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VETERINER HEKIMLIKTE ASILAR VE
~ ASI UYGULAMALARINDA
DIKKAT EDILECEK HUSUSLAR ()

Nejat AYDIN (**)

Asilar, verildikleri  canlida  immuniter sistemi uyararak viicudu
hastalikiara kargi aktif bagisik hale getiren maddelerdir. ilk defa ci-
cek asilamasi ile baslayan ve daha sonra birgok hastaliga karsi uy-
gulamaya sokulan asi ile bagisikiama yéntemleri ile giiniimiizde, her
asidan olumlu sonu¢ alinmasa bile, hemen her hastaligin asisinin
tretilmesi Gzerinde yogun calismalar yapilmaktadir. ilerleyen teknik
ve molekiiler dizeydeki calismalar sonunda ileride hemen her has-
tahga karsi etkin bir asi elde adilebilecegi mimkiin goriilmektedir.

Gerek molekiiler kimya ve gerekse gen miihendisligi dallarinin
hizla gelismesi, asi Uretiminde yeni tekniklerin dogmasina yol ac-
mistir. Bu yolla elde ediien asilar, ashinda klasik asilar olarak adlan-
dirabilecedimiz (TUm bakteri, virus, parazit ve toksinlerden attenu-
asyon veya inaktivasyon yoluyla hazirlanan asilar) asilarin etkili ol-
madig! (Bazi viral, bakteriyel ve paraziter hastalikiar) veya:istenme-
yen yan etkilerinin gorildiigli (Newcastle, kuduz, ¢icek, vs.) hasta-
liklarla mucadele amaciyla hazirlanmaktadir. Bircogunun Gretimi su
anda deneme asamasinda olan ve gelecegin asilan olarak tanimla-
nan bu asilardan basarill sonuclar alindigi cesitli arastiricilar tara-
findan bildirilmistir. Yeni teknikler ile elde edilmeye calisilan astlari

(*) -istanbul Bdlgesi Veteriner Hekimler Odasi I. Mesiek ici Egitim Semineri,
19-20 Ekim 1987’de sunulmustur.
(**) Prof. Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
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bes grupta toplamak mimkindir. Buna gbre; 1-—— Rekombinant DNA
astlarl, 2 — Kimyasal yolia sentez edilen asilar, 3 — Rekombinant
virus asilar, 4 — Mutiant asilar, 5 — Antiidiotip antikor astlari ola-
rak adlandirabilecedimiz bu astlarin yakin bir gelecekie yaygin ola-
rak kullanim alani bulacadr stiphesizdir.

Asi Turleri

Scn yillardaki gelismeler gézdniinde tutularak a$|lc1r su sekilde
siniflandinlakilirler:
| — Klasik asilar
1 — Mikroorganizma asilari
a) Canlt asilar (bakieri, virus)
b) Olii (veya inaktif) asilar (bakteri, virus)

2 — Toksin asilari

Il — Yeni tekniklerle hazirlanan asilar
1) Rekombinolnt‘DNA astlar!
2) Rekombinant virus asilari
3) Mutant astiar
4) Anti-idiotip antikor asilari

5) Kimyasal yolla sentez edilen sentetik asilar

‘I — Klasik ‘Asilar

Bu tir asilar genellikle alisilagelmis yontemlere mikroorganiz-
malardan ya da bunlarin toksmlermden (toksik metobohtlermden)

hazirlanan asilardir.

1 — Mikroorganizma asilan

Bu asilar. mikroorganizmalarin gbvdelerinden (\}egetatif formlar)
ya da sporlari) veya organellerinden (fimbria, pilus) hazirlanan canh
veya Olt asilardir.
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a) Canh (veya cktif) asilar

Canhi asilar hastalik. etkeninin kendi konakgeisi yada degisik ko-
naketarda . oldugu gibi. cesitli besiyerleri, doku hiicreleri ve embriyo-
lu yumurtada uzun siren pasajlar sonucu elde edilirler. Hastalik yap-
ma yetenegini kaybeden veya cok zayiflayan ancak immunojenik ye-
tenegdini tasiyan bu mikroorganizmalara uygulanan isleme attenuas-
yen ve asilara ise attenue asi adi verilir. Attenuasyon coguniukla
~ mikroorganizmalari kendi dogal kosullarinda lretmek suretiyle gen-
lerinde olusacak degisiklikle (mutasyon) yeni mutantlar elde etmek
yoluyla yapilir. Sayet asr yapmak igin uygun bir mutant secilmisse
infeksiyona karsi iyi bir bagisikiik verirler. Ancak mutasyon yani mik-
roorganizmanin attenue edilmesi iyi tespit edilememisse o zaman in-
feksiyonlara ve o6limlere sebep olunabilir.

Attenue asilar, virulansi yapay olarak azaltilmig mutant suslar
eide edilerek veya dogal olarak virulensi azaltmis olan suslarin se-
¢imi ile hazirlanir. Yapay olarak virulensi azaitiimis mutantlar genel-
likle besiyerinde, deney hayvanlarinda, doku kiltirlerinde ve embri-
yolu yumuriada uzun siire yapilan pasajlarda elde edilir. Optimal 1si-
dan daha ylksek bir 1sida lretmekle, pH'si uygun olmayan veya az
miktarda zararh maddeler bulunduran besiyerlerinde liretmeklz de
virtlans) azaitilimig suslar elde edilmektedir. Attenue agilarla ilgili
calismalar ilk defa 1879'da Pasteur ile baslamistir. Pasteur, énce
tavuk kolerasi etkeni ve antraks basilini zayiflatmayr basardi. Bunu
daha yuksek istlarda (43°C’de) ve anaerobik kosullarda kiltir yap-
mak gibi ydntemlere basvurarak gercekiestirdi ve zayifiatiimis orga-
nizmalarla bagisiklik verebildi. Mycobacteriurn ‘bovis susu Calmette
ve Guerin tarafindan 13 yil safrali, gliserinli ve patatesii. ortamiarda
zayiflatildilar. Bu arastiricilar daha yaygin bir gelisme elde edsbilmek
icin kiltlr ortamina safra ilave ettiler. '

lik defa Pasteur tarafindan attenue edilmis suslarla hazirlanan
Anthrax asisindan baska bugiin Brusella abortus $189, Brusslla me-
litensis Rev-l, Kegi ci§er agrisi_gibi canlt bakteri, Newcastle adele,
Newcastle BGD, Marek, Gumboro, Mavi Dil, At vebasi, Avinize Kku-
duz asisi (Kelev), Koyun cicek asisi; Kanatli encephalomyelitis’i ve
infeksiydz laryngotracheitis’i gibi canh virus asilari da hazirlanmis-
tir; insan hekimliginde ise Cicek, Poliomyelit, Sari humma gibi has-
talikiara karst hazirlanmis aitenuz virus asilarn vardir. Yine Kizamik,
Kabakulak ve influenza asilart da canli asilardir.
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Canli mikroorganizma ile asilama serolojik yakinligi-olan bir di-
ger sus kullaniarak da yapilabilmistir. inek cicedi virusu cicek has-
talhi§ing karsi, Rikettsia mooseri'nin virulanst azaltiimis bir susu epi-
demik tifiise karsi asilumada kullanilir. Yine arboviruslar arasindaki
ortak antijenler bu tir asilarin yapiimasina elvermemektedir.

Son vyillarda bilhassa kanath hayvan asilarinin - (Gumboro: ve
Newcastle) hazirlanmasinda, asi susu virusun plak karakterine goére
klonlanmakia ve deney hayvanlarinda kontrol edilerek pratige si-
rilmektedir. Ornedin; Gumboro asi susu secilirken sahadan top-
lanan suslar doku kililirine ekilmekte, daha sonra ayni piak karak-
terinde olan alt populasyonlar izole edilerek ayr ayri doku kiiltir-
lerinde- klonlanmakta attenue edilerek herbiri tek tek deney hayvan-
larinda bagisiklik verme glicl yoniinden denenmektedir. En yliksek
bagisiklik saglayan ait populasyon asi susu olarak kuilaniimaktadir.
Ornegin; Gumboro B78 ve I\°wcastle klon 30 asi- suslar boyle elde
ediimistir.

Canli asilarm avantajlori : Tek dozu yiksek titrede antikor olus-
turur. Cunkd, verilen asi etkeni viicut dokularinda tremeye devam
eder. Uredigi miiddetce d= antijen (retildiginden R.E.S.'vi kamgila-
maktadir. Bu ylizden inaktif asilardan cok diistik miktarlarda veril-
“mesi ile yeterli bagisiklik saglanir v2 uzun sire devam edsr. Ayrica
canl .asilarin gdze damlatilarak, plskiritlerek, yem veya suya ilave
edilerek kullaniimalari da bir avantajdir. Daha ucuz olmast da énem
tasir.

Canli asilorin dezavantajlori :

1 — Latent ve gizli sayreden hastalklar canli asi uygulomasw-
la tekrar aktif hale gecebiiirler,

2 — Latent infeksiyonlu vaya zayif hayvanlorda, canh asidaki
virus fazla gelerek hastalik olugturabilir. Bu ylzden canl virulent
etkenler ile asi hazirlanirken mimkiin oldugunca patojenitesi disik
fakat antijen yetenegdi yiiksek suslar secilmeli ve ayni zamanda' bir
asi dozunda bulunmasi gereken etken miktari gok dikkatli titre edil-
melidir.

3 — Ayrica, asiya bagh postvaksinal zararlar olabilir. Canli-ast
uygulanan hayvanlarda virus genellikie disart sacilir ve civardaki asi-
siz hayvanlar igin tehlikeli olur. Ayni zamanda canli agi viruslarinin
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bazilan dogada sik sik pasajc ugrayinca virulent olurlar ve bizzat vi-
rus ¢ogalmasi esnasinda spontan mutantlar meydana gelir. Boylece
asili hayvanlar salt asi virusunu degil, meydana gelen bu mutantlari
da etrafa yayarlar.

4 — Canli virus asilannin diger bir dezavantaiji, kiitir madde-
sini {embriyoiu yumurta, primer doku kultarii) gizli olarak infekte
“eden ve farkedilmeyen satienlerle (Mycoplasma, onkojenik viruslar
vs.) ilgilidir.

b) Olii (veya inaktif) asiar

Ol bakteriler ve inaktive edilmis viruslar immunizasyon igin an-
tijen kaynagidir. Bakterin adi da verilen 6l bakteri asilari hazirla-
nirken ast susu olarak saklanan bakterinin antijenik yapisinin ko-
‘rundugundan emin olmak gerakir. '

Ast i¢in bakterinin Ureme durumuna gore, kati veya sivi besiye-
~rinde KiltirG hazirlanir. Daha sonra ml'sindeki bakteri sayisi sapta-
nan ast tuzlu su ile standart hale getirilir. Cesitli ydontemlerle inak-
tive edildikten sonra dsiya koruyucu amagla fenol, merthiolat gibi
maddeler ilave edilerek ast hazirianm:s olur. Ornegdin; sigir ve man-
dalarin hemoraijik septisemisi (P.multocida), koyun vibriosis’i, Lep-
tospira gryppotyphosa, kanatli korizasi, hindi erisyphelas’t asilari, in-
sallarin brusella, kolera, tifo ve veba asilari 6iii asilardandir.

, Canl virus asilarinin elde ediimesinde ve aktivitelerinin korun-

masinda bazi giiclitklerin olmasi ve bazi hastaliklara karsi heniiz ta-
mamiyle tehlikesiz bir canli asi yapabilecek uygun bir virus susu bu-
lunamamis olmas! nedeniyle inaktif virus asilarn da kullaniimaktadir.
Ayrica inaktif asilar fazla stres'e neden omadiklari gibi, bu asilarla
diger infektif etkenlerin bulasma olasihgt da azdir. Denemelere go-
re inaktif bir virusun iyi ve uzun siireli bagisiklik verebilmesi icin ilk
once virusun uygun ortamiarda cok bol olarak (retilmesi gerekir ki
bu da asinin ¢cok pahaliya mal olmasina yol acar. Daha sonra bu
virus!lar uygun inaktive edici maddelerie inaktive edildikten ve uy-
gun bir adjuvanla karistiriidiktan sonra asi olarak kullanihirlar.

Bagisiklik verme glicleri canli asilardan daha az olan inaktif vi-
rus asilart interferon sentezini uyarmasi ile infeksiyonu izleyen bir-
kac gun icinde bir koruma ozelligi gosterirler. Asiya bagh 6zel bag-
siklik ise bundan bir siire sonra gelisir. inaktif asilarin parenteral

63



Vet. hekimlikte as1 uygulamalar: - Aydin

uygulanmasi, dolasimdaki antikorlari yeterli bir diuzeye cikarsa bile,
koruma yéniinden iyi olmayan sonuglar ortaya cikabilir. Clnkd, so-
kak tipi virusun girdigi bodlgeds yada ilk cogalma yerinde (Ornegin;
Soiunum yolu viruslari icin nazofarenks) énemli bir yerel direnc ge-
lismez. Bu tlr asilarda bagisiklik cogu kez kisa siirelidir. Bu yiizden
inaktif asilarin immunizasyon yetenegini arttirmak igcin virusun uy-
‘gun adjuvantlardan biriyle verilmesi gerekir. Virusun bagisiklik gii-
clnd arttirmak, astnin ¢ift doz takibi ile de olasidir. Yalniz, ikinci en-
jeksiyonlarda yabanct proteinlerin tekrar vicuda girmesinden dogda-
cak asin duyariilik gibi allerjik reaksiyonlarin meydana gelmesi bu
astlamanin en blylik sakincasidir. Aktif kuduz asisinda oldudu gibi
ikinci enjeksiyonu takiben meydana gelen bu allerjiyi énlemek igin
asi icinde virustan baska allerjik etki yapabilecek maddelerin bulun-
masi lazimdir. Bazi bakteri (sarbon) ve viruslarin (influenza) sadece
etkili antijenlerinin saf olarak elde edilmesiyle yan etkileri en az ola-
bilecek asilarin yapiimasina calisiimaktadir.

Mikroorganizmalar inaktive edilirken antijen karakterlerinin bo-
zulmamasi lazimdir. Bunun icin de inaktive edilecek virusun veya
bakierinin degisik inaktive edici maddelerle infeksiyozitesi giderilir,
antijenik etkisi ise oldugu gibi birakilir. '

Asilarin inclkt'vesyonlant  kimyasal ve fiziksel olmak Uzere iki
tirlh yapiimaktadir. Kimyasal inaktivasyon’da kullanilan maddelerden
formollin % 0.2 - 0.5’lik eriyiklerinden yararlanilir.” Yine: formol gibi al-
kilen maddelerden . olon beta propiolakton inaktivasyon amaciyla
1-5 ppm oraninda kullanilir. Fenol'tin (asit fenik, karbolik asit) ise
% 0.1-0.3 oraninda yapian solusyonundan yararlanihr, Bunlar igin-
de genis kullanim alani bulan formol’iin sap virusunu tam inaktive
..edemedigi, virus partikiliinii bozdugu ve Binary ethylene imin’in da-

ha iyi sonuc verdigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmektedir. Kris-
-tal violet, nitrik asit, 6kaliptis yagi gibi maddeler de kimyasal inak-
- tivasyonda kullaniimaktadir. Fizikse! inaktivasyon’'da ise UV isinlari
ve 1si kullanihir. Ultraviyole isinlarinin mikrop oldirich etkisi fazla-
dir. Dalga boylari 100-3800 A° olan UV isiniarinda bu etki dalga uzun-

lugunun kisaidi§r oranda artar. 2000 ile 3000 A”’lik ismlarin mikrop
olidirich etkisinin fazla olmasina ragmen tam bir inaktivasyon sag-
lanabilmesi icin inaktive edilecek mikrop ile UV isini arasinda hig-
birgeyin bulunmamast gerskir. Mikroorganizmalarin tahrip olmalari
icin balli bir enerjiyi absorbe etmeleri gerekir. Bu enerji, 1sinlama si--

64



‘Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1980 7 (1)

resi ile 1sinin yogunlugunun carpimina esittir. - Cesitli -mikroorganiz-
malarin inaktive olma spektrumlar degisik oldugundan en uygununu.
secerek kullanmak gerekir. Yine ayni tarz 1s1 da belli derecelerde ve
sitrelerde etkidigi zaman inaktive edici olmaktadir. Genel olarak nor-
mal inaktivasyon 80-100°C arasinda yapilmakta olup bundan bo$ko
distk dereceler ise iyi sonuc vermemektedir.

2 — Toksin csilart (toksoid’ler)

Toksin meydana getiren bakterilere karsi bagisiklanma, toksine
karsi bagisiklik saglamakla mimkiinddr. Bakteri sivi besiyerinde Ure-
tildiginde toksin meydana getirir. Kiltiirtin filtrelerden suzilmesiyle .
elde edilen toksin uygun sulandirma ile asi olarak kullanilabilir. An-
cak baslangic dozu ¢ok fazla olmah ve sonraki enjeksiyonlarda mik-
tart arttinlmalidir. Toksik etkisi fazla oldugundan bagisiklamada kul-
lanlacak toksin bazi igiemlere tutulur. Bakteriyel ekzotoksinler tek
baslarina (anatoksin-toksoid) veya basil gbvdeleri ile birlikte (ana-
kultar) formol ile karistirthp 37-40°C’de 1 ay kadar bekletildiklerinde
detoksifiye edilmis olurlar. Bu islem sirasinda énemli immunojen de-
terminantlarinin harap olmadidi bildirilmekte ise de antijenik giicle-
rinden bir miktar kaybettikleri saptanmistir. Nitekim Cl. haemolyticum
beta toksini ve toksoidlerinin ayri ayri tavsanlara enjekte edilmesiy-
le elde edilen antitoksinlerden beta toksinine karsi olusanin, tokso-
idine karsi olusandan 15 kat daha etkili olusu formoliin beta toksinini
tahrip edersk kuvvetli antitoksin meydana getirmesini engelledigini
gostermektedir.

* Ana kultlirier veteriner asilari icinde dnemli bir yere sahiptirler.
Antijenik yapilarinin - sabit, bagisiklik verme guglerinin oldukca yik-
sek oimasi nedeniyle anaerobik Gram pozitif bakteriler, Gram nega-
tiflerin tersine koruyucu micadelede biytk bir yardimer olup, bagka
bir yola gereksinme duymadan cok iyi sonuglar alinmasina olanak
vermektedirler.

iki ya da daha ¢ok antijen ayni zamanda verilirse, organizma
herbirine karsi, bu antijenler ayri ayri verilmis gibi antikor yaniti ve-
rir. Bu sonuclara dayanilarak ve tekrarlanan enjeksiyonlarla sirtle-
rin hirpalanmasindan kaginmak ve zaman kayiplarina engel olmak
amaciyla bazi ulkelerde birgok anaerob enfeksiyona karsi toksoid-
lerle hazirlanmis Polivalan asilar kullaniimaya baslanmis ve bundan
lyi sonuclar alindigi bildirilmistir.
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“Koruyucu uygulamada genis kullanim alant bulan, ‘hayvanlarin
alun do potas’a adsorbe, formolle inaktive edilmis enterotoksemi
asisi ile aliiminyum hidroksid'e adsorbe ve formolle inaktive edilmis
‘botulismus asisi, Cl.haemolyticum’la hazirlanmis formdlll ikterche-
moglobinuri .asisi anakdltir, alun dé potas’a muamele edilmis ko-
yunlarin infeksiyéz hepatit nekrozan asisi ile insanlarin difteri ve te-
tanoz asilart anatoksin (toksoid) asilardandir. Ayrica insan hekim-
liginde difteri, tetanoz anatoksinleri ile H.pertussis, ‘S.typhi, S.pa-
ratyphi A ve B mikroorganizmalarinin bir araya gelmesi ile hazirlan-
mig-ikili, Gell, dortlil ve besli karma asilar-da vardir. Kanathlarda kul-
lanilan NC+Gumboro ve NC4Gumboro+EDS76 - inaktif asilari do
karma o$llord|r

= Yem Teknikierle Hazivlanan Asﬂar

1— Rekombmunt ‘DNA Asilari :

$ap ve hepatitis B viruslarinin ylzey proteinlerinin klonlanmasi
ile hoznrldncn_ asilarin bagisitklik verme gtgcleri lizerinde yapilan ca-
ligmalardan olumlu sonuclar elde edilmistir. Rekombinant DNA tek-
nolojisi ‘yardimi ile E.coli'de hazirlanan blyosentetlk sap asisinin |k|
doz olarak venlmeSI halinde sigir ve domuzlar iyi korudugu ve nétra-
lizan ‘antikorlar meydana getirdigi behrlenm1$t|r Yukarida bildirilen
bu iki virus dlsmda Newcastle, influenza, vesiculer stomatitis, ku-
duz, herpes simplex vs. viruslarin ylzey protemlerlnl kodloyan gen-
ler saptanarak bunlara karsi cesitli mikroorganizmalarda asilarin ha-
zirlandigini bildiren ¢calismalar bulunmaktadir. Ayrica kdpeklerin par-
vovirus gastroenteritis, -insan papilloma, IBR, Rift valley fever, pa-
ramyxoviruslar da c¢alisma alani i¢cine alinmig bulunmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisinde, DNA (izerinde bulunan vé
onemli bir proteinin sentezini kodlayan gen’in cikariimasi, bir tasi-
yici (vektdr) DNA ile birlestirildikten sonra bir bakteriye (E.coli'ye)
aktariimasi teknolojisi lGzerinde durulmustur. Bu arastlrmalardc hep
cift "iplikgikli DNA’lar kullaniimistir.

Genlerin alinmasi, sadece DNA viruslarinda dedil ayn zamanda
RNA viruslarinda da olanak dahiline girmis bulunmaktadir (¢ift veya
tek iplikgikli).

Virusun antijenik olan ylizey proteini sentezini kodiayan gen’in
klonlanmasi suretiyle elde edilen asilar (subunit asilar) tim virus
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astlarinin olmadigdi, bulunmadidi, bazi sakincalarinin bulundugu vs.
durumlarda, hazirlanmalarinin  disiniilmesi gerektigi- vurgulanmak-
tadir. Insan ve hayvanlara ait viral asilarda gériilen postvaksinal in-
feksiyonlar bu sakincalarin baginda gelmektedir. Bazi viral agilarda
tam bir inaktivasyonun. saglanamamasi sonu veya genotipte olusan
degigiklikler neticesinde virulent forma dénisebiimekte ve infeksi-
yonlar meydana gelebilmektedir. Attenue . asilarda da yukarida bah-
sedilen geriye donus (virulent forma gegis) zaman zaman goriilmek-
tedir. Polio asisi postvaksinal paralizier, kuduz’da da benzer durum-
lar ve sap asilamalarindan sonra ¢ikan infeksiyonlar bunlara verile-
bilecek- bazi érnekler arasinda da bulunmaktadir. Tam prifiye edi-
lememis tam virus asilari da hayvanlarda pirojenik ve allerjik reak-
siyoniara ve hatta abortuslara neden oldukiar da aciklanmistir. Bu
nedenle ve tam virus asilarina karsi, sadece antijeniteyi saglayan
proteinin sentezini kodlayan gen'in ¢ikarilmasi ile hazirlanan subu-
nit asilarinda bu sakincalar bulunmamaktadir. Ayrica, tim virus asi-
larinda, virus genomunda bircok proteinin sentezini ydneten genler-
de bulundugundan ve bunlarin bazilarinin. antijenik etkisi olabilece-
ginden de, sadece genden elde edilen subunit asilarindan daha kon-
tamine bir durum goéstermektedirler. Boylece istenmeyen yan etkiler-
den korunmus olunmaktadir. Ayrica yapilan arastirmalarda, subunit
asilarinda, tlim virus asilarina orania 100 kot daha fazla yizey pro-
teini bulunmaktadir.

Viral asilarin hazirlanmasinda,. viral genomun karakterinin 6ne-
mi daha fazladir. Diger bir deyimle, DNA (cift veya tek |phkcrkh) ve
RNA (tek veya iplikgikli) ozellikleri dikkate alinmalidir.

Viral genomun klonlanmasinda baglica 3 énemli yéntem Kulla-
nilmaktadir.

1 — Bu durumda, viral genom Uzerinde, ylizey protein sentezmn
kodloycn gen’in yeri ve sinirlar saptandiktan sonra restriksiyon en-
donuklease (RE) enzimleri yardimiyla cikarilir. Elde edilen gen tasi-
yan DNA fragmanti tastyict bir plasmid DNA’sina- baglandiktan ‘son-
ra bir bakteriye aktariimaktadir, genel rekombinant DNA teknolojisi
burada da kolayca uygulanabilmektedir.

2 — Burada virion tek iplikgikli bir RNA virusu olup sap virusu
s6z konusudur. Burada izlenecek yontem daha komplike ve uzun ol-
maktadir. Sap virusu yaklasik 8000 nukleotid uzunlukta lzerinde an-
tijeniteyi saglayan V; RNA segmenti (gen'i) bulunmaktadir. Once, vi-
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rusdan tim genom cikarilir. Oligodeoksinukleotid timidin primer ola-
rak kullaniimak, polimerase enzimi ve reverse transkriptase (RT) en-
ziminden yararlanmak suretiyle, tek iplikcikli olan RNA’dan buna
komplementer olan c¢DNA sentezlenir. Tek iplik¢ikli olan bu cDNA
kalip 6devi gbrerek, DNA polimerase-1 enzimi yardimi ile de diger
DNA ‘iplik¢igi sentezlenerek, boyiece tek iplikcikli olan RNA'dan gift
iplikcikli DNA elde edilmis olur. Bu DNA Uzerinde gen’in bulundugu
boélge saptanarak restriksiyon enzimleri ile kesilir (9. ile 211. amino-
asitler arasi) ve cikarilir. Bu ¢ikarmada Pstl (Providencil stuarti) ile -
Pvull (P.vulgaris) restriksiyon enzimleri kullantlir. iki ucunda yapis-
kan uclara sahip olan bu gen tasiyan segment, lizerinde tetrasiklin’e
karsi direnclilik faktorl tasiyan (Ter) ve ayni tarzda yapigkan uglara -
sahip olan plasmidler ve DNA ligase enzimi -ile birlikte inkubasyona
konulduktan sonra E.coli K12 susuna aktarilir. inkubasyondan sonra
E.coliler icinde tekrasiklin bulunan ortama ekilerek, bu plasmidi alan-
larin dremeleri ve alamayanlarin da lirememeleri saglanir. Boylece
plasmidin girdigi E.coli'ler kilttrlerde bir seleksiyona tabi tutularak
en iyi viral antijeni sentezleyenler belirlenir ve yan tesirleri yoniin-
den incelemeye tabi tutulur.

Ayrica, sap virusunda tek iplikcikli olan viral genom RNA,. bir
mRNA (mesenjer RNA) gobrevini yapmaktadir ve bundan yararianiia-
rak DNA olusturulmaktadir.

3 — Virionun .RNA 06zelliginde oldugu durumlarda veya bazi hal-
ierde mRNA'y! hiicre .icinden elde etmsk ve bundan yararlanarak
DNA sentezlemek miimkiin olabilmektedir. iste, viral RNA yerine in-
fekte hiicreterden bu virusun olusturdugu mRNA'y! izole etmek, ayni
islemler kullaniimak suretiyle, rekombinant DNA teknolojisi uygula-
nabilir ve asilar elde edilebilir.

1Bokteri|erde rekombinant asilar hazirlanmaktadir. Ornegin, B.
anthracis’in kapstil proteini E.coli K12 pR 322 plazmidine konarak
biyosentetik asi elde edilmistir.

2 — Rekombinant Virus Asilar :

Son vyillarda genetik rekombinasyon tekniklerinin gelistirilmesi
ile bircok virusta viral genomun ¢esitli tekniklerle. taninmasi bazi vi-
ruslarin asilamada vekidr olarak kullanilabilecegini ortaya koymus-
tur.- Bu amacla, ozellikle cift iplikgikli DNA tasiyan Papova, Adeno,
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Herpes ve Pox viruslari ile RNA genomunda olup. cift iplikgikli DNA'
ya replike olabilen virusiar. tzerinde  caligiimigtir.

Bu zamana kadar yapilan asilama calismalarinda en basarili so-
nuc Pox.viruslardan ve &zellikle Vaccinia viruslarindan elde edilmis-
tir. Vaccinia virusu 187.000 baz ciftini kapsayan genis bir. genoma
saiip olmasi ve 25000 baz cifti kapsayan bir DNA. segmenti ile bir-
legebilmesi ve ¢cok sayida nonesansiyel proteini kodlayan gen grup-

_larina. sahip olmasi, rekombinasyonun infektif &zelligini bozmamasi,
elde edilen gen Urlnlerinin glikolizasyona ugramasi ve konakg: sayi-
sinin oldukca fazla olmasi gibi avantajlara sahiptir. '

Rekombinant virus asilar canli asilardir. Rekombinant DNA tek-
nolojisi ile eide edilen yabanci DNA segmenti vaksinya virusunda ti-
midin kinaz enzimi kodlayan gen’in bulundugu bélgeye baglanir. Ti-
midin kinaz gen’i virus igin yagamsal bir énem tagimamaktadir. Da-
ha sonra belirli dozda ve istenilen gen segmentini tagiyan Rekom-
binant virus. canliyo verilir. Vektor olarak kullanilan virusun tasidigi
gen segmentinin canhlida olusturdugu drlnlere kargi bir immun yanit
olusur.

Deneysel Rekombinant Vaccinia virus asilari Hepatitis B, influ-
enza, domuzlarin TGE (Transmissible Gastroenteritis) ve sitma has-
tahg icin kullanimistir.

Hepatitis B etkeni Herpes Simplex tip 1 virusunun. glukoprotein
D'yi kodlayan gen'i vaksinya virusuna aktarilarak elde edilen Rekom-
binant virus asisi intra vendz ve intra dermal olarak tavsanlara.ve-
rilmis ve nétralizan antikorlar elde edilmistir.

Benzer olarak influenza virusunun kl(')nlonm|$ hemag'_lutinin gen-
lerini tasiyan rekombinant vaksinya virusu asisi tavsan ve hamster-
lere intradermal yolla verildiginde nétralizan antikorlar olugturmak-
tadrr. -

Rekombinant virus asilari paraziter hastaliklara karsi da kulla-
nilabilmektedir. Sitma hastoligjl paraziti olan Plasmaodium knowlesi
sporozit. antijenini kedlayan genleri iceren bir rekombinant vaksinya
virusu sitma etkeninin protein epitoplarina karsi elde edilen mono-
klonal cmtlkorlcr reaksiyon vermistir.

Rekombinant vaksinya virusu mc:ktlf astlarin iiretiminde . de kuI-
lanilabilmektedir. Yabanct gen driinleri  genellikle konakger hiicre
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membranlari veya hiicre kiiltirleri sivilarinda bulunmaktadir. Bu sivi
ve membranlardan subunit (alt nite) asilarinin elde edilmesinde ya-
rarlaniimaktadir.

~“Rekombinant vaksinya virusundan iyi sonuclar alinmigsa da can-
It as1 olmalarindan dolay birtakim komplikasyonlar beklenebilir. Ni-
tekim 1968 yilinda ABD’de canh asi olarak kullanilan vaksinya virusu
14 milyon kisiye uygulanmis ve komplikasyon gériilen 572 kisiden
9'u 'o'lml'jstijr Ayrica canlida énceden varolan bagisiklik nedeniyle
vaksinya virusuna karsi meydana gelebilecek bir anamnestik yanit
virus replikasyonunu engelleyebilir. Su anda, vaksinya virusu disin-

daki .viruslar tam olarak qnlc$|lmod|gmdqn dOIGYl kullanllomamqk-
tadlrlar

Rekombinant virus astlari ile yapilan calismalar su anda tama-
men deneysel olup insanlarda denenmem1$ ve DIVGSOYG ticari pre-
parat olarak sirilmemislerdir. Fakat, gelecekte ozellikle bll’COk de-
gisik epitopa ait genleri iceren polivalan rekombinant virus a$llcn-
‘nin kullanilarak tek dozda birgok hastaliga karsi korunma scgloya-
b!leceg| dusunilebilir.

C Mutant Asilart :

Gen mihendisliginde meydana gelen gelismeler patojeniteyi
olusturan genlerin infeksiy6z -ajaniarin ¢cogalmasini etkilemeyecek
sekilde cikariimasini saglayabilmektedir. Bu.durum mutant asilari
adim verebilecedimiz yeni bir asinin retim. tekniginin dogmasini sag-
lamistir. Halen deneme asamasinda olan bu asilardan bircok calig-
mada basarih sonuglar alindigi bildirilmektedir. Genlerin yeniden dii-
zenlenmesi ve delesyon teknikleri hem virus hem de bakterilerde uy-
gulanmaktadir. '

Yapilan bir collsmada r\,kombmasyon tekmgl ile elde edilen pa-
tojenik gen'i ¢ikarilmis rekombinant Herpes simplex 1 ve 2 virusu-
nun farelere intra-serebral verildidinde virulent virusunun belli doz-
larina (oral yolla 3000 LDy) karsi koruma' olusturdugu gdsterilmis-
tir. Buna benzer calismalar influenza virusu ile de yapilmigtir.

Cesitli bakterilerin de deiesyon mutantlari meydana getirilmekte
olup bunlar asi olarak kullanmanin yararlan arastiriimaktadir. Bu
calismalarin kapsaminda salmonella, shigelia ve vibrio delesyon mu-
tantlart bulunmaktadir.

70



- "Etlik Vet. Mikrob_. Derg. 1990 7 (1) ..

-Salmonella typhi'nin AgalE susunun  (Ty21a:LDP galakt6z-4-em-
pimeraz aktivitesi olmayan ve buna ek olarak da 2 enzim aktivitesi
bulunmayan) Salmonella typhi'nin  vahsi tip suslarina karsi yeterli
slrede arttirilan dozlar kullanihrsa bagisikhigr olusturulabilecegi ileri
surtimustir. Benzer olarak, aromatik biyosentezinde bozukluk bu-
lunan mutant salmonella suslari (bunlar konaker dokularindan elde
edemedikleri amino ve dihidroksi benzoat gereksinmesindeslirler) bu-
zagilara oral veya intramuscular olarak: verildiginde, S:typhi’nin -UDC
susunun 10" organizmasindan daha fazlasini oral yolla verilmesiyle
olusabilecek infeksiyona karsi d:renc olusturduklari. ortaya konul-
mustur.

Salmonella typhi ve Shigella sonnei'nin hibrid susl,on hem. tifo
hem de dizanteriye kadrgt asi olarak kullanilabilirler. Shigella sonnei
genlerinin kodlandigi bir plasmid attenue edilmis Ty21a Salmonella
typhi susuna konjugasyon yolu ile aktarilirsa hayvanlarda her iki or-
ganizmanin antijenlerine karsi antikor olu$umu sogloyan hlbdld bir
.bakteri meydana gelir. : -

V.cholera 01 sp ElTor'un toksininin A ve B kisimlarini kodlayan
genier cikariip bagisikhdr saglayan B lnitesi bir plasmidile trans-
-formasyon yolu ile tekrar bakteriye verilmistir. Daha sonra bu bak-
teri ile olarak asilanmayi kabul eden insanlara oral yolla virulent or-
-ganizma verilmis ve biylik oranda korunma elde edilmistir.

Mutant asilan ile yapilan galismalar yine blyik olcide gen mi-
‘hendisligi ve buna yardimer bilim dallarinin gelismesine bagldir. Re-
‘kombinant DNA tekniklerinin gelistiriimesi ve infeksiyéz ajanlarin ge-
‘nomunun tamamen ¢éziilmesi bu asilarin etkin bir sekilde kullanila-
bilmesini saglayacaktir.

4 — Anti-idiotip " Antikor Asilari :

Bir antikor molekuli iki agir ve iki de hafif zincirden olugmus-
tur. Hem agdir hem de hafif zincirler sabit ve degisken bdlgelere sa-
“hiptirler. Sabit bdlgeler ayni sinifa’ giren bitiin antikorlarda birbirine
benzer. Fakat bir bireyin her B hiicre klonu tarafindan dretilen anti-
korlarin degisken bdlgeleri (Amino asit siralari) birbirinden farkiidir.
i_ste idiotip terimi bir bireyin yalnizca bir antikor sinirinda bulunan
o .antikora 6zgiil bélgeleri tanimlamada kullanithr.

Bilindiéi gibi, bir antikor -ile antijenin baglanmasi anahtar-kilit
iliskisine benzer. Antijeni bir kilit olarak kabul edersek bunun.ancak
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ona en uygun olan anahtar yani, antikor acabilecektir. Bu da anti-
korun degisken bolgesindeki amino asit siralamalart ile yani anti-
korun idiotipi  ile ilgilidir. idiotiplere karsi olusan antikorlar ile ilgili
ilk teori JERNE tarafindan ortaya atiimistir. Buna gbre immunizas-
yondan sonra, kuramsal olarak bir x antijenine karsi olusan-antikor
(Ab 1), x antijeni lizerindeki epitop’a benzer bodigeler tasir ve bu bir
anti-anti x antikoru (Ab 2) icin antijen olarak gdrev yapar. i'ste anti-
jenin epitopuna karsi olusan bu antikorlara idiotip antikorlar (Ab1)
ve buna karsi olusan antikorlara ise anti-idiotip antikorlar (Ab2) adi
verilir. Anti-diotiplerle yapilan son c¢alismalarda- bunlarin  Ab2a ve
Ab2B diye iki cesit olduklari saptanmistir. Ab2a’nin yapilan- calisma-
larda idiotipe spesifik olmadidi buna karsin Ab2B’nin invitro kosullar-
da A.1 ile birlesmek icin antijenle yaristi§i gézlenmistir. Ayrica Ab2B’
nin invivo kosullarda Ab3 yapimini uyardigi goérulmistdr.

Jerne idiotip ve anti-idiotiplerin immun yaniti regtile.ettigini ileri
stirmastur. Jerne'ye gore idiotipler antikorlarin, T ve B hucrelerinin
ylizey reseptorleri (izerinde bulunmaktadir. Bir. antijene yanit veril-
diginde B ve T hiicreleri ¢ogalirlar, antikor seviyesi ylkselir ve idio-
‘tip konsantrasyonu artar. '

Viicut normal kosullarda kendi irettigi molekiillere karsi tolerans
gosterir ve bu molekillere karsi immun yanit olusturmaz. Jerne bir
bireydeki idiotiplerin normalde olduk¢a- dislik seviyelerde bulundu-
dgunu ileri surmistir. Bu ylzden idiotiplerin artan konsantrasyonu
anti-idiotip reseptorleri tasiyan diger lenfosit gruplarinin ‘cogalmasi-
i uyarir. Lenfositlerin ikinci populasyonlarinda ilk immun yaniti re-
giile eden anti-idiotip antikorlar salgilanir. Jerne regulasyon olayi-
nin direk olarak idiotip tastyan antikorlara baglanip onlari inaktive
etmek seklinde veya indirek olarak lenfositleri reglile eden T hiicre-
lerinin yuzeyindeki idiotiplere baglanarak olabilecegini bildirmistir.
Anti-idiotiplerin immun yanit {izerine etkisi uyarici veya baskilayici
olabilir.

Orijinal antijenin dahili géruntlsinid (internal image) tasiyan
Ab2'ye karsi olusan Ab3 orijinal antijene baglanabilme yetenedinde-
dir. ' :

Bu gorislerden vyararlanilarak anti-idiotiplerden asi olarak ya-
rarlanma yoluna gidilmistir. Bu amagcla cesitli deney hayvanlarinda
adjuvanth veya adjuvantsiz olarak hazirlanan anti-idiotip antikor asi-
lari denenmigtir. .
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infekte insan plazmasindan elde edilen Hepatitis B virusuna kar-
s1 olusmus idiotip antikorlar tavsanlara verilmis ve bunlardan: elde
edilen anti-idiotip antikorlar (Ab2) farelere verildiginde orijinal anti-
iene baglanip nétralize etme yetenegdinde olan anti-anti-idiotip anti-
korlar (Ab3) elde edilmistir. '

Yapilan bir arastirmada tavsanlara insan plazmasindan elde
edilen Hepatitis B virusuna karsi olugsmus idiotip antikorlari enjekte
edilmis ve elde edilen anti-idiotip antikorlari (Ab2) Hepatitis B asisi
olarak iki sempanzeye verilmis ve kontrol olarak da nonspesifik tav-
san immunglobulinleri verilen iki sempanze kuilaniimistir. Sonra her
iki grubu Hepatitis B virusu ile infekte ettiginde, nonspefisik tavsan
immunglobulinleri. verilenlerin karaciger enzirn seviyelerinde artma-
lar ve hastaliga ait diger klinik bulgulart saptarken anti-idiotip anti-
korlarla asilanan hayvanlarda herhangi bir hastalk belirtisi gorl-
" memistir. ’

Anti-idiotiplerin c¢esitli viral (sendai ve reovirus, kuduz, herpes
simplex, cocuk felci, vs. bakteriyel (6zellikle infantlarda, Str.pneu-
moniae, H.influenza, N.meningitidis gibi hiicre duvarinda seker bu-
lunduranlar) ve protozoer (koksidiozis, sitma etkenleri gibi) etkenle-
rin neden oldugu hastaliklarda asi olarak kullanilabilecegi ileri sii-
ri!mastr.

Sayet anti-idiotip asilari. insanlar icin Uretilmeye baslarsa diger
as! uretim tekniklerine gére birtakim avantajlar saglayabilir. Su anda
kuillanilan. asilar infeksiydéz ajanlarin éldurilmis, attenue veya plri-
fiye antijenleridir. Hernekadar protein antijenleri son zamanlarda Re-
kombinant DNA teknolojisi ile elde ediliyorsa da Hepatitis B antijeni
gibi bircok antijenin saflastiriimasi ¢ok zordur. Cunkd, bircok bak-
- teri ve protozoanin antijenik kisimlari karbonhidrattan olusmus olup
bu kisimlar Rekombinant DNA ydntemi ile veya sentetik olarak sen-
tezlenemez. Ayrica attenue edilmis patojenlerin asi olarak kullanil-
masi sirasinda etkenin tekrar virulens kazanma tehlikesi vardir. $a-
yet anti-idiotip asilar monoklonal antikor teknigi ile kolayca elde edi-
lebilirse hastalik etkeni olmadiklarindan korumayi kolaylikla sagla-
yabilirler. Anti-idiotiplerin cazip bir yani da spesifiteleridir. Bir anti-
idiotip yalnizca dahili goriintlistini (internal image) tasidigi antijene
karsi antikor yaniti olusumunu ‘saglar. Buna karsin attenue edilmis
bir enfeksiyoz etken koruyucu immuniteyi indiikleyen bir tanesi ya-
~ninda bircok antijenik determinant tasiyabilir. Bunlarin bazilari viicut
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dokularr .Gzerindeki determinantlara benzer ve otoimmun bir yanit
olusturabilirler.

Anti-idiotip asilar patojenik bakteri hiicre duvarlarinin seker an-
tijenlerine kars1 yanit olusturamayan yenidoganlarda énem tasir. Bu
bakterilere (H.influenza, N.meningitidis, Str.pnéumoniae, vs.) karsi
hazirlanan konvensiyonel asilar yenidoganiarda etkisizdir. Bir-anti -
idiotip hiicre duvari materyalinin yapisinin taklididir fakat protein
yapisindadir. Boyle anti-idiotip antikorlar. protein yapisindaki antijen-
lere yanit-verme yeteneginde olan yenidoganlarda asi-olarak kulla-
nilabilir. Deney hayvanlarinda vapilan ¢alismalar asinin etkln olabi-
!eceglm gostermistir. .

Cesitli faktérler insan asisi olarak anti-idiotip antikorlarin kulla-
nimint kisitlamaktadir. Anti-idiotiplerin tavsan gibi bir deney hayva-
ninda hazirlanip verilmesi bazi insanlarda ates ve allerjik reaksiyon-
lara neden olabilir. Birgok anti-idiotip antikor bir antijenin meydana
getirdigi. yanita esit bir immun yanit olusturabilir. fakat Jerne'nin bil-
dirdigi gibi immun sistem {izerine baskilayici bir etkide bulunabilir.

Son yillarda anti-idiotiplerin  kanserin sadaltiminda asi olorak
kullunllobllecegme iliskin calismalar yapiimigtir.

5 — Kimyasal Yolla Sentez Edilen Sentetik Asilar :

Son vyillarda sentetik popipeptid asilarinin-hazirlanmasi yolunda
yogun cabalar sarfedilmektedir. Bakteri veya viruslarin antijenik 6zel-
lik tasiyan bolgelerinin (antijenik determinant) veya bakteri toksin-
lerinin kimyasal yapisinin ¢dziilmesi bu tip asilarin yapimina bir ba-
samak teskil etmektedir. Giderek gelisen teknoloji ve molekil kim-
va sayesinde antijenik karakterdeki yapilarin acik ‘kimyasal formdil-
leri ortaya konabilmektedir. Henliz sadece kisa zincirli polipeptidler
sentezlenmekte olup bilgisayar tekniginden yarcrlanllomk spesmk
epltoplcr oylraedllebllmektedlr o

, Ornegin; Str.pyogenes’in M ylizey. protelm gelecekteki sentetlk
antibakteriyel asilara iyi bir érnek olabilir. A grubu streptokok’larin
fagositoza olan direnclerinin bu yuzey prot.emmden geldigi disinil-
mektedir.

Diger bir ¢rnek, difteri toksinidir. letenye karsi holen kullanilan
kullanilan asilama detoksifiye edilmis difteri toksini ya da toksoidi
ile immunizasyon voluyla olmaktadir. Difteriye karsi, kobaylarda,. dif-

.74



Etlik vet. Mikrob. Derg. 1990 7 (1)

teri toksininin dermonekrotik aktivitesi ve letal etkisini notralize eden
antikorlar olusturan 188-201 aminoasitten kuruiu, sentetik bir poli-
peptid asisi yapilmistir, '

~Yine yapilan bir caligmada virusun hemagliitinasyon yetenegini
sagiayan antijenik bolgesi bulunmus ve bu boélgenin molekiler yapi-
sina benzeyen 91-108 aminoasitten kurulu bir sentetik polipeptid asi-
st ile farelerde koruma saglanabilecegdi bildirilmistir. '

Hazirlanan sentetik asilar ile genellikle Freund'un adjuvanti kul-
lanilmistir. Hernekadar yapilan calismalarda bazi basarili sonuclar
alinmissa da sentetik polipeptid asilar molekiiler kimyadaki ilerleme-
lere bagimh olarak gelecedin asilan olmaktadiriar. Su anda hazirlan-
malar ¢ok pahalll ve zahmetli oldugundan klasik asi hazirlama yén-
temleri tercih edilmektedir.

Badisikliga Etkileyen Faktorler

.a) Astlarin hazirlanmasi, titre edilmesi, liyofilize edilmesi, mu-
hofazast : Asilar en iyi saflastirma yéntemleri kullanilarak ve asi ya-
piminin her asamasinda kontaminasyon yoéniinden kontrol edilerek
hazirlanmali, inaktivasyon ve attenuasycn iglemlerine dikkat edilme-
lidir. Asilanin titre edilmesi sirasinda dozlar iyi ayarlanmali ve liyo-
fililizasyon sirasinda titrelerin diisecedi gbzéniinde bulundurulmali-
dir. Ampul veya siseler icinde hazir bulunan agilar serin (genellikle
-+4°C’de) ve karanhk yerlerde saklanmalidir.

b) Asinin dozu: Bir asi ne kadar basarili olursa olsun, duyarl
bireylere uygun dozda verilmedikce, hastahda karsi koruyucu degil-
-dir. Her ast-icin bu bilgiye uymak zorunlulugu vardir. Clink{i, cok az
miktardaki antijen saptanabilecek miktarda antikor olusmasina se-
bep olmaz, ancak bir miktar gizli bagisiklik saglayabilir. Diger taraf-
tan ¢ok fazla miktarda verilen antijen ise antikor olugsumunu inhibe
eder ki, buna immunolojik fel¢ adi verilir.

c) Asgillama yollan : Asilar vicuda peros veya parenteral (solu-
num, deri alt, damar, kas, periton ve deri ici) yollarla verilebilir. An-
tilenin organizmaya verilis yolunun degisik olmasi immun yanitin
meydana gelmesini etkiler. Bu yollarla verilen antijen dalak, kemik
iligi ve akcigerde birikir ve antikor baslica dalakta tesekkil eder.

Fakat bagisiklomada deri alti ve kas ici yollar kullanilir ve bu
yoliarla verilen antijen de en vakin lenf digimine girer ve antikor
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orada tesekkiii eder. Damar ici verilen asiiar ise dalak ve karacigere
gider ve buralardaki plasma hiicrelerini uyararak antikor sentezini
saglar. Bu uygulamalarin yanisira kanatlilara kargi: hazirlanmig .canli
asilarin géze damliatilarak, kloakaya firca ile sirterek kanat zarina
igne ile batirmak suretiyle, icme suyuna ilave ederek ve spray sek-
linde uygulamak suretiyle uygulananlar oldugu gibi, insanlarin sa-
bin asist gibi oral, BCG gibi deri ici tatbik edilenleri de vardir.

d) Asilama adedi: Asilama adedi ve asilamalar arasindaki sii-
renin de immunite seviyesi ile yakin iliskisi vardir. Ornegdin; Bir defa
enterotoksemi asisi tatbik edilen hayvanlarin’ kan serumunda 0 - 0.25
‘Ul beta antitoksini, 1.25 Ui epsilon antitoksini saptandigi halde, ii¢
hafta ara ile iki defa yapilan asilamalarda birincinin seviyesi 5 - 60
Ui'ye ikincinin seviyesi ise 1.25-5 Ui'ye yukselmistir. E§er, asi bir
defa tatbik edilip birakilmis olsaydi immunite seviyesi disiik olacak-
ti. Bu ylizden her asi icin gerekli saylya uymak zorunlulugu da var-
dir. Ayrica, bagisiklik genellikle, antijen uygulanmasindan 15 gin
sonra o asidan beklenen maksimal seviyeye ulastigindan, asi uygu-
lanmasindan hemen sonra o asidan fayda ummak-ta hata olur. Olii
asilar genellikie 2 doz, bir defa ve canli asilar genellikle 1 doz, bir
defa verilirler. ; .

e) Hayvanin yasi: Humoral ve hiicresel bagisiklik yanitiari ve
asirt duyarlilik reaksiyonlari, organizmanin kendine ait olan doku
maddelerini kendinden olmayan yabanci maddelerden ayirdedebilme
yetenegine dayanir. Yani immunolojik olgunluga erismis bir organiz-
manin bagisikhik mekanizmalarn kendi maddelerine karsi immun ya-
nit vermez. Fakat kendinden olmayan maddelere karsi reaksiyon
gosterirler. Halbuki fétal hayattakilere ve yenidoganiara yabanci bir
antijen verilirse herhangi bir bagisik yanit elde edilmez. Yani bu an-
tilen o canli tarafindan kabul edilmistir ki bu olaya immunolojik to-
lerans adi verilir. N

Kanatll hayvanlarda da bu durum gorilmektedir. Hayvanlar 3-4
haftalik  olmadan énce asilandiklar zaman, belli bir yasa ulasmig
olantar kadar kuvvetli bir bagisiklik elde edemezler. Nitekim Hollan-
da’da Hitchner ve LaSota viruslari ile yapilan Newcastle spray asi
denemelerinden c¢ikan sonuclardan biri de, bir ayliktan fazla yasta
oianlardan cok daha az oldudu, baska bir deyisle, hayvanlarin yasi
arttikca, .antikor dlizeyinin daha fazla yikselmekte oldugu ve daha
uzun siire kanda kaldididir. Bu viizden, Marek, Gumboro :ve cicek
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disindaki tavuk hastaliklarina karsi asilamalar geciktiriimeli ve miim-
kiinse 3 haftaliktan énce uyguianmamaiidir.

f)  Maternal veya homolog antikorlar: Asilama zamaninin se-
cilmesinde onemli olan bir nokta da yavrunun maternal antikor se-
viyesidir. Asillamadan 6énce kanda homolog antikorlarin bulunmasi,
verilen asi etkenini nétralize eder ve hayvanlart duyarl hale getirir.
Bu yénden asi uygulanacak bireylerin kaninda ayni asi etkenine kar-
si antikor bulunup bulunmadigi arastinimahdir,

Nitekim yapilan bir arastirmada bir giinlik iken NCV burun, goz
damlia asisi ile asilanan civcivlerin patojen Newcanstle virusuna da-
yanamadiklari, % 10 oraninda felg ve dlimler gérildigi saptanmis-
tir. Yine Newcastle asisinda revaksinasyonlarin bilingsiz bir sekilde
uygulanmasinda verilen asi virusunun kanathdaki. mevcut immuni-
teyi nétralize ettigi ve yumurtaya gecen antikorlarda diisme meyda-
na getirdigi bagka arastiricilar tarafindan bildirilmektedir.

Benzeri durumlar sigir vebasina karsi asili ineklerin buzagilar
icin de s0z konusudur. Bu hayvanlarda plasentadan immunglobulin-
ler gegmedigi icin buzagiler antikora sahip olmadan dogarlar. Fakat
daha sonra bu buzagilar kolostrum ile birlikte analarindan antikor
da aildikiarindan boyle buzagilarda ¢ ay gegmedan yani antikoricr
kaybolmadan akiif bagisikiikk verilmez. Halbuki analarindan pasif
bagisikhik almamis olanlara birinci glinden itibaren aktif bagisiklik
verilebilir. Buna karsilik bazi astlarin uygulanmasinda maternal an-
tikerlarin kaybolmasini beklemek gerekmemektedir. Kanatlilarin in-
feksiydz laryngotrocheitis’i, Marek ve Gumboro hastaligi buna 6rnek
olarak gdsterilebilir.

g) Bireysel faktérler: Ayni dozda antijen uygulanmasina kar-
silik ayni tirin degisik bireylerinde meydana gelen bagisiklik sevi-
yelerinin farklh olabilmesi bireysel faktorlerin de bagisikhikta roli ol-
dugunu gostermektedir. Bu ayriliklar antikor olusumunun genetik
kontroi altinda bulunmasindan ileri geimektedir.

h) Adjuvantiar: Pratik ve ekonomik nedenlerden dolay: koru-
yucu asilamanin en az sayida enjeksiyonu ve en az miktarda antijeni |
gerekiirmesi arzu edilir. iste adjuvant denilen bazi maddeler antijen-
le birliktz enjekte edildiklerinden daha kuvvetli bir bagisiklik elde
edilmesini sagladiklari gibi bazi hallerde antijenlerin stabilitesini yik-
seltirler ve enjeksiyonlarin tekrarini gerektirmezler. Boylelikle de ba-
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gisikhkta biytk rol oynarlar. insan hekimliginde oldugu kadar vete-
riner hekimlikte de brusellosis, salmonellosis, mycoplasmosis, pas-
teurellosis, anthrax, enterotoksemi, sap, sigir vebasi, cicek, Naw-
castle, kuduz, vs. gibi bircok enfeksnyonlcrc karst basari ile kullani-
lan adjuvantlarin en énemli goérevi antijenin siringa edildigi yerden
cabuk dagiimasini énleyerek uzun dmirlil bir antijen reservuari olus-
turmaktir, Bu tir adjuvantlarin en cok kullanilant aliiminyum "bile-
sikieri (fosfat ve hidroksit) ve Freund’un yarim adjuvantidir (lanolin
ve parafin yadr karisimi). Kaisiyum ve magnezyum tuzlari, madeni
yaglar, saponin, lanolin, amonyum bilesikleri, vitamin A, hayvan ké-
murl, betonit, kolesterol, tetramizol ve Ps.aeruginosa, S.typhosag,
Pr.vulgaris. E.coli, Br.melitensis, C.parvum, BCG gibi endotoksinler-
de adjuvant etkisi gosterirler. Bunlar kompetan hiicreleri uzun siire
uyarma O6zelligindedirler. Ayni zamanda siringa edildikleri yerde ya-
vas bir tarzda lokal bir granulom olustururiar. Depo edici adjuvant-
larin etkisi altinda makrofajlar tarafindan olusturulan bu granulom-
dan antijen yavas yavas viicuda girebilir. Boylece siirekli bir anti-
jenik uyarim sagianmig olur. Diger taraftan adjuvantlar, makrofaila-
rin fagositoz etkisini arttirmak suretiyle kendileri tarafindan alinmig
olan antijenlerin immun yanita hazirlanmasini saglar. Ayni zamanda
antikor olusumunu kolaylastirirlar ve toleransin indirgenmesini bloke
ederler. Adjuvantlar hiicresel immuniteyi harekete gecirmek ve lizo-
zomal enzimleri serbest birakmak suretiyle de lnfekswonlara karsi
doycmkllhgm artmasini da saglar.

Ozellikle zayif antijenlerle veya 6li (veya inaktif) asilarla kulla-
nilmasi 6énem tasiyan adjuvantiarin birtakim sakincalarr da -géril-
mektedir. Ornegin: Veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilmakta
olan yagh adjuvantlar sigirlarda inokulasyon yerinde onemli lokal
siskinliklere, apselere neden olurlar. Yine kecilerin saponin’e karsi
diger hayvanlardan daha fazla reaksiyon gosterdikleri bilinmektedir.

i) Beslenme ve parazitier : Beslenme bozukiugu olan fertlerde
normale yakin bir immunolojik yanit alinabilirse de, insanlarda By vi-
tamini noksanliinda bu yanitta azalma goriilebilmesi, A avitaminoz’
da Newcastle asisinin yeterli badisiklik vermemesi beslenmenin de
bagisiklikta rol oynadigini gostermektedir. Ayrica i¢c ve dig parazit-
lerin de bagisikhdin kirilmasinda biytik rolleri oldugu belirtiimekte-
dir.

78



Etlik Vet  Mikrob. Derg. 1990 7 (1)

i) Antibiyotikler : Antibiyotiklerde bazi kosullar aitinda bagisik-
hga olumsuz etkide bulunabilmektedir. Ornegin: Canli veya attenue
-asilar s6z konusu oldugunda asiamadan birkag glin dnce ve asila-
madan sonra 3-4 haftaya kadar hayvanlara asi antijeninin duyarl
oldugu antibiyotik. ve sulfonamid’lerin verilmemesi gerekir. Antibiyo-
tiklerin 6lii asilarin bagisikhigr lizerinde de olumsuz etkisi gériilebil-
mektedir. Yurdumuzda cesitil hayvan hastalikiarindan korunmada iik
ve son c¢are olarak asi uygulamalarn akla gelmektedir. Ancak her za-
man asilama ile hastaliklarin girisini, = bulasmasini, yayilmasini ve
dogurduklari zararlari énlemek miimkiin degildir. Bu nedenle, verim-
li ve saghkl bir yetistirmede hayvanlarin saghklart yéniinden asagdi-
da belirtilen iki husus (zerinde titizlikle durmak gerekir.

Bunlar da;

1 — i$let_melerde, infeksiyonlcn‘ konusunda, sonsd, ihmale, dik-
katsizlige ve disiplinsizlige kesinlikle yer verilmemeli,

2 — Butin koruyucu .Onlemler birlikte ve zamaninda alinmali,
titizlikle ve ciddiyetle uygulanmali, devam ettirilmelidir.

Asilarda beklenilen yararlari sadlamak icin, bunlar hakkinda ye-
terli bilgilere sahip olmak yanisira, diger bazi énemli noktalara dik-
kat etmek ve bunlari yerine getirmek gerekli ve sarttir. Bunlar da;

1 — Asilamadan 6énce dikkat edilecek noktalar,
- 2 — Agilama sirasinda dikkat edilecek noktalar,
3 —Q—Aslldrhodan sonra dikkat edilecek noktalar,

4 — Asilarin seciminde dikkat edilecek noktalar.

.. Asilamadan Cnce Dikkat Edilecek Noktalar

1 — Hayvanlarin sayisi: Asilarin miktarini- belirlemede gerekli-
dir.

2 -— Hayvanlarin yasi : Asilarin tip ve alt tiplerinin se¢imi ve uy-
gulama tarzinin saptanmasinda 6nemlidir. -

3 — Maternal antikor durumu: Civcivlik veya genclik cagr asi-
lamalarinda ve asi programlarinin hazirlanmasinda maternal antikor-
larin dlizeyinin belirlenmesinin énemi fazladir.
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4 — Revaksinasyondan énce antikor durumu : -Asgilarin etkin bir
antikor -uyarimi yapabilmesi i¢cin, kandaki homolog antikorlarin rol
fazladir.- Bu. nedenle revaksinasyondan once antikor titresinin bilin-
mesi gereklidir. 4

5 — Birinci ve/veya ikinci asilama durumu : Bu nokta &zellikle,
secilecek homolog asi etkeninin tip ve alt tiplerinin belirlenmesinde
6nemli olmaktadir.

6 — Yetistirme yonii: Bu yonin belirlenmesi, asi programlari-
nin hazirlanmasinda ast ve tlrlerinin belirlenmesinde degeri vardir.

7 — Komsu ciftliklerdeki hastalik ve asilama durumiari: Ast
programlarinin hazirlanmasinda = (zorunlu asi programi) ve burada
basgdsteren hastaliklara karsi 6nlem almada yararlar saglar.

8 — Siruntn saghk durumu : Asilar tam saghkli hayvanlara uy-
gulanmalidir. Endo ve ekto parazitli hayvanlara, kronik ve latent in-
feksiyonlarda asi yapilmaz. '

9 — Hijyenik kosullar: Asilamadan 6nce, barinaklarin havalan-
dirma, 1siklandirma, rutubet, amonyak vs. durumlart normal dizeye
getirilmelidir. Her tlrli stres faktorieri ortadan kaldinimaldir. Hay-
vaniara iyi bir bakim ve baslenme uygulanmalidir.

10 — Yemlik ve sulukiar: Bu malzeme yalniz asilamadan énce
degdil, her zaman belli araliklarla iyice temizlenmelidir.

11 — Asgllar, pis, hijyenik kosullari fena olan barinaktaki hay-
vanlara uygulanmamahdir. Ayrica cok soguk, cok sicak, rutubetli ha-
vaiarda da asilamalar yapiimamahdir.

12 — Uygulama tarzi : Asinin ne tarzda uygulanacagini iyice be-
lirledikten sonra, bunlara 6zgi 6énemli kosullar yerine getirilmelidir.

13 — Asilamalar sabahin erken veya aksam saatlerinde yapil-
masi, uygulama kolayligi saglar.

14 — Yas gruplar: Asillanacak hayvanlar genellikie ayni yas
gruplari igcinde bulunmalidiriar.

15 — Asi uygulayicilar : -Bu Kigiier - asilar ve uygulamalari hak-
kinda yeterli bilgi ve deneyime sahip olmalidirlar. Agilamalar vete-
riner hekim kontroliinde yapilmalidir. '

16 — Hayvanlar icin bir asilama karti tutulmahdir.
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Asilama Swrasinda Dikkat Edilecek Noktalar .

1 — Asilamalarda prospektuslara kesinlikle uyulmali've sapma-
lar yapilmamalidir. Aksi hallerde telafisi mimkin olmayan zararlara
yol agilir. Asilamalarda zamandan ve asilardan tasorruf edilmesi dii-
sunllmemelidir. : i £

2 — Uygulayiciler temiz tulum b0$llk eldiven ve" clzme (alti
duz) giymelidirler, -

3 — Sprey asilamalarda aletler, enjektable asilarda enjektdr ve
ignelerin sterilitesine dikkat edilmeli ve icme suyu asilamalarinda da
kullcmian su en iyi kolitede olmalidir.

4 — Hcyvcmlarm yetnnnce asi almalan saglonmalldlr Gereéi
kadar osx alamayan hayvanlar duyarh birer odak haline’ gelirler.

— As! materyalinde sulandirmalar uygun ve homojen torzda
yapllmuhdlr Bu konuda da prospektuslcra uyulmolldlr

7 — Asilama sirasinda acele edilmemelidir.

8 — Yarim kalmis ve sulandirildiktan sonra 3-4 saat gecm|$ o$|-
lar tekrar kullaniimamahdir. -

9 — Bos asi siseleri ntrofu atiimamali, belh bir yerde top anil-
mali ve imha edllmdxdlr

10 — Gund gecmis asilar, kocak astlar veya supheli goértilenler
kullaniimamalidir. '
11 — Asilarda gerekli iteliklerin bulunduguna dikkat edilmeli-
dir. - ‘ =iE A

Ag;llamadan ‘Sonra Dikkat Ediiecek Noktalar-

1 = Biitiin stres faktorleri ortqdcn kaldinimahdur.
g — Hayvonlaro iyi bir bakim ve beslenme uygulanm_ahd:r.

.3 — Asilama sonu meydana gelen asi reaksiyonlarinda, hasta,
infekte .veya. Glenler hemen C1Y|Ilm0|Idll’

4 — Asinin tlrline gdre yaklasik 15-20 gun sonra, yeterli sa-
yida hayvandan kan alinarak antikor titresi saptonmchdlr

5 — Solunum yolu infeksiyonu var olan hayvonlara sorey agl-
lamas! yapilmamalidir.
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Asilarin Seciminde Dikkat Edilecek Noktalar
1= Taninmig firmalara ait olmalidir, -

s Tdnmfn@ fi'rmalqrd'an,vithol‘ edilmeli, , | _

3 — Orijinal etiket tagimal, etiketi dismis, degistiriimis ve son-
radan- yapistiriimis .olmamali, ‘ ;

4 — Kurutulmus asilar iyi liyofilize edilmis olmal, sulanmis ve-
ya kapaklari -acilmis olmamali, :

‘5 — Sogukta muhdafaza edilmis olmcll

6 — SPF karoktermdekl yumurtolordan elde edilmis olmoh

7 — Son kullcm_ma tarihini gecm|$ olmamali ve bu tarihe dlkkat
edllmeh

8 — lmol tarihine dlkkot edllmeh,
9 — Bakanlikga gerekli kontrollerin yapildigina dair belgeler bu-
lunmoll X :

70 — Sulcndlrmo snvnlormm tam, berrak olmasi, icinde herhangi
bir ycboncx qude veya tortu bulunmumoh,

11 — Dozlarina dikkat ednlmehdw

" Yetersiz Bagistkigin Bashca Nedenleri |

1 — Yuksek derecede maternal antikorlarin bulunm03| astlarin
antikor uyarimini kisitladigi gibi, etkenin notralizasyonuna da neden

olur.

2 — Revaksinasyon sirasinda kanda yiiksek: titrede homolog an-
tikorlarin bulunmasi, aynen maternal antikorlar gibi olumsuz etkiye
sahiptirler. Bu nedenle, a$|lc1mc1don onc\, andOkl antlkorlarm duru-
mu ortaya konulmalidir.

3 — chyvcmlarm cntlkor dagiliminin heterojen bir korakter ta-
simasi halinde, bazi hayvanlarda yiiksek bir titre olusmasina korsm
digerleri de negctlf diizeyde bir durum elde edilebilir.

4 — Gencler lenfoid sistemin hmnuz gelismemis olmasi nedeni
ile antijenlere karsi iyi bir immunolojik yanit meydana getnrmezler ve
bu nedenle iyi bir uyarim olusmaz.
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.5 — Asilamalarin tecrlbesiz ve bilgisiz kigilerce ve prospektus-
larina uyularak yapilmamasi olumsuz sonuglara yol acar.

6 — Asilarin iyi karistrilmamasi sonu bazi hayvanlara daha az,
digerlerine daha fazla asinin gitmesi yine antikor titresinin hetero-
ien hale gelmesine neden olur.

7 — Asilarin SPF karakterindeki yumurtalarda hazirlanmama-
lart. r A

8 — Asllarin 1yi doze edilmemesi.
9 — Asilarin iyi liyofilize edilmemeleri.

10 — Asilarin bagisiklk, zararsizlk ve diger kontrollerinin iy ya-
pilmamasi. ;

11 — Asilarin hazirlanma, sevk ve depolama sirasinda soguk zin-
cirin ve muhafazalarinin. iyi yapilamamasi.

12 — Asi suglarinin antijenik 6zellikierinin azalmasi ve kaybol-
masi.

13 — Sulandirma sivilarinin yeterli miktarda olmamasi ve virusi-
dal madde icermesi. -

14 — Asilarin sicakta muhafazalan veya bulundurulmalari.
15 — Son kullanma tarihini asmis “asilarin kullaniimasi.

16 — Asilamalarda acele edilmesi- veya astlardan tasarruf zihni-
yeti ile hareket edilmesi, : : '

17 — Hayvanlann tdm saglikh olmamalar.

18 — Asilamadan-sonra hayvanlarin ¢esitli stres faktdrlerine ma-
ruz kalmalari.

19 — Uygulama tarzina ve gereklerine tam uyulmamasi.
20 — Butiin hayvanlarin asilanmamalari.

. Diger taraftan hayvanlarin korunmasinda pasif bagisiklik sagla-
mak amaciyla aktif bagisikiik kazanmis bir canlinin serumunun diger
bir canliya verilmesi de s6z konusudur. Bunlar hiperimmun serumiar
ve antitoksik serumlar vs.'dir. Bu yolla saglanan pasif bagisiklik ge-
nellikle kisa surelidir. Bu nedenle koruyucu ya da sagaltici amagla
kullaniliriar.
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Avyrica, gizli- infeksiyonlarin, -portér ve reaktdr hayvanlarin’ belir-
lenmesi icin. uygulanan yéntemlerde. kullaniimak tzere hazirlanmis
biyoloiik maddeler de bulunmaktadir. Bunlar arasinda Pullorum test
_ontuem Mycoplasma antijeni, Tuberkulm Mallein ve Brucellin gibi
maddeler bulunmaktadir.
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