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Cift tirnakli hayvanlarda, halk arasinda sap denilen hastalig
ilk defa 1764 te MICHEL SAGAR idantifiye etmis ve TOGGIA ta-
rafindan LA FIEVRE APHTREUSE (Sap) ismi verilmistir. Bunu
takip eden zamanlarda sap virusu {izerinde yapilan g¢alisma ve arag-
tirmalar etkenin daha iyi tanimnmasma hizmet etmis, bu hastaliga
hassas hayvanlarda seyri ve dolayisiyle sebep oldugu ekonomik
zararlarin hesaplanmasimi kolaylagtirmigtir,

1830 dan itibaren etkenin hasta hayvandan, hassas hayvanla-
ra deneysel olarak nakledilebildigi tesbit edilmis ve bakteriyolojik
etiidleri LOFFLER ile FROSCH’la basglayip 1897 de patojen etkenin
filtrabl oldugu agiklanmigtir.

Sap hastalhigina hasredilmis sayisiz galigmalar bu konuda az
olan bilgileri sasilacak derecede zenginlestirmis, dikkati hastaligin
etiyolojisine ve profilaksisine cekmistir.

1920 de WALDMANN ve PAPE, 1898 de HECKER tarafin-
dan isaret edildigi gibi kobaylarin enfeksiy6z ajani deneysel olarak
aldiklarmi isbatlamiglardir. 1922 de VALLEE ve CARRE aydinla-
tic1 demonstrasyonlar ortaya koyarak sap hastaliginda aktif ve
passif bagisiklig1 tetkik etmiglerdir. Nihayet 1938 de Waldmann' ve
laboratuvar arkadaslar: prensiplere uygun miiessir bir asilama tek-
nigi ortaya koydular. Sapin deneysel etiidlerini tamamlamay: he-
def tutan bilgili ve reel arastirmalar durmadan gelisti. Buna paralel
olarak bir cok enstitii kuruldu. Fransa’da Alfortta NOCARD 1901

(*) Sap Seroloji Loboratuvari Sefi.

(**) Sap Ag Istihsal ve Kontrol Laboratuvar1 Miitehassisi.
(***) Sap Seroloji, Laboratuvar: Miitehassisi.
(#%#**) Sap Seroloji, Laboratuvar: Miitehassisi.
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de ilk aragtirma merkezini inga ediyor, 1909 da Almanya’da RIEMS
Enstitiisii doguyor. 1924 te Ingiltere’de WEYBRIDGE, 1926 da Da-
nimarka’da LINDHOLM Enstitiisii, Rusya’da SKOMOROKHOV 1ile
Hollanda’da ROTTERDAM Enstitiileri kuruluyor.

Bunlar1 muhtelif memleketlerde degisik metodlarla sap virusu
elde eden ve as1 yapan enstitiilerin ingas1 takip ediyor. Fransa'da
Lyonda Fransiz Sap Enstitiisii, Rojet Belon, Belin Enstitiileri, Ar-
jantin’de Fransizlarin istirdkiyle Sap Enstitiisii ve Iran’da Tahran
Razi Enstitiisiine bagli, Arastirma ve Frenkel metodu ile sap viru-
su iireten bir enstitii kuruluyor.

Sapla miicadele ve sapa karsi koruyucu asi hazirlamak, 1909 da
Hollanda’da Sheveningen de 9 ncu Enternasyonal Veteriner Kongre-
sinde VALLEE'nin sapla rasyonel miicadelenin ancak virusun kiil-
tiivasyonunun kegfiyle miimkiin olacagini ifade etmesi ve arastirici-
larin dikkatini bu y6ne ¢eckmesiyle miimkiin olmustur.

Bundan 6nceki zaman'arda yapilan uzun bakteriyolojik aragtir-
malar olumlu sonuglar vermemistir. Yirminci yiizyilin ilk dértte bi-
rinde MAITLAND ve HECKER tarafindan ilk olarak sap viru-
sunun kobay embriyon derisi explantasyonunda {iretilmesi baga-
rilmistir. 1936 da FRENKEL ve VANWAREN bir cok kerre sap
virusunun, biiyiik parcalar halinde explantasyonu yapilan sigir, ko-
yun ve domuz embiriyonik derisinde iiretmeye muvaffak olmuslardir,
Yalniz aragtirmanin yapildigi siralarda virus titrasyonu ve tip ta-
yini metodlar1 (virusun degisik antijenik yapilar1) komplement
fiksasyon teknigi kafi derecede inkigaf etmemis oldugundan neti-
celeri mukayese etmek imkam bulunamamistir. Elde edilen muhte-
lif tipteki viruslarin virulensleri ve antijeniteleri hususunda yeterli
bilgi elde edilememistir. '

Vallée calismalarinin neticesi olarak elde ettigi viruslarmn tit-
resini HENDERSON metodu ile aragtirmig ve asagidaki sonuclar:
elde etmigtir.

Parcalanmamis Epitelde ' Parcalanmis Epitelde
Tip Titre Tip Titre

A 247 - 1: 170000 A 246 1: 510000
O 105 1 : 440000 O 106 1: 260000
C 81 1 : 200000 C 82 1 : 158000
O 109 1: 740000 O 110 1 : 460000

167



Frenkel bagladigi ve virus iiretmege muvaffak oldugu doku c¢a-
Lismalarmi (dil epiteli kiiltiirii ile) inkigaf ettirmigtir, 1947 - 1953
yillar1 arasinda yaptig1 calismalarla sigir dili epitel dokusu ile kendi
ismini tagiyan vasatta sap virusunu iireterek bundan sap asisi elde
etmigtir. Yine ayni Enstitiide virus prodiiksiyonu, titrasyon ve iire-
tim metodlar1 iizerinde sayisiz caligmalar yapilmig olumlu sonuclar
alinmigtir,

Frenkel metodu ile sap virusu elde etme teknigi diger metod-
lara nisbeten daha ekonomik ve daha pratik oldugundan tutunmus-
tur. Bu giin bu metodla sap virusu elde eden ve bununla sap asisi
hazirlayan bir ¢cok miiessese vardir.

Fransa’da (IFFA) (*) Sap Enstitiisii bu metodla elde ettigi vi-
rustan mono, bi ve tri valan konsantre sap asilar1 hazirlamaktadir.
italya’da BRESCIA keza bu metodla caligtigi gibi Iran’da Tahran
Razi Enstitiisiide ayni usulle O ve SAT: viruslar: iireterek sap asi-
lar1 imal etmektedir.

Yurdumuzda Otedenberi bulunan O tipi sap hastalig1 periyodik
o'arak ii¢ dort yilda bir epizootiler yapmakta ve fakat yerli hay-
van arimizin tabii rezistansindan dolay:r biiyiik zararlari olmamak-
taydi. Son yillarda dogu komgularimizdan yurt hayvanlarina bu’a-
sip her tarafi sapla miinten bir hale sokan SAT: tipi sap hayvan-
larimizmm is ve iiriinleri iizerine etki yaparak milli ekonomimizde bii-
yiik zararlara sebep olmustur. Bu nokta dikkate alinarak Tarim Ba-
kanlign FAO nun yardim ile yeni bir sap enstitiisii insa ettirmekte-
dir. Amac ihtiyaca cevap verecek kadar sap asisi istihsali olup bu-
nun elde edilebilmesi i¢in genis miktarda sap virusu firetilmesi za-
rureti oldugundan, diger metodlara paralel olarak Frenkel metodu
ile sap virusu iiretimine, muvakkat sap laboratuvarinda baglan-
mistir. Bu calismalar genis virus prod{iksiyonu seklinden ziyade
arastirma seklinde olmustur. '

FRENKEL METODU iLE SAP VIRUSUNUN EXPLANTE SIGIR
DIiLi EPITELINE ADAPTASYONU '

MATERYAL ve METOD

. Frenkel usulii sap virusu elde etmede, 6n planda taze sigir dili |
epiteline ihtiya¢ bulundugundan Enstitii Miidiirliigiiniin Et ve Balik
Kurumu ile yaptig1 temaslar neticesinde, kiiltlir yapilacag: giinlerin
sabahi yeteri kadar dil kurumun kesim salonundan ve kesimin he-

(*) Fransiz Sap Enstitiisii.
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men akabinde aldirttirilmigtir. Tabii sigir virusunun explante dil
epiteline adaptasyonunda her pasaj icin 5 veya 6 dil epiteli iizerinde
caligilmigtir,

Epitelin Toplanmasi : Epitelin dilden alinmas i¢in, dilin bir ta-
kim manuplasyondan gegmesi gerekmekte idi ve Oncelikle dillerin
steril bir hale getirilmesi igi vardi. Bu maksatla diller 6nce iist
yiizleri gergin bir durumda bulunacak tarzda Gzel madeni araclar
iizerine tesbit edildiler. Cesme suyu ile fircalanarak her dil 4 -5 da-
kika yikandi. Sonra 40° C ik su ile aym tarzda yikamay: miite-
akip 70 derecelik alkolle bir okadar zaman ve her dil igin takriben
50 cc. alkol kullanilarak tekrar fircalandilar.

Dillerin bu ilk temizligi yapildiktan sonra Ozel olarak yaptiri-
lan ultraviole tiineline konuldular. Bu tiinel iki kapakli olup raylar
iizerinde hareket eden ve dillerin konulmasina mahsus arabasi mev-
cuttu. Tiinelin bir kapag kontamine kabul edilen ve dillerin yika-
ma igleminin yapildigi boksa, diger ikineci kapak sterilitesi iiltravi-
yole 1sinlari ile temin edilmig olan ve disk seklinde bicagi bulunan
(pastirma kiyma makinasi) makinanin bulundugu boksa agilmakta
idi. Tiine'e konulan diller 3 -4 dakika ultraviyole iginlari tesiri al-
tinda tutulduktan sonra, buradan birer birer almarak dil soyma
makinasinda steril sartlar altinda karni tabakasi atildiktan sonra
dil kaslarmi kesmemege dikkat ederek, epitel dokusu ince tabaka-
lar halinde kesilerek steril petri kutularinda PBS (phosphate buffer
solition) icerisinde toplandi. Epitelin bu tarzda istihsali siras:nda
bicak iizerine damla damla steril PBS sevkedildi. Zira alinan ince
epitel tabakalar1 havanin tesiri i'le kurumakta, bu hal epitel hiic-
relerinin hayatiyetinin kaybolmasma sebep oldugu gibi epitel istih-
salinide giiclestirmekte idi. Bu caligmalar siiresince kullanilan dil-
lerden.elde edilen epiteller daima tartilmig ve beher dil i¢in ortala-
ma, epitel miktar1 22,750 gram bulunmustur.

FRENKEL Kiiltiirii Icin Kullamlan Vasat ve Hazirlama Tek-
nigi : FRENKEL metodu ile sap virusu c¢ogaltilmasinda biz Fren-
kel'in orijinal vasatini kullandik. Hazirlanmasinda dikkat edilecek
noktalar amino asitlerinin dikkatle tartilarak gii¢ eriyenlerin sicak
suda eritilmesi ve: kalsiyum kloriiriin ayr: bir kapta eritilerek agir
agr vasata ildve edilmesidir. Aksi hallerde vasat bulanmakta ve
cokelek vermektedir. Ikinci bir hususta peptonun yine ayri bir
kapta enitilerek ilavesidirki buda vasat: meydana getiren simik mad-
de kiristallerinin tam eridigini anlamaya yarar. Caligmalar icin her
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defasinda 4 der litrelik vasat hazirlandi. Bu vasatlar 4 - 6 atmosfer
basing altinda EK kagidi kullanilarak SEIZ filtresinden siiziildii.
Vasat siiziilmeden &nce her santimetre kiipii i¢in 100 UI Peni-
cillin ve 100 gama streptomicin hesap edilerek ilave edildi. Vasatlar
daima deminarelize su kullanilarak hazrlandi. Filtrasyondan sonra
PH 7,4 -7,6 arasinda degismekte idi. Buda Frenkel kiiltiirii icin ar-
zu edilen bir PH seviyesi idi. Bu tarzda hazirlanan steril vasat bi-
rer litrelik cam balonlara tevzi edilerek -+ 4° ¢ da muhafaza edildi.

VIRUSUN HAZIRLANMASI : Kiiltiir ekimlerinde kullanmak
icin tabii sigir SAT: virusu secildi. Bu virusun titresi 5 - 6 giinliik
fare yavrularinda hesaplandi ve DLs, - 10-7 bulundu. Bu virustan
10 gram 90 cc Buffer so'usyonu ile ezildi ve seitz filtresinden pres-
sionla siiziildii. Bu iglem kii'tiir'e konmadan az bir zaman Once ya-
pildi

KULTURUN HAZIRLANMASI : Iki metodla c¢algildi.

1 — Erlenmayerlerde (Ajitasyonla, IFFA metodu),
2 — Roux sigelerinde (Ajitasyonsuz, Brescia metodu).

1 — ERLENMAYERLERDE : 500 cc. lik iki erlenmayer ali-
narak, 6 nolu mantarlara 2 tane cam boru takildi. Borularm her
iki dig ucuna lastik borularla pamuklu cam bullar ilave edildi. Bu
cam bullarin bir tanesi oksijen sevketmeye, digeride kiiltiir esnasin-
da tesekkiil eden gazlari ve artan oksijeni disar1 atmaga yaramak-
ta ve bu suretle muhtemel bir kontaminasyonu 6nlemek icindi. Er-
lenmayerler’den beherine 350 cc frenkel vasat:, ikiger dil epiteli ile
hazirlanan virustan 4 cc ildve olunarak steril olarak kapatildi. Bu
sekilde iki erlenmayer hazirlandi. Bunlar 37°c etiivde tertip'enea
manyetik ajitatorler iizerine yerlestirildiler. Oksijen tiipii lastik bo-
rularla erlenmayerlerin pamuk filtreli bullarina baglandi. Miitea-
kiben tiipiin manometresi vasitasiyle kiiltiire oksijen sevkedildi.
Kiiltiir icerisinden aralikli kabarciklar tarzinda cikacak sekilde ayar
edildi. Daha sonra ajitator cahstirilarak oksijenin epitellerle temas:
saglandi. y

2 — ROUX SISELERINDE : Roux sigelerinde ajitasyona lii-
zum olmadigindan steril hazirlanan siseye 125 cc. vasat bir dil epi-
teli (25 gram) ve 2 ce. tabii virus konuldu. Hazirlanan cam boru’u
ve pamuk filtre bullu mantarla kapatilarak 37°c de oksijen sirkii-
lasyonuna baglanarak kiiltiivasyona konuldu. Yukarida miktarlarn
ag:klandig1 tarzda ismi gegen antibiyotiklerden vasata ilave olundu.
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Epitelin vasat igerisinde daginik bir durumda bulunmas: temin edil-
di. Gerek er'enmayerler ve gerekse roux siseleri zaman zaman kont-
rol edilerek oksijen sevkinin ve ajitasyonun durmamasi saglandi.
Bu suretle 24 saat Frenkel kiiltiiriinde kalan SAT: sap virusu (bi-
rinci pasaj) Onceden hazirlanan buzlu su bulunan kaplara alinarak
cabuk sogutulmasi temin edildi.

- 1 nci Pasaj SAT: Frenkel virusunun elde edilisi : Buzlu suya
konulan kiiltiirlerden sira ile 6nce erlenmayerlerdeki siipernatantlar
ayr1 ayr steril gigelere toplanildi. Miitebaki viruslu epiteller atomi-
xte steril sartlarda parcalanarak siselere ildve edildi. Roux buvat-
larida aym tarzda isleme tdbi tutularak ayri siselerde toplanild.
Tip tayini (komplement fixsasyonla) fare yavrularinda titrasyon
ve kobay denemeleri i¢in bu ilk pasaj viruslarindan 50 ser cc. ali-
narak 3000 devirde santrfiij edilerek EKS kag:tlarindan filtre edil-
diler. Kobay inokulasyonlarinda (iki kobaym arka ayak tabanlari-
na) virus enjekte edilen tabanlarda sap aft: tesekkiil etti fakat je-
neralize olmadi. Fare yavrularinda yapilan titrasyondada yiiksek
bir titre bulunmadi. Colmer ve Fransiz teknigi ile yapilan komple-
ment fiksasyonda asagidaki neticeler bulundu.

Kullamilan hiperiimmiin serumlar

Kiiltiir O A C SAT:

Erlenmayer No : 1 R T 7 TR
Erlenmayer No : 2 — e, et gl
Roux sigesi —_ — = 44+t

Tip tayini ve hayvan deneyleri virusun devam ettigini ortaya
koydugundan 2 nci pasaj yapilmasma karar verildi.

2 nci Pasaj: 1 nci pasaj frenkel virusunda acgiklandig: tarzda
2 ger dil ihtiva eden iki erlenmayerle bir dil epiteli tagiyan roux si-
sesi ayni tarzda hazirlandi. Epiteileri ve vasatlar: konulduktan son-
ra 1 nci pasaj Frenkel virusundan 1 9% hesab: ile virus ildve olunup
yeteri kadar oksijen sirkulasyonu altinda kiiltlire konu'du. 24 saat
sonra ayni iglem'er tekrarlanarak 2 nci pasaj virusu elde olundu ve
bundan kobay inokulasyonu yapildi.

Ayrlyéten komplement fiksasyonla tip tayini yapi!d: ve asag-
daki sonuclar alindi.
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Kullamlan hiperiimmiin serumlar

Kiiltiir 0O A C SAT:

Erlenmayer 1 —_— e e
Erlenmayer 2 sl B 5 I
Roux gigesi T T .

3 ncii Pasaj : 1kinci pasaj SAT: Frenkel virusunun, yeniden ha-
zirlanan erlenmayer ve roux sgisesine ekimi sonucu 3 ncii pasaj vi-
rus elde edildi. Yine bunlarin ayr ayr1 C.F. la tip tayinleri yapild.
Alinan neticeler arzuya uygun nitelikte oldugundan sistematik ola-
rak pasajlara devam edildi. Bu suretle 4 ncii ve 5 nci pasajlar ya-
pildi. '

5 nci pasaj virisundan yine C.F. metodu ile tip tayini yapilarak
agagidaki sonuclar alindi.

Kullanilan hiperiimmiin serumlar

Kiiltiir O A C SAT:
Erlenmayer 1 —_ - — 444+
Erlenmayer 2 — e e dbdidead
Roux sigesi e . o

Bu sonug alindiktan sonra bu viruslar asagida gosterildigi tarz-
da kobaylarin tabanlarma inokiile edildi..

(1) K
Koltur k.ﬁﬁi’m 24 500t | 48 Soat|72saat |sonug

Erlenmayer 409 :F_‘- $$—— ;ii_kﬂ":e“'

TRkt alk
B8 | T | FF|FH
[T
Roux gisesi 125 :F-—- $¥-- **T‘— "

Erlenmayer 2 frenkel virusunun 5 - 6 giinliik fare yavrularin-
da, intraperitonal 0,05 ml inokiile edilerek titresi yapildi, neticeler
hesap edilerek LD 10 ~° bulundu.

Bu deneme neticeleri uygun bulundugundan pasajlara devam
edildi.
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6 nc: pasaj virusundan ayni denemeler yapildi.

1 No. lu erlenmayerde devam edilen ve altinci pasajdan elde
olunan SAT: tipi Frenkel virusunun fare yavrularinda (5 veya 6
giinliik) intraperitonal verilerek titraji yapildi ve neticeler Reed ve
Munch metoduna gére hesap edilerek degerlendirildi ve LDs 10 = 6
bulundu. Bu titrasyon yapilirken virusun yalmiz 10 —* 10—° 10 —°¢
10 — 7 dilusyonlar1 kullanildi.

Kobaylara yapilan intraplanter inokulasyonlar sonucuda aga-
giya cikarilmigtir,

Kiltir k:ﬂ,bfﬂg 24 soat [48saat |72500t [senug

Erlenmayer oe :F—_— T EFH:‘ w4

ARt al
Erlenmayer L T——— $T-—~$¥:F— "
x| o | FOO FOIEE | e
Seb | T FT 7|3 »
v [T Frh1]

Kobaylar virus inokulasyonundan sonra bir hafta miigsahedede
tutulmus sonuclar puvante edilerek Oldiiriilmiislerdir.

Gerek titrasyon gerek komplement fiksasyon ve kobay deneme-
leri uygun sonuglar verdiginden SAT: frenkel virusu pasajlarma
devam olundu. Ilk pasajlaidan elde olunan viruslar epitelleri ile bir-
likte —18°C de kavanozlarda muhafaza edildiler.

Roux sisesi

NETICE ve KARAR

Laboratuvarimizda, kiiciik ¢apta yapilan ve yukarida detayh
olarak izah edilen Frenkel metodu ile sap virusunun explante sigir
dili epitheli doku kiiltiiriine adaptasyon calismalar1 olumlu sonug
vermigtir.

Denemede agitasyonlu Erlenmayer ve agitasyonsuz Roux flask
teknigi izlenmistir. Muhtelif tekrarlamalarda her iki teknikte he-
men hemen aym sonucu vermigtir.
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Caligmalardan elde edilen kanaat su olmustur : Sap virusu ex-
plante sigir dili epiteli doku kiiltiiriine kolayca adapte edilebilmekte-
dir. Dokuzuncu pasajini yaptigimiz bu adapte virusun gerek infek-
tivite, gerekse antijenite titrasyonlari, as1 istihsaline elverigli ola-
cag1 kanaatini uyandirmigtir. Ancak as1 prodiiksiyonu icin daha ge-
‘nigce capta virus iiretilmesi ve bu bakimdan da gerek yeteri kadar,
dil epiteli, gerekse kii¢lik virus iiretme tanklar: gerektiginden, ca-
ligmalar, FAO’dan 1smarlanmig olan dlet ve malzemenin gelecegi bir
zamana kadar tehir edilmistir,

TESEKKUR

Frenkel aragtirmalarimizda dil temininin giicliiklerini Et ve Ba-
Iik Kurumu ile goriigerek halletmis olan, calismalarin kolaylikla yii-
riimesi icin gerekli ortami hazirlayip, islerin bir sistem diizeninde
gelismesini saglamig bulunan Enstitii Miidiirii Sayin Dr. Ahmet Oz-
soy’a tesekkiirlerimizi bir gérev addederiz.

OZET

~ Tiirkiye’deki sap salginlarini diger tedb'rlere paralel olarak asi-

lama ile Onlemek icin, ekonomik ve pratik -kolayliklari1 bulunan
Frenkel Metodu ile sap virusu fiiretilmesi i¢in, kiiciik ¢apta calisma
yapilmistir. SAT: virusu ile Ajitasyonlu ve Roux sigelerinde olmak
iizere explante sigir diline adaptasyon yapilmigtir. Bu caligmalar-
dan arzuya uygun sonuglar alinmigtir. Denemelerimiz bize gdster-
mistir ki, ilerideki genis caligmalarda sap virusunun bu metodla ¢o-
galtilmasi, malzeme ve simik maddelerle taze sigir dilinin teminine
baghdir. Denemelerde Modifie Frenkel, Brescia vasatlari kullan:l-
misg, her pasajdan sonra virusun hayvan deneyleri ile Komp'ement
Fiksasyon testleri yapilip, faredeki titrajlar: hesaplanmigtir. Farede-
ki DLs 10—S,5 bulunmustur. C.F. testlerinde daima SAT: teyid
edilmistir.

Dillerden elde edilen epitellerin muhafazasindan cok, taze dil
epiteli ile calismak prensip edilip, istihsal edilen dil epitelleri aym
glin kullanilmistir. Adaptasyonda kullanmilan SAT: virusu si8ir ori-
jinli tabii virustur. Bu calismalarda iki usul izlenmistir.

1 — Ajitasyonluy,

2 — Ajitasyonsuz.

1 — Ajitasnoylu usulde manyetik sistemle kiiltiir agir agir aji-
te edilmis, bu arada oksijen sirkulasyonu da devam etmistir.
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2 — Ajitasyonsuz usulde Roux sigelerinde yatik olarak kiiltii-
re konulmug ve yine oksijen sevkedilmig, bunlar 37°C lik etiivde
18 - 24 saat fasilalarla tutulmus, neticeler mukayese edilmis, ara-
da biiylik bir fark bulunamamigtir.

Denemeler 9 ncu pasaja kadar yiiriitlilmiis, ancak gerek enfek-
tivite, gerekse antijenite yoniinden 6 ve 7 nci pasaj viruslarmin en
iyi durumda bulundugu tesbit edilmigtir.

SUMMARY

Growth of the Virus of Foot - and - Mouth ‘
Disease Using the Method of Frenkel

Work on a small scale has been done regarding virus produc-
tin by Frenkel methed which is more practical and sheaper, paral-
lel with other measures against foot and mouth epidemics in Turkey
Adaptation into exp'ante cattle tongue uzing SAT - 1 virus in Roux
bottles. Satisfactory results were obtained. Experiments indicate fu-
ture on lorge scale by this method depends on getting fresh cattle
tongue as well as chemicals and other materials. Modified Frenkel
and Brescia media were used in experiments and following each pas-
sage complement fixation tests by virus on animals were carried out,
ca'culating titrages in mice which were DL 10 —°

Complement fixation tests have confirmed SAT - 1 all the time.

Working, in principle, with fresh tongue epithelium rather than
conserving epithelium obtained from tongues, tongue epithelia pro-
duced were used the same day.

SAT - 1 virus used in adaptation is a natural virus of bovine ori-
gin.

Two methods were used in these tests :

1 — With agitation

2 — Without agitation

1 — In the agitation method, culture was slowly agitated into
the magnetic system while continuing with oxygen circulation.

2 — In the second method the culture was placed in a slanting
position in Roux bottles and oxygen was circulated. This has conti-
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nued in 18 - 24 hours intervals in 37°C. Results compared did not
indicate large differences.

Tests were carried out up to ninth passage but viruses were at

their best at sixth and seventh passages from both infectivity and
antigeniti points of view.
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