Bobrek Doku Kiiltiirii Calismalan

Ahmet OZSOY * Mahmut SUTCU **

Doku kiiltiirii iizerinde caligan eski arastiricilar genig la4boratu-
varlar kurup, iclerini koca koca aletlerle donatip, parlak isiklar,
renkli mayiler kullanarak, siyah elbiseler giyerek doku kiiltliri
yapimini karigik, bir sir haline getirmiglerdir.

Gecen on seneden bu yana doku kiiltiiriiniin karisik ve sir olu-
su ortadan kaldirilarak, bliyiik enstitiilerin inhisarlar1 altindan
kurtarilmistir. Doku kiiltliirii bu giin bir cok biyoloji laboratuvarla-
rinin programinda yer isgal etmektedir. Doku kiiltiirii deyimi yan-
listir. Clinkii kimse dokuyu kiiltiive edemez, ancak hiicreyi kiiltiive
edebilir.

Pek cok memleketin viroloji calismalarinda (Teghis, idantifiye,
izolasyon ve virus iiretme) basari ile kullandiklari doku kiiltiirii
calismalarina bizde Ekim 1961 de basladik.

Caligmalarimizin amaci : Sap hastaligina kargt hazirlanan asi
icin lizumlu virusu istenildigi kadar kolayca bu metodla iiretmek,
Deneme hayvanlarinda yapilan testlerin ve teghisin doku kiiltiirii
ile yapimini saglamakti. Bu maksatla bobrek doku kiiltiirii calig-
masina ilk olarak koyun bdbregi ile basladik. Ikincisinde dana bob-
regi, liclinclisiinde ise embriyo (Sigir ve koyun) bébregi kullandik.
Calismalarimizi bir yonden yiiriitmek icin dana bobregi tercih
olundu.

DOKU KULTURUNUN TARIHCESI :

Biyolojik diisiincenin bir parcasi olarak hiicre kiltirii temeli
cidden cok eskiye dayanir. Milattan 6nce dordiincii asirda Theop-
hratus (M. O. 320) ve Aristotle (M. O. 360) nebat ve hayvanlarin
homojen belirli maddelerden meydana geldiklerini bildirmiglerdir.

*  Etlik. Vet. Bakt. Enstitiisii Midiirii.
= Etlik Vet. Bakt. Enstitiisii Doku Kiiltiirii Lab. Sefi.
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O tarihten 2 binsene sonra Hooke’un mikroskopu bulmasi vé
inkisaf ettirmesi ile (1667) Theophratus'un Fiber (Lif) ve Aris-
totle’nin Bone (Kemik) diye isimlendirdikleri maddelerin homojen
kiiclik tnitelerden meydana geldigini gostererek bunlara Hiicre adi-
n1 vermistir.

Hooke’un Hicre, Brown’in Nucleus, Dujardin’in Protoplasm’dan
mitesekkil t¢ fikir mahsulii bu madde hiicre teorisine bagh olarak
kristallestirilip (1838), bir botanist olan Schleiden (1838) ve bir
zoolojist olan Schwann (1839) taraflarindan formiillestirildi.

Harisson (1907) kurbaga neuroblastimi kiiltiive ederek fibrilla-
larin merkezden itibaren gelismelerini tetkik etti. Bu belkide ilk
muvaffakiyetli doku kiltiri idi.

Burrows ve Harrison (1910) civeciv hiicrelerini iiretmede lenf
yerine kan plazmasi konmasi fikrini ileri siirdiiler.

Burrows ve Carrel (1912) embriyo mayii kullanmakla beslen-
me ve lremenin daha iyi olacagini ileri siirerek cesitli dokularin
tiretilmesi metodlarini inkisaf ettirdiler.

Bu siralarda Warren ve Margaret Lewis 0zel gida vasatlar: lize-
rinde dikkatle calismiya basladilar. Tuzlarin, Karbon hidratlarin
hiicre {lizerine tesirleri, osmotik kudret, ve diger faktorler iizerin-
deki calismalarla hayvani doku hiicrelerinin tretilmesi metodu or-
taya konmus oldu.

Miiteakip on sene icinde 1910 dan 1920 ye kadar ise doku kiilti-
riir cesitli hayvanlardan ne kadarinin, hangi dokularinin ne ka-
dar zaman kiiltiive olabilecegi iizerinde genis olarak arastirilma-
sinda kullanilmistir.

Eberling ve Baker (1923 -1939)... v esonrada Fischer tarafin-
dan doku mayilerinin filtirasyon, diyalis, presipitasyon ve o6zel
ekstraksiyonlarinin kolay metotlarla analizi 6nemli yardim yap-
mistir.

Maitland ve Maitland (1928) basit bir vasat icine koyduklar:
doku ile virus tretebilmisglerdir.

White (1931) ilk olarak bir cok hiicre kiiltlirii yapimina basg-
lada.

Carrel ve Lindbergh (1938) organ kiltiirlerinde miisterek ca-
listilar.

Gey (1933) Carrel sisesi yerine daha pratik olan roller tiip
metodunu ortaya koydu. Gey’in Roller tiipli inkisaf ettirilerek bir
cok suslarin durumunu tetkik icin pek c¢ok tecriibede kullanildi.
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Morton, Morgan ve Parker (1950) belirli gida maddelerini in-
kisaf ettirdiler. '

Earl 1947 den beri plazma yerine selofan koymak, gida vasati-
nin degerini kaybettirmeden memnuniyet verici olarak sterilize et-
mek suretiyle bircok hiicre kiiltiirleri tizerinde dnemli caligmalar
yapmistir.

Murray 1953’de doku kiiltlirii bibliografisi nesretmistir.

Gecmigteki hiicre kiiltlirii teknigi alt1 esas icinde toplani-
yordu :

1 — Hicre tipleri ve kullanilan vasatin kimyevi hususiyetini
havi hiicre besisi.

2 — Hiicrenin hayat tarzinin tecriibe ve kontroliine ait : hiicre
metabolizmasi.

3 — Hiicrenin yasamak icin yapmig oldugu : hormonal miina-
sebet.
4 — Hiicre ve hiicre guruplarinin cogalmak icin gosterdikleri

faaliyet : Hiicre cogalmasi.

5 — Gida, Hormon, metabolizmaya bagli olmayan, hiicre disi
zararlilara karsi hiicre ve dokularin cevabi: Patoloji

6 — Ozel karekterlerine bagli belirli hiicrelerin tagsidigi hayat
tarzi : Genetik

Scn yillarda doku kiiltlirii tekniginin inkisafi, mikrobiyoloji
ve Virolojide kullanilmasi hastaliklari tanimamiza biiyik yardim
etmistir. Veteriner tababette, doku kiiltiirii ile arastirma teghis ve
miinasip hayvan dokularinda virus iiretiminde biiyiik faydalar sag-
lanmagtir.

Ehli hayvanlarin bircok enfaksiyéz hastaliklarinda amilin vi-
rus olmasina ragmen calismak icin yeteri kadar patolojik mater-
yalin temin edilememesi, miinasip bir izole ve idantifiye metodu ol-
mamasindan zorluklar cekilmistir.

Enders ve arkadaslarinin poliomyelitis virusunu insan hiicrele-
rinde uretmiye muvaffak olmalar: ve bu iiremenin hiicrede sitopa-
talojik degisim hasil etmesi, virolojistin elinde bir ¢ok viral ajanla-
rin izole, idantifiye ve kiiltlire edilmelerinde yeni bir alet olarak yer
aldi.

Dulbecco hayvan viroloji tecriibeleri icin plak teknigi sistemini
ortaya koydu.
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Enfeksiy6z canin hepatitis virusunu {iretmek icin Muller, Thor-
dar - Christensen, Fieldsteel ve Emery kopek plazma doku kiiltiirii
kullanmiglardir. Bu sahislar kopek bobregi doku kiltiirii de yap-
miglardir.

Cabasso ve arkadaglari ayni virusun Roller tiip kdpek bobregi
dokusunda miikemmel iiredigini bildirmiglerdir. Me. Clain ve mesai
arkadaglar: vezikiiler ekzantema virusunu kiiltiivede domuz embrio
materyali plazma kiiltiiri kullanmiglar. Madin ve Traum bu virusuz
domuz bobrek ve testis dokusu monolayerinde {iireyebilecegini ra-
por etmiglerdir. Mc. Clain ve Hackett yapilan cesitli monolayer do-
ku kiltiirlerinde vezikiiler stomatitis virusunun iireme durumlari-
n1 grafikle izah, Bachrach ve arkadaslar1 da ayni virusun kobay
bobrek monolayer kiiltiiriinde iiredigini bildirmislerdir.

Sellers sap, vezikiilerstomatitis viruslarini domuz ve sigir bob-
rek monoloyer hiicre kiiltiirlerinde iiretmistir. Madin ve arkadasla-
r1 s18ir bobregi monolayer hiicre kiiltiirini sigirlarin rinotrahitis
virusunu izole etmede kullanmiglardir.

MATERYAL VE METOT

Cam kaplarin yikanmasi : Kullamilmig kaplar (Erlenmayer, be-
herglas' pipetler, dereceli Olcekler, siseler) once musluk suyunda yi-
kanarak kaba maddeler giderilir. Sonra bunlar % 01 nisbetinde
Na.COs ihtiva eden distilesu icine birakilir. Kaplar iclerinde hava
kabarciklar: kalmamak iizere bu su ile doldurulur. Hava kabarcik-
larinin bulundugu yerlerde kalan proteinler iyice yikanamiyacagin-
dan bdyle kaplar kirli goriiniislii oldugu gibi bilhassa hiicre iire-
mesine engel olur. Sodyum karbonat soliisyonuna birakilan cam
kaplar 65°C de bir saat isitilir ve firca ile iyice fircalanarak yika-
nir. Cesme suyunda her biri en az alti defa doldurulup bogaltil-
mak suretiyle akar sudan gegirilir. Musluk suyunda yikanan kap-
lar ayr1 iki kaba konan, I ve II No ile isaretlenen distile sudan
once bir Nodan sonra iki Nodan iicer defa doldurulp bosaltilmak
suretiyle gecirilir. Son olarak gene ayri, ayri iki kapta bir ve iki
No diye isimlendirilen ici deionize su bulunan kaplardan odistilede
gecirildigi sekilde muamele edilir. Son yikanan deionize suda krli-
lik kmilyonda birden yukari olmamalidir.

Yikanan kaplar agizlar: asagl gelmek iizere adi siizge¢ kagitla-
rinin iistiine konur, kurutulur. Roux buvati, erlenmayer, beherglas,
dereceli olcekler ve siselerin agizlari aluminyum kégitla kapatilir.
Pipetler aluminyum kapl pipet kutularina, tiip vesaire ise, cam kap-
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lara konarak kuru havada takim olunur. Doku kiiltiiriinde kulla-
nilacak kaplarin agizlar:i hi¢ bir vakit kagit ve pamukla kapatil-
maz. Cunkii pamuk voletil asit ihtiva ettiginden hiicre iiremesine
zarar verebilir. Petrol esasli ve hayvani yaglarla bulasmis kaplar
ayrica yikanmali zira sodyum karbonatli su bunlari c¢ikramadigl
gibi yagh olmayan diger kaplarda bunlarla misterek yikandiginda
bu yaglarla bulagabilir. Boyle yaglh kaplar konsantre siilfiirik asit
mahliiliinde tutulur cesme suyunda yikanarak yukaridaki yikama
ameliyesine terk edilir.

Lastik mantarlarin hazirlanmasi : Yeni mantarlar bir saat
% 01 sodyum karbonat soliisyonunda 65°C de kaynatilir ve {i¢ ayr:
distile suda yikanmir. Kullanilmis mantarlar ise musluk suyuna ko-
nur ve yalniz distile suyla kaynatilir. Hepside deionize sudan ge-
cirilip otoklav’a verilir.

SERUM : Hiicre iiretiminde cesitli hayvan serumlar:i kullanil-
maktadir. Biz koyun seromu kullandik. Sap hastaligi gecirmedigi
bilinen ve enstitiide muhafaza olunan koyunlardan kan alinip se-
rom aldkadan ayrilarak binbesyiiz - ikibin devirde santrifiije edildi.
Ust mayi alinarak her santimetre kiipe 100 {inite penisilin, 100
mikro gram stroptomisin hesabiyle antibiyotik katarak Seitz EK
den filtre edildi, 4 4°C de muhafaza olundu.

FOSFAT BAFFIR SOLUSYONU (PBS):

Asagidaki terkibe gore hazirlandi.

NaCl 8 Gr.
KCl1 02 Gr.
Na.HPO.7H-H 2,172 Gr.
KH.PO, 0,2 Gr.
Deionize su 1000 cc.

Otoklavda takim edilerek - 4°C de saklanir ve gunlik igler-
de kullanilir. Normal PBS de bulunan CaCl. ve Mgcl.6H.O yukari-
daki terkipde kullanilmadi. Clinkii bu iki madde tripsinin faaliyeti-
ni aksatiyor.

Tripsin soliisyonu :

Yukarida terkibi yazili PBS soliisyonu bir eritici olarak kulla-
nilip, bir litreye 1/250 Bacto tripsinden 2,5 Gr. katmak suretiyle
(% 0,25 nisbetinde) hazirlandi. Antibiyotiklerde ildve olunarak Seitz
EK dan siiziildii. + 4°C de muhafaza edildi.
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GIDA VASATI :

Biz doku kiiltlirii caligmalarimizda yalniz Hanks vasati kullan-
dik. Ve bunu da ekseriya 5,5 litre iizerinden yaptik.

VASATIN TEKIBI

NaCl 40 Gr.
KCL 2 Gr.
MgSO«?‘-HzO il Gr.
KH.PO., 0,3 Gr.
Na.HPO0.12H-0 0,535 »
Glucose 5 »
Phenol Red (% 10 luk) 5 cc.
CaCl. 0:7 Gr.
NaHCO:s 1,750 Gr.
Lactalbumin Hydrolized 25 »
Deionize su 5500 cc.

Yapilis sekli : 3,5 litre deinozie su 6 ila 10 litrelik bir balona ko-
nup otoklavda tackim edilir. Miinasip bir balona veya erlenmayere
birer litre deinoize sudan konarak ayrica iki litre suda hazirlanir.
Yukarida miktarlar: bildirilen maddeler sira ile tartilarak (fenolred
hizasina gelinceye kadar) bir balonun igerisinde eritilir. Bundan
sonra sodyum bikarbonat tartilip katilir. Biitin bu maddeler eri-
dikten sonra kalsiyum kloriir azar, azar dékmek ve karigtirmak
suretiyle katilir. Kalsiyum kloriirin en son katilmasindaki sebep
bulanikli kve bazen tortu yapmasindandir. Ve son olarak da fenol-
ret ilave edilir. Ikinci balondaki deinozie su icine 25 Gr. laktalbu-
min hidrolozed tartilip konur, erimeye terk edilir. Bunun normal
derecede erimesi uzun siirdiigli icin 50 - 60 derecedeki sicak suda
tutulmasi erimeyi kolaylastirir. Vasata girmesi icap eden antibi-
yoikler : Penisillin 500,000 Unite stroptomisin 0,5 Gr.. Polimiksin
500,000 Unite. Bunlar laktalbumin soliisyonu icine katilir. 3,5 litre
steril su bulunan balona bu iki madde Seitz EK filtresinden siizii-
lerek karistirilir. Balonlara taksim edilir. Sterilite kontrolii igin
her birinden birer miktar tiiplere alinarak 48 saat etiivde tutulur.
Mayiin PH kontrolii yapilir. PH. = 7,1-7,3 olmalidir.

Hazirlanan bu vasat -+ 4 derecede saklanir.
BOBREK TEMINI :

- Mezbahada heniiz kesilmis, mimkiin mertebe gen¢ hayvan-
lardan olmak tizere steril sartlar altinda yag tabakasi ile birlikte
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bobrek yerinden alinip steril kavonoza konularak bekletilmeden la-
baratuvara getirildi. Bu sekilde mezbahadan temin edilen dana,
koyun ve embriyo bobrekleri ile hiicre istihsal ve {iretilmesine ca-
hisildi.

HUCRE ISTIHSALIL:

Léaboratuvara getirilen bobrek 6nce % 1 nisbetinde sodyum hi-
poklorit solisyonunda bir dakika tutularak dezenfekte edildi. Son-
ra PBS.le iki defa yikandi. Yag tabakasi kapsiila iizerinden ta-
mamen temizlenerek kapsula soyuldu. Bobregin Korteks kismi me-
diillaya dokunmadan genis bir petri kutusu icine ince bir tabaka
halinde kesildi. 1ki bdbrek hasilati bir petri kutusunda toplanarak-
3-4mm. capinda olmak tizere kiyildi. Kiyilan bu doku PBS ile bir
kac defa mayi berrak olunciya kadar yikandi. Icinde magnetik cu-
buk olan 500 cc. lik erlenmayer’e kondu. Erlenmayere konan doku-
lar iki metodla tripsinize edildiler.

a) 37°Clik su banyosunda tutulan tripsinli PBSden 120 cc.
kadar erlenmayere koyarak 5 dakika su banyosunda tutuldu. Bu-
radan alinip, 5 dakikada magnetik cihazda ajute edildi. Usteki ma-
yi dokiildii, yeniden ayni miktar tripsinli PBS kondu. Bu defa su
banyosunda 10 dakika, magnetik cihazda 5 dakika tutarak ajute
olundu. Gene Usteki mayi dokiildi. Tekrar 200 cc. tripsinli PBS
kondu, 1-2 saat oda derecesinde ajute edildi.

b) Yikanmig bobrek dokusu iizerine dogrudan dogruya 200 cc.
tripsinli PBS konarak -+ 4°C de ki soguk odada bir gece magnetik
cihazda ajute edildi. Tripsinize olan doku {ist mayii, steril tilbent-
ten siiziiliip, 800 devirde (rpm) santrifuje olarak iisteki mayi atil-
di. Coken hiicre iizerine bir miktar Hanks vasati konarak karig-
tirildi., dereceli santrifuj tilipleri ile tekrar 800 devirde santrifuje
edildi. Ustteki mayi atildi, kalan hiicre miktar: tesbit olunarak ay-
n1 miktar serumlu Hanks vasati ile karigtirilarak yapisik olan
hiicreleri bir birlerinden ayirmak icin pipetle bir kac kere cekilip
bosaltild.

HUCRE URETIMI :

Tripsinize edilerek ayrilan ve santrifuj suretiyle yika...nan bob-
rek hiicreleri 10 % serumlu Hanks vasati ile (Uretme vasati) 1/200
nisbetinde suspanse edildi. Bu suspansiyondan Roux buvatina
100 cc.- 4 onzluk siselere 15 cc. ve tiliplere de 4 cc. olmak {izere tak-
sim edildi. Uremesi icin 37°lik etiive kondu. 48 saat sonra hiicre-
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lerin sise sathina yapigtiklari makroskopik ve mikroskopik olarak
goriildii.

Ekimden 3 giin sonra vasat degigildi, yeniden Hanks vasati
kondu ve 4 giin daha iiremeye terkedildi. 7 giin sonunda hiicrele-
rin sise sathini kapladigl, yani monolayer hasil oldugu mikrosko-
pik olarak goriildii. Ekimden 6 -7 giin sonra hasil olan monolayer
virus ekimi igin elverigli hale geldi.

BOBREK MONOLAYER VE SUSPANSE HUCRELERINDE
VIRUS URETIMI :

Hiicre ekiminden 7 giin sonra satihlarinda monolayer hasil
olan roux buvat: ve 4 onzluk sigelerle, dogrudan dogruya 1/200
nisbetinde hiicre ihtiva eden serumlu Hanks vasati konan erlen-
meyerlere 1/10 nisbetinde Hanks vasati ile dilie Sap virusu 0 tipi
sigir pasaji laboratuvar sugundan buvatlara 5cc. 4onzluk siselere
2 ce. olarak ekildi. Virusla hiicrenin direkt temasini temin icin ya-
rim saat 37°C etiivde tutuldu. Serumsuz Hanks vasatindan buvat-
lara 60 cc. 4 onzlara 10 cc. konarak 37°C etiivde 24 saat liremeye
terk olundu. Zaman zaman mikroskop altinda virusun hiicrelerde-
ki stopatolojik tesirleri kontrol edildi. Enfekte hiicrelerin normal
sekillerini kaybederek yuvarlak sekil aldiklari, bu halin ilk pasaj-
larda ge¢ ve az, sonralari cabuk ve cok husule geldigi gorildii.

Ilk pasaj virusu ile memedeki farelerde yaptigimiz titrasyon-
dan iyi sonuc alinamadi. Pasajlara devam olundu, zaman zaman
5-8 glinlik yavru farelerle yapilan titrasyonlarda en fazla titre
LDso10-* alindi. Buna karsilik doku kiltiirii ile yapilan virus titras-
yonlarinda LD?°10-7,2 titre bulundu. Bébrek hiicresi monolayer kiil-
tiirlerinde virus 45 defa seri pasaj edildi.

Icinde 300 cc.... hiicre suspansiyonu ve magnetik ¢ubuk bulu-
nan 500 cc.lik erlenmayere ayni virustan 10cc ekilerek 37° Clik
etivde magnetik cihazda ajute ederek 24 saat tutuldu. Boylece
3 seri pasaj yapildi. Bazi imkansizliklar sebebiyle pasajlara devam
edilemedi. '

Bu iki virus iiretiminden gayri ayrica 1/5 nisbetinde Hanks so-
lisyonu ile dilue edilen sigir vezikiil mayi 0 tipi sap virusu 7-8
giinliik Monolayer hiicre kiiltiiriine yukarida izah edildigi sekilde
ekildi. Uzerine bu defa % 10 serumlu Hanks vasati konarak 24 sa-
at etiivde tutulduktan sonra cam filtreden stiziildii. Bu sekilde her
24 saatte bir pasaj yapmak suretiyle 7 pasaj yapildi. 8nci pasaj
10 giinliik Monolayer hiicre kiiltiirline yapilip {izerine serumsuz
Hanks kondu ve 37 derecelik etiivde 24 saat iiretildi, Bu 8 nci pasaj
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virusu ile bir seri- 36 ve 40 nc1 pasaj viruslar1 ilede birer seri ol-
mak iizere tecriibi olarak ii¢ seri inaktive ve aliminyum hidroksi-
de absorbe ag1 hazirlandi. Bunlarin siterilite ve deneme hayvanla-
rindaki zararsizlik kontrolleri yapildi. Immunite kontrolleri icin he-
niiz sigir temin edilemedi.

NETICE VE MUNAKASA :

Ug cesit bobrek ile yapilan calismada bébreklerde nhiicre istih-
salinde embriyo bobregi daha kolay ve ¢ok miktarda hiicre verdi.

Hiicrelerin iiremelerinde esasli bir fark goriilemedi. Ciinkii em-
riyo bobregi ile ancak iki defa caligildi. Bobrek nescini tripsinle
muamelede bir gece + 4 derecede tripsinlemeye birakmak diger sis-
teme nazaran daha pratik ve hiicre temini bakimindan miiskiilatsiz
bulundu. Bobrek hiicresi Monoleyer iretiminde bir cok giigliikler-
le karsilagildi. Bunlarin baginda kaplarin yikanmasi gelmektedir.
Bazi serilerde ayni sartlar altinda yapilan hiicre {iretiminde bu
vat ve giselerden bazilarinin iyi {iredigi, bazilarinin zayif ve bir
kismindada hic iliremedigi goriildii. Bu da gosteriyorki yikamanin
hiicre iiremesinde biiyiik 6nemi vardir. Gida vasatinda seromun az
veya coklugu da tiremede miithim rol oynamaktadir. % 10 ve % 5 lik
serum kullanilan hiicre kiiltiirlerinde % 10 luklarin % 5 liklere na-
zaran daha iyi liredigi bariz olarak kendini gostermigtir. 15-20
giin muhafaza edilen kiiltlirlerde hiicrelerin uzun, sigkin ve graniillii
sekillerine rastlandi. Bu halin husulii vasatin sik, stk degistirile-
memesi ve hiicrelerin ihtiyarlamasi sonucu meydana geldigi diisii-
niildii. Yapilan hiicre kiiltiirlerinin cogu virus iiretmede kullanil-
di. Embriyonun her istendigi zaman bulunamamasi, mezbahada
kesilen koyunlarin degisik yaslarda olmasi ve iretmek istedigimiz
virusa sigirlarin daha hassas olmasi, mezbahada kesilen danalarin
yaslarimin az cok tahmin edilmesi gibi diigiincelerle dana bébregi
ile calismak uygun gortldi ve butin kaltirler bu yénde yapilmaya
baglandi. Virus iiretiminde bidayette tiremede gliclik ve kontami-
nasyonlar olmussada zamanla bunlarin 6niine gecildi. Doku kiiltiirii
calismalar: kimyaca saf maddelerin kullanmilmasini, yikamanin tek-
nige uygun olarak yapilmasini her hangi bir ihmal ve lakayidi
gosterilmemesini istiyen bir mevzuudur.

OZET

Doku kiiltiirii calismalarinda dana, koyun ve embriyo bobregi
olmak f{izere {i¢ nevi bobrek kullanildi. Fazla hiicre istihsal edilme-
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si dolayisi ile bir gece tripsinlenmiye terk edilmesi tercih olundu.
Monolayer bobrek hiicresi iiretimi embriyo bobregi temininin giic
olugu, koyunlarin ekseriya yasl kesilmeleri gibi sebeblerle dana
bobregi ile yapildi.

10 % koyun serumunu ihtiva eden Hanks vasati ile hiicreler da-
ha iyi tiredi ve 7 giin sonra ekime hazi rhale geldi.

Dana bdbregi monolayer hiicre kiiltiriinde 0 tipi sap virusu
45 defa pasaj edildi. 36 ve 401nc1 pasaj viruslari ile inaktive de-
neme asist hazirlandi.

Suspanse bobrek hiicresi ile 0 tipi sap virusu 3 defa pasaj edil-
di- daha fazla pasaj imkéansizliklar dolayis: ile yapilamadi.

Doku kiiltiirii caligmalarinda rehberlik eden, gerek teknik ve
gerekse ilmi yardimlarini esirgemiyen, karsilagtigimiz migkiilleri
halletmek i¢in gayret gosteren F A O miitehassis1 Dr. W. M. Mo-
ulton’a tesekkiirii bir bor¢ sayariz. Bu calismaya gayret ve sami-
miyetle yardim eden kiymetli ladboratuvar arkadaglari miitehassis
Erdogan Finci, Asistan Necati Unliileblebici, Giingér Okay ve Halil
Oriin’e de ayrica tesekkiirler ederiz.

SUMMARY

In experiments with tissue culture, three kinds of kidneys, na-
mely, Calf, Sheep and embryo kidneys have been used. Due to
excessive amount of cell production, at 4 4° C Over night was prefe-
red.

Kidney monolayer tissue culture was obtained through the use
of calf kidney, because of difficulties of obtaining embryo kidney
and due to the old age of sheep slaughtered.

Better cultivation of the cells was obtained with Hanks media
which included 10 % Sheep sera. They were ready for use at the
end of 7 days.

T type of Foot and Mouth Diseases virus has been passa-
ged 45 times on monolayer cells cultur, obtained from calf kidney.

Inactivated vaccine was prepered with viruses of the 36 th and
40 th passages.

With kidney cell suspansion, 0 type virus of foot and mouth di-
seases has been passaged 5 times. No further passages proved to-
be possible.
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Koyunlarda Mavi Dil hastalifi ve as1 hazirlama teknigi
( Blue Tongue and blue Tongue Vaccine - Modified
Live Virus-chick Embryo Origin-Vacuum Dried )

Erdogan FiNCi (*) Giingér OKAY (**)

O NSO z

Komsumuz Suriye ve Irak’ta Mavil dil hastaligin devaml olarak
bulunmasi ve her an giiney hudutlarindan gecmesi ihtimaline karsi,
koruyucu bir tedbir olarak Veteriner Isleri Genel Miidiirliigiiniin
istegiyle, F.A.O. Ankara Miimessili Dr. W. MOULTON’1n nezaretin-
de Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitiisi Sap Seroloji ve Doku
Kiiltlirti laboratuvarinda mavi dil asist1 hazirlanmistir.

LITERATURTBILGISI

GENUS TORTOR — Tortor ovis — Blue Tongue — MAVI DIL.
VIRUS: Blue Tongue virus (BTV)

SINONIMLERI : Blue Tongue (Mavi Dil), Pseudo Foot and
Mouth Disease — Bloutong — Bekziekte — vail bek — Malarial ca-
tarrhal fever.

HASSAS HAYVANLARI: Koyun, sigir. Deneysel olarak siit
emen fareler ve yumurta embriyosu.

TARIHCE : 1876 senesinden beri koyunlarda mavi dil hasta-
lig1 bilinmektedir. Virus 1905 senesinde THEILER (7) tarafindan
bulunmustur. Hastalik daha ziyade yagish senelerde ilkbahar ve yaz
aylarinda devam eder. 1932 senesine kadar hastaliga tabii olarak
yalniz koyunlarin tutuldugu zannediliyordu. Fakat BEKKER ve
arkadaglar: (7) nin bildirdigine gére hastalik kuzey Afrika'nin bir-
cok yerlerinde sigirlara da bulasmaktadir. Mavi dil hastaliginin
Kibris'ta, Suriye’de, Israil’de, Dogu Afrika’da ve Amerika’nin bazi
eyaletlerinde de bulundugu bildirilmigtir (3).

(*) Sap Seroloji ve Doku Kiiltiirii Lab. Miitehassisi.

(**) Sap Seroloji ve Doku Kiiltiirii Lab. Asistani.



ERDOL (2) e gore memleketimizde 1944 yili sonbaharinda bu
hastalik Hatay bolgesinde zuhur etmis ve ylizlerce koyunun o&lii-
miine sebep olmustur. Hastaligin Suriyeden bulagtigi bildirilmistir.
Hastalik miiteakip senelerde yine ayni mevsimde zuhur etmis ise de
mahdut vukuatla kisa stirmistir.

VIRUSUN HUSUSIYETLERI: Mavi dilin elementer cisim-
ciklerinin uzunlugu 100 milimikrondur. Biitiin viruslar gibi bekletil-
meye karsi dayaniksizdir. Buna ragmen virus ihtiva eden kan, oda
derecesinde en az 2 sene aktif kalabilmigtir. NEITZ (7) in bildir-
digine gore 25 sene sonrada canli bulunabilmistir. Virusun bulun-
dugu bolgelere gore antijenik durumu cok az farkh birgok tipleri
vardir.

VIRUSUN YETISTIRILMESI: Mavi dil virusu (BTV) yetis-
kin yumurta embriyosuna adapte edilebilir. En iyi yetismesi 8
glinlilk yumurta sarisinda olur. Ayn1 zamanda chorio - allantoic -
membranda da (CAM) yetistirilmektedir. (6). Inokulasyondan son-
ra yumurtalar 24 saat 35° C da birakilir. 24 saat sonr a33,5° Clik in-
kubatére konur. Virusun karakterine bagli olarak 3-4 giin icinde
olim husule gelir. (11). Virusun baglangicta embriyoya adaptesi
biraz glictiir. Bununla beraber riboflavin noksanligi ile beslenmis
tavuklarin yumurtasina adaptasyonunun daha kolay oldugu kay-
dedilmektedir. Boyle yumurtaya adapte olduktan sonra normal yu-
murtaya adapte olmasi gayet kolaydir. Mavi dil virusu (BTV) Mec.
KERCHER (7) in tavsiye ettigine gére yumurtanin chorio - allan-
toic - membranina (CAM) inokule edilirse, adaptasyon daha da ko-
lay olmaktadir.

LORANT ve LOYD (5)' iki Amerikan mavi dil (BTV) susunu
sigir bobrek hiicre kiiltliriinde yetistirmiglerdir. Ayni arastiricilar
doku kiiltiirtinden bir ag1 da hazirladiklarimi bildirmektedirler. HA-
IG (12) bes tane mavi dil (BTV) susunu koyun bobregi hiicre kiil-
tiriine adapte etmis ve karakteristik cyto - pathologic (CP) degi-
siklikleri incelemigtir.

Siit emen farelere de virus adapte edilebilmistir (5). Farelere
inokulasyon intracerebral olarak stok virusun (% 50 yumurta emb-
riyonu suspansiyonu) % 1 dilusyonundan 0,03 cc. yapilmistir. Ilk
inokulasyonda degisiklik meydana gelmemis fakat 3ve daha fazla
kor pasajlardan sonra 5 ve 6nci farelerin cogu Olmiistiir. Enfekte
fare beyin suspansiyonunun 1/10 dilusyonu ile sigir bobrek hiicre
kiiltiiriine inokule edildiginde cyto - pathologic (CP) degisiklikler
meydana gelmistir.
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BULASMA : Mavi dil temas ile bulagmaz. Rakim itibariyie
yiiksek olmayan, yagmurlu ve sicak iklimlerde ilkbahar ve yaz ay-
larinda - goriilmesi hastaligin at vebasi gibi mevsime bagli oldugu-
nu gosterir. Gene at vebasinda oldugu gibi Afrika ve Amerika’da
Clucoides cinsi sineklerin hastaligin bulasmasinda 6nemli bir rol
oynadigi kabul edilmistir. Bulagmada kan emici sineklerin bulun-
mast hastalifin yayilmasinda o6nemli bir faktordiir. Melaphagus
ovinus’un da mavi dilin bulagsmasinda rolii oldugu kaydedilmektedir.
Kanada'da yapllén deneysel calismalarda bu hususta epeyce mala-
mat toplanmistir. Bu deneylerde Kibris susu (3-Cyprus strain)
kullanilmigtir (7).

Bazi koyunlarin, sigirlarin ve hattd (Blesbuck) Afrika anti-
loplarinin virusu tasidiklar: ve hastaliga yakalanmadiklar: bir prob-
lemdir. Sigirlarin kaninda virus, inokiilasyondan 24 giin sonra da
bulunabilmigtir. Koyunlarda inokiilasyondan sonra virusun kanda
kalma miiddeti 60 giin kadardir. '

HASTALIGIN SEMPTOMLARI: Mavi dil koyunlara bulas-
tiktan 2 giin sonra hayvanlarin derecesi yiikselir. Bazilarinda yal-
niz derece yiikselmesi olur ve hayvan kisa bir zamanda iyilesir.
Digerlerinde hastaligin tipik sekilleri goriiliir. Agizda hassasiyet ve
agri, yemede giicliik, dilin, dudaklarin ve damagin sigsmesi: siyanoz
bir durum almasi, burunda akinti, ishal, ilerleyen bir zayiflik ve
nihayet 6lim. Koyunlarda 6liim % 30 civarindadir.

Sigirlardaki semptomlar da koyunlardakine benzer. Agizdan
salya akmasi, devamli cigneme hareketi: burunda akinti, erozyon-
lar ve kabuklasma. Bazi hallerde boyun, sirt ve kuyruk etrafinda-
ki deride (X Disease) denilen hyper keratosis meydana gelebilir.
Ayaklarin koronar sahasinda ve meme baglarinda siglik ve yangi-
nin bulundugu da kaydedilmektedir. Fakat MASON ve NEITZ (5)
deneysel inokiilasyonlarla sigirlarda bu lezyonlar: husule getireme-
mislerdir. Bazan sigirlarda da 6liim husule gelirse de, biiylik bir co-
gunlugu iyilesir.

PATOLOJIK DEGISIKLIKLER: Mavi dilde 6nemli patolojik
degisiklikler daha ziyade agizda ve dilde bulunur. Agizda epitel
tabakasmin dokiilmesinden sonra mukoz membranlarda hiperemi
meydana gelir. Ulser dudaklarin ic kenarinda, damakta ve dilde
goriiliir. Dil epitel tabakasmmin dokiilmesi ile mavi (MAVI DIL)
ve ekseriya gangrenoz bir hale gelir. Mide ve barsaklarin mukoz
membranlar: hiperemik ve 6dematozdir. Bazan mide ve barsaklar-
da kiiciik hemorajilere de rastlanabilir.
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TESHIS : Mavi dilin kat'i teshisi hassas koyunlara virus ve-
rilerek izolasyon ve identifikasyonu ile ve bagisik koyunlarda ko-
ruma testi ile yapilir. Mavi dil bazan sap (FMD) veya sigir veba-
s1 ile (Rinderpest) karigabilirse de, son iki hastaligin temas yolu ile
cok cabuk yayilmasi mavi dilin ise, temasla yayilmamasi ile ayirt
edilebilir. Teshiste complement fiksasyon testinden de faydalanil-
maktadir. Fakat neticeye cok zor gidildiginden bu metod teghiste
fazla kullanilmamaktadir.

DENEYLERIMIiZ

Hepsi de 60 pasajda embriyoya adapte ve embriyo emilsiyonu-
nunun kurutulmasi ile elde edilmis viruslar olup ampullerde sak-
lanmaktadir.

Tipler isimleri
1 BIGGARS BERG
2 VRYHEID
3 CYPRUS
3 THEILER
5 MOSSOP
6 STRATHENE
7 UTRECHT
8 CAMP
9 UNIVERSITY FARM
10 PORTUGAL
11 NELSPOORT
13 BYNESPOORT
14 KOLWANI
15 EVENLODE

MATERYAL VE METOD : Mavi dil agisi, modifiye edilmis uy-
gun bir BTV susunda hazirlandigi gibi, birden fazla sustan da ha-
zirlanabilir. Her seri asi zararsizlik, virus titresi ve patojenik mik-
ro organizma ihtiva etmesi bakimindan teste tabi tutulur.

METOD : As1 hazirlama teknigi hakikatte pek zor degildir.
Virus susunun 8 giinliik embriyonlu yumurtada seri pasajlarini yap-
mak icabetmektedir. Bizim kullandigimiz BTV asi virusu 60 pasaj-
da yumurta sarisina adapte edilmis MOSSOP TIP 5 susudur. Embri-
yonlu yumurtalar 8 giin 37° C da inkubatorde birakilir. 8 giin son-
ra yumurtalar kontrol edilir. Canli olanlar inokiilasyon icin hazir-
lanir. Yumurtalarin karanlik odada elektrik 1sig1 altinda hava ke-
sesi sinir1 tesbit edilir. Yumurta sarisinin oldugu yénde (embriyo-
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nun aksi tarafinda) hava kesesinin isaretlenmis bulunan smirindan
1cem. icerde hava kesesi iistiinde bir delik acilir. Yumurtalar dik
olarak dizilir. Icinde 0,2 cc. inokuliim (1 cc. Mossop virus -+ 9 cc.
H-0) bulunan bir giringa ile delikten girilir. Ani bir darbe ile zar-
lar ve sarizari delinir. Darbe ani oldugundan yumurta zarlari nok-
ta halinde delinir ve yumurta sarisi diger tabakalara dagilmaz.
Inokulasyon yapilir ve igne geri cekilir. Yumurta kabugundaki de-
lik parafin veya mumla kapatilir. Yumurtalar hava kesesi yukari-
yva gelmek iizere dik olarak 35° Clik inkubattre konur. 24 - 48 saat
sonra muayene edilir. Bu miiddet icindedlenler nazar:i itibare alin-
maz. 48 saat sonra 33,5° Clik inkubatore konur ve muayene edilir.
Yumurtalar 7 veya 9 giinliik ise, yukaridaki yumurta sarismna ya-
pilan 0,2 cc. inokuliim yerine 0-3 cc. kullanilmasi tavsiye edilmek-
tedir.

Virus susuna ve inokuliimdeki virus titresine bagli olarak sa-
dece birkac saat fasila ile biitiin embriyolar 3-4 giin icinde oliir-
ler. En yeni 6lmiis veya olmekte olan embriyolar karisim halde top-
lanir. (Yaptigimiz agida biz yumurta muhtevisini oldugu gibi top-
ladik) Oliimlerin persembe ve cuma giinleri olmasi i¢in ekimlerin
pazartesi glinleri sabahlari yapilmasi uygundur. Toplanan embriyo-
lara herhangi diluent bir mayi katmadan evvel atomix (mixer) de
emiilsiyon yapilir. Atomix’in etrafina buz konur ve kisa fasilalarla
calistirilir. Isinmadan kat’i surette kacinmalidir. Atomixte yapilan
emiilsiyon steril, 6lciilii bir silindire dékiiliir. Ayni miktar distile
veya deiyonize su ilave edilir. Sonra b umiktara miisavi miktar
Buffer - Laktoz - Pepton katilir.

BUFFER - LACTOSE - PEPTON VASATININ HAZIRLANMASI

A—KHPO:. . . . . . . . . . . 264g¢gr
Na.HPO.-2H-O . . . . . . . . 180,0gr.
Distile su . . . . . . . . . . 30 litre

PH 7,4

B—% 2 .. ... . . . . . . .Difco pepton

%10 . . . . . &+ &+ « &« s « « DLactose

A boliumiinde ollanllar tartilarak bir kaba konur, pH 7,4 e ayar-
lanir. Sonra iistiine % 2 hesabiyle Difco pepton (biz Bacto pepton
kullandik) ve yine % 10 hesabiyle lactose konur. (Kullanilan pep-
ton neutral pepton olmalidir asit olmamalidir). Bu maddeler iyi-
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ce karigtirilir ve eritilir. Pepton sebebiyle pH aside dogru kaydigin-
dan tekrar 7,4 e ayarlanir. 1cc. ye 100 {inite penicilline ve 100 mik-
rogram streptomycin ilave edilir. Yarim saat oda derecesinde bek-
letildikten sonra muhafaza icin -+ 4 derecede buzluga konur. Labo-
ratuvarimizda Na.HPO, - 2H.O bulunmadigindan yerine Na.HPO, -
TH-O (30 litre icin 270,0 gr.) kullandik.

Hazirlanmis bulunan yumurta emiilsiyonuna Buffer - Lactose -
Pepton karistirildiktan sonra tekrar atomixten gecirilir. Iki kath
tlilbentten siiziiliir. Bu safhada her ccye 100 iinite penicilline ve
100 mikrogram streptomycin ilave edilir. 0,75 cc. miktarinda am-
pullere taksim edilir ve freeze - dryer’de kurutulur. Kullanmak icin
100 cc. steril suda eritilir ve bu suspansiyon koyunlara 1 cc. olarak
subcutan yapilir. (1 cc. = Bir doz), Bu sekilde beher ampul 100 doz
as1 eder.

VIRUS TITRASYONU : Asillanan hayvanlarda asinin muafi-
yet meydana getirecek sekilde canli virus ihtiva ettiginden emin
olmak icin virus titresini tayi netmek lazimdir. Hazirlanan son agi
10 misli (asgarl 5 misli) sulandirilir. Herbir dilusyondan 8 glinlitk
yumurta sarisina 0,2 cc. inokule edilir. 48 saat sonra isikta muaye-
neye tabil tutulur, Glenler atilir ve test’te nazari dikkate alinmaz.
Inokulasyondan 5 giin sonraya kadar sabah ve aksam yumurtalar
muayene edilir. LDso hesaplar1t REED ve MUENCH metoduna goére
yapilir.

KABUL EDILEN TITRE: Emiilsiyonun kurutmadan evvelki
titresi- standart olandan asagi titrede olmamalidir. Titre log, 5 den
asagl diismemelidir. Her virus sugu icin standard bir titre kabul
edilmektedir. Donarak kurutulduktan sonra agiy1 7 giin 37° C da in-
kube ederiz. Bu miiddet zarfinda titredeki diisiis log. 0,5 den fazla
olmamalidir. Biitiin emiilsiyonlar -4 derecede muhafaza edilme-
lidir.

Birkac kelime ile sunuda kaydetmek yerinde olur ki, yaptigi-
miz bu mavi dil (BTV) asist tek bir virus agisidir. Dort veya da-
ha fazla as1 emiilsiyonu freeze - dryer’e konmadan miisavi miktarda
karistirilmakla polivalan as1 hazirlanmistir. Bircok suslarin bir ara-
ya getirilmesi daha komplike bir igtir.

MOSSOP TITRASYON: Yapilan asidan birn kurutulmadan
evvel, digeri kurutulduktan sonra olmak iizere iki defa LDs, (Reed
ve Muench) tayini yapilmigtir.

A — Kurutmadan evvel:
1 cc. virus dilusyonu -+ 9 ce. H=0
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10-® den 10 a kadar dilusyonlardan (her dilusyondan 5 yu-
murtaya) 0,2 cc. yumurta sarisina inokule edilmigtir. Reed ve Mu-
ench metoduna gore LDs, 10 %2 bulunmustur.

B — Kurutulduktan sonra :

0,75 cc. tupteki virus, 0,75 cc. H.O ile eritilmig ve bundan 10
misli dilusyonlar yapilmigtir. 10 % den 10 -° dilusyonuna kadar 8
gunliik yumurta sarilarina: her dilusyondan 5 adet olmak {izere
0,2 cc. inokule edilmistir. Yumurtalar as1 hazirlanmasi kisminda
bahsedildigi gibi 48 saat 35° C de birakilmig, sonra 33,5° C de inku-
batére konmugtur. 2nci giinden 5inci giine kadar 6lenler her giin
muayene edilerek Reed ve Muench metoduna gore LDs, 1056
bulunmustur.

STERILIZASYON TEST’I: Sterilizasyon testlerine pek liizum
yoktur. Fakat son hazirlanan asi, patogen mikro organizmalarin
mevcudiyetini ortaya koymak icin, farelerde test’e tabi tutulur.
En az 8 fare, son hazirlanan asidan 0,5 cc. intraperitonal yolla ino-
kule edilir. Miisahade miuddeti inokulasyondan sonra 7 glndiir
Testin memnuniyeti verici olmasr bu farelerin canli kalmasi ve asi-
ya ait herhangi bir semptom gostermemesiyle kaimdir.

ZARARSIZLIK KONTROLU: Daha evvel mavi dile karsi
asilanmamig kuzulara subcutan olarak asgari 2cc. asi tatbik edi-
lir. Bu hayvanlar hergin miigsahade altinda bulundurulur. Enjeksi-
yonun yapildigi giinden baslamak tizere 14 giin miiddetle (pazar
gunleri hari¢) her giin dereceleri alinir. Kontrolun tatminkar oil-
mas! i¢in 14 ginzarfinda hayvanlarin mavi dil hastaliginin belirli
semptomlarin1 gostermemesi ve hararet derecelerinin hastaliga bel-
ge olacak sekilde yiikselmemesi lazimdir. Asilamay: takip eden giin-
de ates ylikselebilir, fakat 14 giin miiddetle hastaligin semptomla-
rinin ortaya cikmamas: halinde bu ilk giinkil yiikselis nazar: itiba-
re alinmaz (11).

BAGISIKLIK : Aragtirmalar hastaligi gecirenlerin bagigiklik
kazandiklarinmi gostermektedir. Serum - virus enjeksiyonlari ile ilk
zamanlarda bagisiklik meydana getirilebilmistir. Daha sonralari se-
rumun yalmz basina tedavi edici bir kiymet tasidigi anlasilmigtir.
Bircok pasajlarla atteniie edilen canli virus koyunlarda uzun sene-
ler muvaffakiyetle kullanilmigtir. Tek tiik hayvanlar as1 enjeksi-
vonlarina karst hafif bir reaksiyon gostermektedirler. Bu reaksi-
yon asilandiktan sonra siddetli glines 1s181ina maruz kalan hayvan-
larda cok daha fazla olmaktadir. Asiyr meydana getirilen muafivet
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bir mevsimden fazla devam etmemektedir. Yilik ve 6 aylik asila-
malar tavsiye edilmektedir (11).

Mavi dil virusunun (BTV) cogaltilmas: icin kullanilan yumur-
ta embriyonu, ag1 hazirlanmasinda da tesirli ve iktisadidir. Bizim
yaptigimiz asida budur. Bagisikligin 6 ay siirdiigii kabul edilmek-
tedir. Bu cesit bir as1 pratikte rahatca kullanilabilir, tatbikati ko-
lay ve zararsizdir.

Afrika’da quadrivalan bir asi cok kullanilmaktadir. U.S.A.da
da yalniz b irantijenik tipten hazirlanan monovalan bir as1 tatbik
edilmektedir. SCHULTZ ve DELAY’in bildirdiklerine gore gebe ko-
yunlarda kullanilan yumurta embriyon asis1t yavru kaybina sebep
olabilir. Gebeligin 5 ve 6 nc1 haftasinda intra uterin yavrular cok
hassastirlar.

HULASA

Tecriibevi calisma maksad:l ile Ankara - Etlik Bakteriyoloji
Enstitlisii Sap Seroloji ve Doku Kiltiirii Laboratuvarinda mavi dil
asist hazirlanmistir.

Asmin hazirlanmasi icin 14 cesitli su¢ Meksikadan getirtilmis-
tir. Bu calismada 60 pasajla yumurta embriyosuna adapte edilmis
Mossop susu kullanilmigtir.

8 glinliik embriyonl uyumurta sarisina (BTV) Mossop susunun
1/10 dilusyonundan 0,2 cc. inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra
48 saat zarfinda oOlenler nazar: itibare alinmamistir. Miisahade ino-
kulasyondan sonra 5 giin devam etmistir. Inokulasyondan sonra
3-5 gun icinde 6len yumurtalarin muhtevisi toplanmistir. Bu yu-
murta muhtevast ayni miktar Buffer - Laktoz - Pepton vasati ile
karigtirilmigtir. Herbir cc. i¢in 100 iinite penicilline ve 100 mikro-
gram streptomyecin ilave edilmistir.

Bu karisim 0,75 cc. miktarinda ampullere taksim edilmis ve fre-
eze - dryer’de kurutulmustur. Asi titrasyonu Reed ve Muench meto-
duna gore kurutulmadan evvel ve sonra olmak iizere iki defa yapil-
mistir. Kurutmadan evvelki titrasyona 10 "%? kurutmadan sonraki
titrasyon 10°° olarak tesbit edilmistir.

Asinin muafiyet denemeleri heniiz yapilmamaistir.

SUMMARY

Blue Tongue vaccine was prepared at Foot and Mouth Disea-
se Serology and Tissue Culture Laboratory of Etlik Bacteriology
Institute: Ankara, for experimental study.
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To prepare the vaccine 14 of several strains of the virus were
brought from Mexico. Mossop strain which had been suitably at-
tenuated by 60 serial passages in embryonating chicken eggs was
used in this study.

Fertile eggs, preincubated for 8 days, were inoculated with
0,2 ml of 1/10 dilution of Mossop strain via yolk sac route. Death of
embryos duringthe first 48 hours after inoculation, were discar-
ded. Observation continued for 5 days. The contents of the eggs of
embryos which haddiedwithin 3th. to 5th. days postinoculation,
were collected. The contents of the eggs were mixed with equal
volume of Buffer - Lactose - Pepton medium, 100 units of penicilline
and 100 microgram streptomycin per milliter were also added.

The mixture was dispensed in 0,75 ml quantities into each am-
pule and desiccated in Freeze - Dryer - appartus. The titration of
the vaccine examined by the method of Reed and Muench before
and after desication. It was calcullated that the titration before
desiccation was 10°%%? after desiccation was 10-°
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