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MAREK ASISINDA KULLANILAN CESITLI SULANDIRMA
SIVILRININ BAGISIKLIK UZERINDE INViVO VE INVITRO
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aysel ERGUN Hamdi GIRGIN Diindar EREN

GIRIS : 1978 yilinda tretimine baglanan Marek asisi
HVT FC - 126 susu ile civciv embryo fibroblast kiiltiirlerinde ha-
zirlanan hiicreye bagimsiz (cell-free) ve lyofilize bir asidir.

Asimin iki sulandirma sivis1 vardir. Birincisi E.D.T.A. (disod-
yum etilenamin tetra asetat) digeri, formilii materyal bolimin-
de yazilmis bulunan SPGA (sukroz, fosfat, glutamat ve albumin)
dir. SPGA sivisi laboratuvarimizda asinin toplanmasi, ¢atlatilma-
s1, titrasyonu ve asinin uygulanmasi esnasinda sulandirma sivisi
olarak kullanilmaktadir (3,5,11,12).

Calnek ve arkadaslari (1970) yilinda % 20 glikoz, sorenson
tamponu icinde % 8 yagsiz sut, % 2 NZ amin + glikoz, SPGA,
SPG + NZ amin, PBS 4+ EDTA, SPGA -+ EDTA tesbit edici ve sey-
retilerini mukayeseli olarak calismislar ve en iyi titrasyon sonug-
larini1 SPGA ile liyofilize edilen asilardan elde etmislerdir.

Benzeri galismalar daha sonralar: (1973) Churchill ve arka.-
daslari, 1982 yilinda ise Thornton ve arkadaslar: tarafindan strdii-
rilmiustir.

Asiin kurutulmasi ve titrasyonu esnasinda tesbit edici ve
seyreltici olarak kullanilan SPGA sivisinin, asinin uygulanmasi
esnasinda kullanildigina ait bir agiklikta bulunmamaktadir. Esa-
sen her ticari firmanin kendine has bir sulandiricis1 mevcuttur.
Bizim miusahadelerimize gore 1979 yilindan beri uygulanmakta
olan Marek asisini nsulandirma, sivisi olan SPGA + 4°C’de sak-
l12nsa bile bir aydan sonra tortu yaptig1 ve bununda igerigindeki
sig1r serum albumininden kaynaklandig: tesit edilmistir Bu calis-
mada SPGA’nin getirdigi pratik ve ekonomik guglilikler dikka-
te alinarak yeni bir sulandirma sivisi ve bu sivinin invitro ve invi-
vo etkileri arastirilmistir (2, 6).
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MATERYAL ve METOR

— Degisik seri nolu HVT FC 126 susu ile primer embiryo fib-
roblast kultiurlerinde hazirlanmis hicreye bagimsiz (cell - free)
lyofilize asilar.

— Degisik formiile sahip sulandirma sivilari, formiilleri asa-
g1ya cikariimigtir. '

SPGA

KH,PO4 0,52 gr. ' 1 Nolu Sulandirma Sivis

K,HPO, 1,40 gr. Na,HPO, - 12 H,O 2,58 gr.

Sakk. 74,42 gr. KH,PO, 0,52 gr.

Na-glutaminat 0,92 gr. Sakk. 20,00 gr.

Sigir S. Alb. 10,00 gr.

2 Nolu Sulandirma Sivisi 3 Nolu Sulandirma. Sivisi

Na,HPO; - 12 H,O 2,58 gr. Na,HPO, 2,58 gr.
PO 0,52 gr. KH,PO, 0,52 gr.

Sakk. 20.00 gr. Pepton 10.000 gr.

Pepton 10.00 gr.

Bu miktarlar 1 litre i¢in olup pH ise :7,2 - 7.4 tur.

— Hiicre Kiltiri : Federal Almanya’dan gelen SPF yumur-
talarin 9 - 11 gunliik embriyolarindan bilinen metodla primer
embriyo fibroblast kiiltirleri hazirlanmistir (6, 7, 8,).

— Civcivler : Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiistinden
alinmis olup 8.4.1982 cikisli hem et hemde yumurta yonli pley-
muth’tir. Civcivler gtunliuk iken denemeye konulmus ve asagidaki
sekilde gruplandiriimistir.

SPGA sulandirma sivisi igin 100 adet
2 Nolu . » > 8 ~100 adet

2 Nolu sulandirma sivisinin sulandirildiktan 1.5 saat sonraki
aktivite kontroliu icin 100 adet
!
Asisiz kontrol grubu igin 50 adet.
— Yem Ankara Yem Sanayiinden alinmistir.
— Asilanmis civcivlerin eptivasyonunda kullanilmak tizere
yerel epriive susu
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METOD : Calismalarimizda kendi istihsalimize ait lyofilize
Hindi Herpes virus (HVT) Marek asilari kullanilmistir. Kultir
denemeleri ve titrasyon 6, 7, 8 nolu literatiirlerin 15181 altinda ya-
pilmistir. Farkl olarak 60 mm. ¢apinda plastik petri ve CO;’li etuv
bulunmadig1 icin yerine 60 mm. ¢apl erlenmayer kullanilmistir.
Uretme ve muhafaza vasati olarak M. 199 ’dan yararlanilmis yal-
niz muhafaza vasati icin serum % 5'ten % 2’ye dusurilmuistir.,

Her asmnin, formiilleri verilmis sulandirma sivilari ile 1072
1073 107" dilisyonlar1 yapilarak her bir dilisyondan 5 erlenmaye-
re 0,05 ml. damlatilarak 30 - 45 dakik'a ausorbisyona birakilmistir
Absorbsiyonu takiben vasat hiicreler tizerinde ilave edilerek 5 - 6
gunlik inkubasyona birakilmistir. Daha sonra % 4,4 formiille
kulturler tespit edilip kurutulduktan sonra hiticre kultirleri tize-
rindeki plakalar gozle sayilmistir. Boylece Marek asisinin tavuk
-embiryo fibroblast kulturlerinde plak olusturma 6zelliginin degi-
sik formule sahip sulandirma sivilarinin inhibe edici etkileri
SPGA sulandirma sivisi ile mukayesesi yapilmistir,

Epriive Susu : Marek asisinin gikarilmasi esnasinda ayrilmis
bulunan yerel petogen sus halen - 20°C’de muhafaza edilmekte-
dir. Sus hastaligin akut seyrettigi bir kiimesten ayrilmis olup i¢
- organ suspansiyonudur. Denemeye baslamadan énce 50 adet civ-
civ bu susla I.A yolla 0,2 ml. verilmek suretiyle enfekte edildiler.
Inokiilasyondan bir ay sonra Marek Hastaligina ait klinik beldek-
ler goriilmeye basladi. Olenlerin histopatolojik yoklamalardan
da enfeksiyonun Marek hastalig1 oldugu tespit edildikten sonra
canli kalanlarin kanlar: epruvasyonda kullanmlmisgtir (1,10).

Civcivler, giinliikk iken ve yine laboratuvarimizda uretilmis
olan 28 seri nolu as1 ile .M clarak asilanmislardir. Asilamayl mu-
teakip 14. giinde daha evvel enfekte edilmis hasta hayvanlarin
kanlarindan 0,2 ml. I.A verilmek suretiyle yapay olarak eprive
edilmislerdir. (% 5 oraninda)

Epriivasyondan sonra civcivler ayni bakim ve beslenme ko-
sullarinda g ay gozlem altinda tutulmuslardir (10).
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A .

SONUC : Calismamizin ilk 6 ayinda 2, 3, 10 ve 77 serin nolu
asillarin bahsedilen metodla titrasyonlar1 yapilmis ve sonuclar
asaglya c¢ikarilmistir.

As1 Seri No: 2 kontamine

As1 Seri No: 3

1072 10E> 104

SPG Cok sayida plak 104 116
66.2 —

1 nolu sulandirma
S1v1s1 = 100 —
Asl seri no: 77
SPGA Cok sayida plak Cok sayida plak 92
1 nolu sulandirma » » » '
S1V1S1 » » » » » » 42

Asi seri No: 10 Sivilarin higbirisinde plak tesekkiilii olmadi

Bundan sonra ikinci 6 aylik donemde yeni kaynaklarin 15181
altinda 1 nolu sulandirma sivisi gelistirilerek bunlarin SPGA ile
mukayesesi yapilmistir (tablo 1, 2).

29 ve 76 seri nolu asilarin 3 ayri zémanda yapilan titrasyon
sonuclarinda plak olusumu goérilmemis bu sonuclar biitin sulan-
dirma sivilarinda ayni olmustur.
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Asi1 Seri No: 17

Tablo — 1

Sulandirma Virus Plak Sayisi Degerlendirme
Sivisi Dilisyonu
1072
SPGA 107 Plaklar belirgin degil Degerlendirme
10~* Plak Yok yapilmadi
1 Nolu 1072
sulandirmaz  107% Sayilamayacak kadar Degerlendirme
S1V1S1 10~* Plak Yok yapilmadi
2 Nolu 10—‘2-‘“"“”-- :
sulandirma 107 Bir erlende ¢ok sayida Degerlendirme
S1V1S1 107* Plak Yok yapilmadi
3 Nolu 1{0J:
sulandirma 10~ Plak yok » »
S1V1S1 10™* Bir erlende plak var
f
As1 Seri No: 30
— ._)_ e SRS ——
192
SPGA 107%  105-+141-+-90+59 98,75
10™* Hiucre dokulmesi var
1 Nolu 105>
sulandirma 107* Bir erlende plak var Degerlendirme
S1V1S1 10~* Plak yok yapilmadi
2 Nolu 1032
sulandirma 107 1324113 Degerlendirme
S1V1S1 107* 172438 yapilmadi
3 Nolu 1072
sulandirma 10° Hig plak yok
S1V1S1 107*
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Tablo — II
As1 Seri No: 17
Sulandirma Virus Plak Sayisi Degerlendirme
Sivisi Dilisyonu
1072 R
_, 215 4 195 4 197 + 148 186.25
3
S 18_4 103 + 109 + 63 + 62 84.25 .
—2
iulfa?ril(;lrm 18_3 142 4+ 122 + 108 + 157 132.25
e = 1o+ 106+ 74+ 724137 97.25
. 2
:ulfaoé‘; 13_3 126 + 181 + 162 + 208 169.25
Liigs e o~ 108+102+ 61— 56 © 89.25
As1 Seri No: 31
1072 571 + 450 4 468 + 420 ATT2
SPGA 1073 111 + 77 + 98 + 129 103.2
10™* Plak yok
—2
;ull\gglrm 18_3 372 + 409 + 269 + 259 2355 |
e 0B L SIS e 105.2
2Nolu 10~ 422 + 282 + 268 + 366 327
sulandirm=z 10™* 111 + 98 4+ 11 + 86 I0L.5
S1ViS1 10~* Plak yok
As1 Seri No: 28
10 : serlendi
SPGA 103 iki erlende p}ak var Degerlendirme
10—+ Plak yok yapilmadi
(-2
sl,ull\;?riglrm ;g_s Plak yok Degerlendirme
S1V1S1 : 10~* g Fopmadi
2 Nolu 1072 iki erlende plak var Degerlendirme
sulandirma  10~* Plak yok yapilmadi
S1ViS1 10~* Plak yok
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As1 Seri No: 32

Sulandirma Virus Plak Sayisi

Sivisi Dilisyonu Dot ofanng
107? iki erlende plak var 5 -
SPGA 10~ Plak yok Degﬁizrfme
10~ Plak yok =
-1 Nolu 10~ Plak yok 5 ;
sulandirma 10~ Plak yok : D:gﬁizlzicilme
S1V1S1 . 107* Plak yok yap
2 Nolu 10~% iki erlende plak var Degorlondi
sulandirma, 1073 Plak yok agllm rc11 rae
S1V1S1 10~* Plak yok S )
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3 Nolu sulandirma sivis1 1 aylik iken + 4°C ve oda derecesin-
de tortu yaptigindan tablo 2'deki galismalarda yer almistir. Bu
sonuglar 2 Nolu sulandirma sivisinin SPGA’ya yakin degerler
verdigini gostermistir. Ote yandan 1, 2 nolu sulandirma sivilar:
dayanmag, stirelerini tesbit etmek amaciyla hazirlandiktan sonra
6 ay hem oda derecesinden hemde + 4°C de tutulmuslardir. Bu
sure zarfinda pH'larinda 0,1 lik bir diisme gérilmustur.

Degisik formulli sulandirma sivilarinin titrasyon ve dayan-
ma, slresi dikkate alinirsa, SPGA’'ya en yakin sonucu 2 Nolu su-
landirma sivisi vermektedir. Bunun icindirki bagisiklik kontrol-
leri igin yalniz SPGA ve 2 Nolu sulandirma sivisi denemeye alin-
mastir.

SPGA ile sulandirilmig ag: ile asillanmis grupta epurasyon-
dan yaklasik 34 glin sonra olumler baglamistir. Total 6liim orani
% 15,5'tir Olenlerin otopsi ve histopatolojik yoklamalar sonucu
% 14,5'nin Marek hastaligindan % 1'nin ise coccidiososten oldu-
gu saptanmistir. Denemenin sonunda canlilar kesilmek suretiyle
otopsileri yapilmis ve iki tane visceral Marek olgusuna rastlan-
mustir. Yine kesim sonucu ortalama canli agirlik ise 1.276 gr. bu-
lunmustur. (10). Iki nolu sulandirma sivisi ile sulandirilmis as1 ile
asillanan grupta ise ilk 6lim olayi eplivasyondan sonraki 40. glin-
de baslamis ve hizli devam etmistir. Total 61tim orani1 % 28.1’dir.
Olenlerin otopsi, bakterijoloyik, parazitolojik ve histolojik yokla-
malarinda % 23'nun Marek hastaligl, % 5nin Coccidiois yalniz
bir vak’alarinda spiroketosis oldugu tesbit edilmistir.

Denemenin sonunda canlilarin kesilmek suretiyle yapilan
otopsi ve histopatolojik yoklamalarinda bir tane visceral Marek
olgusuna rastlanmistir.

Iki nolu sulandirma sivisi ile sulandirilmis asinin Miiessese-
miz fen kurulu karari geregince, sulandirildiktan 1,5 saat sonraki
aktivite kontrolu istenmisti. Bu nedenledir ki, bir grup civcivierde
as1 sulandirildiktan 1,5 saat sonra asilanmiglardir. Ve diger grup-
larda oldugu gibi asilamadan sonraki 14. giinde epruve edilmisler-
dir. Epruvasyondan 35 gun sonra ilk 6limler baslamis olup total
olarak % 13 civarindadir. Otopsi, bakteriyolojik, parazitolojik ve
histopatojik muayenelerde % 9 Marek hastalifindan meydana
geldigi tesbit edilmistir. Canlilarin kesim sonrasi yapilan muaye-
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nelerinde ise bir 2det visceral marek hastaligi  tesbit edilmistir.
Yine kesim sonrasi ortalama canli agirlik ise 1.333 gr.’dir.

Asisiz kontrol gruba gelince; Ilk 6liimler epriivasyondan 34
" giin sonra baslamistir. Total 6lim oram1i % 73.3'tiir. Olenlerin
otopsi, bakteriyolojik, parazitolojik ve histopatolojik muayenele-
rinde hepsinde akut Marek hastalig1 tesbit edilmistir. % 8.8’inde
de Marek hastaligina coccidiosis eslik etmektedir. Késim sonrasi
muayenelerinde ise 3 pozitif vak’aya rastlanmistir. Ortalama can-
I agirlik ise 0,642 gr. dir. (1, 2, 10, 13).

TARTISMA :Hindi Herpes virusu gibi doku kiltiirlerinde
plak olusturma 6zelligine sahip viruslarin titrelerinin tesbitinde
Agar overlay metodu uygulanmaktadir. Teknik imkansizliklar
nedeniyle halen laboratuvarimizda agar - overlay yerine sivi va-
sattan yararlanilmaktadir. Arastirma calismalarimizda boyle yu-
rutiilmistiir. Bu metodun agar - overlaya nazaran daha az has-
sas olduguda Lilinmektedir. Bu nedenledir ki her seri asinin iki
veya g defa titrasyonu yapilmis ve tablo 1 ve 2'de gorilduga gi-
bi 2 Nolu sulandirma s1visi SPGA’ya./ yakin sonug¢ vermistir.

Esasen literatur verileri ve ticari firma etiketlerinde Marek
virusunun silispanse edici ortamda fosfatlarin disinda seker ve
protein kaynagina ihtiya¢ oldugu anlasilmaktadir. Sivilarin for-
miule edilmesinde bu noktaya sadik kalmaya 6zen gosterilmistir
(3511 1.2)1

Nitekim titrasyon galismalarinin degerlendirilmesi igin yapi-
lan bagisiklik ve eplivasyon kontrollerinde de eplivasyon sonucu
meydana gelen 6lim yuzdesi hem SPGA’ya yakin hemde Marek
asis1 protokol limitleri igerisindedir. Ne varki, 2 nolu sulandirma
sivisinda goriilen % 18 oraninda ki 6lumle, sivinin sulandirildik-
tan 1.5 saat sonra uygulanan grupta ise % 9 oraninda meydana
gelen o6lim olay:1 paradoks teskil etmektedir. Biz bu sonucu cocci-
diosis hastaliginin en agir bu grupta goériilmesine bagliyoruz (9).

Onemle belirtmek isteriz ki SPGA sivisi virusun parg¢alanma-
s1, asinin kurutulmas: ve bitrasyonundé tesbit edici ve slispanse
edici vasat olarak kullanilacaktir. Yalniz halen kullanildigi gibi
uygulama esnasinda as1 sulandirma sivisi olarak SPGA yerine 2
Nolu sulandirma sivisinin daha pratik ve ekonomik olacagini
dustinmekteyiz. '
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OZET

Marek asisinin uygulanmasi esnasinda kullanilmak tizere,
degisik formiile sahip sulandirma sivilarinin, SPGA sulandirma
sivisl ile invitro ve invivo mukayesesi yapilmis ve 2 nolu sulandir-
ma s1visl SPGA’ya yakin sonug vermistir.

SUMMARY

IN VIVO AND VITRO COMPARATIVE STUDIES ON THE
DILUENTS OF MAREK'S DISEASE VACCINE.

Studies have been carried out by means of invivo and invitro
to compare the different formulated diluents with SPGA to find
out more stable and chlaper diluent to be wused during the
applications of Marek’s disease vaccine in the field.

The second diluent has given the similar results which are
close to SPGA.
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