°* DKID, /ml) olarak belirlendi. Titre
degerindeki diisiis ise, Log 10°* olarak belirlendi.

A.5. LH As1 Serisi: Bu seri icin liyofilizasyon son-
rasinda yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10%** DKID,/ml (Log 10%?,
102, 10%', 10%* DKID, /ml) olarak belirlendi. Bunu
takiben gerceklestirilen hizli raf dmrii ¢aligmalarin-
da ise; yapilan 4 seri mikrotitrasyon testinde orta-
lama titre degeri Log 10%'* DKID,/ml (Log 10%°,
102, 10%2, 108 DKID, /ml) olarak belirlendi. Titre
degerindeki diisiis ise, Log 10°%7 olarak belirlendi.

Denemesi yapilan tiim asi serilerinin hizli raf
omrii ¢aligmalarinda gosterdikleri performans Tablo
1 ve Sekil 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Denemesi yapilan as1 serilerinde Ham iiriin, Liyofilize iiriin ve hizli raf 6mrii ¢alismasi sonunda elde edilen

titre degigimleri.

.. . Hamiirin titre
Asi serileri

Liyofilize iiriin titre

37°C de 1 hafta sonunda titre (Log,, DKID, /ml)

(Log,, DKID,/ml)  (Log,, DKID,/ml)
D 8,3 8,17 6,32
WBM 8,3 8,15 6.92
LM 8,3 7,10 6.37
15 8.3 6,62 3,17
LH 8.3 8,22 8,15
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Sekil 3. Denemesi yapilan asi serilerinin ham iiriin asamasinda, liyofilize iiriin formunda ve liyofilize iiriiniin 37°C de
1 hafta ( hizli raf dmrii ¢aligmasi) sonunda ortalama titreleri.

4°C’de gercek zamanh raf 6mrii calismasi: Ger-
¢ek zamanl raf dmrii ¢alismalarina daha 6nceden
baslanan LH as1 serisi i¢in elde edilen final {iriin
4°C’de depoland1 ve 24 ay siiresince belirli zaman
araliklarinda 6rnek alinarak titrasyon testine tabi tu-
tuldu. Uretilen ham asinin titresi Log 1054 DKID, /
ml bulundu. LH ile liyofilizasyondan sonra ise bu
titre Log 10°** DKID, /ml olarak tespit edildi. Bun-

dan sonra liyofilize iiriin 4°C’de depoland1 ve 12,
14, 16, 20 ve 24 iincii aylarda ornekler alinarak tit-
relerine bakildi. Yapilan titrasyon testleri sonucunda
liyofilize asinin zaman igerisindeki titreleri sirasiy-
la Log 10°", 10°%, 10°%, 10°% ve 10°7* DKID, /
ml olarak bulundu. LH as1 serisinin ger¢ek zamanli
raf dmriiniin belirlenmesi sirasinda elde edilen titre
degerleri Sekil 4’de 6zetlenmistir.

6,5

6,4 Qﬁ
6,3

62 N 6,22

6,1

6

Titre

5,9

Fark:0/44

5,8

5,7
5,6

5.5

5,4

Bulkiiriin Liyofilize iiriin 12.ay

14.ay

16.ay 20.ay 24.ay

Sekil 4. LH as1 serisinin ger¢cek zamanli raf dmriiniin belirlenmesi sirasinda zaman igerisinde elde edilen titre deger-

leri.
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Zararsizlik, potens ve immiinojenite: Gergek za-
manli raf 6mrii calismasi tamamlanan LH as1 serisi-
nin zararsizlik testlerinde asinin inokulasyonu yapi-
lan fare ve kobaylarda 14 giin boyunca her hangi bir
klinik bulgu gozlenmedi. Potens ve immiinojenite
caligmalarinda ise daha dnce BT antibody ELISA
testi ile negatif oldugu belirlenen 4 koyun (1 adedi
kontrol olarak) kullanildi. As1 uygulamasini takiben
hayvanlarda hafif bir beden 1sis1 artis1 (ilk 5 giin
0.3-0.5 derece) disinda herhangi bir klinik bulgu
gozlenmedi. 28 giin boyunca gozlem altinda tutulan
hayvanlardan, siire sonunda kan alindi ve mavidil
antikorlart yontinden test edildi. Yapilan BT anti-
body ELISA testi sonucunda agilama yapilan tim
hayvanlarda mavidil antikorlar1 tespit edildi.

Tartisma ve Sonug¢

Bu arastirmamizda Vero hiicrelerinde 3 kez pasaji
yapilarak Vero hiicrelerine adaptasyonu saglanan
SA BT/4 atteniie virus susu kullanilarak degisik
stabilizatorlerle hazirlanan liyofilize ateniie mavidil
agilarinin raf dmiirleri incelendi.

Giliniimiizde, her ne kadar mavidil atteniie liyo-
filize asilarimin farkli stabilizatorlerle deneme galig-
malar1 fazla olmasa da, veteriner kullanimda olan
liyofilize asilarin gerek stabilitesini artirmak ve ge-
rekse raf omriinil uzatmak amaciyla degisik stabili-
zatorler arastirilmistir (11, 16, 17).

Calismamizin ana hattini, degisik stabilizator-
lerle (TD, WBM, IS, LM ve LH) hazirlanan mavi-
dil serotip-4 asilarinin, gerek liyofilizasyon islemi
sirasinda, gerekse liyofilizasyon isleminden sonra
kalite kontrol testleri agisindan ve daha sonra da
raf Omriiniin uzunlugu agisindan degerlendirilmesi
olusturmustur.

Denemesi yapilan asi1 serilerinin, liyofilizas-
yon igleminden sonra yapilan nem kontrollerinde,
en fazla nem oraninin TD, JS ve WBM (sirasiyla
%8.87, %7.75, %7.01) as1 serilerinde oldugu goz-
lemlendi (Sekill). Sparkes ve Fenje (19), liyofilize
asilarda %6 ve lizerindeki oranindaki nem oraninin
aginin stabilitesi iizerine olumsuz etkisi oldugunu
vurgulamiglardir. Nitekim TD, JS ve WBM kulla-
nilan ag1 serilerinin hizli raf 6mrii caligmalarinda en
biiyiik titre diisiisiine sahip olduklar1 (TD i¢in Log
10"% DKID, /ml, JS i¢in Log 10** DKID, /ml ve
WBM i¢in Log 10'** DKID, /ml ) tespit edildi. Nem
oranlarinin yiiksek olmasinin sebebinin, kullanilan

stabilizatorlerde kuru madde oraninin nispeten daha
az olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.
Stabilizator olarak LH ve LM kullanilan ag1 serile-
rinde nem oraninin daha diisiik olmasinin (sirastyla
%3.37 ve %4.11) bunlarin hizli raf dmrii ¢alismala-
rinda daha stabil olmalarii saglamis olma olasili-
g1 vardir. Yukarida bahsedilenleri dogrular sekilde
nem orant en diislik olan (%3.37) LH as1 serisi hizli
raf dmri caligmalarinda en iyi performanst goster-
mistir (Log 10°*” DKID, /ml).

Mariner ve ark. (10), LH, JS ve LGS gibi farkli
stabilizatorlerle termostabil sigir vebast as1 iiretimi-
ni denemis ve arastirma sonunda iyi bir performans
gosteren LH stabilizatorli onermistir. Benzer sekil-
de Sarkar ve ark. (18), PPR agis1 iiretiminde LH,
WBM, JS ve TD gibi farkl: stabilizatorler denemis,
LH ve TD stabilizatori uygun bulmuslardir.

Calismada stabilite agisindan uygun buldugu-
muz LH as1 serisi gercek raf omrii ¢aligmalarina
alindi. Bu ¢alismalarda da iki senelik zaman aralig1
igerisinde s6z konusu asi1 serisinin enfektif titresin-
de Log 10°* DKID, /ml oran1 gibi hafif bir diisiis
gbzlemlendi.

Ayni zamanda hazirlanan bu asinin zararsizlik,
potens ve immiijenite ¢calismalar1 yapildi. Bu testler
sonucunda da kobay ve farelerde zararsiz oldugu
tespit edildi. Koyunlarda yapilan potens ve immiije-
nite ¢aligmalarinda ise herhangi bir patojenite veya
alerjik reaksiyon olusturmadig: ve asilama yapilan
tim hayvanlarda yeterligi bagisikligi sagladig: or-
taya konmustur.

Arastirmamizin sonunda elde edilen bulgular
ve diger aragtirmalarin 1s18inda, attenue Mavidil
Serotip-4 liyofilize agisinin geleneksel stabilizatorii
olan embriyo ekstrakti ve yumurta sarisinin yerine,
Lactalbumin hydrolysate %5 -sucrose %10 (LH)
karigimindan olusturulmus stabilizatoriin gilivenle
kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bu yeni stabi-
lizatorle hazirlanan agilarin da raf omriiniin 2 yila
kadar uzayabilecegi tespit edilmistir.

Bunun yani sira, bu stabilizatoriin kullanil-
mastyla; mavidil tip 4 agisinda kullanilan yumurta
sarist ve embriyo ekstraktinin hazirlanmasi ve uy-
gulanmasi zor oldugundan, asi1 iiretim asamalarinda
kontaminasyon riski ve buna bagli ekonomik kay1p-
larin azalacagi, buna bagl olarak da iiretimin daha
giivenli, hizl1 ve ekonomik olacagi kanisindayiz.
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