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GIRIS

Yurdumuzda gap hastahdl ile micadelede, 1962 yilindan bu yana
asilama ve karantina stratejisi uygulanmaktadir. Bu amagla A+O tipi biva-
lan inaktif sap asisindan yararlaniimakta ve rutin olarak sigirlara yilda iki
kez asgilama yapilmaktadir. '

Diger inaktif viral agilarda oldugu gibi sap asilarinin da avantajlari
yaninda bazi dezavantajlari mevcuttur. Sevk sirasinda soguk zincirin kiril-
masi, uygulama hatalari, hayvanlarin ferdi 6zellikleri gibi nedenlerle asila-
ma sonrast elde edilen immun yanit, hayvanlara ve bolgelere gore farkhhk-
lar gosterebilir (20).

Asilama kampanyasinin basgarisini saptamak i¢in en uygun yéntem,
asili hayvanlardan temin edilecek mimkin oldugu kadar ¢ok sayida kan
serumu numunelerinde antikor seviyesini, gene mimkun olan en glvenilir
bir biyolojik sistem ile tesbit etmektir (2). Sigir populasyonlarinin yaygin se-
rolojik taramasi ve sap hastaligina kargi bagisikhgin belirlenmesi igin
glvenilir serolojik testlere ihtiyagc vardir. Bu testlerin uygulanmasi kolay,
ucuz ve ¢ok miktarda materyali kisa zamanda igleyebilecek &zellikte ol-
mahdir. Bu amagla radial immunodiffusion (RID) (8), agar-jel immunodiffusi-
on (AGID) (13), komlement fiksasyon inhibisyon (CFl) (14), komlement fik-
sasyon (CF) (16) ve mikro nétralizasyon (MN) (18) testleri uzun yillardan
beri uygulanmaktadir. Bunlar arasinda MN test, biraz daha pahali ve za-
man alict olmasina ragmen genis ¢aph serolojik taramalarda en uygun test
olarak bildirilmigtir (2).

(*) Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Arastirma Dairesi Bagkanhgi tarafindan KKGA-HS-V-
10-09 Nolu proje olarak desteklenmistir.
(**) Uzm. Vet. Hekim. Sap Enstitiisii P.K. 714, 06044 Ankara/Tiirkiye
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Immuno-enzymatik teknikler 1966'da Avremeas ve Uriel'in galigma-
lari ile baglamugtir. 1980'lerin baslarinda enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) laboratuvarlarda ve arastirma programlarinda rutin teghis tek-
nigi olarak kullaniimaya baglaniimigtir (17). Sap virusuna yénelik calisma-
lara da adapte edilen (1) bu teknigin zaman igerisinde, amaca gore farkl
uygulama sekilleri ortaya c¢ikmigtir. Arastirmacilar liquid-phase blocking
sandwitch ELISA (LPBS-ELISA)'nin sap virusuna kars! antikorlarin tesbitin-
de en uygun ELISA teknigi oldugunu bildirmektedirler (8).

Bu calismanin amacli, sahada sap virusuna karsi asili hayvanlardan
saglanacak kan serumu numunelerini MN ve ELISA ile test ederek hem
asinin sahada sagladigi bagisiklik diizeyini saptama hem de laboratu-
varimiz gartlarinda séz konusu iki testi karsilagtirmaktir.

MATERYAL VE METOT
MATERYAL :

Hicre : Mikronétralizasyon test igcin BHK 21 C 13 Ang, cell-line, la-
boratuvarimiz -196°C stoklarindan g¢ikartilarak kullaniimig-
tir.

Virus : Oy Manisa 1969 ve Ay, Mahmatl 1965 sap virusu laboratu-
var suglari laboratuvarimiz stoklarindan ¢ikartilarak kullanil-
mistir.

Serum : Adana, Adiyaman, Agri, Ankara, Balikesir, Bilecik, Bitlis,
Bolu, Bursa, Ganakkale, Gorum, Denizli, Diyarbakir, Edirne,
Erzincan, Eskigehir, Gaziantep, Giresun, Giimiighane, Igel,
Istanbul, Izmir, Kahramanmaras, Kars, Kastamonu,
Kirklareli, Kocaeli, Konya, Kitahya, Malatya, Mersin, Mus,
Ordu, Sakarya, Samsun, Sivas, Tekirdagd, Tokat, Yozgat ve
Zonguldak illerinde sap hastaligina kargi asilanmis oldugu
bilinen sigirlardan toplam 4978 adet kan serumu numunesi
alinmig ve test edilmigtir.

ELISA : Reagent'lan : ELISA'da kullanilan antiserumlar ve peroksi-
daz ile konjuge serum |AH Pirbright'dan temin edilmigtir.

METOT :

Mikro Noétralizasyon Test (MN) : Virus sabit, serum dillie olarak mik-
ropleytlerde yapilmigtir. Sonuglar serum nétralizasyon % 50
(Snsp) hesabi ile de@erlendirilmistir. 1/22'nin altindaki (nétra-
lizan indeks = 1,3) titreler antikor negatif (bagisik degil) ola-
rak kabul edilmistir.
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ELISA Testi : Liquid phase blocking ELISA teknigi ile yapilmistir. Bu-
rada 1/100'Un altindaki titreler antikor negatif (bagisik degil)
olarak kabul edilmigtir (8). :

Istatistik De@erlendirme : Toplam 41 ilden temin edilen 4978 adet
sigir kan serumu numunesinin tespit edilen antikor titreleri-
ne gére A ve O tipi sap viruslarina karsi asih hayvanlar
arasinda bagigikhgin gergek prevalansi, % 95 duyarlilik
esas alinarak

App + Sp-1 Sp = spesifite
Tra Sen = sensitivite
- App = goriilen prevalans
Sne + Sp-1

formaline gdre tesbit edilmistir.

Laboratuvarimiz gartlarinda MN test ve ELISA arasindaki duyarliiin
karsilastiriimasi

(G-Ef

moO

goézlenen pozitiflik
beklenen pozitiflik

E

formdline gére degerlendirilmigstir (3).

BULGULAR

Tablo 1'de géruldigu gibi, 41 ilden temin edilen toplam 4978 sigir
kan serumu numunesinin MN test ile yapilan antikor taramasi sonucu 3874
adedi (% 77,8) Ay, tipine, 3702 adedi (% 74,3) O, tipine kargi bagisik bulu-
nurken ELISA ile yapilan incelemede 4258 adet kan serumu numunesi (%
85,5) Ay tipine, 3885 adet kan serumu numunesi (% 78,0) ise O, tipine
karsi bagdisik bulunmusgtur.

Bu bulgulara gére yapilan istatistik degerlendirme sonucunda 41 ilde
uygulanan gap agilamalari ile saglanan bagisikhgin gergek prevalansi Ay,
tipi icin % 81,65, O, tipi igin ise % 76,15 olarak tesbit edilmistir.

Degerlendirmeler sirasinda minimum bagisiklik sinirinin altindaki se-
rum numunelerinin titre degerleri ve sayilan dikkate alinmamistir. Buna
gbre MN test ile kabul edilebilir minimum bagisiklik siniri olan 1/22 serum
dilusyonu (NI = 1,34)'nun Gzerinde antikor titresi veren sigir kan serum nu-
munelerinin miktarlan Tablo 2'de ve Sekil 1'de gdsterilmistir. Ayni sekilde
ELISA ile kabul edilebilir minimum bagisiklik sinirn olan 1/100 serum dilus-
yonu (logio 0,01 = 2,0)'nun tzerinde antikor titresi veren sigir kan serumu

101



Sap asili sigirlarda antikor diizeyleri - Giirhan - §enel - Dakilir - Oztiirkmen

numunelerinin miktarlart da Tablo 3 ve Sekil 2'de gésterilmistir. Tablo ve
grafikler incelendiginde minimum limitte bagigik olan hayvan sayisini ol-
dukga az oldugu gérilmektedir.

Ay, tipi sap virusuna karsi bagdigiklik orant MN test ile % 77 8, ELISA
da ise % 85,5; O tipi sap virusuna kargt ise MN test ile % 74,8, ELISA'da
% 78,0 olarak tesbit edilmistir. Buna gére MN ve ELISA arasindaki has-
sasiyet farki (x% = tablo degeri = 3,841; x%, = hesap degeri = 129,466)
x2T < sz oldudu i¢in 6nemli bulunmus ve ELISA ile pozitlf antikor titrelerini
tesbit etme sansinin daha fazla oldugu belirlenmigtir.

TARTISMA

Turkiye'de sap hastalii ile miicadelede agilama esas alinmaktadir.
Burada kullanilan aginin sahada seyretmekte olan sap virusu suglarina
kargi yeterli dizeyde koruma saglamasi gerekmektedir. Bu amagla saha ta-
ramalari ile asili hayvanlardan temin edilecek kan serumlarinin serolojik
yontemler ile incelemesi gerekmekiedir. Sahadaki badigiklik dizeylerinde
bir azalma tesbit edilir ise yeni bir susun varligindan siphe edilebilir. Bunun
yaninda aginin sahaya sevki, uygulama hatalari gibi pek ¢ok fakiér de sa-
hadaki strd badigikliginin kiriimasinda rol oynayan énemli etkenler aras'n-
dadir (20).

Serum nétralizasyon test pek gok arastirmaci tarafindan sap virusu-
na karsi asilanmis hayvanlarda koruma dizeyini beliiemek amaci ile kul-
lanilmig ve antikor titresinin uygulanan asinin susuna ve serisine de bagh
oldugu bildiriimigtir (2,18,20). '

Koruma ve serum nétralizasyon antikor titreleri arasindaki iligki
aragtirmacilar tarafindan tesbit edilmigtir (9,11,15). Bununla beraber
noétralizan antikor titresi her zaman asginin etkinligini belirleyen bir kriter ol- .
rnayabilir (5,12). Son yillarda serum nétralizasyon testine paralely olarak
ELISA da kullaniimaya basglaniimugtir (8,10) ve enfekte ve agili hayvanlarin
antikor dlzeylerinin &lglilmesinde ndtralizasyon testden daha kesin ve
muhtemelen daha guvenilir oldugu kabul edilmektedir (8). Gunki ELISA,
nétralizan antikorlar yaninda sap virusunu in vivo nétralize etmeyen fakat
bagisiklikta roli olan diger antikor gruplarini da élgmektedir (7). Bu ¢alisma
sonunda elde edilen degerler de ELISA'nin poztiif antikor titresini belirle-
mekte nétralizasyon teste oranla daha hassas oldugunu géstermektedir.

Sap hastaliginin ulusal kontrol programilar gergevesinde, genig ¢apli
serolojik taramalarin en az yilda bir kez yapilmasi gerekmektedir (2). Bu ta-
ramalarda kullanilacak serolojik teknik pratik, ucuz ve ¢ok fazla numuneyi
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ayni zamanda igleyebilecek 6zellikte olmalidir. Bu ¢alisma sonuglan ve
diger aragtirmacilarin bulgulari (7,8,19). ELISA'nin bugtin igin en uygun tek-
nik oldugunu kanitlamaktadir.

Sap hastaliinda agilama ile micadele ancak slrli bagisikliginin
olusturulmasi ile mimkundir (12). Bu da hayvanlarin potent bir agi ile en
az 4-5 kez revaksine edilmesi sonucu saglanabilir. Bu galigma sonucunda
bagdisik hayvanlarin gergek prevalansi Ay, tipi igin % 81,65, O, tipi igin ise
% 76,15 olarak tesbit edilmigtir. Ancak, burada gézden uzak tutulmamasi
gereken nokta kan serumlarinin sadece agilanmig hayvanlardan alinmig ol-
masidir. Yani bu de@erler sahanin gap hastaligina kargi bagisiklik diizeyini
degil sap asilarinin sahada olusturdugu bagisiklidi géstermektedir. Burada
kaydedilmemis olan de@erlere gére, gene bu c¢aligma sirasinda Tarim
Isletmelerinden temin edilen serumlarin antikor seviyesinin daha yuksek ol-
dugu da goézlenmistir. MN test ile yapilan ve 1/20 dilusyonun limit kabul
edildigi bir calismada, Federal Almanya'da bu oran ortalama % 74 olarak
tesbit edilmigtir (20). Laboratuvar gartlarinda yapilan bir bagka ¢alisgmada
ise gergek prevalans % 90'dir (4). Bu aragtirmada yaklagik % 20 oraninda
koruma tesbit edilememesi yasa, indivudiel bagdisiklik sistemi &zelligine,
asinin uygulama hatalarina bagli nedenlerden ileri gelebilir.

Sap asilarina kargi nétralizan antikor olugumu agilamay! takip eden
7. glinde baglar, 21. ginde maksimum dlzeye ulagir ve 6 ay kadar bu sevi-
yeyi muhafaza eder. Bu galigmada gerek MN ve gerekse ELISA lie bagisik
oldugu tesbit edilen hayvan sayilarinin titrelere gére farkliik géstermesinin
nedeni serum &érneklerinin, asili oldugu bilinen ancak agilama tarihleri bilin-
meyen hayvanlardan tesadufi 6rnekleme ile alinmig olmasidir.

Tum bu sonuglar, sap hastaligi ile mucadelede basarnin sistematik
asilama kampanyalarina bagh oldugunu bir kez daha vurgulamaktadir.

SONUGC VE ONERILER

1 - 1989-1990 yillarinda sahada uygulanan sap asilar ysterli bagi-
sikligi saglayacak diizeydedir. Ancak, asilama kampanyalarinin
kurallarina uygun bir sekilde gerceklestiriimesi gerekmektedir.

2 - ELISA teknigi saha taramalarinda MN teste tercih edilmelidir.
Ancak, gerekli reagent'lar yéniinden diga bagiml olarak uygu-
lanmakta oldudu igin enstitimiz igin heniz ekonomik bir metot
degildir. Konunun énemi gézdnune alinarak bu test igin gerekli
serum ve konjugeytin enstitl igerisinde hazirlanmasi yoluna gi-
dilmelidir.
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OzZET

Sap hastaligina kargi sahadaki asili sigirlarda olusan immun yaniti
tesbit etmek icin uygulamasi kolay, ucuz, ayni zamanda ¢ok fazla materyal
ile calismaya elverigli serolojik tekniklere ihtiya¢ vardir. Bu amagla ge-
ligtirilmis olan mikrondtralizasyon ve liquid phase sandwich ELISA (enzy-
me-linked immunosorbant assay) ile kargilagtirmali olarak sahada asil
sigirlardan alinan kan serumlarinin antikor diizeyleri él¢tldi. 41 ilde sap
hastaligina karsi asih sigirlardan alinan toplam 4978 adet sigir kan serumu
numunesi test edildi. Veriler istatistik yéntemler ile degerlendirildi. Sonugta
bagdisikhgin gergek prevalansi Ay, tipi igin % 81,65, O, tipi igin % 76,15 ola-
rak tesbit edilirken iki metot arasinda yapilan kargilagtirmada ELISA'nin an-
tikor pozitif serumlan tanimlamada seronétralizasyon teste oranla daha
hassas oldugu gérilda.

SUMMARY

Simple, cheep and reproducible serological procedures are required
to determine foot and mouth disease (FMD) immune response of the vacci-
nated cattle in the field. The antibody levels of the blood sera of the vacci-
nated cattle in the field hava been meaured by both microneutralisation
(MN) and liquid phase sandwich enzyme linked immunosorbant assay (ELI-
SA) techniques which were developed for that purpose, comperatively.
4978 vaccinated cattle blood sera have been received from 41 provinces in
Turkey and tested. As a result, the true prevalance of the immunity among
the vaccinated cattle was estimated as 81,65 % against A, and 76,15 %
against O, types. In comparison of the two tests he sensitivity of ELISA in
measuring the antibodies which positively effect the immunity have been
found more than MN test.

TESEKKUR

Bu arastirmanin gergeklegtirilmesi igin gerekli sigir kan serumlarinin
teminindeki yardimlarindan dolayr Vet. Hek. Serdar KIZIL'A, istatistik
degerlendirmeleri yapan Vet. Hek. Ozden OZKAN'a, Tarim ve Kéyigleri Ba-
kanhg! Arastirma Dairesi'ne ve Sap Enstitisi Mudurligu‘'ne tesekkurd bir
borg biliriz.
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MN Test ELISA Gergek
revalans

A2z Oy A2z Oy P (Tp)

A22 O1

(%) (%)

Adet | % | Adet % | Adet % | Adet %

Bagisik
oh?ﬂi,, 3874 | 77,80 3702 74,30 | 4258 85,50 | 3885| 78,00 | 81,65 | 76,15

Bagisik
o,ni’af,an.a, 1104 | 22,20 | 1276 25,70 | 720 | 14,50 1093| 22,00 | 18,35 | 23,85

Toplam 4978 4978 4978 4978

Tablo 1 : MN ve ELISA teknikleri ile A2z ve O tipi sap hastaligina karsi bagisiklik duzeyleri
tesbit edilen serum miktarlari ve gergek prevalans degerleri.

Antikor titresi Antikor titresi
A22 01 A22 01
Serum | Serum I
di. | ‘°9w di, | ‘9w
1/22 1,34 214 238 1/100 2,0 164 199
1/32 1,50 265 269 1/128 2,10 207 237
1/44 1,64 392 442 1/256 2,41 454 259
1/64 1,80 1417 1567 1/512 2,71 1620 1573
1/88 1,94 1586 1186 1/1024 3,01 1813 1617
TOPLAM 3874 3702 TOPLAM 4258 3885
Tablo 2 : MN test'te minimum bagisiklik Tablo 3 : ELISA'da minimum bagisikhik
sinirinl agan serumlarin anti- sinirinit asan serumlarin anti-
kor titreleri kor titreleri
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SAP ASILARININ KOBAYLARDA VE DOKU
KULTURUNDE ZARARSIZLIK KONTROLU

Giilhan AYNAGOZ (*)  Burhan GURHAN (*)
GIRIS

Sap hastaligi ile miicadele, tim diinya tlkelerinde oldugu gibi yurdu-
muzda da 6énemli bir konudur. Ekonomik ve kdlturel iligkilere olan olumsuz
etkisi nedeni ile hastaligin hi¢ gértlmedigi Ulkelerde dahi 6nemini uzun
yilllardan beri muhafaza etmistir. Agilama programinin basarili olabilmesi
icin, sahaya sevkedilmeden 6nce asinin zararsizlik ve bagisiklik kontrolleri
yapilimalidir.

Gunumuzde sap asilar, dil epiteli (Frenkel metodu) veya monolayer
ve stispanse BHK hucre kulturlerinde Uretilen virusu igerir. Bu viruslar alu-
minyum hidroksit jeline adsorbsiyondan énce veya sonra degisik kimyasal
islemlerle inaktive edilir.

Ankara Sap Enstitiisi'nde; 1s1 ve BEI (Binary Etilen Imin) ile inaktive,
aluminyum hidroksit jeline adsorbe, saponin ilaveli sap asilari hazirlan-
maktadir. Degisik asi hazirlama metodlar, tretilen virus miktari, viral antije-
nin kalitesi yoninden farkllik géstermektedir. Bu nedenle retim protokoli
sadece virus uretiminde degil, ayni zamada ag! virusunun segimi, kloro-
formla muamelesi, degisik konsatrasyon basamaklarinin kullanimi, inaktiva
ve adjuvant gibi konularda da belli limitler igerisinde standardize edilmistir.

Asi sahaya sevk edilmeden 6nce, aginin zararsizhginin ve bagisiklik
glcilnin tespit edilmesi zorunludur. Bu nedenle hazirlanan her agi bunlar
icin belirtilen testlerden gegirildikten sonra uygulamaya hazir hale gelir. Sap
hastaliginin kontrol altina alinmasi asinin kaliteli ve gtivenli bir kontroliini
gerekli kilmaktadir. Bu hayvan sahipleri igin oldugu kadar Ulkelerarasi
iliskiler bakimindan da énemli bir konudur. Bu kontrol testleri, 6nceleri her
laboratuvarin arastiricilari tarafindan standardize edilmis farkli protokoller
seklindeydi. Daha sonraki yillarda milletlerarasi iligkilerin artmasiyla tek bir
standardizasyona ihtiya¢ duyulmustur. Avrupa Farmakopisi burada blyiik
bir role sahiptir (1).

(*) Uzm. Vet. Hekim. Sap Enstitiisti, PK. 74 06044 Ankara/Tiirkiye
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Yillarca sap asilarinda canh virusun varolmadiginin kontrolii, diger
bir deyimle zararsizlik kontroli i¢in danalar kullaniimigtir. Bu amagla sag-
likli, antikor negatif 3 adet sigira, 20 noktaya intradermolingual 0.1 ml asi
inokule edilir. 4 giinden az olmamak sartiyla kontrol edilen bu hayvanlarda
herhangi bir sap lezyonu gérilmemesi aginin zararsiz oldugu seklinde ka-
bul edilmigtir (13).

Son yillarda zararsizlik kontrolleri doku kultiriinde de test edilmeye
baglanmistir (2,4). Amag, aluminyum hidroksit jeline adsorbe virusu eliie
ederek; duyarli doku kiiltirlerine inokulasyondan sonra igerisinde aktif virus
partikli bulunup bulunmadiginin tespit edilmesidir.

Ankara Sap Enstitlisti'nde yapilan bir arastirmada (17) degisik buffer-
lar kullanilarak aluminyum hidroksit jeline adsorbe ettirilen aktif virus par-
tiklllerinin elusyonu denenmistir (1 ml aluminyum hidroksit jeli + 5 ml virus).
Sonugta NaPOs % 97, KPOs % 96 ve 0.33 M fosfat buffer % 99 virusun
elusyonu saglamisgtir. Fernandez ve ark. (9) ise Matheka bufferi elusyonda
kullanmigtir. Elusyon testini Barteling (3) aziridin inaktive sap asilan ile,
Strobbe ve ark. (16) ise formol inaktive agsilari kullanarak g¢aligsmiglardir.
Elusyon testinde kullanilan agilar saponin ihtiva etmemelidir (6,17). Sapo-
nin hicre igin toksik bir etkiye sahiptir. Saponin ihtiva eden asi eltetleri do-
ku kdltlrine inokule edildiginde, hiicrelerde dékiimeler meydana gelir. Bu
da CPE tablosu ile karigabilir. Az miktarda kalan enfektif virus partikullerini
inaktive olmus blyuk partikiller maskeleyebilir ve ortaya gikariimasini
guglestirir. Bunun igin konsantrasyon mutlaka gereklidir. Aragtirmacilar kon-
santrasyonda sature amonyum stilfat (6), polyethylenglycole (PEG) (16,17)
gibi kimyasal maddeler ya da ultrafiltrasyon (11) yéntemlerini kullanmiglar-
dir. Eluet BHK, IB-RS-2 (6,17) gibi duyarli hiicre kdltirlerine ya da yavru fa-
relere (6) inokule edilir. Hazirlanan formol ile inaktive agtlar genelde inakti-
vasyon periyodunun bitiminden aylarca sonra inaktivasyonun devam etme-
sine imkan saglayacak sekilde oda sicakhigida bekletilirken kontrol edilir.
Dogru ve givenilir sonug elde edebilmek icin sap asilarinin zararsizlik kont-
rolii inaktivasyondan sonraki 30 giinu igeren bir zamanda yapilmahdir
(6,16). Bu sire 60 glne gikarsa ellisyonda enfektif virus partikili bulma
olasih@: azalir. Bu kural dana testleri igin de gegerlidir (16). Doku kiltdrin-
de yapilan testler sonucunda zararli oldudu yani enfektif virus partikill
icerdigi tespit edilen agilarin tekrar ve danalarda yapilacak zararsizlik kont-
roli sonuglarina guvenilmemelidir. Lombard ve ark. (11) zararsizlik kont-
roliinde, doku kulttrt testlerinin, dana testlerinden 64 defa daha hassas ol-
dugunu tespit etmistir.

Sap asilarinin zararsizlik kontrollerinde dana testi en iyi ve guvenilir
bir test olmasina ragmen bu testlerin pahali olugu, hayvanlarin bazen anti-
kor tagimalari ve antikorsuz kontrol danalarinin teminindeki gtiglikler diger
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laboratuvar hayvanlarinin kullaniimasina neden olmustur (kobay, yavru fa-
re, tavsan gibi). Laboratuvarda kobay ve yavru fareler eksperimental ga-
hgmalar igin en ¢ok kullanilan deneme hayvanlarnidir. 350 gr agirhigindaki
kobaylarin ayak tabanlarina skarifikasyon veya intradermoplanter inokula-
syonu takiben 24 saat veya daha uzun siire, inokulasyon yerlerinde ilk ve-
zikdllerin meydana geldigi ve kanda da virusun varligi tespit edilmistir (10).
. Bu stireyi takiben 18-36 saat iginde de ikinci vezikuller agizda gérilar, an-
cak bu lezyonlarin olusmasini takiben kanda virusa rastlanmaz. 7-10
glnlik yavru fareler de deneysel galigmalar i¢in uygun olmaktadir. Farelere
materyalin intraperitoneal verilmesini takiben spastik paralizler olusur ve
bazi fareler élebilir (15). Zararsizlik kontroliinde yavru farelere 0.1 ml asi
intraperitoneal olarak inokule edilir (14) ve 24 saat sonraki élimler kontrol
edilir.

Ayrica hastalik sahada gok iyi kontrol altina alindiyinda bu testi-
gecen agilarla asilanan ytzbinlerce hayvanin birkag tanesinde klinik sap
hastalid: vakalarinin meydana geldigi tespit edilmigtir (18). Bu tur residual
enfektivitenin ciddi problemler meydana getirmemesi igin testler siklas-
tinlmig ve bu testlere ilave olarak final Grinun her serisi igin inaktivasyon
kontrollerinin yapiimasi gerekliligi bildirilmigtir.

MATERYAL VE METOT

Materyal :

1. Asi : BHK monolayer ve siispanse kiltir metodlari ile Gretilen O4
ve Az tipi sap virusu ile hazirlanan, aluminyum hidroksit jeline adsorbe BEI
ve is1 ile inaktive edilen saponinsiz agilar kullanildi (12).

2. Deneme Hayvani : Bu galigmada 30-600 gr adirhiindaki albino
kobaylar kullanildi.

3. Hucre : Sap viruslarina duyarll BHK-21 ve 1B-RS-2 monolayer
hticre kalturleri kullanildi. :

4. Virus : BHK-21 ve IB-RS-2 monolayer hiicre kulttirlerine adapte
01 ve Az; Mahmath sap viruslari kulianildi.

5. Vasatlar:

1. Eagle's MEM : Hiicre kultirlerinde hiicre Giretme vasati olarak %
10 serumlu Eagle's MEM kullaniidi. :

2. Virus Vasati (VMB3) : Elietin doku kultirlerine inokulasyonda vi-
rus tretme vasati olarak serumsuz virus medium No 3, FAO Technical Re-
port 2'ye gdre hazirlanarak kullanildr.
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6. PEG Sollsyonu : Tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer so-
lisyonuna pH 7.6 % 50 oraninda PEG (polyethyleneglycol) 6000 R karis-
tinlarak hazirlanir. 121°C otoklavda 15 dakika steril edildi.

Metot :
Elusyon Testi :

As! virusunun adsorbsiyon sonrasi yapilan inaktivasyonunda infektiv
virus partikiili bulunup bulunmadiginin arastirnimasi amaci ile Avrupa Far-
makopisi'nde (1) bildirildigi sekilde uygulandi.

Kobay Testi :

Kobaylarda zararsizlik kontroll igin agi kobay tabanlarina 0.1 ml int-
radermoplanter olarak inokule edildi. 2. giinden itibaren 5. gline kadar
herglin kobay tabanlarn vesikul olusumu yéniinden incelendi (5,14). Her asi
numunesi i¢in 20 adet kobay kullanildi. Kobaylar 5 adet bir grup olacak
sekilde dort gruba ayrildi.

I. gruba 0.1 ml saf agi intradermoplanter olarak inokule edildi.

1. grup ayni aginin elusyon metodu ile elde edilen eluetleri 0.1 ml int-
radermoplanter olarak inokule edildi.

lll. gruba ayni aginin elusyon metodu ile elde edilen eluetlerine
10.000 enfektan virus partikili ilave edilen, virus + eluet slispansiyonu int-
radermoplanter olarak inokule edildi.

IV. grup higbir inokulasyon yapiimamis kontrol grubu kobaylarini
icerir.

Bu gruplara ilave olarak virus kontrol amaci ile 5'er adet kobay iceren
2 grup daha ilave edildi. Bu 2 gruba da Az, ve Oy sap-viruslan pir olarak
0.1 ml intradermoplanter olarak inokule edildi.

BULGULAR

Bu galismada 5 seri Az: ve 5 seri Oy tipi sap asisi kullaniimistir.
Agllar, yéntemine uygun olarak elusyon metodunda tanimlandigi gibi elue
edilmigtir. Eluet 0.45 m por ¢apindaki Sartorius minisart filtrelerinden filtre
edilmigtir. Sterilite kontroliinden sonra BHK-21 monolayer htcre kultirlerine
adsorbsiyona bagl yéntemle inokule edilmistir. 3 glin stre ile hergliin CPE
durumlarn incelenmistir. Her pasaj sonunda; CPE ile tip identifikasyonu ve
antijenite kontrolleri yapilmigtir. Sonuglan bir tablo geklinde gésterilmistir
(Tablo 1-2).
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Doku kulttrlerinde yapilan zararsizlik kontroliinde Oy Seri Il, Seri V
ve Az Seri V agilarinda inaktivasyonun yeterli olmamasindan dolay: virus
tespit edilmigtir. CFT ile kontrol testleri CPE'yi dogrulamustir. Tablo 1-2'de
sonuglar gésterilmistir.

Kobay sonug tablolar (Tablo 3-4) incelendiginde eluet + virus (eluet
10.000 enfektan doz virus partikili ilave edildi) inokule edilen kobay taban-
larinda sap vesikilleri bazi gruplarda gérilmis; bazilarinda ise gorilme-
mistir. Tablo 5 incelendiginde saf virus inokule edilen kobay tabanlarindaki
vesikdller, eluet + virus inokule edilenlere gbre daha fazla olugsmustur. An-
cak bltdn bunlara.ragmen saf virus verilen bazi kobay tabanlarinda lezyon-
larin olusmadigi da saptanmustir. Bu da kobay testinde yapilacak zararsiz-
lik kontrollerinin gok fazla hassas olmadigini géstermigtir.

TARTISMA

Sap hastaligi ¢ift tirnakli hayvanlarin, domuzlarin mortalitesi diisuk,
adiz ve mikoz membranlarda, dilde, tirnak arasinda, korona bélgesinde,
memelerde vesikuller ile karakterize, akut seyirli, atesli, cok bulasici bir viral
hastaligidir. Hastalik ile miicadelede en etkin yol agilama programidir. Bu-
nun icin de asilar zararsizlk ve bagisiklik kontrolleri en iyi sekilde
yapildiktan sonra uygulamaya sevkedilmelidir. Ankara Sap Enstitisi'nde
sap viruslari 1s1 ve BEI ile inaktive, aluminyum hidroksit jeline adsorbe edil-
dikten sonra saponin ilave edilerek sap asilart hazirlanmaktadir. Asi,
yéntemine uygun hazirlandiktan ve gerekli tim testler yapildiktan sonra sa-
haya génderilir. Bu tir gtvenli agilarin kullanilasindan sonra bile yizbinler-
ce hayvanin birkag tanesinde klinik sap hastaligi meydana gelebilir (18).
Zararsizlik kontrolleri gereg@i gibi yapilmamig asilarin, saha uygulamasina
sevkedilmesi ile hastahin 6nlenemeyecegdi gibi enfektif virus partikili
iceren asilarla asilanan hayvanlarin hastalanmasi ve buyik salginlarin
meydana gelmesi de mumkuindur. Polio hastaligindaki current olayi (12) ve
1984-1985 yillari arasindaki ltalya'daki agilamalardan sonra tespit edilen
sap vakalarindaki artis buna en iyi érnektir (8). Bu tir asi uygulamasi ile
portériik oraninda da bir artig gérilecektir. Bunlarin éniine gegmek igin
asilann kullanima sunulmadan énce inaktivasyon durumlari incelenmelidir.
Bu maksatla inaktivasyon slresince her saatte bir inaktive edilen virus
kdlttrinden érnekler alinip, doku Kkiltirlerinde test edilir. Normal inaktivas-
yon periyodunda saatte bir alinan bu érnekler arasindaki logaritmik deger
 dismeleri birbirine yakin olmalidir ki, cgizilecek inaktivasyon egrisi diiz bir
¢Gizgi olustursun.

Saponin igeren agilarin elusyonundan sonra doku kiltirine yapilan
inokulasyonlarindan 24-48 saat sonraki mikroskopik kontrollerinde hticre-
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lerde dékiilmeler ve élimler tespit edilmistir. Bu da elusyonda kullanilacak
asilarin saponin icermemesi gerektigini dogrulamaktadir (7,17).

Bu calismada Lombrad ve ark.nin (11) da bildirdigi gibi, doku kulttirl
testlerinin kobay testlerinden daha hassas oldugu tespit edilmigtir. Agilarin
zararsizlik kontroliinde deney hayvani aktif virusa ¢ok duyarh olmahdir. Ko-
bay, sap virusuna karsi regiler olarak duyarl degildir. Normal sartlarda ko-
baya yapilan virus inokulasyonlarinda bile virus kobay tabaninda cogalip
vesikil olusturmayabilir. Kontrol olarak: virus + eluet inokule edilen kobay
tabanlarinda sap vesikiilleri tespit edilmistir. Fakat, direkt virus verilen ko-
bay tabanlarinda eluet + virusa gére daha belirgin sap vesikillerinin olug-
tugu saptanmigtir. Galismalar gdéstermistir ki, kobaylarda vesikil olustur-
mayan enfektif glice sahip virus miktarlan danalarda lezyon olusturabil-
mektedir. Bu nedenle kobaylarda yapilan zararsizlik kontrollerinde yaniima
payr mevcuttur (5). Batin bu bulgularin sonucunda denebilir ki, sap asila-
rinin zararsizlik kontrol testlerinde deneme hayvani olarak kobay kullanimi
ile saglikli sonuglar elde edilemeyebilir.

Sap asilarinin zararsizlik kontrolinde doku kiiltiriiniin daha hassas
oldudu tespit edilmistir. Bunun nedeni de, doku kdltirinde kullanilan elue-
tin konsantre edilerek kullaniimasidir. Gok az miktarda bile bulunan enfektif
virus partikillerini doku kdltirinde tespit edebilme olasiigi daha fazladir.
Ancak sigir testlerinde 10.000 enfektan dozdan daha az olan virus par-
tikulleri hastalik meydana getirmeyebilir. Bu durumda asi zararsizdir denile-
mez, fakat doku kiiltiirli testlerinde biiylik bir giivenlikle sonucu bildirilebilir.
Ayrica doku kultirt; antikorsuz dana bulmanin zorlugu ve ekonomik gartlar
dikkate alindiginda dana testlerine tercih edilmelidir. Sire bakimindan da
dana testlerine nazaran daha kisa zamanda sonug elde edilebilir.

SONUC VE ONERILER

- Sap asilarinin zararsizlik kontroliinde kobay testleri ve doku kiiltiirii
testlerinin - mukayeseli galismasinda doku kultiri daha hassas bulun-
mustur.

- Antikorsuz dana teminindeki guglikler ve ekonomik gartlar dikkate
alindiginda doku kuiltiiru testleri dana testinin yerine tercih edilmelidir.

- Asinin inaktivasyonundan kesin olarak emin olunabilmesi i¢in her
serinin mutlaka inaktivasyon durumu kontrol edilmelidir.

- Kobay testi zararsizlik kontrolinde gﬁvenilir bir test degildir.

- En 6nemilisi doku kalturinde- zararsiz oldugu tespit edilen agsilar
sigirda tekrar test edilmemelidir.
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OzZET

Sap agilarinin hazirlanmasindan sonra, zararsizlik ve bagdigiklik kont-
rolleri yapilarak, aginin kalite ve guvenilirliinden emin olunur. Bu testler
antikorsuz duyarlh danalar, yavru fareler, kobaylar gibi invivo veya doku
kulttra gibi invitro sistemlerde yapilabilir. Pratik, ekonomik ve glivenilir sis-
tem tercih edilmelidir. Bu galismada kobay ve doku kilttiri testleri duyarlilik
ve uygulamadaki kolayliklar yoniinden kargilagtirmali olarak galigiimigtir.
Bu amagla 210 kobay ve BHK-21 monolayer hiicre kiiltiirii kullanilarak BEI
ile inaktive aluminyum jeline adsorbe 10 seri Ay ve O tipi sap asilarinin
zararsizlik kontroli kargilagtirmali olarak galigilmigtir. Enfektif virus par-
tiktllerinin varligi kobay tabaninda vesikil olusumu, doku kultiriinde CPE
ile belirlenmig, Complement Fiksasyon Test (CFT) ile dogrulanmigtir.

Sonugta kobay testleri pratik ve ekonomik olmasina ragmen, doku
kulturd, testleri inaktiv gap asilarinin zararsizlik kontrolinde daha gtvenliir
bir testtir. :

SUMMARY

THE SAFETY CONTROL OF FMD VACCINE
IN GUINEA PIGS AND TISSUE CULTURE

After food and mouth disease vaccine preparation safety and protec-
tion controls have to be done to be sure about its quality and reliability.

This tests can be done either in vivo such as antibody free susceptib-
le calves, suckling mice, guinea pigs or in vitro such as tissue cultures. For
that purpose the most practicle economical and reliable systems must be
prefered. Guinea pigs and tissue culture systems are both more practicle
and economical than cattle tests.

In this work those last two test systems have been studied compera-
. tively to find out the most sensitive and practical one. For that purpose 10
series of BEI inactivated alhydrogel Az and Oy type FMD vaccines have
been tested for their innocuity by using 210 guinea pigs and BHK-21 mono-
layer tissue culture. The presence of trace infective virus particules have
been detected by the vesicles on the guinea pig pads and CPE in tissue
cultures and have been confirmed by complement fixation test (CFT).

At the end it was concluded that although the guinea pig tests are
more practicle and economical. The tissue culture tests are the most reliab-
le for safety controls of inactivated FMD vaccines.
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Asi Tipi Elusyon 6ncesi | Doku kltaru Doku kdltird Doku kiilturd
Seri No. ilk santrifdj |. pasaj Il. pasaj lll. pasaj
SONUG

T | AT TL | AT TL | AT TL | AT
O1 Seri | - - - - - - - - zararsiz
O1 Seri ll 0 - - - 0 AC 0 3x4321 | zararl
O1 Seri lll - - - - - - - - zararsiz
O1 Seri IV - - - - - - - - zararsiz
O1 Seri V - - 0 AC 0 AC 0 5x43 zararll

Tablo 1 : O tipi asilarin elusyon éncesi ve sonrasi doku kiilttrlerindeki kontrol sonuglari

Asi Tipi Elusyon 6ncesi | Doku kdlttrd Doku Kiilturi Doku Kiiltiird
Seri No. ilk santrifdj |. pasaj 1. pasaj Ill. pasaj
SONUG

TL | AT | TL | AT. | TL | AT. | TL| AT
A22 Seri | - - - - - - - - zararsiz
A22 Seri |l - - - - - - - - zararsiz
A22 Seri lll - - - - - - - - zararsiz
A22 Seri IV - - - - - - - - zararsiz
A22 Seri V - - At AC A 3.21 A 2x432 zararll

Tablo 1 : A22 tipi agllarin elusyon &ncesi ve sonrasi doku kiltirlerindeki kontrol sonuglari

Tl : Tip |dentifikasyonu (CFT)

A.T. : Antijenite titresi
A.C. : Antikompelementer
- . Negatif

* . Supheli
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ASI ELUET ELUET+VIRUS
Kobay | seRl | SERI | SERI | SERI|SERI | SERI| SERI| SERI | SERI | SERI| SERI| SERI | SERI | SERI | SERI | Kontrol
| Il i v v | Il 1] v v | Il i v v
l.gub| - S - & e - 2 - - - + + + + + -
2.grub| - - - - - - “ - - " + & 3 s 23 -
3.grub| - - - - - 2 = = - - = + = + 4 -
4.grub | - - - - - - - - - = + + + - + -
5.grub| - - - - - = = = = - 4 = + = + -

Tablo | : 5 seri O1 tipi sap asisinin sonuglari Asl, Eluet, Eluet+Virus icin 5 adet kobaya inokulasyonlar yapildi. Denemeler sirasinda kontrol grubu da kullanildi.

ASlI ELUET ELUET+VIRUS
Kobay | seRI| SERI | SERI | SERI [ SERI | SERI| SERI | SERI ' SERI | SERI| SERI| SERI | SERI | SERI | SERI | Kontrol
[ Il | 1 \% \% | I 1 v Y | Il 1] v \Y
l.grub| - - - - - - - = - - + + + * + 3
2.grub| - - - - - - = = - 5 + 3 = 5 d .
3.grub| - - - - - - = . - = + % + + & w
4.grub | - - - - - - - - - " + + + + + -
S5.grub| - - - - - - - - - " + - + 3 + 5

Tablo Il : 5 seri A22tipi sap asisinin sonuclar Asi, Eluet, Eluet+Virus icin 5 adet kobaya inokulasyonlar yapildi. Denemeler sirasinda kontrol grubu da kullanildi.
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Kobay Virus+Eluet Pur virus Kontrol
1 +4+- ++++ #
2 +E-- +H++ -
3 +4k- ot -
4 +4-- ++++ -
5 +E-- R -

Tablo 5 : Kobay tabanlarinda gap virusunun yapmig oldugu lezyonlarin degerlendiriimesi.

+
£

. Negatif
. Pozitif

Supheli
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