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DEGiŞiK ISI DERECELERİNDE FARKLI SÜRELERDE 
TUTULAN SIGIR VEBASI AŞlSININ VERO 
HÜCRELERİNDE AKTiViTE KONTROLÜ 

Nigar TATAR(*) 

1. GiRiŞ 

Sığır populasyonlarında yüksek oranlarda ölümlere sebep olan sığır 
vebası tarih boyunca Kuzey Amerika kıtası dışında hemen hemen dünya
nın her yerinde görülmüştür. Günümüzde de sığır vebası, hastalığın görül
düğü ülkelerde önemini korurken, hastalığın görülmediği bölgeler için de 
önemli bir tehdit kaynağıdır. Tarih boyunca sığır vebası salgınlarında hasta 
hayvan ölümleri milyonları bulmuştur. Bu denli yüksek ölüm oranının eko
nomik değerinin yanı beslenmedeki önemi de tartışılmaz. 

Enfeksiyonun görüldüğü veya risk altındaki bölgelerde yaygın olarak 
kullanılan sığır vebası aşı suşu, Plowriht tarafından buzağı böbrek hücre 
kültürlerinde seri pasajlarla attenüe edilmiş Rinderpest bovine O Kabete 
(Kabete O = RBOK) suşudur. Attenüe RBOK suşu ile hazırlanan hücre 
kültürü aşısı, tavşan, keçi ve embriyolu tavuk yumurtasında seri pasajlarla 
attenüe edilen suşlardan elde edilen aşıların yerini almıştır. Bunun başlıca 
sebepleri attenüe hücre kültürü aşısının bağışıklık süresinin uzun, bağışık
lık seviyesinin yüksek, üretiminin, zararsızlık testlerinin kolay ve ucuz ol
ması , değişik hayvan türlerinde aşı komplikasyonlarının görülmemesidir 
(17,29,36,40,42,48). Primer buzağı böbrek hücrelerinde üretilen RBOK aşı 
suşu, bu avantajları yanında, ısıya karşı oldukça hassastır. Bu sebeple ko
ruma ve eradikasyon programlarının başarısı , uygun titredeki aşıların 

hazırlanmasından kullanıma kadar geçen sürede uygun soğuk şartlarda 
muhafazası ile yakından ilgilidir (2,22,36,40,42). 

Bu çalışmada Etlik Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstitüsü'nde pri
mer buzağı böbrek kültürlerinde, RBOK suşu ile üretimi yapılan ve değişik 
ısılarda muhafaza edilen liyofilize sığır vebası aşısının, African Green Mon
key Kidney (VERO) hücre kültürlerinde aktivite kontrolü amaçlanmıştır. 

(*) Uzman Veteriner Hekim, Etlik Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstitüsü Doku Kültürü 
Laboratuvarı, Ankara/Türkiye 
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2. GENEL BiLGiLER 

2.1. Hastalığın Tanımı 

Sığır vebası özellikle sığır ve mandalarda yüksek ateş, sindirim siste
mi mukozasında hemo"rajiler ve erezyonlarla karakterize, çok bulaşıcı ve 
mortalite oranı yüksek viral bir enfeksiyondur. Hastalık Latince'de typhus 
bovum contagious olarak isimlendirilir (5,7,11 ,25,26,40,42,43). 

2.2. Tarihçe 

Veteriner tarihçesi Smith sığır vebasının ilk defa hayvan hekimliğine 
ait en eski belge olan Kahun Papirüslerinde (M.Ö .. 1900) tanımlandığını id
dia etmiştir. Sığır vebası hakkında tam güvenilir kaynaklar 1711 yılında 
ıtalya'da görülen salgınla ilgilidri (9). 

Sığır vebası veteriner hekimlik tarihindeki çoğu ilk uygulamaların 
başlıca sebebidir. Avrupa'da 18. ve 19. yüzyıllarda görülen salgınlarda ilk 
defa karantina tedbirleri, hasta hayvanların imhası ve imha edilen hayvan
Iara tazminat ödenmesi uygulanmıştır. Lyon'da 1762 yılında ilk veteriner 
okulunun kuruluş sebebi de sığır vebası ile mücadeledir. 1863'de ilk ulusla
rarası veteriner hekimler kongresi, salgın hayvan hastalıkları ile mücadele 
kurallarını tesbit amacıyla Hamburg'da yapılmıştır. Daha sonraki yıllarda 

kurulan Office International des Epizooties (OIE) de sığır vebası ile müca
dele amacıyla kurulmuştur (7,9,28,40). 

Türkiye'de sığır vebası salgınlarının tarih boyunca mevcut olduğu 
tahmin edilmektedir. Yapılan arşiv çalışmalarında Osmanlı Imparatorluğu' 
nun ilk yüzyıllarına ait sığır vebası ile ilgili herhangi bir belge buluna
mamıştır. Türkiye Cumhuriyeti'nin kuruluşundan sonra yapılan mücadele
lerle hastalık 1932'de eradike edilmiş (8,9), ancak 1969 (6,9) ve 1991 yılla

rında sığır vebası Türkiye'de tekrar görülmüştür. 1969 yılında uygulanan 
sığır vebası salgını ile mücadele ve eradikasyon çalışmaları örnek olarak 
gösterilmiştir (44) . Her iki salgındakısa sürede eradike edilmiştir. 

2.3. Etiyoloji 

Hastalık etkeninin Berkefeld filtrelerden geçebildiği ilk defa Adil ve Ni
colle Bey tarafından bildirilmiştir. Sığır vebası virusu (Rinderpest virus = 
RPV) Paramyxoviridae familyası içinde morbilli virus gurubundadır. Bu 
grupta yer alan peste des petits ruminant virus (PPRV) canin distemper vi
rus (CDV) ve measles virus (MV) ile antijenik yakınlığı vardır (7,9,28,42). 
Son yıllarda yapılan çalışmalarda 7MV-107 virusu, 72-P-535 virusu, Hh-1 
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virusunun da bu gruba dahil edilmesi düşünülmüştür {42,43). RPV antijenik 
olarak tek tiptir, fakat değişik virulenste suşlarda mevcuttur {7, 11 ,28,38, 
49,40,42). Virus infeksiyöz komponentinden başka antijenik yapılarıda 

içerir. Bunlar komplementi fikse eden antijen, presipitinojen ve yüzüy prote
inleri olan hemaglütiiıin {HA) ve füzyon {F) proteinleridir {19,49). Virion ple
omorfik, yuvarlak genellikle 100-150 nm çapında veya flamentöz formdadır. 
Tek sarmallı RNA ihtiva eder ve nükleokapsid 18 nm çapında helikal simet
rik yapıya sahiptir. Virion zarı lipoprotein karekterinde olup yüzeyinde 8-1 O 
nm aralıklarla ışınsal çıkıntılan bulundurur {19,42) . 

RPV çevre şartlarına karşı oldukça hassastır. Stabil olduğu pH 
değereri 7,2 - 8 arasındadır. Kokuşma, tabii şartlar altında kurutma, güneş 
ışığı ve kuvvetli alkali dezenfektanlar etkeni kolaylıkla inaktive eder. ısıya 
karşı da. duyarlı olan etken 56°C'de birkaç dakikada inaktive olur. Buna 
karşılık -20°C ve daha düşük ısılarda enfektivitesini yıllaca muhafaza eder 
{7,28,40,42). 

Sığır, koyun, keçi, civciv embriyo, domuz, hamster, köpek ve insan 
orijinli hücre kültürlerinde RPV üretmek mümkündür {28) . Ancak primer bu
zağı böbrek hücre kültürleri etkene en duyarlı hücrelerdir. Bütün virulent sa
ha suşları primer buzağı böbrek hücre kültürlerinde üretilebilir. Fakat sığır 
suşları tavşan hücre kültürlerinde üretilemez {28,31 ,43). Devamlı hücre 
kültürlerinden en yaygın kullanılanı ise VERO hücreleridir. Madin Darby Bo
vin Kiney {MDBK) ve He-La hücre kültürleri de etkeneduyarlı olan diğer de
vamlı hücre kültürleridir {28). Virulent ve avirulent suşlarla leukosit hücre 
kültürlerinde yapılan çalışmalarda virulent RPV'un sığır leukosit hücre 
kültürlerinde daha çabuk ürediği tesbit edilmiştir {38) . Hücre kültürlerinde vi
rulent virusun 20. pasajından sonra orijinal konakçıya karşı attenüasyon 
başlar {28,30) . Hücre kültürlerinde virus çoğalmasına bağlı olarak cytopat
hic effect {CPE) şekillenir. En belirgin CPE hücre sınırları belirgin ve enfek
te hücrelerin bir araya gelmesi ile şekillenen çok çekirdekli sinsidyalardır. 
Hücre çekirdeği ve sitoplamasında şekillenen inklizyon cisimcikleri {intra 
nüclear inclision bodies; INIC, intra sitoplasmic inclision bodies; !SIC) ve 
enfekte hücrelerde görülen yuvarlaklaşma diğer CPE şekilleridir {7,28). 
Embriyolu tavuk yumurtasında adaptasyondan sonra yumurta sarısına 

ekimlerle virus üretilebilir {11 ). Fare, hamster ve ratlar deneme hayvan ı ola
rak kullanılabilirse de en duyarlı derıeme hayvanı danalardır. Tavşan da 
çok sık kullanılan bir diğer deneme hayvanıdır {11 ,28) . 

2.4. Epidemiyoloji 

Tabii enfeksiyonlar sadece çift tırnakli hayvanlarda görülür. Evcil çift 
tırnakli hayvanlar özellikle sığır ve mandalar hastalığa çok duyarlıdır. Asya 
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ve Afrika'da geçmişte koyun ve keçi epizootileri bildirilmişse de günümüzde 
sadece Hindistan'da görülmektedir (5,7, 11,40,41 ). Doğal enfesiyonlar uzak 
doğu Asya domuzlarında da görülmektedir. Avrupa evcil domuzlarında et
ken üreyip çevreye saçılır fakat bu hayvanlar hastalığa dirençlidirler. Vahşi 
hayvanlardan yaban domuzu, yaban keçisi, zürafa, antilop, geyik, ceylan 
ve su aygırlarında tabii enfeksiyonların varlığı bilinmektedir. Develer de kli
nik semptom göstermeyen enfeksiyon kaynağı olarak düşünülmektedir (5, 
26). 

Enzootik hastalığın görülmediği bölgelerde sığır vebası her yaşta 
;,Jörülebilir. Buna karşılık enzootik bölgelerde spesifik bir yaş insidansından 
söz edilebilir. Enzootik bölgelerde risk altında olan grup, 1 yaş civarında 
olan hayvanlardır (20,28,40,42,43) . Gerek Asya'da gerekse Afrika'da yapı
lan çalışmalarda insidensin mevsimlere göre değiştiğini gösteren herhangi 
bir bulgu tesbit edilememiştir (42) . 

Akut hastalık döneminde virus vücudun her yerinde, karkasda, vise
ral lenf yumrularında, sindirim sistemi mukozasında, dalakta ve aciğerde 
yaygın olarak bulunur. Ateşin görüldüğü ilk iki günds burun akıntısı en 
önemli saçılma yoludur. Konjuktival ve oral sekresyon virus yoğunluğu 
bakımından burun akıntısı kadar yüksek değildir .. Idrada virus ateşin 2-3. 
günlerinde tesbit edilir. Gaitada virus en erken ateşin 3. gününde bulunur. 
Total virus atılımı gözönüne alındığında gaita ile saçılan virus miktarı 
inanılmaz derecede yoğun ve önemlidir (28,43) . Iyileşen hayvanlarda per
siste enfeksiyon söz konusu değildir (40, 42) . 

Hasta hayvanların doğal salgıları ile kontamine olan ahırlarda RPV 
2-4 gün canlı kalır. Gaita ve toprakta bu süre 36 saattir (28). Dondurularak 
muhafaza edilen enfekte karkasların ve hastalığın subklinik seyrettiği hay
vanların, hastalıktan ari bögelere nakli hastalığın yayılmasında önemli rol 
oynar (26,28,43) . Bulaşmada vektörlerin rolü çok nadirdir (42). Hastalığın 
yayılışı, hastalığın uzun süre görülmediği bölgelerde ani ve çok hızlıdır. En
zootik bölgelerde ise daha yavaş ve düzenlidir (42,43). 

Sığır vebası virusu sindirim ve solunum yolu ile alınır. Bu ya hasta 
hayvanla direkt temasla ya da kontamine materyallerle indirekt olarak 
şekillenir. Deneysel olarak bulaşma virusun konjuktivaya damlatılması, int
ranasal yol, nasal sıvab, intradermal, subkutan, intramusküler, intravenöz 
ve diğer parenteral yollarla kolayca oluşturulabilir (28,43). 

2.5. Patogenez 

Hastalığın doğal bulşamasında en önemli giriş yolu nasofaringeal 
mukozadır. RPV lenfoid dokulara ve sindirim sistemi mukoz membran epi-
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tellerine yüksek bir affinite gösterir. Virus vücuda girdikten sonra ilk olarak 
platal tonsil veya faringsal ve mandibuler lenf yumrularında çoğaldıktan 
sonra kana geçerek kandaki mononükleer hücreleri enfekte eder. Viremi 
döneminden sonra virus kan yolu ile vücuda yayılır ve generalize enfeksi
yon şekillenir. Daha sonraki virus çoğalması bütün lenfoid dokularda, sindi
rim sistemi mukozasında, solunum sisteminin mukoz membranlarında . ve 
akciğerlerde meydana gelir. Bu dönemde vücutta virus yoğunluğu en 
yüksek üzeydedir. Özellikle sindirim sisteminde görülen lokal nekrotik sto
matitis ve eiıteritis virus çoğalmasının direkt bir sonucudur. Virus titresi 
ateşin görülmesinden 4-5 gün sonra yani kan dolaşımında ilk antikoların 
görüldüğü andan itibaren düşmeye başlar. Lenfoid dokularda lenfositlerin 
yıkımı sonucu leukopeni şekillenir (7, 11, 18,28,43,48). 

2.6. Klinik Semptomlar 

Sığır vebasının tipik klinik semptomları açık ve belirgin olarak ancak 
ekzotik bölgelerde görülür. Bu bölgelerde mortalite% 90-100 ulaşır, morbi
tite ise % 100 yakındır. Enzootik bölgelerde ise genellikle klinik semptomlar 
daha az şiddette ve fazla tipik değildir (5,28,42,43). Sığır vebası alınan viru
sun miktarı ve virulensine bağlı olarak perakut seyir şeklinden subklinik se
yire kadar değişen bir klinik tablo gösterir. Klasik sığır vebası kısa süreli 
yüksek ateş , eroziv karakterde stomatitis ve gastroenteritis, ishal, buna 
bağlı olarak meydana gelen dehidrasyon ve ölümle karakterizedir. Bu klinik 
seyri 5 dönemde incelemek mümkündür (28,42,43). 

lnkubasyon periyodu 

- Prodromal ateş dönemi 

- Eroziv mukoza! dönem 

- Diyarik dönem 

- lyileşma dönemi 

inkubasyon periyodu, virusun vücuda girmesi ile ateş yükselmesi 
arasında geçen süreyi ihtiva eder. lnkubasyon süresi 3-9 gündür. Enzootik 
bölgelerde ve hastalığa karşı dirençli hayvanlarda bu süre 15 güne kadar 
uzayabilir. Deneysel çalışmalarda inkubasyon süresi 2-3 gün olarak tesbit 
edilmiştir. Bu dönemde virus, organizmaya giriş yoluna en yakın lenf yu.m
rularında primer enfeksiyonu meydana getirir (5, 7,11,26,28,40,41 ,42,43) . · 

Prodromal dönem, ani 40-41,5°C'ye ulaşan yüksek ateşle başlar ve 
ağızda ilk lezyonların ortaya çıkmasına kadar devam eder. Virus replikas
yonu bu dönemde en yüksek düzeydedir. Hasta hayvanlarda yüksek ateşle 
birlikte iştahsızlık, durgunluk, süt veriminde düşme , fotofobi , yüzeysel ve 

49 



Sığr vcbası- Tatar 

sık solunum, ruminasyonun yavaşlaması veya durması ve konstipasyon 
görülür. Oral, nasal, vaginal, mukozalar ve konjuktiva konjesyone ve hipe
remiktir. Konjuktival ve nasal sekresyon artar ve seröz karakterdedir. Ağız 
çevresi ve burun ucu kuru, tüyler karışıktır (5,7,28,41 ,42,43). 

Eroziv mukoza! dönem, alt dudak mukozası ve buna bitişik olan diş · 
etlerinde mukoza! lezyonların oluşması ile başlar ortalama 3-4 gün devam 
eder. Ateş yükselmesinden 2-5 gün sonra oral, nasal ve ürogenital mukoz 
membranlarda toplu iğne başı büyüklüğünde nekrozlar şekillenir ve yay
gınlık gösterir. Bu küçük nekrotik odaklar başlangıçta ağıza kepek serpilmiş 
manzarası verir ki bu sığır vebası için önemli bir klinik tablodur. Nekrotik 
odaklar genişleyerek birleşirler ve şekillenen lezyonların üst yüzeyindeki 
epitel tabaka en ufak bir etki ile kolayca yerinden uzaklaştırılabilir. Özellikle 
dilin alt yüzeyinde şekillenen erozyonlar hastalığın klinik olarak şaptan ayırt 
edilmesinde önem arz eder. Nasal ve konjuktival-akıntı mukoprulent bir hal 
alır, nasal akıntıda kan izlerine rastlanır. Yem yeme tamamen durur, fakat 
şiddetli bir susuzluk hissi vardır. Çok sık olmamakla beraber derinin kılsız 
bölgelerinde deri lezyonları şekillenebilir (28,42,43). Ateş henüz normal se
viyesine düşmemiştir. 

Diyarik dönem, ilk mukozallezyonların görülmesinden 2-3 gün son
ra diyare başlar ve ateş düşer. Mu koz membran, epitel doku ve kanlı nekro
tik dokuları ihtiva eden gaita, koyu kahve renkte ve kötü kokuludur. Şiddetli 
diyare hızlı bir dehidrasyona sebep olur. Solunum güç ve ağrılıdır, baş 

aşağı düşer, sırt kamburlaşır, gözler göz çukuruna çöker, şiddetli bir zayıflık 
ve inkoordinasyon vardır. Kollaps ve ölüm hastalığın çıkışından 6-12 gün 
sonra şekillenir. Ölüm nedeni hızla şekillenen su ve elektrolit kaybıdır. Has
talığın bu klasik klinik formunda mortalite% 90 ulaşır (28,41, 42,43). 

iyileşme dönemi hastalığı geçiren hayvanlarda iyileşme süresi bir
kaç hafta olarak bildirilmiştir. Mukoza! dönemde iyileşme başlarsa bu süre 
daha da kısalır. Bu dönemde gebe hayvanlarda abort görülebilir fakat fötus 
da herhangi bir anamaliye rastlanmaz (11 ,28,42,4~). 

Perakut olaylar da ise hastalık aniden yüksek ateşle başlar bir-iki 
gün içinde mukoza! lezyonlar başlamadan ölüm şekillenir. Bu klinik form 
genç buzağılarda ve ekzotik bölgelerde görülür (43) . 

Subakut olaylar hastalığın enzootik seyrettiği bögelerde görülür. 
lnkubasyon süresi uzun ve klinik semptomlar belirgin değildir. Mortalite ol
dukça düşüktür. Subakut olaylarda latent patojen etkenler özellikle protozo
on enfeksiyonlar aktivasyona uğrar. Aktive enfeksiyonlar ve süper enfek-
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siyonlar sığır vebasının klinik semptomlarını maskeleyerek hastalığın klinik 
teşhisinde önemli karışıklıklarasebep olurlar (5,26,43). 

Hastalık koyun ve keçilerde akut, subakut ya da subklinik seyreder. 
Klinik semptomlar sığırlardakine benzemekle birlikte hastalık süresi daha 
kısa ve pneumonik semptomlar daha belirgindir (26,40,4_3) . 

Domuzlarda ise sadece Asya evcil domuzlarında klinik semptomlara 
rastlanır. Kinik semptomların şekillenmediği, yüksek ateş ve ölümle karak
terize perakut formun yanısıra, akut ve subakut seyir şekline de rastlanır 

(43). 

2.7. Otopsi ve Histopatolojik Bulgular 

Sığır vebasında otopsi bulguları tipiktir fakat patognomonik değildir. 
RPV özellikle lenfoid dokulara sonra da sindirim sistemi epitellerine büyük 
affinite gösterir. Dolayısıyla lezyonların çoğunu lenfoid ve epitel dokuda bul
mak mümkündür (5,18,43). 

Sindirim sistemi özellikle ağız mukozasında nekrotik eroziv ve 
ülseratif lezyonlar tipik olarak alt dudağın iç kısmı, buna bitişik diş etleri, ya
nak papillaları, dilin serbest ucunun ventral yüzeyinde bulunur. Abamasum 
da özellikle pilorik mukozada tezyonlar şiddetli ve daha çok yuvarlak 
şekildedir. Buna karşılık, fundus kısmındaki lezyonlar çizgi şeklinde olup 
mukoza kıvrımlarının kenarında yer alır. Mukoza boz bir renk alarak nekro
ze olur, daha sonra düşen bu nekroze mukozanın yerinde keskin kenarlı, 
düzensiz, hiperemik erozyonlar kalır. Bazı olaylarda ülserasyonlar görüle
bilir (18,43,48). Barsak mukoza kıvrımları üzerinde oluşan linear tezyonlar 
zebra çizgileri olarak tanımlanır. Sekumdan rektuma kadar gayet belirgin 
olan zebra çizgileri, sığır vebasının en önemli otopsi bulgusudur (5, 18, 
28,43,48}. Makroskobik olarak lenf yumruları ödematöz, hemorajik ve 
büyümüştür. Ölümün geç şekillendiği olaylarda ise. lenf yumruları büzüşür 
ve kortekste düzensiz çizgiler görülür. Viseral lenf yumrularındaki lezyonlar 
·da buna benzer. Ancak nekrotik tezyonlar ve barsak duvarında ülseras
yonlar gelişir (18,48}. 

Sığır vebasında en önemli histopatolojik değişiklikler lenfoid dokular
da ve sindirim sistemi epitel dokusunda görÖlür (18,28,43,48). Ağız muka
zasında hastalığın başlangıcında epidermisteki bazofilik deorganizasyon 
odaklarında ve baz.al hücrelerin hemer.ı yakınındaki epitel hücreleri birbiri ile 
kaynaşarak çok çekirdekli sinsidyal dev hücreleri oluştururlar (18,48) . Mik
roskobik olarak barsaklarda yüzlek ve kript epitel hücrelerinde sinsidyal dev 
hücrelerin oluşumunu bu dokuların nekrozu takip eder. Lenfoid dokularda 
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ilk değişiklikler hücre çekirdeği ve sitoplazmasında inklizyon cisimciği ihtiva 
eden sinsidyaların şekillenmesidir. Sinsidyal dev hücrelerin oluşumundan 
sonra lenfasitler nekroze olur. Tonsillerde görülen tonsillitis nekrotikans 
hastalığın histopatolojik teşhisinde önem arz eder (18,43,48). Aynı zaman
da doku kesitlerinde immunperoxsidase boyama (IP) tekniği kullanılarak vi
ral antijenleri tesbit etmek mümkündür (1 O). 

2.8. Teşhis ve Ayıncı leşhis 

Hastalığın ortaya çıkış şartları, klinik belirtiler ve otopsi bulguları ge
nellikle sığır vebasından şüphe edilmesi için yeterlidir. Uzun süre hastalığın 
görülmediği bölgelerde hastalıktan çok kısa bir zaman önce hayvan hare
ketini takiben hızlı bir yayılma vardır. Mortalite oldukça yüksektir. Fakat en
zootik bölgelerde semptomlar daha az belirgindir. Mortalite ise risk al
tındaki hayvanların dirençlerine ve RPV'un virulensine bağlı olarak değişik
lik gösterir. 

Virus izolasyonu için en uygun materyaller özellikle prodromal 
dönemde yani ateşin en yüksek düzeye ulaştığı zamandaki hasta hayvan
lardan alınan ve soğuk şartlarda tutulan antikoagülantlı kan örnekleridir. 
Ancak antikoagülantlı kan örnekleri hiçbir zaman dondurulmamalıdır. Gerek 
virus izolasyonları gerekse viral antijeninin tesbiti için uygun dönemdeki 
canlı hayvanlardan, preskapuler lenf yumrularından biopsi materyalleri, 
konjuktival ve nasal sıvaplar, ağız lezyon kazıntıları, antikoagülantlı kan 
örnekleri ölen veya öldürülen hayvenlardan, özellikle mezenteriyel lenf 
nodülleri, tonsiller ve dalak amaca uygun diğer materyalleri teşkil eder (5, 
28,40,41,42,43). Iyileşen hayvanlardan gönderilecek kan serumu örnekleri 
antikor tesbiti amacıyla kullanılır. 

Virus izolasyon ve identifikasyonu : Sığır vebasının teşhisi klinik 
semptomlar ve postmortem lezyonların tesbiti ile yapılabilir ve bu teşhis 
spesifik viral antijenlerin tesbiti ile doğrulanırsa da bazı durumlarda virus 
izolasyonu teşhisi garanti etmek için gereklidir. Özellikle hastalığın ilk defa 
görüldüğü bölgelerde ve RPV'un virulensinin düşük olduğu durumlarda vi
rus izolasyonu büyük önem arz eder (42,43). Son yıllarda monoelenal anti
korlarla (MAb) yapılan çalışmalarda değişik karakterdeki suş özelliklerinin 
tesbitine önem verilmiştir (23,27,39). 

Şüpheli materyal ekimi yapılan hücre kültürlerinde, immunoperoksi
dase ve immunofloresans (IF) boyamalar kullanılarak CPE şekillenmeden 
önce enfekte hücrelerde virus varlığı ve identifikasonu yapılabilir (40,42, 
43). 
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Antijen tesbiti : Sığır vebasının teşhisinde en önemli faktör teşhisin 
hızlı yapılmasıdır. Bu maksatla kullanılan komplement fiksazyon (CF), 
elektron mikroskop (EM), IF ve IP testleri için laboratuvara ihtiyaç vardır. 
Fakat kouterimmunoelektroforesis (CIEF), agar jel immunodiffision (AGID) 
ve pasif hemaglütinasyon (PHA) testleri sahada kulanılmak üzere modifiye 
edilebilir (41 ,43). 

Antikor tesbiti : RPV ile enfekte hayvanların lenfoid dokularında 
mevcut viral antijenlere karşı yüksek titrede spesifik antikorlar oluşur. Bu 
immun cevap temelde bütün hassas hayvanlarda virulent ve atenüe suşlara 
karşı aynıdır. Virulent suşlarla enfeksiyonda antikorlar klinik belitilerin 
görülmesinden 2-5 gün sonra, attenüe aşı suşlarında ise aşılamadan 6-1 O 
gün sonra görülmeye başlar. Enfeksiyonun çok hafif seyrettiği bazı olaylar
da antikorlar enfeksiyonu takiben 17. günde görülür. Antikor titresi ölüme , 
kadar ya da enfeksiyondan 3-4 hafta sonraya kadar yükselmeye devam ' 
eder. Hastalığı geçiren hayvanlar ömür boyu bağışıklık kazanırlar. Yaygın 

olarak antikor tesbiti için virus nötralizasyon test (VNT) ve Enzim Linked 
ımmunosorbent Assay (ELISA) testleri kullanılmaktadır. Antikor tesbiti ge
nellikle epidemiyolojik çalışmalar ve eradikasyon programları için uygulanır 
(1,41,42,43). 

Ayıncı teşhis : Sığır vebası özellikle ağız lezyonları ve ishalin birl ik
te görüldüğü Bovine Virus Diarrhoea, Malignant Catarrh Fever ve koyunlar
da PPR'dan ayırt edilmelidir. Bu hastalıkların yanısıra Şap ve Vesiculer 
Stomatitis de gözönünde bulundurulmalıdır (2,42,43) . 

2.9. Ba~ışıklık 

Sığır vebasında immun cevap karışık değildir. RPV'un bütün suşları 
immunolojik olarak homojendir ve suşlar arasında tam bir kros reaksiyon 
vardır. Hastalıktan iyileşen hayvanlarda oluşan bağışıklık ömür boyudur 
(26,28,32,41 ). 

Aktif olarak bağışıklık kazanmış analarda antikorlar kolostrumda 
yoğunlaşır ve yavruya geçer. Yapılan deneysel çalışmalarda gebelik ve lak
tasyon dönemindeki hayvanların kan antikor düzeylerinde, düşmelerin ola
bileceği ve bu dönemlerin aktif bağışıklık üzerinde olumsuz etkileri olduğu 
tesbit edilmiştir (17). Ayrıca kolostrumdaki antikor titresinin buzağıların anti
kor titrelerinden. yüksek buzağı kan serumundaki antikor titresinin de 
ananın antikor titresinden daha düşük olduğu bildirilmiştir (16). Buzağilar
daki bağışıklık süresi kolostrumla alınan antikor seviyesine bağlı olarak 4-8 
ay veya daha uzundur (5,16,17,20,42,43). 
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RPV bütün attenüe ve virulent suşları arasında homolog interferens 
görülür (5,15,28). Primer dana böbrek hücre kültürlerinde yapılan çalışma
larda attenüe suşun virulent suştan daha fazla interteren oluşturduğu tesbit 
edilmiştir (15,41 ). Ayrıca RPV ile Rift Vali ey Fever virus arasında da h etero
log interferens görülür (5,28). 

RPV önemli bir immumsupresiv etkendir. lmmunsuprasyon T ve B 
lenfositlerin tahribatına bağlı olarak şekillenir ve mevcut latent enfeksiyon
ları aktive eder (5,28,40,41,42,43). 

2.10. Mücadele ve Kontrol 

Günümüzde sığır vebasının geÇmişte olduğu gibi hastalıktan ari 
bölgelere hemen hemen her zaman hasta hayvanlar vasıtasıyla bulaştığı 
bilinmektedir. Bu sebeple hastalığın enzootik olduğu bölgelerle coğrafik ve 
ticari bağları olan ülkeler yüksek risk altındaki bölgeler olarak tanımlanır. 
Sığır vebası salgınlarında hastaların imhası ve karantina tedbirlerinin 
yanısıra aşılama uygulamaları, hastalığın kontrolü ve eradikasyonu için en 
önemli faktördür. 

Sığır vebasında aşılamalar ile ilgili ilk uygulamalar hiperimmun se
rum ve inaktif virus ihtiva eden doku süspansiyonlarının kullanılmasıyla 

başlamıştır. Daha sonraki yıllarda Edwars'ın RPV'u keçilerde adaptasyo
nundan sonra 1932'de Stirling Hindistari'da, Pjaff ise Burma'da bu attenüe 
virusu aşı olarak kullanmışlardır. Ancak bu kaprinize aşının kullanımı has
sas sığır ırklarında şiddetli aşı reaksiyonlarından dolayı, yüksek dirence sa
hip ırklarla, doğu Afrika zebusunda sınırlı kalmıştır (5,11). 1938'de Naka
mura RPV'u tavşanlarda attenüe ederek enfekte tavşanların mezenterik 
lenf yumrularını aşı olarak kullanmıştır. Lapinize aşılarda bağışıklık süresi 
iki yıl olarak tespit edilmiş ve orta derecede dirençli sığır ırkları içi_n tavsiye 
edilmiştir (5,7, 11). Daha sonraları jenkins ve Shope RPV'un RBOK suşunu 
embriyolu tavuk yumurtasında yumurta sarısına inokulasyonlarla at
tenüasyondan sonra aşı olarak kullanmışlardır (11 ). Günümüzde kullanılan 
sığır vebası aşılarının çoğu Plowright tarafından attenüe edilen RBOK 
suşundan orijin alır. ısıya karşı hassasiyet primer buzağı böbrek hücre 
kültürlerinde .üretilen canlı attenüe liyetilize aşının tek ve önemli dezavan
tajını teşkil eder. Bu nedenle 1972 yılında Provest ve Borredon ısıya da
yanıklı aşı üretim denemelerinde başarılı olmuşlar ve bu aşılarını bovin ple
uraprieumonia contagiosa aşısı ile kombine etmişlerdir (5,36) . VERO 
hücrelerinde RBOK suşu · iye ısıya dayanıklı aşı üretim denemelerinden 
başarılı sonuçlar alınmıştır (24,42). Bu çalışmalara ilaveten Hindistan'da 
araştırmacılar kuzu böbrek hücre kültürlerine RBOK suşunu adapte ederek 
aşı üretiminde kuzu böbrek hücre kültürlerini l<ullanmışlardır. Asya'daki bazı 
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ülkelerde ise Nakamura lll suşunun derivatları hücre kültürlerinde üretilerek 
aşı olarak kullanılmaktadır (42) . Son yıllarda yapılan rekombinant aşı 

çalışmalarında Ha ve F proteinleri kullanılmıştır. Bu aşılarla tavşan, sığır ve 
domuzlarda yapılan bağışıklık denemelerinde yüksek düzeyde nötralizan 
antikorlar tesbit edilmiştir. Aynı zamanda ısıya dayanıklılık özelliği de 
taşıyan rekombinant sığır vebası aşısının hastalığın görüldüğü tropikal 
bölgelerde eradikasyonu daha da kolaylaştıracağı iddia edilmektedir (3, 
4,47.49). Herhangi bir salgın tehlikesinde hastalığın çıkışını önleyebilmek 
için risk altındaki bölgede mevcut bütün ruminanUar ve domuzlar aşılan
malıdır. Hastalığın ilk görüldüğü ya da enzootik bölgelerdeki salgınlar ka
rantina tedbirleri ve ring aşılamalar ile söndürülmeye çalışılır. Hayvanlar da
ha önce aşılanıp aşılanmadıkları gözönünde bulundurulmadan aşılanmalı
dır (2,5,41 ,42) . Maternal antikor taşımayan buzağılara doğumlarının birinci 
gününde aşı uygulanabilir. Maternal an~ikor taşıyan buzağılar ise 6-8. ayla
da aşılanmalı ve aşılama 7-9 ay sonra tekrarlanmalıdır (5,26,28,42,45). 
Aşılamadan önce maternal antikor düzeyleri düşük buzağılarda antikor 
düzeyi aşılamadan 15 gün sonra en yüksek düzeye ulaşır bu süre yetişkin 
hayvanlarda yaklaşık 21 gündür (45) . Hindistan'd·a yapılan çalışmalarda ise 
kuzularda uygun aşılama zamanının 16-20. haftalar olduğu tesbit edilmiştir 
(21). Sığır vebası aşısının inaktif şap SAT-1 aşısı ile aynı zamanda uygu
lanmasının gerek sığır vebası gerekse şap hastalığına karşı oluşacak 
bağışıkiiğı etkilemediği bildirilmiştir (12) . Gürtürk ve arkadaşları tarafından 
IBR virusuna karşı nötralizan antikor bulunduran sığırlarda sığır vebası 

aşısının daha yüksek titrede antikor meydana getirdiği iddia edilmiştir (13) . 

Eradikasyon çalışmalarından sonra hastalığın görüldüğü bölge ya da 
ülkenin hastalıktan ari olduğunun bildirilmesinin kriterleri OIE tarafından 
tesbit edilmiştir (37). 

3. MA TERY AL ve METOT 

3.1. Aşı Virusu 

Çalışmada 22.3.1990 tarihinde liyofilize edilen 8/9 seri nolu sığır ve
bası aşısı kullanıldı . Aşı kontrol testlerinin tamamlanmasından sonra oda 
derecesinde 22°C, +4°C'de ve -20°C'de karanlıkta muhafaza edildi. 

3.2. Hücre Kültürü 

Titrasyonlarda 1982 yılında Flow Laboratuvarından Dr. Singh tarafın
dan getirilmiş olan VERO hücre kültürleri kullanıldı. 
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3.3. Serum 

Titrasyonlarda Sigma firmasından temin edilen liyofilize fötal buzağı 
serumu (FCS) deiyonize steril su ile orijinal hacmine tamamlandıktan sonra 
kullanıldı. 

3.4. Vasatıar ve Kimyasal Maddeler 

HANKS 

NaCl 8.000 

KCl 0.400 

MgS04 ?H20 0.200 

CaCI2 0.140 

Na2HP04 12H20 0.150 

KH2P04 0.060 

Dextrose 1.000 

Lactalbumin hydrolysate 5.000 

Phenol red 0.0125 

Penicillin-G 100 IÜ/ml 

Streptomycin 100 mg/ml 

Deiyonize su 1000.0 ml 
'\ 

Kimyasal maddeler l<arıştırıldıktan sonra filtrasyonla sterilize edildi. 
Sterilite kontrolünden sonra hücrelerde test edilen vasat titrasyonlarda kul
lanıldı. 
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PBS (Phosfate bufer solution) 

NaCl 

KCl · 

Na2HP04 12H20 

KH2P04 

Phenol red 

Penicillin-G 

Streptomycin 

8.000 

0.200 

0.370 

0.200 

0.016 

100 IÜ/ml 

100 mg/ml 
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Eritilen ve filtrasyonla sterilize edilen kimyasal madeler kullanım 
süresince +4°C'de saklandı. 

Tripsin 

Trysin* (1 :250) 

PBS 

2.500 

1000.0 ml 

Karıştırıldıktan sonra filtrasyonla sterilize edildi ve -20°C'de muhafa
za edildi. 

EDTA (Etylen diamine tetra acatic acid) 

EDTA 

Distile su 

2.0 

100.0 ml 

Eritidikten sonra 120°C 30 dakika otaklavda sterilize edildi ve 
+4°C'de saklandı. 

Cryo propectan 

Saccharose• 

Lactalbumin hydrolysate• 

NaH03 

Deiyonize su 

100.0 

50.0 

1.6 

1000.0 ml 

Karıştırılan kimyasal maddeler 11 0°C'de 20 dakika otoklavda sterilize 
edildi, liyofilizasyon için koruyucu madde olarak 1/1 oranında kullanıldı. 

Titrasyonun uygulanışı : Çalışmanın başladığı önemde mikro test
ler için gerekli malzemenin kısıtlı olması sebebiyle makro titrasyon metodu 
uygulandı . VERO hücreleri% 005 EDTA ihtiva eden tripsinle tripsinize edi
lerek 3x105 hücre/ml olacak şekilde% 10 FCS ihtiva eden HANKS vasatı 
ile hücre süspansiyonu hazırlandı. Bu hücre süspansiyonundan her hücre 
kültürü tüpüne 1'er ml taksim edilerek 37°C etüvde inkubasyona bırakıldı. 
Liyofilize aşı 1 ml PBS ile süspanse edilerek 2000 devirde 1 O dakika sant
rifüj edildikten sonra PBS ile log.1 O tabanına göre 1 o-1 den 1 o·7 ye kadar vi
rus dilüsyonları hazırlandı. Hücreler% 30 monalayer olduğundan her virus 

• Difco Laboratories Detroit, U.S.A. 
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dilüsyonundan 5 adet hücre kültürü tüpüne 0.1 ml miktarında direkt olarak 
inokule edildi. Aynı zamanda virus ve hücre ısontrolleri de bırakıldı. So
nuçlar 12. güne kadar şekillenen CPE'ye göre değerlendirildi ve virus titresi 
Spearmann-Karber metoduna göre hesaplandı. 

Isı derecelerinin ve titrasyon sürelerinin tesbitinde bu konudaki lite
ratür bilgileri ve ülke şartları gözönünde bulunduruldu. Bu bilgilerin doğrul
tusunda oda ısısında tutulan aşı her iki haftada, +4°C'de tutulan aşı her 
iki ayda, -20°C'de tutulan aşı her dört ayda bir titre edildi. Bu çalışmada 
kullanılan 8/9 seri nolu aşının titresi Doku Kültürü lnfektif Doz50 (DKID50) 

1 o·6
·
25/ml olarak tesbit edildi. 

4. BULGULAR 

Titrasyon çalışmaiannda hücre kültürleri , birinci günden başlayarak 
onikinci güne kadar hücre kültürü mikroskobunda muayene edildi. Kesin 
değerlendirme 12. gündeki CPE varlığına göre yapıldı. Araştırmada kulla
nılan 8/9 seri nolu aşının başlangıç titresi DKIK50 10·6·

25/ml olarak tespit 
edildi. 

Yapılan titrasyonlarda oda ısısında karanlık ortamda tutulan aşıda, 
aşı yarı ömrü 13 hafta olarak tesbit edilmiştir. Bu 13 hafta boyunca +4°C ve 
-20°C'de muhafaza edilen aşılarda ise herhangi bir' titre kaybı görülmemiş
tir. 

+4°C'de tutulan aşıda, aşı yarı ömrü 16 ay olarak tesbit edilmiştir. 16 
ayın sonunda -20°C'de muhafaza edilen aşıda önemli bir titre kaybı gö
rülmemiştir. 

24 ay boyunca -;woc•de muhafaza edilen aşılarda tekrarlanan tit
rasyonlar sonucunda literatür bilgilere göre önemli sayılabilecek herhangi 
bir titre kaybı görülmedi. 

Bu sonuçlar Tablo 1 'de özetlenmiştir. 
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Tablo 1 :Değişik sürelerde değişik ısılarda tutulan sığır vebası 
aşısında meydana gelen titre kayıpları 

~ e 22°C +4°C -20°C 

Hafta Ay\ 
2 - 5.80 - -
4 1 5.20 - -

6 - 4.70 - -
8 2 4.40 6.25 -

10 - 4.10 - -

12 3 3.60 - -

14 - 3.00 - -
16 4 2.90 6.00 6.25 

6 - 5.70 -

8 - 5.35 6.20 

10 - 4.50 -
12 - 1 4.20 6.00 

14 - 3.60 -
16 - 3.00 6.1 o 
18 - - -
20 - - 6.00 

22 - - -
24 - - 5.90 

Titre : Log.10 DKID5ofml 
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5. T ARTlŞMA ve SONUÇ 

Türkiye'de 1969 salgınının eradikasyonundan sonra komşu güney 
ülkelerden gelebilecek salgınları önlemek maksadıyla bu sınırda tampon 
bölge oluşturulmuştur. Buna rağmen bu ülkelerde görülen savaşlar nede
niyle sığır vebasının bu bölgede kontrol altına alınması güçleşmiş ve has
talık ülkemiz için önemli bir tehdit kaynağı oluşturmuştur. 

Bu çalışmada gerek üretim laboratuvarı gerekse taşra teşkilatında 
aşının muhafaza edildiği ısı dereceleri ile oda derecesinde tutulan liyofilize 
sığır vebası aşısının titresinde meydana gelen değiş iklikler tesbit edilmiştir. 
Titrede meydana gelen değişikliklerin tesbitinde aşının değişik ısı derecele
rindeki yarı ömrü dikkate alınarak oda ısısında tutulan aşılar 16 hafta, 
+4°C'deki aşılar 16 ay, -20°C'de tutulan aşılar ise 24 ay müddetince titre 
edildL 

Yapılan deneysel çalışmalarda oda derecesinde tutulan liyofilize 
aşılarının yarı ömrünün 13-15 hafta olduğu bildirilmiştir (30,36). Diğer bir 
çalışmada ise oda ısısında 8 hafta tutulan aşıda, titredeki düşüş 1.26 log. 
olarak tesbit edilmiştir (22). Oda ısısında karanlık ortamda tutulan aşıda 
yapılan titrasyonlarda ilk haftalarda görülen yüksek orandaki titre düşüşleri 
14. haftadan sonra daha düşük bulunmuştur. Bu bulgular Plowright tara
fından yapılan deneysel çalışmalarla paralellik göstermiştir (30,33). Oda ısı
sında tutulan aşıda aşı yarı ömrü 13 hafta olarak tesbit edilmiştir. Başlangıç 
titresi OKlOso 10·6·

2s/ml aş ıda 13. hafta sonunda titre OKlOso 1 o-3/ml, ola
rak tesbit edilmiştir. ancak soğuk zincirin sağlanamadığı saha şartlarında 
aşı titresinde önemli oranlardaki bu düşüşler her zaman gözönünde bulun
durulmalıdır. Saha şartlarında aşının sulandırıldıktan sonra ısıya karşı has
sasiyeti daha da artar. Bazı araştırıcılar sulandırılmış aşılarda yarı örnrün 
sulandırma sıvısına göre farklılıklar gösterdiği, % 0.85 NaCl ile sulandırılan 
aşılarda ısıya karşı dayanıklılık süresinin diğer sulandırma sıvılarına göre 
daha fazla olduğunu bildirmişlerdir (22,34). Sahada 37- 39.3°C'de uygula
nan aşılamalarda ise aşılanan hayvanlarda serapozitiflik oranı ilk 60 daki
kada% 83, 80. dakikaya kadar% 53, 100. dakikaya kadar% 17 ve iki saa
tin sonunda sıfır olarak tesbit edilmiştir (35). Hussain ve arkadaşları ise eşit 
miktarda eşek serumu, muhafaza vasatı ve cryo propectan ile sulandırılmış 
attenüe hücre kültürü RPV'un ISI (56°C) ve ultraviyole ışınları ile yaptıkları 
inaktivasyon çalışmalarında cryo propectan ilavesinin virus dayanıklılığını 
artırdığını tesbit etmişlerdir (14). Buna karşılık son yıllarda yapılan çalış
malarda Vero hücrelerinde üretilen ısıya dayanıklı Iyiatilize sığır vebası 
aşılarının saha şartlarında buzdolabına ihtiyaç duyulmaksızın 30 gün kul
lanılabileceği bildirilmiştir. Aynı zamanda bu aşıda yarı ömür 42°C'de 19 
gün, 45°C'de ise 11 gün olarak tesbit edilmiştir (24) . 
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-20°C'de (stok aşıların muhafaza edildiği oda deep-freez) tutulan 
aşılardaki titre sonuçları daha önce yapılan çalışmalara paralellik göstermiş 
başlangıçta DKID5o 1 o·6 ·251ml olan aşı titresi iki yıl sonra DKID5o 10·5·90/ml 
olarak tesbit edilmiştir. 16. ayda görülen 0.1 O log titre yüksekliğinin uygula
madan kaynaklanabileceği düşünülmüştür. 

+4°C'de tutulan aşıda ise literatür bilgilerine göre 6 ay boyunca titre
de önemli bir düşüşün görülmediğ i bir .Yılın sonunda ise titre kaybının 0.60 
log olduğu bildirilmektedir (22). +4°C'de tutulan aşılarda yapılan çalışmada, 
altıncı ayda 0.55 log olarak tesbit edilen titre kaybı, birinci yılın sonunda 
2.05 log olarak tesbit edilmiştir. Bizim tesbit· ettiğimiz titre kayıpları lite
ratürlerde bildirilen değerlerden ilk 6 ay için 0.55 log, bir yıl sonrasında ise 
1.45 log daha düşük bulunmuştur. Bu titre kaybı farklılığın sebebinin 8/9. se
ri nolu aşının liyetilize edildiği tarihlerde kullan ı lan kauçuk tıpalardan kay-. 
naklanan vakum kaybına bağlı olabileceği düşünülmektedir. Aynı zamanda 
kauçuk tıpalarla birlikte kullanılan aşı şişelerinin boyun. yapısının aşı muha
fazasına uygun olmaması sebebiyle uzun muhafaza sürelerinde vakum 
kaybı şekillenmektedir. Vakum kaybı ise aşı titresinde önemli düşüşlere se
bep olmaktadır. Aynı vakum kaybı -20°C'de muhafaza edilen aşılarda da 
şekillenmesine rağmen ısının düşük olması bu olumsuz etkiyi önlemiştir. 

Bu çalışmada gerek aşının taşrada muhafaza edildiği +4°C'de 4 ay 
müddetince gerekse laboratuvarda stok aşıların tutulduğu -20°C'de iki yıl 

boyunca aşı titresinde önemli bir düşüş tesbit edilememiştir. 

ÖZET 

Etlik Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstitüsü'nde primer buzagı 
hücre kültürlerinde üretimi yapılan ve oda ısısında (22°C), +4°C'de ve/ 
-20°C'de tutulan sığır vebası aşısının araştırma müddetince VERO hücre 
kültürlerinde titrasyonları yapıldı . Değerlendirme 12. gündeki CPE durumu
na göre yapıldı ve titre değerleri Spearmann-Karber metoduna göre hesap
landı. 

Oda ısısında tutulan aşıda aşı yarı ömrü 13. hafta olarak tesbit edildi. 
+4°C'de tutulan aşılarda ise ilk 6 ay sonundaki titre düşüşü 0.55 log, bir 
yılın sonunda ise 2.05 log olarak değerlendirildi. Aşı yarı ömrü ise 16 ay 
olarak tesbit edildi. -20°C'de tutulan aşılarda iki yıl boyunca tekrarlanan ~it
rasyonlarda titre düşüşüne bağlı olarak önemli bir değişiklik tesbit edilmedi. 
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SUMMARY 

Activity Control of Rinderpest Vaccine Kept Different Tempera
tures and Periods. 

Rinderpest Vaccine, produced in primary calf kidney cells, at Etlik 
Animal Disesase and Research Institute, kept at room temperature (22°C), 
+4°C and -20°C. This vaccine has been titrated in VERO cellline. The repli
cation of the virus resulted in the appearance of a characteristic CPE. Fina! 
reading out was possible 12 days after inceulation and the titre calculated 
· .. sing Spearmann-Karber's method. 

The half life of the vaccine, kept at room temperature, 13 weeks. 
When the vaccine kept at +4°C, the lose of the titre was 0.55 log at the end 
of 6 months and 2.05 log at the end of 12 months. Vacines stored at -20°C. 
there were no significant decline of the ttire. 
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