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Inaktif mavidil serotip 4 asis1 iiretimi
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Ozet: Bu calismada, mavidil atteniie serotip 4 ast susu ile inaktif as1 tiretimi yapildi. Virus Vero hiicre hatlarinda iiretilip,
betapropiolactone ile inaktive edilerek, ISA 206 ( Seppic) adjuvant ile emiilsifiye edildi. Asilar daha sonra laboratuar
hayvanlari ve hedef hayvanlarda sterilite, toksisite ve giivenlik testleri agisindan test edildi. Asinin immunojenitesi
subkutan olarak 2 ml 10 koyuna, 10 kegiye ve 5 ml 3 sigira verilerek test edildi. Rapel dozlar1 koyunlarda 28 giin sonra
yapild1 ve asilamalar sonrasi higbir yan etki tespit edilmedi. Asilanan kegi, sigirlarin hepsinde ve koyunlarin %67’sinde
virus spesifik antikorlar gelisti. Elde edilen bu sonuglari degerlendirmek ve minimal asi dozunu belirlemek amaciyla
biitlin hedef hayvan tiirlerini iceren daha biiyiik bir hayvan grubunda yeni bir caligma planlandi.

Anahtar sézciikler: Inaktif as1, mavidil, virus nétralizasyon.

Production of inactivated serotype 4 bluetongue vaccine

Summary: In this study production of inactivated bluetongue vaccine with attenuated bluetongue serotype-4 strain
was performed. The vaccine viruses were propagated in Vero cell cultures, and inactivated with Beta-propiolactone.
Subsequently by using adjuvant Montanide ISA 206 inactivation studies were carried out. Vaccines prepeared were then
tested against sterility, toxicity and safety. Immunogenity of the prepeared vaccine was tested by inoculating 10 sheep
and 10 goats, 3 cattle subcutonously. Booster doses were administered to sheep after 28 days. All of the vaccinated goats
and cattle and 67% of the sheep showed BT V-4 specifik antibodies. To test further these promising results and to evalu-
ate the minimum protective vaccinal dose, a new trial with a larger number of animals, including all target species, has

been planned.

Key words: Bluetongue virus, inactivated vaccine, virus neutralisation.

Giris

Mavidil virusu, Reoviridae familyasina ait Orbi-
virus genusunda yer alan cift iplik¢ikli RNA ya-
pisinda, 60-80 nm biiyiikligiindedir. VP2 proteini
notralizan antijene sahip olup degisken sekanslari
nedeniyle virusun 24 serotipe ayrilmasina neden
olur. Notralizan antikorlar olusturma 6zelliginden
dolay1 hastaliktan korunmada da énemlidir (14, 22).
Mavidil virusu +4 ve -70°C de dayanikli iken -20°C
de daha az dayanir. Ultraviyole ve gamma irradyas-
yon 1sinlarina nispeten daha dayaniklidir. Hastalik
etkeni Ceratopogonidae familyasindan Culicoides
genusundaki sokucu sineklerle bulasir. Hastalikta
morbidite %80 ve mortalite %5-10 arasinda degi-
siklik gostermektedir.

Hastaliktan korunmada vektdr miicadelesinin
yani sira, en énemli miicadele yontemi asilama ile

bagisik stirtilerin elde edilmesi olup, diinyada bu-
giine kadar mavidil salginlarinda monovalan veya
polivalan olarak atteniie mavidil asis1 kullanilmigtir
(10, 18, 27). Atteniie mavidil agisinin disinda inak-
tif ve rekombinant teknoloji ile gelistirilmis asilar
mevcuttur (8, 11, 14, 20, 23). Atteniie asilar inaktif
asilara gore daha ekonomiktir ve daha iyi immun
yanit alinmaktadir. Fakat bunun yani sira uluslara-
rast hayvan ve hayvansal iiriinlere iliskin kurallar
geregi ve gebelik donemindeki koyunlara, kog kati-
m1 doneminde koglara uygulanamamasi ve degisik
arastirmacilar tarafindan bildirildigi gibi, (15, 18)
as1 virusunun geri doniisiim riski olabileceginden
dolay1 son zamanlarda inaktif mavidil as1 gelistirme
calismalar1 tiim Avrupa Ulkelerinde énem kazan-
mistir (7, 11, 20, 21, 23, 24). Tirkiye’de 1978 yilin-
dan itibaren BT-4 susundan hazirlanan monovalan
atteniie mavidil asis1 iiretilmekte ve kullanilmak-
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tadir. 1999- 2001 yillarinda goriilen mavidil vaka-
larinda serotiplerin farkli olmast ve serotipler arasi
kross bagisiklik olmamasi sebebiyle (22) bu sero-
tipleri ve ileride ortaya ¢ikabilecek farkli serotipleri
iceren monovalan veya polivalan mavidil agilarinin
kullanilmasi gerektigi ortaya ¢ikmaistir.

Inaktif as1 {iretimi amaciyla, virus inaktivasyo-
nunda inaktivan madde olarak ¢esitli kimyasallar
ve fiziksel yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin ba-
sinda gamma irradiasyon, lazer, 1s1, ultraviyole ve
ultraviyolenin kimyasallarla bir arada kullanilmasi
suretiyle gelistirilen fotokimyasal metotlar, ve en
yaygin kullanilan yontemler olarak kimyasal mad-
delerin kullanimint sayabiliriz (4, 8, 9, 20, 21, 23,
25). En ¢ok tercih edilen kimyasal inaktivanlarin
basinda formaldehit, binary ethylenimin ve beta-
propiolactone gelmektedir (9, 11, 19, 20) .inaktif
mavidil ag1 tiretimi i¢in farkli inaktivantlarin denen-
digi as1 ¢aligmalari mevcut olup (6, 7, 11, 17, 20,
21, 23), Parker ve arkadaslar1 (19), Ramakrishnan
ve ark. (20), ile Savini ve ark. (23), tarafindan beta
propiyolakton, Binary etylenimmine ve Campbel ve
ark. (8), gamma irradiasyon ile inaktivasyon yon-
temlerinin daha etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan
caligmalarla asinin immunojenik aktivitesinin anti-
jen ve adjuvant miktarina gore arttig1r goriilmiistiir
(12, 26). Birgok madde adjuvant olarak bilinmesine
karsin en c¢ok kullanilanlar1 alimiinyum hidroksit
jeli, saponin ve yag emiilsiiyonlu adjuvantlardir.
[k yag adjuvantli mavidil agis1 Parker ve ark. (19),
tarafindan gergeklestirilen inaktif mavidil agisi iire-
timi sirasinda ¢ift yag emiilsiiyonlu adjuvant kul-
lanilarak iiretilmistir. Son yillarda alternatif olarak
kullanima hazir yag adjuvantlart gelistirilmistir.

Bu c¢aligmamizda mavidil serotip 4 virusuna
kars1 inaktif as1 gelistirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Virus susu: Giiney Afrika orijinli embriyolu tavuk
yumurtasinda 72, kuzu bobrek hiicre kiiltiirlerinde
2, BHK hiicrelerinde de 4 iincii pasaji yapilan atte-
niic S.A. BT./4 -BHK/4 PDAM susudur.

Vasat: Glasgow MEM (Applichem A1321.9010),
Minimum essential medium- NaHCO, I Earl’s va-
sat1 (Gibco 61100-087), Eagle’s minimum essential
medium (Sigma EMEM M 0268) %10 FCS’lu hiic-
re ve virus uretme vasati olarak kullanildi.

BT antikor C- ELISA: VMRD firmasindan ticari
olarak temin edilmistir.

BT antijen ELISA: VMRD firmasindan ticari ola-
rak temin edildi.

FTIC (florasan izotiyosiyonat) ile conjuge edil-
mis BTV VP7 mab: VMRD firmasindan ticari ola-
rak temin edildi.

Beta propiolakton: Across Organics %98 pure,
code: 269040250 ticari olarak temin edildi.

Montanide ISA 206 ( Seppic) adjuvant: Seppic
firmasindan temin edildi.

Deneme hayvanlari: Enstitliniin deneme hayvanla-
11 boliimiindeki fare, kobay,koyun, Lalahan Merkez
Hayvancilik Arastirma Enstitlisiic Midiirliigtindeki
sigir ve kegiler ile TIGEM Karacabey Tarim islet-
mesindeki koyunlarda Etik Kurul kararma uygun
olarak calisildi.

Virus iiretimi: Ana tohum virus susundan ¢alisma
tohum virus susu elde edilerek kalite kontrol testle-
ri tamamlandi ve ag1 iiretiminde kullanilacak anti-
jen ic¢in %80 -90 Monolayer olan vero hiicrelerine
37°C de inokule edildi. Inokulasyonu takip eden
4-5. giinlerde %90-100 CPE gelisen kiiltiirlerdeki
virus siispansiyonu aseptik sartlarda toplandi. Top-
lanan bulk iiriiniin kalite kontrol testleri; titre, steri-
lite, 6zdeslik (identitiy) vs OIE Manual of standarts
of diagnostic tests and vaccines (18) ve European
pharmacopea‘ye gore (1, 2, 3) yapildi.

Daha sonra santrifiij edilerek berraklastirilan
virus siispansiyonu finalde %0.2 (v/v) olacak sekil-
de beta propiolactone ile Parker ve ark. (19), bildir-
digi sekilde inaktive edildi. Inaktive virus siispan-
siiyonundan alinan 6rnekler invivo ve invitro olarak
inaktivasyon kontrol testlerine tabi tutuldu.

inaktivasyon kontrol testleri: /n vivo test: 20 ml
inaktive olan virus slispansiyonundan 4 adet mavidil
seronegatif koyuna subkutan olarak inokule edildi.
Iki adet asilanmamis koyun negatif kontrol olarak
birakildi. 21 giin boyunca beden 1silar1 kontrol edil-
di ve klinik olarak anormal bir belirti olup olmadig1
yoniinden gdzlendi. Iki giinde bir 21 giin boyunca
EDTA ° I1 tiiplere kan alinarak mavidil virus varligi
yoniinden BTV antijen ELISA ve embriyolu tavuk
yumurtasina inokulasyon yolu (13) ile test edildi. /n
vitro test: Ug adet 175 cm? monolayer VERO hiic-
relerine 10 ml inaktive olan virus slispansiyonun-
dan inokulasyon yapildi. Ug pasaj sonra olas1 CPE
varlig1 yoniinden gozlemlendi. CPE gozlenmemesi
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halinde, kiiltiir stvilarindaki BTV antijenlerinin var-
l1ig1, ELISA ve immunofloresan teknikleri ile aras-
tirildu.

Adjuvant ve koruyucu ilave edilmesi: inaktivas-
yon gerceklestikten ve test edildikten sonra esit
agirhiktaki Montanide ISA 206 adjuvanla 50:50
(v/v) oraninda karistirilarak emiilsifiye edildi. Olus-
turulan emiilsiiyonun sterilite testi yapilarak, kon-
santrasyon 1: 10 000 olacak sekilde koruyucu olarak
%35 solusyondan thiomersol katildi. Olusan antijen,
adjuvant emiilsiiyonunun stabilite testleri yapildi;

Santrifiij metodu: Bu amagla 15 ml emiilsiiyon
santriiifiij tiipiine konarak 3000 rpm de 20 dakika
santriflij edildi.

Bekletme metodu: Emiilsiiyon +4 °C de 4 ay
stiresince bekletildi. Her iki metotta ayrisma olup
olmadig takip edildi.

Son iiriiniin kontrol testleri: Sterilite, zararsizlik,
giivenlik ve etkinlik vs OIE Manual of standarts
of diagnostic tests and vaccines (18) ve European
pharmacopea’ye gore (1, 2, 3) yapild.

Giivenlik ve zararsizlik testi: Deney hayvanlarin-
da; 350gr agirliktaki 4 adet kobaya 2 ml ve alt1 12
adet 18 gr agirliktaki fareye 0.5 ml subkutan olarak
enjekte edildi. Hayvanlar 14 giin boyunca enjeksi-
yon bdlgesinde lokal reaksiyon ve klinik bulgular
yoniinden gozlendi.

Hedef hayvanlarda: Bu amagla Enstitii deneme
hayvan {initesinde bulunan ve bulunan ve mavidil
virus antikoru icermeyen iki adet koyuna son {iriin
3 ml subkutan olarak inokule edildi. Iki adet asilan-
mamis koyun negatif kontrol olarak birakildi. 21
giin boyunca beden 1silar1 kontrol edildi ve klinik
olarak anormal bir belirti olup olmadig1 yoniinden
gozlendi. iki giinde bir, 21 giin boyunca EDTA‘I
tiiplere kan alinarak mavidil virus varlig1 yoniinden
BTV antijen ELISA ve embriyolu tavuk yumurtasi-
na inokulasyon yolu ile test edildi. Ayni1 zamanda bu
hayvanlardan 14.giin, 21.giin ve 28. giinlerde kan
serum Ornekleri alindi. 28 giin sonra 3 ml olarak
as1 tekrar1 (rapel) yapildi. Asi tekrari sonrasi 1 ay-
lik periyotlarda 6 ay boyunca kan serum o6rnekleri
alimarak mavidil antikor varlig1 yoniinden ELISA ve
SNT ile test edildi.

Etkinlik ve potens testi: Etkinlik testi icin kontrol
testleri tamamlanmis olan monovalan inaktif mavi-
dil serotip 4 asis1i, Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitiisiindeki 3 adet sigira (5 ml) ve 10 adet kegiye

(2 ml) tek saha dozu as1 uygulamasi yapilirken, Ti-
GEM isletmelerinde daha 6nce mavidil antikorlar
yoniinden test edilerek negatif bulunan 10 adet ko-
yuna (2 ml) as1 uygulamasi ve 28 giin sonra agi1 tek-
rar1 yapildi. Asilama sonrasi 14., 21. ve 28. giinlerde
kan serum 6rnekleri alind1 . Koyunlarda 28. giinden
sonra 126. giinde ve 173. giinde serum ornekleri
alindi. Alman kan serum Ornekleri BT nétralizan
antikorlar yoniinden ELISA ve VN ile test edildi.
Giivenlik ve zarasizlik testi i¢in 3 ml subkutan as1
uygulamast yapilan koyunlar da etkinlik testinde
degerlendirilerek 6. aya kadar kan serum oOrnekleri
alindi.

Bulgular

As1 Uretimi ve Kontrolu: Ana tohum virusu, ¢alis-
ma tohum virusu ve as1 tiretiminde kullanilan virus
siispansiyonlarinin kalite kontrol testleri OIE Manu-
al of standarts of diagnostic tests and vaccines (18)
ve European pharmacopea ye gore (1, 2, 3) uygun
bulundu. Virus iretimine ait kalite kontrol testleri
Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. inaktif mavidil tip 4 agis1 - virus iiretim ve kon-
trol testleri.

Antijenik titresi (log 10* DKID, /ml) 8,3

Sterilite ( virus, mantar, bakteri ve mikoplazma) uygun
Ozdeslik (identity) ( VNT, PCR) +

Inaktivasyon ( in vivo/ invitro) inaktif

Virus inaktivasyonu: Gerek invivo, gerekse invit-
ro virus inaktivasyon testlerinin her ikisi de olumlu
sonuclandi.

in vivo test: Tki koyuna yapilan inokulasyonu takip
eden 21 giin boyunca bu hayvanlarin beden 1silarin-
da yiikselme olmadi1 ve klinik olarak mavidil hasta-
ligin1 diistindiirecek bir belirti gézlenmedi. Yirmibir
giin boyunca iki giinde bir, EDTA’l1 tiiplere alinan
kan o6rnekleri mavidil virus varligi yoniinden BTV
antijen ELISA teknigi ve embriyolu tavuk yumurta-
sina inokulasyon ile test edildi. Her iki yontem ile
kan 6rneklerinde mavidil virusu tespit edilmedi.

In vitro test: Vero hiicre hattinda yapilan ii¢ pa-
saj sonunda CPE varlig1 gozlenmedi, BTV antijen
ELISA ve BTV immunofloresan yoniinden negatif
bulundu. BTV immunofloresan yoniinden yapilan
boyama sonuglart Sekil 1. de gosterildi.
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Sekil 1. A. BTV immunofloresan y6niinden yapilan in-
vitro test sonucu negatif goriintii ve B. pozitif kontrol
ornekte yapilan immunofloresan goriintii.

Final iiriin kontrol testleri: Adjuvantla emiilsiiyon
olusturulan asilarin, gerek santrifiij gerekse +4 °C de
4 ay siiresince bekletme seklinde yapilan stabilite
testlerinde ayrisma olmadigi gézlendi. Final {iriiniin
OIE Manual of standarts of diagnostic tests and vac-
cines (18) ve European pharmacopea’ye gore (1, 2,
3) yapilan sterilite testi sonucu bakteri, mantar ve
mikoplazma y&niinden steril bulundu.

Giivenlik ve zararsizlik testi: Deney hayvanlarin-
da; Enjeksiyon yapilan fare ve kobaylarda 14 giin
boyunca herhangi bir klinik bulgu ve enjeksiyon
bolgesinde herhangi bir lokal reaksiyon goriilmedi.
Hedef hayvanlarda: inokulasyon yapilan ve kontrol
olarak birakilan koyunlarda, 21 giin boyunca beden
wsilarinda herhangi bir yilikselme ve klinik olarak
anormal bir belirti gdzlenmedi. Enjeksiyon bolge-
sinde herhangi bir lokal reaksiyon goriilmedi. Iki
giinde bir 21 giin boyunca EDTA ‘1 tliplere kan ali-
narak mavidil virus varlig1 yoniinden BTV antijen
ELISA ve embriyolu tavuk yumurtasina inokulas-
yon yolu ile yapilan test sonucu virus tespit edilme-
di. Sigirlarda ve kegilerdede herhangi bir lokal ve
klinik reaksiyon gozlenmedi. Deney hayvanlari ve

hedef hayvanlarda elde edilen giivenlik ve zararsiz-
lik test sonuglar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. inaktif mavidil asis1 deneme iiretim giivenlik ve
zararsizlik test sonuglari.

Asilama sonrasi

Hayvan/ sayis1 Doz/miktar reaksiyon

Lokal Genel
Kobay/4 2 ml/ kas i¢i Y Y
Kobay/2 Asisiz kontrol Y Y
Fare/12 0.5ml/kasi¢ci Y Y
Fare/4 Asisiz kontrol Y Y
Koyun/2 3 ml/ kas igi Y Y
Koyun/2 Asisiz kontrol Y Y
Y: Yok

Etkinlik ve potens testi: Enstitii deneme hayvan
initesinde 3 ml subkutan monovalan BT-4 as1 uy-
gulamast yapilan koyunlarda imunizasyonu takiben
hepsinde 14. giinden itibaren nétralizan ve ELISA
ile antikorlarinin gelistigi ve 6. aya kadar bu antikor-
larin varligini siirdiirdiigt tespit edilmistir. Deri alt1
yolla ve 2 ml hacimde asilanan 10 adet koyundan
6 adedinde 28. giinde koruyucu diizeyde notralizan
antikolar tespit edildi. Kecilerde yapilan 2 ml as1
inokulasyonu sonucu 10 kec¢inin hepsinde 28.giinde
koruyucu diizeyde antikor varligi tespit edildi. Ast
inokule edilen 3 sigirda 28. glinde serum Ornekleri
alind1 ve hepsinde koruyucu diizeyde antikor tespit
edildi. Elde edilen sonuglar inokule edilen asilarin
immunojen olduklarmi gostermektedir. Sonuglar
Tablo 3, Grafik 1 ve 2 de 6zetlenmistir.

Tablo 3. inaktif mavidil asis1 deneme iiretim etkinlik ve potens test sonuglari.

Asilama 6ncesi

Asilama sonrasi reaksiyon Asilama sonrasi

Say1 / Hayvan Asu serileri Egzgiikatﬁf BT antikor 28.giin BT antikor
SN50 (N=<1/4) lokal genel SN50 (P=>1/4)

10 Koyun Monovalan BT4 2 ml 10 Y Y 6

2 koyun Monovalan BT4 3ml 2 Y Y 2

10 kegi Monovalan BT4 2 ml 10 Y Y 10

3 sigir Monovalan BT4 Sml 3 Y Y 3

Is1811,7 koyun,5 keci Asis1z kontrol - 13 Y Y -

Y:Yok
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Grafik 1. Inaktif mavidil asis1 deneme iiretimindeki serotip 4, ile asilama sonras1t TIGEM koyunlardaki notralizan

antikor titreleri
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Grafik 2. Inaktif mavidil asis1 deneme iiretimindeki serotip 4 ile asilama sonrasi Enstitii koyunlarindaki notralizan

antikor titreleri
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Tartisma

Bu calisma sonucunda deneysel olarak tiretilen ad-
juvanth inaktif BTV-4 asis1 glivenli, etkili ve OIE
Manual of standarts of diagnostic tests and vaccines
(18) ve European pharmacopea (1, 2, 3) gereksinim-
lerini karsilamaktadir. Asilama sonras1 hayvanlarda
beden 1sis1 yiikselmesi dahil herhangi bir klinik
bulgu ve inokulasyon bdlgelerinde lokal reaksiyon
gdzlenmemistir. Asinin final konsantrasyonda %0.2

olacak sekilde beta propiolactone (v/v) ile inaktive
edilmesinin giivenli ve yeterli oldugu bu ¢aligma ile
teyit edilmis oldu. Capodici ve ark. (6) HIV asist
iretiminde inaktivan olarak beta propiolactone kul-
lanmisglardir. Sofer ve ark. (25), ile diger arastiricila-
rin (9) yaptiklari ¢aligmalarla beta propiolactone’un
proteinler {izerine olan kimyasal etkisi ¢cok iyi be-
lirlenmis ve viral inaktivan olarak etkisi kanitlan-
mistir. Beta propiolactonun asida kalinti inaktivan
maddelerin giivenli seviyede olmalar1 agisindan da
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yapilan calismalarda (9, 25) inaktivasyon sirasinda
karisimin uzun siire +37°C’de PH 7.00 £ 0.05 de
tutulmasi ile hidrolizasyon gerceklestigi ve bir iso-
mer olan lactate ile beta-propionic asit derivatlarina
ayrildig1 ve dolayist ile beta propiolactonun kalinti
olarak giivenli oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alis-
mada da final konsantrasyonda %0.2 beta propio-
lactone kullanildiginda virusun tam inaktivasyonu
gerceklestirilmistir. Inaktivasyonun basarili oldugu
invivo ve invitro kontrol testleri ile dogrulanmaistir.
Inaktivasyon ydnteminin virusun antijenik karakte-
rine, 6zellikle kapsitte bulunan VP2 proteini notra-
lizan antijen iizerinde (6) herhangi bir olumsuz etki
yapmadig1 sigir, koyun ve kegilerde gelisen ndtra-
lizan antikorlarin varlig: ile ortaya konulmustur.
Enstitimiiz deneme koyunlarina 3 ml as1 inokule
edilmesi sonucu hepsinde yiiksek titrede ndtralizan
antikor tespit edilmis ve bu antikorlar ¢alismami-
zin devam ettigi 6 ay boyunca koruyucu diizeyde
devam etmistir. Lalahan Merkez Hayvancilik Aras-
tirma Enstitlisiindeki sigirlara 5 ml ve kegilere 2 ml
as1 inokule edilmis 28. giinde hepsinde koruyucu
diizeyde noétralizan antikorlar tespit edilmistir. Ben-
zer sekilde Karacabey Tarim Isletmesinde bulunan
koyunlara 2 ml inokulasyon yapilmis, ast yapilan
hayvanlarin %67’sinde koruyucu diizeyde notra-
lizan antikorlar gelismistir. Asilanan hayvanlarin
%33’iinde yeterli bagisikligin gelismemesini, an-
tijen konsantrasyonunun yapilmamis olmasina ve
dozun 2 ml’ye dusiiriilmesinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Yapilan ¢aligsmalarla aginin immu-
nojenik aktivitesinin antijen ve adjuvant miktarina
gore arttig1 bildirilmistir (12, 26). Yeterli bir immun
yanit almabilmesi i¢in inaktive edilmis antijenler
mutlaka adjuvantlarla karistirilmalidir. Adjuvantlar,
asinin etkinliginin arttirilmasi ve uzun siire bagisik-
lik saglamasi amaciyla kullanilan immunostimu-
lan 6zellikteki ajanlardir. Calismamizda Parker ve
ark. (19), bildirdigi gibi yagl adjuvant kullanimi
tercih edilmis olup, Barnett ve ark. (5), Di Emidio
ve ark. (11), ile Savini ve ark. (23), kullandig1 gibi
yag emiilsiiyonlu adjuvant olan Montanide ISA 206
kullanildi. Hazir adjuvant 6zelliginde olan Mon-
tanide ISA 206 W/O/W ( waterin oil in water) tipi
emiilsiiyondur. Bu tip emiilsiiyonlarda antijen yag
damlaciginin dis kisminda ve i¢inde yer almaktadir.
Bu antijenlerin hemen faaliyet géstermesini sagla-
yan devamli su fazinin varligi hizli bir immun yanit
olusturmayi; yag damlacigiin igindeki sulu fazda
tutunan antijenlerde depo etkisi 6zelligi ile immun

yanitin uzun siire devamini saglamaktadir. Dis fazin
sulu olmas1 enjeksiyonu kolaylastirmaktadir. Ayni1
zamanda farkli hayvan tiirlerinde kullanilabiliyor
olmasi bu tip adjuvantlarin tercih edilmesine neden
olmaktadir (5). Bu ¢alismada da Montanide ISA 206
adjuvant1 ile hazirlanan as1 kombinasyonlar1 fark-
I1 tiirler olan sig1r, koyun ve kegilerde etkili olmus
kisa siirede immun yanit alinmis ve ¢alismanin de-
vam ettigi 6 ay boyuncada koruyucu diizeyde anti-
korlar varligint siirdiirmiiglerdir. Uygulama yapilan
hayvanlarda lokal ve genel reaksiyon goriilmemesi
adjuvantin kolay enjekte edilebilir 6zellikte ve gii-
venli oldugunu gdstermistir. Test edilen tiim tiirler-
de (s181r, koyun ve kegi) ilk agilamadan sonra sero-
pozitiflik bulunmasi, Murray ve ark. (16), Parker ve
ark. (19), Di Emidio ve ark. (11), ile Savini ve ark.
(23, 24) bulgularini teyit etmektedir. Kecilerde daha
yiiksek titrede immun yanit alinmasi1 Di Emidio ve
ark. (11), bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Bu ¢aligmada tercih edilen inaktivasyon meto-
du ve adjuvant ile deneysel iiretilen inaktif mavidil
agisinin giivenli ve elde edilen immun yanitin ye-
terli oldugu goriilmistiir. Bundan sonraki agamada
daha biiyiik hayvan grubunda ¢alismalar planlanip,
minimal as1 dozun belirlenmesi ve farkli adjuvant-
larla calismalar yapilmasi hedeflenmektedir.
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