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MAREK HASTALIGINA KARSI CELL- ASSOCIATED
ASI URETiMi UZERINE ARASTIRMALAR

The study on cell-associoted vaccine production against to Marek's

disease.
Ragip BAYRAKTAR* Csab DREN** Salih CICEK***
Canan TAYHAN|*** Fethiye COVEN****
OZET

Bu arastirmada CEF-Chicken Embryo Fibroblast doku kultturt hicrelerinde
cell-associated SB-1 ve HTV, FC-126 Marek asi suslari ile asi uretilip, kanatlilarin
bu hastaligina karsi koruyucu olarak kullaniimasi amaglanmistir.

CEF htcreleri standart metodlara goére 10-11 gunluk SPF civciv
embriyolarindan hazirlandi. Hucreler %4 yeni dogmus buzagdi serumu, %10
TPB, antibiyotik ve antimikotik ilaveli MEM mediumda uretildi.

Monolayer kilturler 24-48 saat rolling siselerde inkube edildi, daha sonra bu
1°CEF hucrelerin ikinci pasaji yapildi, (2°CEF). Bu pasajin sonunda meydana
gelen monolayer kulttrlerde SB-1 veya FC-126 Marek as! suslarindan biri
tarafindan enfekte edilip hicreler tekrar 1°CEF'te oldugu gibi tamamen sitopatik
efekt gorulene kadar rolling inkubatérde (yaklasik 48 saat) inklbe edildi. Virus
tarafindan CPE-Cytopathic Effect tamamen meydana getirildikten sonra doku
kaltard mediumu atilip, hticreler usultine uygun olarak toplandi, toplanan hiicreler
MEM ile %15 oraninda hazirlanmis DMSO-Dimethyl sulphoxide icine alinip
sayildi, her ml'de 2x107 hiicre olacak sekilde ayni soliisyonla stispansiyon yapilip
ampullere konan asilar -196°C'de sivi nitrojen icinde saklanmakta ve sevk
edilmektedir. Her Uretilen rekoltun sonunda virusun titresi tayin edilir ve sterilite
testleride yapilir.
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SUMMARY

The study on cell associated vaccine production against to Marek's dis-
ease.

In this research; Vaccine production against to MAREK disease had been
aimed by the serotype-2 SB-1 and serotype-3 THV, FC-126 Marek cell-associ-
ated vaccine strains. Primary chicken embryo fibrablast tissue culture cells-
CEF is prepared from SPF eggs fumigated upon receipt at the laboratary and
incubated to 10-11 days by the standart method. The CEF is grown in Eagle's
minimum essential medium-MEM which is supplemented with 4% sterile new
born calf sera, 10% TPB, antibiotics and antimycotic. They are incubated at
37°C in rolling cultura system until the complete monolayer is developed. The
complete monolayer is infected with serotype-2 SB-1 or serotype-3 THV, FC-
126 Marek vaccine strains. CEF are incubated about 48 hours until diffuse
cytopathic effect-CPE develop. After second passage is done in the same po-
sition. When the 15% DMSO-Dimethyl sulphoxide is added as a preservative
and they are distributed to ampules. Cells are frozen and stored in -196°C liquid
nitrogen. After a sample of the vaccnie is tested for sterility and virus content.

GIRIS

Enstitumutz Turkiye'nin tim tavuk asilarinin ihtiyacina cevap vermek tzere
kurulmus ve bu konuda FAQ ile ortak proje yuritmektedir. Ulkemizde ve diinyada
6zelliklede son senelerde tavukgulugun bir numarall sorunu olarak Marek
hastaliina karsi asi Gretme geregdi hasil oimustur. Ozellikle son yillarda gérilen
serotipler yizunden hala kullaniimakta olan Hindi Herpes Virus-THV liyofilize
tip asilarin bu hastalia karsi gerekli immuniteyi saglayamadig! ve yetersiz
kaldigi, bu yuzden diger tlkelerde oldugu gibi diger serotip suslar ile beraber
kombine asilamalar gerekmektedir.

Marek hastalig! bir Herpes Virusun meydana getirdigi, tavuklarin muhtelif
organlarinda lenfoid tumarlerin varlidi ile karakterize lenfoproliteratif bir hastaliktir.
Bu hastahigin viristu ¢ok dayanikli olup, hastalik ¢cikan kiimeslerde gok uzun

sure varhgini muhafaza etmektedir. Ayrica Herpes virtsler gelismelerini hticre
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cekirdegdi i¢cinde tamamladiklarindan enfekte olan hayvanlarda genotipik
karakterde gostermektedirler. ABD'de yapilan son Marek hastalig: seminerinde
bilinen 3 serotipten bagka yeni bir susun daha oldugdu teziileri atilmis ve identifiye
cahsmalarinin surdtgu soylenmistir. Bu oldukga dayanikli ve birkag llkede
gorulen bu degisik serotiplere karsi Hindi Herpes virtistinden hazirlanan liyofilize
asilar etkisiz kalmustir. Bu yuzden ¢esitli dinya tlkelerinde oldugu gibi bizde de
yeterli immuniteyi saglamak icin cell-associated frozen asilar hazirlama ve de
bu asilarla beraber kombine asilar kullanma geregi hasil olmustur.
Dolayisiyla yaptigimiz bu arastirmada Ingiltere Houghton ve Weybridge ile
Macaristan Pylaxia Enstituleri asi uretim bolumleri ve literaturlerinden
faydalanarak yaptigimiz pilot as! tretimi sonunda bu hastaliga karsi
Enstitimtzde Serotip-2 as! susu SB-1 ve Serotip-3 asi susu FC-126 ile
Enstitumuzde hazirlanmis olan cell-associated frozen MAREK asisinin asi
tretim protokol ve prospektiisleri hazirlanmis ve daha sonra Bakanligimiz Saghk
Musavere kuruluna sunulmus. ilgili kurul tarafindan kesinlestirilip tasdik edilmis
ve Enstitimiizde seri sekilde asi tiretimine gegilmis, asilarnimiz su anda istekler
dogrultusunda tim yurda sevk edilmekte olup, tretimimiz tim dlkenin ihtiyacina

cevap verecek durumdadir.

MATERYAL

A. ARAC VE GEREG: Embriyolu SPF yumurta. borosilikat camdan mamul
doku kultiri cam malzemeleri (Rolling siseler. Roux siseleri, Flasklar,
Tripsinizasyon siseleri, erlanmayer ve balonlar, 60 mm. ve 100 mm. petriler.
silikon kaph multitest mantarlari, aliminyum kapaklar vs.). Serotip-2 SB-1 ve
Serotip-3 FC-126 asi tohum virusleri, rolling incubator, CO,'liincubator, Milipore
ve Sartorious membran filtre sistemleri, sogutmali santriftij, invert mikroskop.
homogenizatér, manyetik karistirici, otoklav, kuru sterilizator, kurutma dolabr,
laminar flow cabinet, Ben-Marie cihazi, Elgastat deionize su cihazi, organo ion
exchanger. otomatik as! taksim makinasi, Burker lami. hucre sayaci, Pens,
makas. bisturi, forceps, otomatik ve normal enjektor, otomatik pipet ve uglari,
digital hassas terazi, sogutmal santriftij, buz makinasi, soguk ¢alisma kabini,
kompresor, vakum pompasi, ampul kapatmak icin bunzen beki, diger dispossible

doku kulturu malzemeler
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B. Kimyasal Maddeler: MEM, Glutamine, NaCl, KCI, Na,HPO,, KH2PO,,
TPB, Tripsin, Triplex-3, NaHCO,, Fetal calf sera, Bovine calf sera, Penicilline,
Streptomycine, Fungizone, Kanamycine, Gentamycine, Trypan blue, Hepes,
Ethyl alcohol, iode, Potassium iodure, Neodisher nétr deterjan, DMSO, Deionize
su, Tryptose phosphate broth, Sivi nitrojen, Blood agar, Mc. Conkey agar, SMA
agar, Thyoglucollate Medium, SS agar, BSA agar, Noble agar.

METOD

(Detaylar igin Xll.nci bélime bakiniz.)

Metod olarak bu arastirmada chicken embriyo fibrablast-CEF doku kulturi
hucrelerinde attente, sivi nitrojende saklanan apathogenic, cell-associated
serotip-2 SB-1 ve serotip-3 FC-126 Marek asisi virtsleri tretilip, kanatlilarin bu
hastaligina kars! kullaniimaktadir.

CEF hucreleri standart doku kulturi metodlarina gére 10-11 gunlik SPF
civciv embriyolarindan hazirlanmistir. Hucreler %4 yeni dogmus buzagi serumu,
%10 TPB, Kanamycine ve Fungizone katilmis MEM' mediumda uretilmistir.

Monolayer kulturler 24-28 saat rolling siselerde rolling incubatérde inkube
edilmis ve SB-1 ya da F>C—126 Marek asi suslari ile enfekte edilen hicreler 3-5
gun 37°C'de tekrar inkubasyona birakilmistir. Virts tarafindan CPE meydana
getirildikten sonra doku kaltiri medium'u bosaltilip, hiucreler MEM ile %15
oraninda hazirlanmis Dimethyl-sulphoxide icine alinip sayilir, her ml.'de 2x10’
olacak sekilde ayni solisyonla stspansiyon yapilir. Virtsun titresi tayin edilir,
sterilite testlerinde uygun metodlara gore yapildiktan sonra ampullere konan
asilar -196°C'de sivi nitrojende saklanmakta ve sevk edilmektedir.

Materyal ve metod hakkindaki detayli bilgi XII. bélimde verilmis oldugundan
burada detayli olarak tekrarlanmamistir.

BULGULAR

Arastirmadan elde edilen bulgular, kullanilan materyalin saglanma sekli,
miktari, kalitesi, kullanilan metodlari ve degisiklikleri asagida belirtilen ASI
URETIM PROTOKOLU VE KULLANMA PROSPEKTUSU béluminde detayh

olarak aciklanmistir.
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MAREK-MD HASTALIGINA KARSI HAZIRLANAN HUCREYE BAGIMLI,
DONDURULMUS (CELL-ASSOCIATED, FROZEN) ASI URETIM
PROTOKOLU VE KULLANMA PROSPEKTUSU

ASI SUSU

Asi susu orijinal karakterlere haiz, attente edilmis, apathogenic, cell-asso-
ciated serotip-2 asi susu SB-1 ve serotip-3 Hindi Herpes asi susu FC-126'dir.
Bu suslar nonneoplastic ve pathogen olmayan suslardir. 1 ganlik antikorsuz
civcivlerde karin icii inokulasyondan sonra lezyonlara sebep olmazlar. Doku
kultirinde gogaltilan bu suslar buyuk olgtde cell-associated (hiucreye

bagimh)dir, ancak F-126 susu cell-free'dir.
ASI TOHUM VIRUSUNUN URETILMESI

10-12 gunluk SPF embriyolarindan doku kultira sistemiyle primer civciv
embriyo fibroblast-1° CEF hucreleri hazirlanir.

Tohum virusu doku kultirinde en ¢ok 10 pasaj yapilir. Asi tohum virtsu
donen (Rolling) doku kultirt sistemiyle primer civciv embriyo fibroblast
hucrelerinde (1°CEF) hazirlanir.

Yumurtaladan alinan embriyolar steril kosullarda steril petriler icine alinir.
Kafasi kesilip, i¢ organlari gikarilan embriyo gruplari bir araya toplanir, makas
ile kuicuk pargalara ayrilir. Pargalanmis doku hicreleri 37°C'de 3 defa PBS
icinde yikanip organ parcgalari ve kan hucrelerinden ayrilir, 37°C'de %0.05
Trypsinli PBS ile manyetik karistirici Uzerinde Tripsinizasyon sisesinde
Tripsinleme islemine tabi tutularak dokular hucrelerine pargalanir, elde edilen
htcreler 100 cc. steril buzagdi serumu igine toplanir. Toplanan hucreler steril gift
kat tulbentten stzulerek buytk htcre gruplari uzaklastirilir ve stizuntt dasuk
hizda (1500 rpm) santrifije edilerek hicreler cokturaltr. Coken hicreler %8-16
steril yeni dogmus buzagi serumu, %10 TPB, 100 IU/ml Penicilline, 100 mg/ml
Streptomycine ve 2 mg/ml Fungizone bulunan MEM-Minimal Essential Medium
icine alinir. Hucreler sayildiktan sonra her cm?de 3x10° hicre olacak sekilde
iclerinde 200 ml MEM-G bulunan rolling doku kulturt siselerine inokule edilir.
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Rolling doku kulturt siseleri 37°C'de Rolling inkubutérde siselerin ylzeyinde
tam bir monolayer kultir olusana kadar yaklasik 24-28 saat inktbe edilir, sonra

taze vasat sterilite kurallarina uyularak degistirilir.

ASI TOHUM VIRUSUNUN BIRINCi PASAJI

Rolling kultur siselerinde uretilen komple CEF monolayer katmani, sivi
nitrojende saklanan ve 37°C'de u banyosunda eritilen enfekte olmus canli
hicredeki virusla, her cm? de 100-1000 Plaque Forming Unit-PFU olacak sekilde
enfekte adilir. Enfekte edilmis kalturler, hacrelerin cogu enfekte olana kadar
yaniyaygin olarak Cytopathic Effect-CPE gorulene kadar 37°C'de inkube edilir.

Rolling siselerdeki enfekte htcreler 2 kere 37°C'deki PBS ile yikandiktan
sonra enfekte hucreler % 0.02 EDTA disodyum tuzu ve % 0.05 Trypsin ilave
edilmis 37°C'deki PBS solusyonu ile siselerin yuzeyinden toplanir. Hicre
sUispansiyonuna % 5 steril buzag! serumu ilavesinden sonra, hucreler dusiuk
hizda (800-1000 g) santrifuje edilerek ¢okturulur ve +4°C'deki MEM igine alinir,
kullanilana kadar +4°C'de bekletilir, fakat +4°C'deki buzdolabinda 24 saatten
fazla bekletilemez. Diger bir yolda stspansiyonu MEM ile %15 oraninda
hazirlanmis DMSO-Dimethylsulphoxide stok solisyonu ile elde edilen htcre
solusyonu esit oranda kademeli olarak karistirilir.

ASI TOHUM VIRUSUNUN iKiNCi PASAJI

Enfekte kulturler yaklasik 48 saat veya as! virusunun etkisiyle CPE gérulene
kadar 37|C'de inkube edilirler. Enfekte hucreler birinci pasajdaki gibi toplanir ve
+4°C'deki MEM igine alinir.

Canh huicre sayisi; 107/0.5 ml hiicre dilisyonu ile % 0.5'ik 0.5 ml Trypan
Blue boyasiyla karistirilip sayilarak tayin edilir ve her ml'de 2x107 olacak sekilde
sUspansiyon hazirlanir. % 80'den fazla canli hiicre iceren hiicre suspansiyonu
dondurma icin uygundur. +4°C'de bulunan hucre suspansiyonu % 15 DMSO
ilave edilmis MEM ile kademeli olarak karistirnilir. Devam eden karistirma

sirasinda htcre stspansiyonu ampullere ve her ampule 500-1000 doza esdeger
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olarak 1-2 ml dagitiir. DMSO'nun oda sicakhdinda htcreler igin toksik etkisi
vardir. Hiacre DMSO ile karistirildiktan sonra her islem 4°C'de veya buz
banyosunda yapilmalidir. Asi ampullere taksim edilip, dikkatli bir sekilde
kapatildiktan sonra sivi nitrojene konmadan 6nce -60°C ile -70°C arasinda deep-
freeze'de dakikada 1-5°C dusurulerek dondurulur, sonra saklama konteynerleri
ile birlikte sivi nitrojen tanklarina konur ve saklanir. Asilarin sevkide sivi nitrojen
icinde (-196°C) yapilir.

ASI SUSUNUN KONTROLLERI

1. Aerobik bakteri kontrolii:
a. Zenginlestirilmis kanli Agar (% 10 steril kan+% 0.1 Glikoz+% 0.1 Yeast
extract.)
b. Serumlu Tryptose (veya trypticase) Agar,
. Serumlu Tryptose (veya trypticase) Buyyon,
. Anaerobik bakteri kontrolii:
. Zenginlestiriimis Kanli Agar,
. Serumlu Tryptose Buyyon,
. Thyoglucollate medium.
. Salmonella spp. kontrolii:
. Zenginlestirilis Kanh Agar,
. Mc. Conkey Agar veya Brillant Green Fenol Red Agar,
. PPLO kontrolii:
. PPLO Buyyonu,
. PPLO Agar,
. Mantar kontrolii:
. Zenginlestiriimis Kanli Agar,
. Sabouroid Dextrose Agar (SDA),
. Sabouroid Maltose Agar (SWA),
Yukarida belirtilen bakteriyolojik yoklamalarda inkiibasyon stiresi 1 haftadir.

0O T 0O 0T 0 AT OHL WO T O NO

Kontamine tohum viruslari asi tretiminde kullaniimazlar.
6. Diger etkenlerin kontrolii:
4 grup SPF yumurtaya asagidaki sekillerde inokulasyon yapilir:
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a. 10 adet 9-11 glinliik embriyolu SPF yumurtanin corio-allantoik bosluguna
asi dozunun 10 kati konsantre edilmis virustan 0.2 mlinokule edilir.

b. 10 adet 9-11 glinliik embriyolu SPF yumurtanin corio-allantoik membranina
asi dozunun 10 kati konsantre edilmis virustan 0.2 mlinokule edilir.

c. 10 adet 5-6 glinliik embriyolu SPF yumurtanin sari kesesine, asidozunun
10 kati konsantre edilmis virustan 0.2 ml inokule edilir.

d. imkanlardahilinde 9-10 giinliik embriyolu SPF yumurtanin corio-allantoik
bosluguna virus+antiserum karisimindan 0.2 mlinokule edilir.

inokulasyonlari takiben ilk 24 saatte 6len yumurtalar atilir. inokulasyondan
24 saat sonra her grupta 6 taneden fazla embriyonun canli kalmasi gerekir.
1.nci ve 2.nci grup embriyolar 7 giin, 3.ncli grup embriyolar 12 giin siireyle
kontrol edilirler. inokulasyondan 24 saat sonra 6len ve deney periyodunda canli
kalan embriyolardaki anormallikler ve CAM'lari muayene edilir. Allantoic sivilarin
hemaglitinasyon aktivitesi (Newcastle ve Influenza) yéniinden kontrol edilmelidir.

ilk pasajin sonunda canli ve 8l embriyo materyalleri ayri ayri toplanmali ve
2.ncipasajbuna gére yapiilmahdir. 2.nci pasaj yumurtalar7 ve 12 giin sirasi ile
kontrol edilmelidir. Testte herhangi bir 6lim veya anormallik varsa (ILT veya
AE gibi) virus agi tohum virusu olarak kullaniimaz.

e. Doku kiltturt kullanarak diger etkenlerin kontroli:

60 mm'lik petrilerde hazirlanmis 5 adet SPF primer CEF ve 5 adet SPF
civciv bdbrek hiice kiltirlinden tGretme vasatlari uzaklastirildiktan sonra asilama
dozunun 10 kati virus miktari 0.2 mlinokule edilir. Nemli, CO,'li, 37°C'lik etiivde
1 saatlik adsorbsiyondan sonra inokule edilenler ve kontrol olarak birakilan doku
kulttrlerine % 2 fetal veya yenidodmus buzagi serumu ilave edilmis MEM konur.
Kiltlirler 5 giin boyunca sitopatik efekt-CPE ydnitinden incelenir. Tim
kiltirlerden toplanan sivi ve hticreler ile taze hazrlanmis doku kulturleri
kullanarak 5 gtlin arayla en az 2 seri pasajdaha yapilmahdir. Her pasajin sonunda
inokuleedilmis ve edilmemis kiiltiirler, immunofluresans ve ELISA testlerinden
biri veya her ikisiyle avian leucosis ve reticulo-endothe-liasis viruslari yénitinden
test edilmelidir. Sayet sitopatik efekt veya Avian Leucosis veya reticulo
endotheliosis virus antigenleri gorullirse virus as! tohum virusu olarak
kullaniimaz.

Testte her bir pasaj diizeyinde kiiltiirlerin en az % 80'i temiz kalmahdir.

Onemli NOT: Dondurulan cell-assosiye asilar ebriyolu yumurta ve doki
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kiltiri kullanilarak diger etkenler yéniinden test edilmeden énce virusun enfektif
6zelligi 3 kere dondurup eritmek suretiylve yok edilmelidir.

7.Zararsizlik Testi:

60 adet SPF 1 glinliik duyarh civcivler iki izolatérde iki gruba ayrilirlar.

1.nci glin civcivlere asagidakiislemler uygulanir:

1.nci Grup: Her civcive asi dozunun 10 kati intra musculer olarak ve géze
damlatilarak uygulanir.

2.nci Grup: Higbirislem yapilmadan kontrol olarak birakilir.

inokulasyondan 3 hafta sonra her gruptan 5 civciv alinarak 8ldirilir. Goézle
ve histolojik olarak Marek lezyonlari yéniinden incelenir, ileride yapilacak
serolojik testlericin herbirinin kan serumu alinir, isaretlenir ve -29°C'de saklanir.
3.ncu haftada 1.nci gruptaki civcivlerin her birine tekrar normal agi dozunun 10
katl miktarinda asi kas ici, dozle damla ve tuy folliktillerine uygulanir.

ikinci enjeksiyondan 6 hafta sonra 1.nci ve 2.nci grup civcivler dldiiriilerek
otopsive histolojik muayeneleriyapilir. Asilamadan sonra tim civcivierde Marek
hastalidinin belirlisemptom, lezyon ve ¢i§er 6lim sebepleri gézlenecektir. Test
edilen asi, e§er hastalikla ilgili herhangi bir lokal veya sistematik reaksiyon,
solunum ve sinir sisteminde belirtiler goriltrse test edilen bu asi kullaniimaz.

Daha 6nce 1.nciinokulasyondan 3 ve 6 hafta sonra toplanmig kan serumilari
asagida belirtilen hastaliklarin antikorlarinin mevcut olup olmadi§ini belirlemek

icin test edilir.
HASTALIKLAR TESTMETODLARI
EDS,, HI
Enfeksiy6z Bronsitis SN, HI veya FAT
Influenza A HI
Mycoplazma gallisepticum Lam Aglutinasyon
Mycoplazma synoviae Lam Aglitinasyon
Newcastle HI
Reovirus AGP
Reticuloendotheliosis FAT
Salmonella pullorum Aglitinasyon

Salmonella gallinarum Aglitinasyon
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8. Bagisiklik Testleri:

Tohum virusunun ilk tUretiminde veya her iki senede bir asagida belirtilen
bagisiklik testleri yapilir:

Asi sugu cinsine gbre 0.2 ml'de 1 saha dozu olacak sekilde sulandirilir, 1
glinlik 90 adet SPF civciv 3 izolatdérde 3 gruba ayrilir.

1.nci Grup: 30 adet civcivin bacak adalesine 1 saha dozu miktarda
inokulasyon yapilir. Sulandiriimis asi inokulasyon bittikten hemen sonra derhal
laboratuvara getirilerek, asi titrasyon tekniginde anlatildi§i lizere cesitli
dilisyonlardan petrilerde hazirlanan CEF kiltlrlere inokule edilerek PFU diizeyi
belirlenir.

2.ncive 3.nci Gruba islem yapiimaz.

Viremia Testi

1.nci grup civcivlere asi inokulasyonundan 5 giin sonra 10 civcivden steril
heparinize kan alinir ve 60 mm'lik petrilerde hazirianan CEF kiiltiirlerine inokule
edilir, petriler rutubetli, 37°C'deki CO,'li etiivde 5-7 glin miiddetle CPE y6niinden
gozlenir. Sonugta CPE gijrillrhelidir.

inokulasyondan 9 giin sonra 1.nci ve 2.nci grup civcivler virulent bir Marek
susu (HPRS-16) ile 10" PFU miktarinda intramusculer olarak epriive edilirler.
3.ncili grup civcivlere inokulasyon yapilmaz, kontrol olarak birakilirlar.

5 ayhk deney periyodunda canli ve 6lii civcivler Marek ya da diger hastaliklarin
semptom, lezyon ve histopatolojik lezyonlari ydntinden kontrol edilir. Epriivasyon
susu 2.nci grup civcivlerin en az % 70'inde Marek hastaliginin spesifik semptom
ve lezyonlarini olusturmasi gerekir. Koruma indexi en az % 80 olmalidir. 3.ncl
grup civcivlerin hicbir lezyon gostermemesi gerekir. Deneysel periodun sonunda
koruyucu index iki basamakta hesaplanir.

1.nci Basamak: 1.nci ve 2.nci gruptaki civcivlerde gérulen Marek hastaligi
ylzdesinin hesaplanmasi:

Marek hastaligi lezyonlu civciv sayisi

% MD= x 100

inokule edilen civcivlerin sayisi

2.nciBasamak: 1.ncive 2.nci gruptaki Marek hastaligi ytizdesiyle koruyucu
indexin hesanlanmasi:
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2.nci grubun % MD- 1.nci grubun % MD
Koruyucu = x 100
index 2.ncigrubun % MD

Minumum Korucu index= % 80 olmalidir.

AS| TOHUM VIRUSUNUN URETILMESI

Ana tohum virusu ve asi tohum virusu tretiminin aynisidir.

ASININ URETILMESI
Ana tohum virusu ve asi tohum virusu tretiminin aynisidir.

URETILEN ASIDA UYGULANACAK TESTLER

Uretilen her rekolt asidan rastgele alinan minumum 10 ampul asi ile
hazirlanan ag! sulandirma sivilarli beraberce test edilmelidir. Bu testler;
Zararsizlik testi, Asinin ve sulandirma sivisinin sterilite ve saflik testi, Dayanikiilik
testi ve asinin titrasyon testleridir.

ZARARSIZLIK TESTI

1 glnliik en az 10 adet SPF civciv alinarak izolatére konur ve asi dozunun
10 kati miktarda kas i¢i asilanir. Bir dijer izolatérede yine ayni 6zelliklerde 10
adet SPF 1 giinliik civciv konur, fakat bunlara inokulasyon yapiimaz, kontrol
olarak birakilir. Civcivler 3 hafta boyunca g6zlenir, gézlemin sonunda civcivier
oldiirlilerek asi sonucu olusabilecek lezyonlar yéniinden muayene edilir. 2
civcivden fazlasi spesifik olmayan sebeplerden 6liirse, test tekrar edilmelidir.

STERILITE VE SAFLIK TESTLERI

Tohum virusunun sterilite ve saflik testlerinin aynisidir.
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DAYANIKLILIK TESTI

Sivi nitrojenden cikarilip, 6zel sulandiricisinda sulandirilan asi son birakildigi
PFU'sini korumali ve +20°C'de iki saat bekletildikten sonra asinin titresi, her
saha dozda 1000 PFU'in altina dismemeli, ayrica dilient ile karistirildiktan
hemen sonra tayin edilen dederin % 50'sinden asa§l olmamasi gerekir.

ASININ TITRASYONU

Asinin Titrasyon i¢in Hazirlanmasi:

Sivi nitrojen tankindan 1 ampul agi alinir ve 37°C'lik su banyosunda eritilir.
Sonra bir enjektdrle 5 ml. sulandirma sivisi g¢ekilir, asida ayni enjektore
sulandirma sivisi lizerine gekilerek oda sicakhiginda karistirlir, bu sulandirilan
asi derhal kalan sulandirici igine yavasca ilave edilir. Tum asinin
sulandinldigindan emin olmak igin tekrar 2 mi suiandirma sivisi alinir ve ampiil
dikkatlice 1 defa daha galkalanir ve sulandirma sisesine geri bosaltilir. Bu karisim
sahada asi olarak uygulamaya dayanikli hale gelmis asidir.

Diliisyonlarin ve inokulasyon plate'lerin hazirlamasi:

Sulandiriimis asi sisesi 10-15 kere ters gevirilerek karistirilir. Enjektérle 5
ml. ast alinir ve 2 ml'si sulandiriciya eklenir (1:5 diliisyon). 10 ml'lik steril bir
pipetle iyice karistirilir ve 2 ml alinarak ikinci 8 ml sulandiriciya eklenir, (1:25
dilisyon). Diger 10 ml'lik steril bir pipetle iyice karistirildiktan sonra 1mi'si alinip
tclincu tlpteki 9 ml sulandiriciya eklenir (1:250 dillisyon). Ayrica 1:250
sulandirmadan 1:500 sulandirma yapilir ve her iki dilisyondan 5'er petriye
inokulasyon yapilir. Diger bir steril pipetle dilisyon iyice karistirihir ve 1 ml asi,
10 adet 24-48 saatlik CEF hiicrelerinden 60 mm'lik petrilerde hazirlanmis ve 4
mlmedium iceren monolayer CEF kiilttirlerinde inokule edilir. Hiicrelerin dillisyon
tuplerine baglanmasini 6nlemek igin dilisyon mimkiin oldugunca ¢abuk yapilir.
Dilisyonlar hazirlanirken tiipler daima buz banyosunda tutulur. Hiicreler vasat
ile dikkatlice karistirilir ve inokule edilmis plate'ler ile edilmemis kontroller 37°C
deki rutubetli, CO,'li etlivde inkube edilir. inokulasyondan 24 saat sonra vasat
degistirilir, yerine %2 buzagi serumu igeren MEM'den 5 ml. konur. Vasatlar 2
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ile 3 glinde bir sayet asidik gériintyorlar ise degistiriliir. Her titrasyonda standart
asinin pozitif kontrolu yapiimalidir. E§er titrasyon sonucu buytik 6lgtide standart
virus titresinden degisik ise test tekrar edilmelidir.

Plak sayilarak titrenin hesaplanmasi:

inkubasyonun 5 ile 7. giiniinde plaklar (Sitopatik efektin odaklari) iyice
gelismis olmahdir. inkubasyonun sonunda petriler 5 ml ik PBS ile yikanir,
% 96'lik alkolde tesbit edilir ve Giemsa ile boyanirlar. Petritabanlarinin dis ylizeyi
bir bisturi ucuyla 1 mm araliklarla gizilir ve odaklar invert mikroskop kullanarak
sayihir. Odaklar iki ayri merkezden kaynaklanmiyorsa blyukltigtne
bakilmaksizin sayilir. Her plate'deki ortalama plak sayilir ve 50 ile ¢arpilir. Bir
doz 0.2 ml/civciv varsayilarak bulunan birsonug asinin PFU (Plaque Forming
Unit) de§eriolarak kabul edilir. Diger ¢carpim faktérleri dillisyon faktdrlerine bagli
olarak kullanilabilir. Asilar ayri ayri kullanildiklari zaman, bir civcive verilmesi
gereken saha dozu SB-1 ve FC-126 igin 2000 PFU'dan az olmamali, kombine-
bivalent kullanildiklarinda ise 1000'er PFU alinarak kombinasyon en az 2000
PFU ihtiva etmelidir.

ASILARIN HAZIRLANMASIVE UYGULANMA SEKLI

Asi ekipmanlari 30 dakika kaynatilarak veya 15 dakika 121°C'de otoklav
edilmek suretiyle steril edilir. Aletlerin sterilazasyonu ig¢in kimyasal maddeler
kullanilmaz. Her asidan sonra alet ve ekipmanlar dikkatlice temizlenip, steril
edilmelidir. Ertesi giin agsidan dnce tekrar steril edilip, aletler agsiya baglanmadan
once iyice sogutulmalidir, sicak aletler agilamada kullaniimaz ve asiyla temas
ettiriimez.

Bir ampul as1 1000 civciv igin olup, bir sise steril, 15°-25°C'ye getirilmis
sulandiricistile kullanihr.

Sivinitrojen tankinda agi alinirken koruyucu eldiven ve maske kullaniimaldir.

Cell-Assosiye MAREK asilarinin bulundugu sivi nitrojen tanklarindaki sivi
nitrojen seviyesinin her zaman uygun seviyede olmasina dikkat edilmelidir. Aksi
halde asilar aktivitesini kaybeder.

Bir kere eritilen asilar tekrar dondurulmamali ve uygun bir sekilde .
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sulandirildiktan sonra 1 saat igcinde kullanilmazsa imha edilmelidir.

Ampul tanktan cikarildiktan sonra mimkin oldugunca ¢cabuk cevre
sicakhgina getiriimelidir. Ampul g¢ikarildiktan sonra yaklasik 20°C'deki suya
daldirilir. Asi sicak ya da buzlu suyla eritiimez, 37°C'den sicak suya konmaz.

Ampul kurulanir, % 70'lik alkolle disi1 dezenfekte edilir ve acilir. Daha sonraki
islemler mimkiin oldugunca ¢abuk yapilir. Asinin karistirlmasindaki herhangi
bir gecikme, asinin aktivitesi ve etkisi agisindan gok dnemlidir. Bazi ampuller
1s1 degisiklikleri nedeniyle kaza ile patlayabilir, buna da ¢ok dikkat edilmelidir.

Ampul igindeki asi, steril 5 ml'lik enjektdre alinir, daha sonra igne hemen,
daha 6nce adzi %70'lik alkolle dezenfekte édilmis olan diliente daldirilir,
enjektordeki asi Uzerine yavagga diliient gekilerek sulandirilir, 2-3 kere galkalanip
tekrar sulandirma sisesine bosaltilir. Enjektdre tekrar 3 ml diliient alinir, ampul
dikkatlice calkalanir ve tekrar sulandirma sisesine bosaltailir. Karistirma
sirasinda dilient sicakliginin 15-20°C olmasina ve asi dilisyonunun mimkin
olan azami hizla, steril bir sekilde yapiimasina gerekli 6zen gosteriimelidir.

Daha sonra agi sisesine, cinsine gére ya otomatik enjektére monte edilir ya
da asi otomatik enjektére alinir, her defasinda 0.2 ml verecek sekilde ayarlanir.
Asilama yaparken arasira otomatik enjektoriin ayarlanan hacmi verip vermedigi
kontrol edilmelidir.

As| boyun derisi altina subcutan yolla veya bacak adalesine intramusculer
olarak 0.2 cc. miktarda uygulanir. Sulandirilmis asinin buz banyosunda
bulundurulmasi ve sik sik kdptrtiilmeden karistiriimasi gerekir. Sisenin timi
sulandirmadan sonra 1 saat icinde kullaniimahdir. Artan asilar vya
sulandirmadan sonra tzerinden 1 saatten uzun siire gecen asilar kullaniimaz,
imha edilir.

MAREK ASISININ DILUENTININ HAZIRLANMASI

Marek asisinin sulandirilmasi igin hazirlanan dilient, Dulbecco'nun Fosfat
Buffer(ina (PBS, pH=7.2) % 0.5 Lactalabumine hydrolysate ve 5 mg/It. phenol
red indikatoru ilave edilerek hazirlanir. Bu hazirlanan diltiet 100 ml ve 200 mi
miktarlarda nétr camdan mamul, beyaz renkli, toksik madde icermeyen kauguk
tipali, alimtinyum veya plastik vida kapakli siselere taksim edildikten sonra 1
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Atm basing, 121°C 1sida 30 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanir. Daha
sonra dilientin sterilite kontrolleri yapilir. Pratikte rengi bozulmus ve icinde tortu
olusan sulandirma sivilari kullaniimaz.

ONEMLIi HATIRLATMALAR

* Ayni asi alet ve ekipmanlarini kullanarak diger asilarda karistiriimaz ve
inokule edilmez.

* Steril olmayan alet ve ekipmanlar kullantimaz.

* Erimis agilar ve yarim kalan asilar derhal imha edilir.

* Rengi bozulmus ve iginde tortu olugan sulandirma sivilari kullaniimaz.

TARTISMA, SONUG VE ONERILER

Yapilan arastirma ve souglari Entitimiiz Arastirma komitesince incelenerek
Arastirma Kesin Raporu seklinde diizenlenip Bakanliimiz Saglik Misavere
Kuruluna arzina karar vermistir. Saglik miisavere kuruluna génderilen asi liretim
protokolii ve kullanma prospektiisii, A.U. Veteriner Fakiiltesi, Bakanlik ve
Enstittlerin ilgili uzmanlarindan teskil eden komisyon tarafindan 29-30/03/1988
tarihlerinde toplanarak arastirma konusu olan asinin lretim protokolt ve
kullanma prospektislerini incelemisler ve Uretilecek olan Cell-Associeted
MAREK asisinin Serotip-1 Hollanda susu CVI1-988, Serotip-2 Amerikan susu
SB-1 ve Serotip-3 Hindi Herpes virlis FC-126 suslariile 3 ayri agi tretimi yerine,
sadece serotip-2 SB-1 ile serotip-3 FC-126 suslari ile iki cesit aginin tretimine
ve gerektiginde de kombine kullaniimasina karar vermislerdir. Gok virulent Marek
suslarina bile %75 civarinda imminite saglayabilen antijenik 6zelligi Marek
virusunun prototipine % 100 benzerlik gosteren Hollanda asi1 susu serotip-1 CVI-
988 patojenite 6zelligi ve lateral spread-yatay gegis 6zelli§i bulundugundan bu
susla asgi Uretiminiilgili komisyon uygun bulmamistir.

Adi gegcen komisyonun yaptigi bu degisiklikten sonra asi retim protokoli
ve kullanma prospektiist tasdik edilmis, Bakanhgimiz Koruma ve Kontrol Genel
Midurligiune verilmistir. Koruma ve Kontrol Genel Mudurligimuzin
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Bakanh§imizdan aldi§i 05.05.1988 tarih ve KH-HSK-1254-534 sayili olur ile
de Cell-Associated-Marek Asisi Hiicreye bagimli dondurulmas Marek
Asisi'nin kabul edilen protokol dahilinde MANISA-Tavuk Hastaliklari Arastirma
ve Agi Uretim Enstitlisiinde tretimi uygun gériilmistir. Bu tarihten itibarende
Enstitimiiz Marek Asi lretim laboratuvari beri asi iretimine ge¢gmis ve su anda
tiretilen asilaristekler dogrultusunda sevk edilmekte olup asi liretim kapasite miz
tim Ulkemizin ihtiyacina cevap verecek kapasitededir.
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DOKU KULTURUNDE URETILECEK DIFTERI GIGEK ASISI iLE
ORAL IMMUNUZASYON UZERINE ARASTIRMALAR

Oral immunization study by using tissue culture fowl-pox vaccine
Ragip BAYRAKTAR*

OZET

Difteri-Cicek hastaligina karsi oral asilama hem etkili ve hem ‘de daha
zararsizdir. Attentie edilmis HP-1 susunun 200 ile 400.ncii doku kiiltiirt pﬁésajlan
arasindaki herhangi bir pasajdan uretilecek bir asi bu is i¢in uygun bulunmasina
karsin optimal immunizasyon igin asinin 200 ile 270.nci pasaj seviyelerindeki
bir sustan hazirlanmasi, asiiamanin 3-4 hafta arayla iki defa tekrarlanmasi ve
asilama dozununda 10°-10® TCID, /doz olmasi gerekmektedir. Civcivlerde
asilamayi takiben 5.nci giinde immunite baslamakta, immunite homolog HP-1
susuna ve heterolog saha suslarina karsi esit dlciide ve daha hizli olusmakta,
gerek agiz yoluyla ve gerekse deri ve kas ici yapilan ¢elence karsi esit direng
gostermektedir. Agiz yoluyla yapilan asilamada gerek solunum sisteminin ve
gerekse sindirim kanalinin mukoz membranlarinin korumasi deriden yapilan
asllamadan daha iye ve hizli bir bagisiklik olusturmaktadir.

Bu gesit avantajlarindan dolayi icme suyu difteri-cigcek asist geleneksel deri
yoluyla yapilan agiya alternatiftir.

SUMMARY

Oral immunization study by using tissue culture fowl-pox vaccine. Oral vac-
cination against fowl-pox is both effective and harmless. A suitable vaccine
strain is the attenuated HP-1 strain in the 200 th to 400 th tissue culture pas

“ Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitist - ANKARA
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sage. For should be applied twice at an interval of 3 to 4 weeks. The vaccina-
tion dose should contain 107° TCID, . Chickens may be effectively immunized
already at. Immunity starts 5 days later after vaccination and Immunity is against
both homologous and intravenous challenge. Protection of mucous membranes
of the upper respiratory and digestive tract forms faster than after cutaneous
immunization. :

~Because of these advantages oral immunization against pox is a genunine
alternative to the traditional cutaneous vaccination. Compared to conventional
fowl pox vaccination with drinking water vaccination the technicalities of vacci-
nation are facilitated, there are immunological advantages and risk of compli-
cations are avoided.

GiRiS

Deri ve tliy follikiillerinde tiimor benzeri kabartilar, agiz ve 6n solunum yollari
mukozasinda difterik lezyonlar ile karakterize olan Difteri-Cigek hastaligina karsi
bircok kanatl tiirii basta tavuk, hindi olmak tizere glivercin, kanarya, kaz, ordek,
suliin olmak lizere hemen her yasta hassastirlar (HOFSTAD ve ark. 1984).
Son yillarda arastiricilar kargalardan da ¢gigek virusunu izole etmislerdir. Bu
hastalik diinyanin her yerine yayilmis bir hastalik olup, tavukguluk alaninda
goriilen en eski hastaliklardan biri olarakta saylimaktadir. (GURSOY, 1987).
POXVIRIDAE familyasi avipoxvirus grubundan olan etken g¢evre sartlarina ve
doga kosullarina dayaniklidir. Hava, enfekte sinekler (mekanik vektor) ve cicekli
hayvanlardan cevreye yayilmis enfekte kabuklar bulasmada ¢ok dnemli rol
oynamaktadirlar. (DA MASSA.1966).

Etken cevre kosullarina ve sartlarina cok dayanikli olup, kurumus kabuklar
halinde 3-4 sene canl olarak kalabilmektedir. Ulkemizde de 6zellikle kis ve
ilkbahar aylarinda zaman zaman bu hastaliga rastlanmaktadir. Hastaligin
morbidite ve mortalitesi virusun virulansina, kiimes ve gevre sartlarina gore
degismekte isede bazen mortalite % 50'ye kadar yiikselebilmektedir. (GUVEN
ve ark. 1983). Hastaligin inkiibasyon periyodu tavuk, hindi ve gilivercinde 4 ile
10 glin arasinda de@ismekte, kanaryalarda ise ortalama 4 giin olarak
bildiriimektedir. (DA MASSA 1966).
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Diinyada yapilan arastirmalarin ve bizim yaptigimiz arastirmanin sonugclarina
gbre doku kiltiriine adapte edilmis attentie virusla retilen Difeteri-Cicek
asllarinin, embriyolu yumurta Korio Allantoik Membran-CAM'da uretilen asilara
oranla daha yiiksek immun yanit olusturdugu, gerek solunum ve gerekse sindirim
kanali muk6éz membranlarin korumasida daha yiiksek olmaktadir. (MAYR and
DANNER, 1975).

Gorevi Turkiye'nin tim tavuk asilarinin ihtiyacina cevap vermek olan
enstitiimiiz tretim planina aldigimiz Difteri-Cigcek asisinin cagimiz sartlarina
uygun ve kaliteli bir asi olmasi distintlerek bu galisma yapilmistir. Sonuglar
olumlu oldugundan seri asi tretime gecilmesi icin protokol hazirlanmis ve
Bakanhga arz edilmistir.

MATERYAL

A)Arag-Gereg

Rolling inkiibator, karbondioksitli etliv, membran filitre sistemi, sogutmali
santriftj, invert mikroskop, homojenizator, ultrasonik parcalayici, manyetik
karistirici, otoklav, kuru sterilizatér, kurutma dolabi, Laminar flow kabin, Ben-
Marie cihazi, deionize su cihazi, -70°C'lik deepfreeze, elekrikli pipet, embriyolu
SPF yumurta, HP-1 asi tohum virusu 196, 272 ve 400 ncu pasajlari, pens,
makas, bisturi, forseps, otomatik ve normal enjektdr, otomatik pipet ve uglari,
steril disposable doku kiiltiiri flask ve petrileri, thoma veburker lam ve lameli
borosilikat camdan mamul rolling sise ve diger doku kiiltliri cam malzemeleri.

B) Kimyasal Malzemeler

Minumum Essential Medium-MEM, glutamine, bovine calf ve fetal calf se-
rum, NaCl, KClI, Na,HPO,, Tryptose Phosphat Broth- TPB, NaHCo,, Tripsin,
procain penisilin-G, Dihidro streptomisin stilfat, fungizone, kanamycine, trypan
blue, EDTA, etil alkol, iode, T.C. Vitamin.

AsiSusu

Bu calismada Attentie, apatojen Fowl Pox virus Hp-1'in 205.nci pasaji asi
susu olarak kuilanildr.
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Asi Tohum Virusunun Uretilmesi

Asitohum virusu, dénen (rolling) doku kiiltra sistemiyle 10-12 giinliik SPF
embriyolardan elde edilen primer civciv embriyo fibroblast hiicrelerinde (1° CEF)
hazirland.

Yumurtalardan alinan embriyolar steril kosullarda petriler icine alindiktan
sonra kafasi kesilip, i¢ organlari ¢ikarilan embriyo gruplari bir araya toplandi,
makasla kiiclk pargaciklara ayrilarak pargalanmis doku hiicreleri 37°C'de (¢
kere PBS igine yikandi, sonra 37°C'de % 0.05 Tripsinli PBS (pH=7) ile tripsinleme
islemine tabi tutuldu, elde edilen hiicreler, icinde % 10 steril buzagi serumu
bulunan kodeler igine toplandi, hiicreler gazl bezden siiziilerek biiyiik hiicre
gruplan uzaklastirildi ve stiziinti disik hizda santrifije edilerek hiicreler
coktirildi. Coken hiicreler, % 8-10 steril yeni dogmus buzagi serumu, % 10
triptose phosphat buyyon (TPB), 100 IU/ml. penicilline; 100 pg/ml. streptomycine
ve 2 ug/ml fungizone bulunan Minimal Esansiyel Medium (MEM) icine alindi ve
hiicreler sayildiktan sonra (her cm?'de 3x10° hiicre) i¢lerinde 150 ml Minimal
Esansiyel Medium-Growth (MEM-G) bulunan 1200 cm?'lik rolling doku kiiltiirt
siselerine inokule edilip, rolling doku kiilttri siseleri 38°C'de rolling intlibatorde
siselerin ylizeyinde tam bir monolayer kiiltlr olusana kadar inkiibe edildi, sonra
vasatlar sterilite kurallarina uyularak bosaltilip, rolling siselerde primer CEF
katmani, -80°C'de saklanan ve 37°C'de su banyosunda eritilen 107° TCID-50/
ml dozda 10 ml virusla enfekte edildi. Enfekte edilmis kiiltiirler, hiicrelerin cogu
enfekte olana kadar yani yaygin olarak cytopathic effect (CPE) goriilene kadar
38°C'de 4-5 giin inkiibe edildiler.

Yaygin CPE gériildiikten sonra siseler calkalanarak veya hiicre kazicisiyla
hiicreler siyrilip mediumla birlikte toplandi, daha sonra ultrasonik parcalayici
ile 10 sn. ara ile 3 defa 20 sn. siireyle parcalandi, 13 defa ayni sekilde pasajlar
devam edildi. 205.nci pasaja erisilince elde edilen virus stispansiyonunun titresi
hesaplandi ve % 5.5 Laktoz ilave edilip 5 ml. miktarda siselere taksim edilip
liyofilize edildi ve -80°C'de saklanmaktadir.
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Asi Uretimi

Asi dénen (rolling) doku kiiltirli sistemiyle primer civciv embryo fibroblast
hiicrelerinde (CEF) hazirlandi. Primer CEF, 10-12 giinlik embriyolu SPF
yumurtalardan hazirlandi. Yumurtalardan alinan embriyolor steril kosullarda
petriler icine alinip, kafasi kesilen ve i¢ organlari ¢gikarilan embriyo gruplari bir
araya toplandi. Makasla parcalanmis dokular 37°C'de li¢ kere PBS iginde
yikandiktan sonra, 37°C'de % 0.05 Tripsinli PBS (pH=7) ile tripsinleme islemine
tabi tutuldu. Elde edilen hiicreler, iginde % 10 steril buzagi serumu bulunan buz
icindeki kodelere toplanip, hiicreler gazli bezden siiziilerek biiyiik hiicre gruplari
uzaklastirildi ve siizuntd diistk hizda santrifiije edilerek hiicreler ¢okturildii.
Coken hiicreler, % 8 steril yeni dogmus buzagi serumu, % 10 Triptose phosphat
buyyon (TPB), 100 IU/ml. penicilline; 100 pg/ml. streptomycine ve 2 ug/ml.
fungizone bulunan Minimal Esansiyel Medium (MEM) icine alindi. Hiicreler
sayildiktan sonra her cm?'de 3x10° hiicre bulunacak sekilde iglerinde 200 ml
Minimal Esansiyel Medium-Growth (MEM-G) bulunan rolling doku kultri
siselerine inokule edilip 38°C'de rolling inkiibatdre kondu. 24 saat sonra siselerin
ylzeyinde tam bir monolayer olustuktan sonra rolling siselerden sterilite
kurallarina uygun olarak vasatlar bosaltilip, her siseye 1000 TCID, /0.5 ml. doz
ihtiva edecek sekilde 10 ml. virus siispansiyonu inokule edildi. Rolling
inkibatorde bir saatlik edsorbsiyondan sonra, siselere % 10 TPB, % 4 fetal
veya yeni dogmus buzagi serumu, antibiyotik ve antimikotik iceren ME medium
kondu ve sitopatik efekt (CPE) yaygin bir sekilde goriilene kadar 4-5 giin ink ibe
edildiler. CPE olustuktan sonra virus iceren doku kultlri sivasi ve hiicreler bir
kaba toplandi. (Siseler kuvvetlice ¢alkalanarak veya hiicre kazicisiyla yiizeyden
alindilar). Daha sonra diistik devirde santrifiije edilip tstteki virusla doku kiltirt
sivasi alindi ve dipteki hiicre paletlerini homojen etmek icin 50-60 ml. miktarda
kodelerde sivi birakildi, palet halindeki hiicreler suspanse edilip hepsibir kaba
toplandi ve MSE-Sonik pargalayicida maximum amplitude'da 30 sn. siire ve 10
sn.lik beklemelerle 8 defa buz iginde tutularak parcalandilar, bu pargalanmis
hiicrelerde diger medium igine ilave edilip, tizerine de % 5.5 Laktoz ilave
edildikten sonra 5 ml. miktarda steril kosullarda siselere taksim edilip liyofilize
edildi ve bu liyofilize asilar-20°C'de muhufaza edilmektedir.

19N
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Asi Testleri

Asi tohum virusuna uyguladigimiz tiim sterilite, zararsizlik, diger etkenlerin
kontroli, titrasyon ve bagisiklik testleri tretilen bu asilarada detayli bir sekilde
bulgular béliimiinde anlatildigi sekilde uygulandi.

BULGULAR

1. Miinih Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji, Enfeksiy6z ve Salgin
Hastaliklar Enstitustinden Prof.Dr.Dr.h.c. A. MAYR'dan temin edilen attente
apatojen Fowl Pox virus HP-1 susu 192 FHE pasajinin, civciv embriyo fibroblast
doku kilturiinde 13 defa pasaji yapiiarak asi susu olarak kullanilacak 205.nci
pasaj elde edildi. Her pasajdan numuneler alinarak saklandi. Orijinal 192.nci
pasajin titresi yapildi ve 107> TCID, /ml. bulundu.

2. Asi susu; Uluslararasi Biyolojik Maddeler Sterilite Kontroltii Standart
Metodlarina gore aerobik ve anaerobik bakteri, salmonella spp., PPLO ve mantar
yonunden incelendi ve steril bulundu.

3. Diger etkenler yoniinden asi susunun kontroliinii yapmak igin 1.5ml. HP-
1 tohum virusu, 3 ml. spesifik FPV antiserumu ile karnstiriip 15 dk. beklendi.

a) Bu karnsim ayri ayrn 10'ar-adet 10 giinliik embriyolu SPF yumurtanin
allantoik bosluguna, CAM'ina ve 10'ar adet 5 giinliik embriyolu SPF yumurtanin
sarikesesine inokule edilip 7 giin stireyle beklendi. Bu siire sonunda embriyolarin
hepsi canli kaldi, herhangi bir anormallik goriilmedi ve yapilan muayenede
allantoik sivilar HA ydniinden negatif bulundular.

b) Yukarida hazirlanan virus + antiserum karisimindan HA testi yapild,
karisim HA negatif bulundu.

c¢) Tohum virusu tretimi ve asi tiretim bélimiinde anlatilan sekilde 60 mm'lik
petrilerde hazirlanmis 5 adet primer CEF ve 5 adet civciv bébrek -CK hiicre
kultiiriinden tretme vasatlari uzaklastirildiktan sonra, 0.1 ml. virus + antiserum
kangimiinokule edildi. CO,'li etiivde 37°C'de 1 saatlik adsorbsiyondan sonra %
2 fetal veya yeni dogmus buzagi serumu ilave edilmis MEM konup (2 ml.),
kulttrler 5 giin boyunca~sitopatik efekt (CPE) yoniinden incilendiler.

inkubasyonun sonunda sitopatik efekt gériilmedi.
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4. Asi susunun zararsizlik yoniinden kontrolii icin 40 adet SPF 1 giinliik
duyarli civcivlere asagidaki islem uygulandi:

1.Grup

Her civcive asi dozunun 10 kati miktar sulandirilip, agizdan igilerek ve tiy
folliktlerine stirtlerek uygulandi.

2.Grup

Hicbir islem yapilmadan kontrol olarak birakildi.

inokulasyondan 3 hafta sonra her gruptan 5 civciv alinarak 6ldiiriildii, otopside
g0zle ve histolojik olarak gigek lezyonlari yoniinden incelendi, ileride yapilacak
serolojik testlerigin her birinin kan serumu alindi, isaretlendi ve -20°C'de saklandi.
Ugiincii haftada 1. gruptaki civcivierin herbirine tekrar asi dozunun 10 kati miktari
agizdan icirilerek ve tiy follikillerine siiriilerek uygulandi.

ikinci uygulamadan iki hafta sonra tiim civcivler gigek hastaliginin belirli
semptom lezyon ve diger 6liim sebepleri yoniinden goézlendi. Hastalikla ilgili
herhangi bir lokal veya sistemik reaksiyon, solunum ve sinir sisteminde higbir
belirti goriilmedi.

Daha sonra birinci inokiilasyondan 3 hafta sonra ve ikinci inokulasyondan 2
hafta sonra toplanmis kan serumlari asagida belirtilen hastaliklarin antikorlarinin
mevcut olup olmadidini belirlemek icin test edildi ve negatif bulundu.

Hastaliklar Test Tipi
EDS-76 HI
Enfeksiyoz Bronsitis AGP veya HI
Influenza-A HI
Mycoplasma Goll-Synoviae SPAT
Newcastle HI

Gumboro AGP

Adeno Virus AGP

Reo Virus AGP

ILT AGP

Salmonella Pullorum-Gall

Aglutinasyon

5. Asi susunun bagisiklik testi icin 40 adet 21 glinliik SPF civciv iki gruba
ayrilarak izolatérlere kondu, hepsinin kan serumlari alinarak FP, 1B, ND, EDS-



Doku Kultiri - Bayraktar

76, Al, Mycoplasma Gall-Syn., IBD, Salmonella, ILT, Adeno ve Reo Virus
hastaliklar yontinden HI, AGP, Aglutinasyon, SPAT veya ELISA testlerinden
biri il€ incelendiler, sonugta sero-negatif bulundular. Daha sonra 20 adedi bir
saha dozu miktarda 107° TCID,, asiile 3 haftaaralikla iki defa agilandilar. Son
asllamayitakiben 2 hafta sonra asili ve asisiz pilicler HP-1 orijinal virulent susla
veya FP-92 virulent susu ile intraven6z olarak 10° veya tiiy follikiilii metoduyla
104® EID /pili¢c dozunda epriive edildiler. Bitiin kontroller intravenéz
epruvasyondan sonra generalize gicek enfeksiyonu ve tiy follikiili ile epriive
edilenler ise agir lokal ptisttler form enfeksiyonu gésterirken asililarin hepsi
saglam kaldilar.

6. AsI susunun titrasyonu yapildi, bunun icin steril bir enjektore alinan 5 ml.
steril PBS veya FTS ile 1000 doz asi sulandirilip, 10 kath sulandirma teknigine
gore 10-''den 10-'°'a kadar tiipler buz icinde bulundurulmak tizere diltisyonu
yapildi.

Daha dnce anlatilan teknigine uygun olarak 60 mm.lik petrilerde hazirlanmis
CEF kilturlerine her dilisyondan 0.1 ml. miktarda 5'er adet olmak lizere
inokilasyon yapildi. 37°C'de 1 saat adsorbsiyondan sonra petrilere 4 ml. me-
dium ilave edildi. inokule edilenler ve kontrol olarak birakilan petriler 5 giin siireyle
% 5 CO, li etlivde inklbe edildiler vesitopatik efekt-CPE yontnden kontrol
edilerek Sperman-Kerber metodu ile hesaplanmasi yapildi. Asi tohum virusunun
TCID,, titresi 10°/ml. olarak bulunduki buda istenen seviye lzerindedir.

SONUG VE ONERILER

Tavuk difteri-gicek hastaligina karsi atteniie edilmis HP-1 susundan
hazirlanmis, dondurularak kurutulmus olan bu canh virus asisinda, asilama
dozu hayvan basina 107° TCID,, 'dir.Civcivlerde asilamadan 5 gin sonra
immunite olusmaktadir. Bu asilamada solunum ve sindirim kanali miikoz
membranlarin korumasi, kanat zari ile yapilan asilamadan daha hizli ve iyidir.
Homolog epriive susa ve heterolog saha suslarina karsiimmunite sekillenmekte
ve oral, kutan ve intraventz epriivasyonlara esit oranda rezistanslik
gOstermektedir. Asi 5 gunliikten biiyiik civciviere uygulanmakta, asilama
programina ve hastaliyin bélgedeki riskine gore ilk asilama 5.nci gtinde, ikinci
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asllama 26.nci giinde ya da ilk asilama 21 giinliik iken ikinci asilama 35.nci
glinde icme suyu yontemiyle hayvanlara uygulanmalidir. Asi tatbikata kurutulmus
olarak sevk edilecektir. Asilar +4°C'de buzdolabinda muhafaza edilmeli ve
siselerin lzerindeki son kullanma tarihi gézéniinde bulundurulmahdir.
Buzdolabindan ¢ikarilan ve acilan asilar geciktiriimeden derhal kullaniimalidir.

Asi; glines i1sidina, sicada, dezenfektanlara ve deterjanlara cok hassas olup,
ozellikle korunmalidir. Asilanacak hayvanlarin her turlii stres'ten uzak ve tam
sihhatli olmalari gerekir. Onerilenden az dozda asi tatbikati yapilmamalidir.

Asilamadan 2-4 saat dnce hayvanlar susuz birakilmali, asilamaya
basladiktan 2 saat icinde de asili suyun bitiriimesi gerekmektedir. Her civcivin
suluklara yetisip yetismedigi ve suluklara direkt giines 15191 gelmemesi kontrol
edilmelidir.

1 sise as1 1000 doz olup, 5 ml. saf, klorsuz ve dezenfektansiz su ilave edilip,
eritilir. Asagida belirtilen sekilde hesaplanan asilama suyunun 1 It.sine 2 gr.
yadsiz siit tozu konmalidir. iyi kalitede icme suyu kullaniimali, suluklar temiz
olmali ve dezenfektanlar ile temizlenmemelidir.

Genel olarak 1 civciv i¢in 1 doz asi asagidaki miktarlardaki su iginde
bulunmahdir.

2 haftaliga kadar her civciv igin 5-10 ml. su,

3ile 8 haftalia kadar her civciv igin, 20-30 ml. su hesap edilmelidir.

Asilamadan sonra hayvanlarin kiimesteki yasam sartlarina gok dikkat
edilmeli, kiimes isisi, yem, su v.s. yeterli nitelikte olmaldir.

Sonug olarak; bu asinin avantaj ve dezavantajlarini asagidaki sekilde
siralayabiliriz.

Dezavantajlari:

1. Asllama dozu daha fazla virus igermelidir bu da asinin tiretim maliyetini
arttirmaktadir.

2. immunite uzun siire devam etmediginden ikinci asilamaya gerek vardir.

3. Hayvanlar tek tek asilanmadigindan, diger igme suyu asilamalarina benzer
sekilde antikor seviyelerinde farkliliklar gézienebilir.

4. Hatali teknik uygulamalardan dolayi (suyun sertligi, klor ve dezenfektan
icermesi, sulandirma hatasi v.s.) asilama basarisiz olabilir.

5. Deri yoluyla yapilan asilamadaki gibi sonuglar gozle izlenemez.

Avantajlarina gelince;



Doku Kultiri - Bayraktar

1. Mikdz membranlarin korumasi ¢ok- hizl olustugundan, bu yollardan vi-
rus girisi bloke edilir.

2. Merkezi immunite daha hizli olusur.

3. Fiziki stresler hi¢bir sekilde olusmaz.

4. Sekonder enfeksiyon komplikasyonu, etrafa virus sagilmasi v.b. kot etkiler
yoktur.

5. Hayvanlarin estetik gortinlisii bozulmaz.

6. Neonatal dénemde immunizasyon mimkindir.

7. Alerji riski kesinlikle yoktur.

8. Cok sayida hayvanin hizla kisa zamanda asilanmasiI mimkuindur.
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