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.~EK AŞISINDA KULLANILAN ÇEŞİTLİ SULANDIRMA 
SIVILRlNlN BAGIŞIKLIK ÜZERİNDE İNVİVO VE İNVİTRO 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Aysel ERGÜN Harndi GİRGİN DündarEREN 

G İR İ Ş : 1978 yılında üretimine başlanan Marek aşısı 
HVT FC - 126 suşu ile civciv embryo fibroblast kültürlerinde ha­
zırlanan hücreye bağımsız (cell-free) veı lyofilize bir aşıdır . 

Aşının iki sulandırma sıvısı vardır. Birincisi E..D.T.A. (disod­
yum etilen.3.min tetra asetat) diğeri, formülü materyal bölümün­
de yazılmış bulunan SPG.A (sukroz, fosfat, glutamıat ve albumin) 
dir. SPGA sıvısı laboratuvarımızda aşının toplanması, çatlatılma­

sı, titrasyonu ve aşının uygulanması esnasında sulandırma sıvısı 
olarak kullanılmaktadır (3,5,11,12) . 

Calnek ve arkadaşları (1970) yılında % 20 glikoz, sorenson 
t :ı.mponu içinde. % 8 yağsız süt, % 2 NZ amin + glikoz, SPGA, 
SPG + NZ amin, PBS + EDTA, SPGA + EDTA tesbit edici ve sey­
retilerini mukayeseli olarak çalışmışlar ve, en iyi titrasıyon sonuç­
larını SPGA ile liyofilize edilen aşılardan elde etmişle,rdir. 

Benzeri çalışmalar daha sonraları (1973) Churchill ve arka­
daşları , 1982 yılında ise Thornton ve arkadaşları tarafından sürdü­
rülmüştür. _ 

Aşının kurutulması ve titrasyonu esnasında tesbit edici ve 
seyreltici olarak kullanılan SPGA sıvısın~n. aşının uygulanması 
esnasında kullanıldığına ait bir açıklıkta bUlunmamaktadır. Esa­
sen her ticari firmanın kendine has bir sulandırıcısı mevcuttur. 
Bizim müşahadelerimize göre 1979 yılından beri uygulanmakta 
olan Marek aşısını nsulandırma sıvısı olan SPGA + 4 oC'de sak­
l:msa bile bir aydan sonratortu .yaptığı ve bununda içeriğindeki 
sığır; serum albumininden kaynaklandığı tesit edilmiştir Bu çalış­

mada SPGA'nın getirdiği pratik ve ekonomik güçlülükler dikka­
te alınarak yeni bir sulandırma sıvısı ve bu sıvının invitro ve in:vi­
vo etkileri araştırılmıştır (2, 6) . 

39 



Marek Aşısı Sulandırma Sıvısı- Ergün,_ Girgin ve Eren 

MATERYAL ve METOR 

- Değişik seri nolu HVT FC 126 suşu ile-primer embiryo fib­
roblast killt'ürJ.erinde hazırlanmış hücre-ye, bağımsız tcell- free) 
lyofilize ıaşılar. 

~ Değişik formüle sahip sulandırma sıvıları , formülleri aşa-
ğıya çıkarılmıştır. · 

SPGA 
KHıP04 

KıHP04 
Sakk. 
N a-glutaminat 
Sığır S. Alb. 

0,52 gr. 
1,40 gr. 

74,42 gr. 
. 0,92 gr. 
10,00 f5!"· 

2 Nolu Sulandırma Sıvısı 

NaıHP04- 12 HıO 2,58 gr. 
. KHıP04 0,52 gr. 

Sakk. 20.00 gr. 
Pepton 10.00 gr . 

ı Nolu Sulandırma Sıvısı 
NaıHP04- 12 HıO 2,58 gr. 
KHıP04 0,52 gr. 
Sakk. 20,00 gr . 

3 Nolu Sulandırma Sıvısı 
NaıHP04 2,58 gr . 
KHıP04 0,52 gr. 
Pepton 10.000 gr. 

. Bu miktarlar 1 litre için olup pH ise· : 7,2 - 7.4 tür. 
1 • 

-Hücre Kültürü : Federal Almanya'dan gelen SPF yumur­
taların 9 - ll günlük em:briyolarından bilinen metodla primer 
embriyo fibroblast kültürlert hazırlanmıştır (6, 7, 8,) . 

- Civcivler : ·Ankara Tavukçuluk Araştırma Enstitüsünden 
alınmış olup 8.4.1982 çıkışlı hem et hemde yumurta yönlü pley­
mutJh'tır. Civcivler günlük iken denemeye konulmuş ve aşağıdaki 
şekilde gruplandırılmıştır'. 

SPGA sulıandırma sıvısı için 

2 Nolu . , )) 

100 adet 

'ıoo adet 

2 N olu sulandırma sıvısının sulandırtl dıktan 1.5 saat sonraki 
aktivite kontrolü için 100 adet 

. Aşısız kontrol grubu için 50 adet. 

- Yem Ankara Yem Sanayiinden alınmıştır. 

- Aşılanmış civcivlerin epüvasyonunda kullanılmak üzere 
yerel eprüve suşu 

ııo 
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METOD : Çalışmalarımızda kendi istihsalimize ait lyofilize 
Hindi Herpes virus CHVTJ Marek aşıları kullanılmıŞtır . Kültür 
denemeleri ve titrasyon 6, 7, 8 nolu literatürlerin ışığı altında ya­
pılmıştır. Farklı olarak 60 mm. çapında plastik petri ve COı'li etüv 
bulunmadığı için yerine 60 mm. çaplı erlenmayer kullanılmıştır. 

Üre.tme ve muhafaza vasatı olarak M. 199 'dan yararlanılmış yal­
nız muhafaza vasatı için se·rum % 5'ten % 2'ye düşürülmüştür. 

Her aşının, formülleri verilmiş sulandırma sıvıları He ıo-ı 

10- 3
, 10- 4 dilisyanları yapılarak her bir dilisyandan 5 erlenmaye­

re 0,05 ml. damlatılarak 30- 45 dakik.a ausorbisyona bırakılmıştır 

Absorbsiyonu takiben vasat hücreler üzerinde ilave edilerek 5 - 6 

günlük inkubasyona bıraıkılmıştır. Daha sonra % 4,4 formülle 

kültürler tespit edilip kurutulduktan sonra hücre kültürleri üze­

r indeki pla:kalar gözle sayılmıştır. Böylece Marek aşısının tavuk 

-embir yo fibroıblast kültürlerinde plak oluşturm:ı özelliğinin deği-

şik formüle sahip sulandırma sıvılarının inhibe· edici etkileri 

SPGA suJ.andırma sıvısı ile mukayesesi yapılmıştır. 

Eprüve Suşu: Marek aşısının çıkarılması esnasında ayrılmış 

bulunan yerel petogen suş halen - 20°C'de muhafaza edilmekte­

dir. Suş hastalığın akut seyrettiği bir kümesten ayrılmış olup iç 

- organ süspansiY,onudur. Denemeye başlamadan önce 50 adet civ­

civ bu suşla I.A yolla 0,2 ml. verilmek suretiyle enfe·kıte edildiler. 

İnokülasyondan ~ir ay sonra Marek Hastalığına ait klinik beldeik­

ler görülmeye başladı. Ölenleırin histopatolojik yoldamalardan 

da enfeksiyonun Marek hastalığı olduğu tespit edildikten sonra 

canlı kalanların kanları eprüvasyonda kullanılmıştır (1,10). 

Civcivler, günlük iken ve yine laboratuvarımızda üretilmiş 

olan 28 seri İıolu aşı ile I.M olarak aşılanmışlardır. Aşılamayİ mü­

teakip 14. günde dah3. evvel enfekte edilmiş hasta hayvanların 

kanlarından 0,2 ml. I.A verilmek suretiyle yapay olarak eprüve 

edilmişlerdir . ( % 5 oranında) 

Eprüvasyondan sonra civoivler aynı bakım ve beslenme ko­

şullarında üç ay gözlem :ıltında tutulmuşlardır (1~). 
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\ 
SONUÇ : Çalışmarp.ızın ilk 6 ayında 2, ~. ıo ve 77 serin nolu 

aşıların bahsedilen metodla titrasyonları yapılmış ve sonuçlar 
aşağıya çıkarılmıştır. 

Aşı Seri No: 2 kontamine 

Aşı Seri No : 3 
ıo-2 

SPG Çok sayıda plak 

ı nolu sulandırma 
sıvısı 

Aşı seri no : 77 

SPGA Çok sayıda plak 
ı nolu sulandırma. , , 
sıvısı 

ıo-3 

ıo4 

66 .2 

ıoo 

Çok sı;ı,yıda plak 

" 

ıo-4 

116 

92 

42 

Aşı seri No: 10 Sıvıların hiçbirisinde plak teşekl{ülü olmadı 

Bundan sonra ikinci 6 aylık dönemde yeni kaynakların ışığı 
altında ı nolu sulandırma sıvısı geliştirilerek bunların SPGA ile 
muk ::ı.yesesıi yapılmıştır (tablo ı, 2). 

\. 
29 ve 76 seri nolu aşıların 3 ayrı zamanda yapılan titrasyon 

sonuçlannda phl k oluşumu görülmemiş bu sonuçlar bütün sulan­
dırma sıvılarında aynı olmuştur. 
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Tablo- I 

Aşı Seri No: ı7 

Sulandırma Virus Phik Sayısı Değerlendirme 

Sıvısı Dilisyonu 
-----·-·---- -----------

ıo-2 

SPGA ıo --3 P18,klar belirg·in değil 
ıo-4 Pla.k Yok 

ı Nolu ıo-2 

sulandırın :ı. ıo-3 Sayılamayacak kadar 
sıvısı ıo-4 Plak Yok 

----~---·-- --- . 

2 Nolu ıo-z 

sulandırma ıo-3 Bir erlende çok sayıda 
sıvısı ıo-4 PJg,kYok 

3 Nolu ıo-z 

sulandırma ıo-3 Plak yok 
sıvısı ıo-4 Bir erlende plak var 

Aşı Seri No : 30 

ıo-2 

SPGA ı o-' J05+ 141 +90+59 
ıo-4 Hücre dökülmesi var 

ı Nolu ıo-2 

sulandırın 3. ıo-3 Bir erlende plak var 
sıvısı ıo-4 Plak yok 

-----

2 Nolu ıo-2 

sulandırma 1o-3 132+113 
sıvısı ıo-4 72+38 

------ --~---

3 Nolu ıo-z 

sulandırın :ı 1o- 3 Hiç plak yok 
sıvısı ıo-4 

De~erlendirme 

yapılmadı 

Değerlendirme 

yapılmadı 

Değerlendirme 

yapılmadı 

)) 

·+------

98,75 

Değerlendirme 

yapılmadı 

, Değerlendirme ' 

yapılmadı 
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Tablo :..._ II 

Aşı Seri No : ı 7 

Sulandırma Virus Plak Sayısı 
Sıvısı Dilisyonu 

ıo-2 
215 + 195 + 197 + 148 

SPGA ıo-3 

ıo-4 103 + 109 + 63 + 62 

ı Nolu ıo-ı 
142 + 122 + 108 + 157 

sulandırma ıo-3 

sıvısı ıo-4 106 + 74 + 72 + 137 

2 Nolu ıo•2 

126 + 181 + 162 + 208 
sulandırm· ::ı. ıo-3 

108 + 102 + 91- 56 
sıvısı ıo-• 

Aşı Seri No : 31 

ıo-ı 571 + 450 + 468 + 420 
SPGA ıo-3 lll+ 77 + 98 + 129 

ıo-4 Pl&k yok 
·--·-· --- - --- ----

ı Nolu ıo-ı 
372 + 409 + 269 + 

sulandırm::ı: ıo-3 

106 lll + 125 + 
sıvısı ıo-4 + 

- ---- -- - · ·- ------ ·-- --
2 Nolu ıo-ı 422 + 282 + 268 + 366 
sulandırm. ;ı, ıo-3 lll+ 98 + ll+' 86 
sıvısı ıo-4 Plak yok 

AŞı Seri No : 28 

ıo-ı 
iki erlende plak var 

SPGA ıo-3 

ıo-4 Pla!kyok 

ı Nolu ıo-2 

Plaik yok 
sulandırm3. ıo-3 

1 
ıo-4 

Plalli: yok 
sıvısı 

2 Nolu ıo-ı iki erlende plak var 
sulandırm::t ıo-3 Plak yok 
sıvısı ı o-• Plak yok 

44 

259 
82 

Değerlendirme 

186.25 
84.25 

132.25 
97.25 

169.25 
89.25 

477.2 
103.2 

235.5 
105.2 

327 
IOI.5 

1 

Değerlendirme 

yapılmadı 

Değerlendirme 

yapılmadı 

Değerlendirme 

yapılmadı 
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Aşı Seri No: 32 

----------------------
Sulandırma Virus Plak Sayısı 
Sıvısı Dilisyonu 

Değerlendirme 

ıo-2 iki erlende pla:k var 
Değerlendirme 

SPGA ıo-3 Plak yok 
yapılmadı 

ıo-4 • Plak yok 

. ı Nolu ıo-2 Plak yok 
Değerlendirme 

sulandırma ıo-3 Plak yok 
yapılmadı 

sıvısı ıo-4 Plak yok 

2 Nolu ıo-2 iki erlende plak var 
Değerlendirme 

sulandırma ıo-3 Plak yok 
yapılmadı 

sıvısı ıo-4 Plak yok 

1 
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3 Nolu sulandırma sıvısı ı aylık iken + 4 oc ve oda derecesin­
de tortu yaptığından tablo 2'deki çalışmalarda yer almıştır. Bu 
sonuçlar 2 Nolu sulıandırma ·sıvısının SPGA'ya yakın değerler 

verdiğini gösteİnıiştir. Öte yandan ı, 2 nolu sulandırma sıvıları 
dayanma sürelerini tesbit etmek amacıyla hazırlandı~b3.n sonra 
6 ay hem oda derecesinden hemde + 4°C de tutulmuşlardır. Bu 
süre zarfında pH'larında o, ı lik bir düşme• görülmüştür. 

Değişik formüllü sulandırma sıvılarının titrasyon ve dayan­
ma süresi dikkate alınırsa, SPGA'ya en yakın sonucu 2 Nolu su­
landırma sıvısı vermektedir. Bunun içindirki bağışıklık kontrol­
leri için yalnız SPGA ve 2 Nolu sulandırma sıvısı denemeye alın­
mıştır. 

SPGA ile sulandırılmış aŞı ile aşılanmış grupta epürasyon­
dan yaklaşık 34 gün sonra ölümler başlamıştır. Total ölüm oranı 
% ı5,5'tir Ölenlerin otopsi ve histopatolojik yoklamalar sonucu 
% 14,5'nin Marek hastalığından % ı'nin ise coccidiososten oJdu­
ğu saptanmıştır. Denemenin sonunda canlılar ikesilmek suretiyle 
otopsHeri yapılmış ve iki tane visceral Marek olgusuna rastlan­
mıştır. Yine kesim sonucu ortalama canlı ağırlık ise 1.276 gr. bu­
lunmuştur. (10). İki nolu sulandırma sıvısı ile sulandırılmış aşı ile 
a.şılanan grupta ise ilk ölüm olayı epüvasyondan sonrak·i 40. gün­
de başlamış ve hızlı devam etmiştir. Total ölüm oranı % 28.ı 'dir. 

Ölenlerin otopsi, bakterijoloyik, p3.razitolojik ve histolojik yokla­
malarında % 23'nün Marek hastalığı, % 5'nin Cocddiois yalnız 
bir vak'alarında spiroketosis olduğu tesbit edilmiştir: 

Denemenin sonunda canlıların ikesilmek suretiyle yapılan 

otopsi ve histopatolojik yoklamalarında bir tane visceral Marek 
olgusun·a rastlanmıştır. 

İki nolu sulandırma sıvısı ile sulandırılmış aşının Müessese­
.r:niz fen kurulu kararı gereğince, sulandırıldıktan ı,5 saat sonraki 
aktivite kontrolu istenmişti. Bu nedenledir ki, bir grup civcivlerde 
aşı sulıandırıldıktan ı,5 saat sonra aşılanmışlardır. Ve diğer grup­
larda olduğu gibi aşılamadan sonraki 14. günde eprüve edilmişler­
dir. Eprüvasyondan 35 gün sonra ilk ölümler başlamış olup total 

olarak % 13 civarındadır. Otopsi, bakte.riyolojik, parazitolojik ve 
histopa.tojik muayenelerde % 9 Marek hastalığından meydana 
geldiği tesbit edilmişt-ir. Canlıların kesim serirası yapılan muaye-
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nelerinde ise bir .adet visceral marek hastalığı · tesbit edilmiştir . 
Yine kesim sonrası ortalama canlı ağırlık ise 1.333 gr.'dır. 

Aşısız kontrol gruba gelince; İlk ölümler eprüvasyondan 34 
· gün .sonra başlamıştır . Total ölüm oranı % 73.3'tür. Ölenlerin 

otopsi, bakteriyolojik, parazitolojik ve histopatolojik müayenele­
r .inde hepsinde :akut Marek hastalığı tesbit edilmiştir . % 8.8'inde 
de Marek hastalığına coccidiosi_s eşlik etmektedir. KMim sonrası 
muayenelerinde ise 3 pozitif vak'aya rastlanmıştır. Ortalama can­
lı ağırlık ise 0,642 gr. dır. cı, 2, 10, 13) . 

TARTIŞMA :Hindi Herpes virusu gibi doku kültürlerinde 
plak oluşturma özelliğine sahip virusların titrelerinin tesbitinde 
Agar overlay metodu uygulanmaktadır: Teknik imkansızlıklar 

nedeniyle halen laboratuvarımızda agar - overlay yerine sıvı va­
sattan yararlanılmaktadır. Araştırma çalışmalarımızda böyle yü­
rütülmüştür. Bu metodun agar- overlaya nazaran daha az has­
sas olduğuda bilinmektedir. Bu nedenledir ki her seri aşının iki 
veıya üç defa titrasyonu yapılmış ve tablo ı ve 2'de görüldüğü gi­
bi 2 Nolu sulandırma sıvısı S.PGA'ya yakın sonuç vermiştir. 

. 1 

Esasen lite.ratür verileri ve ticari firma etiketlerinde Marek 
virusunun süspanse edici ortamda fosfatların dışında şeker ve 
protein kaynağına ihtiyflç olduğu anlaşılq:ıaktadır . Srvıların for­
müle edilmesinde bu noktaya sadık kalmaya özen gösterilmiştir 
(3, ll, 12) .) 

Nitekim titrasyon çalışmalarının değerlendirilmesi için yapı­
lan bağışıklık ve epüvasyon kontrollerinde de epüvasyon sonucu 
meydana gelen ölüm yüzdesi hem S.PGA'ya yakın hemde Marek 
aşısı protokol limitleri içerisindedir. Ne varki, 2 nolu sulandırma 
sıvısında görülen % 18 oranında ki ölümle, sıvının sulandırıldık­
tan 1.5 saat sonra uygulanan grupta ise % 9 oranında meydana 
gelen ölüriı olayı paradoks teşkil etmektedir. Biz bu sonucu cocci­
diosis hastalığının en ağır bu grupta görülmesine bağlıyoruz (9) . 

Önemle belirtmek isteriz ki S.PGA 'sıvısı virusun parçalanma-. . 
sı , ıa.şının kurutulması ve titrasyonunda tesbit edici ve süspanse 
edicivasat olarak kullanılacg,ktır . Yalnız halen kullanıldığı gibi 

· uygulama ·esnasında aşı sulandırma sıvısı olarak S.PGA yerine ,2 

Nolu sulandırma sıvısının daha pratik ve ekonomik olıacağını 

düşünmekteyiz. 
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ÖZET 

Marek aşısının uygulanması esnasında kullanılmak üzere, 
değişik formüle sahip sulandırma sıvılarının, SPGA sulandırma 
sıvısı ile invitro ve invivo mukayasesi yapılmış ve 2 nolu sulandır­
ma sıvısı SPGA'ya y~kın sonuç ve·rmiştir. 

SUMMARY 

IN VIVO AND VITRO COMPARATIVE STUDIES ON THE 
DILUENTS OF MAREK'S DiSEASE V ACCİNE. 

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 chla.per diluent to· be used .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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