Canh Newcastle Agisina Inek Siti, At Serumu ve
Normal Amnio-Allantoidien Mayiin Ilévesiyle Bunlarn
Noytralizan Tesirlerinin Denenmesi
Miikerrem GULEY Kemal AKAT Ahmet SIPAHIOGLU

1957’de Giacinto Ciaccio (1), poliomyélitis virusu Colombia-SK.
sug’u ile farelerde enfeksiyon denemeleri yaparken, sigir serumu ve
inek siitiinlin bu virus lizerine noytralizan bir tesire malik oldukla-
rm1 goriiyor. Bu tesirin diger viruslar iizerinde de olup olmadigini
bazi mielliler aragtiriyorlar. Netekim, 1959’da, aymi miiellif (2),
Newecastle virusunu ele aliyor. Tavsan serumu ile inek siitiiniin bu
virus lizerine olan ndytralizan tesirini deniyor.

Gerek Newecastle virusu lizerinde yapilan mesailer ve gerekse
patojen Neisseria ve Hemophilus gibi hassas mikroorganizmlerin li-
yofilize edilerek uzun zaman muhafazas1 i¢in ilave edilen siispansi-
yon maddeleri ve bu hususta yapilan mesailer nazari itibare alina-
rak, Enstitiimiizde Komarov sug’u ile istihsal edilen liyofilize - New-
castle agisinin dayanma miiddetini uzatmak, cabuk homojenize ol-
masini saglamak ve ambalajini kiiciiltmek maksadiyle bu deneme-
ler yapilmigtir.

METHOD ve MATERYAL

1 — As1 virusu: Komarov'un Newcastle «Haifa» sus’udur. Sus
ayri, ayri tarihlerde 11 gilinliik embryonlu yumurtalara telkih edile-
rek iki seri asi materyali elde edildi. Asinin kontrolii olarakta ayni
seri virus kullanildi.

2 — Patojen virus: Newcastle’den 6len bir tavugun beyin siis-
pansiyonu ile telkih edilmis yumurta amnio - allantoidien mayiidir
Bu mayiin HA titri 640’tir. 21 giinliik civcivlerde LDsosi 10—° ola-
1ak tesbit edildi. Epruvelerde 100 6ldiirtici doz kullanildi.

3 — Virusa ildve edilen maddeler :

a) Inek siitii: Taze siit 3500 devirde 15 dakika santrifiije edi-
lerek yag1 alindi. 110° C.da 30 dakika takim edildi.
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b) At serumv: Taze serum 56°C.lik benmaride yarim saat
inaktive edildi.

¢) Normal amnio - allantoidien likit: 10 ginlik normal emb-
rycnlu yumurtalarin amnio - allantoidien mayileri toplandi. HA tit-
rileri ve steriliteleri arastirildi.

d) M. Jung’un (4), alcak derecelerde ve vakumla kurutmak
suretiyle patojen bakterilerin muhafazasi hususundaki mesaisinde
vermis oldugu formiil nazari itibare alinarak % 30 glikozlu soja -
trypticase buyyonu soyle hazirlandi: I litre damitik suya 3 gr. Bac-
to - sigir ekstresinden ildve edildi. 80° C.’a 1sitildi. Buna soja - trypti-
case yerine (trypticase a pancreatic digest of casdine) den 20 gr.
ilave edildi. Bunun 100 ml. sine 30 gr. hesabiyle glikoz karistirildi
Ve 110° C. da yarim saat takim edildi. Takimden sonra yapilan pH.
tayini 7,2 idi. Bundan 1 kisim alinarak yukarida bildirilen siit veya
serumdan 3 kisima karigtirildi

4 — Asimin hazirlanmas1 ve tatbik edilen testler: Asi1 mater-
yaline bire bir nisbetinde teste tdbi olacak maddeler ilave edilerek
iyice calkalandiktan sonra 30 dakika laboratuvar derecesinde bekle-
tildi, 0,2 ml. miktarinda tiiplere taksim edilerek Edwards cihazinda
kurutuldu. Kullanilacagi zaman asinin titrine gére 1/1000 nisbetin-
de serum fizyolojikte sulandirildi.

Liyofilizasyondan evvel ve sonra karigik asilarin ve saf kontrcl
asisinin HA titrileri tesbit edildi. Ayrica, hazirlanan liyofilize asi-
lar: a) -+ 4°C.da bekletilerek muhtelif zamanlarda HA testine;
b) Bu asilarla agilanmig 4 aylik piliclerin kan serumlar: muhtelif za-
manlarda kontrol pili¢clerle beraber HI testine tabi tutuldular ve ay-
ni zamanda pilicler epruve edildiler,

5 — Asilama ve epruvelerde 4 aylik Leghorn horoz pilicler kul-
lanildi. Tecriibelerin devaminca asililarla kontroller ayni besleme
ve bakima tabi tutuldular.

MUSAHEDE ve SONUC

Yukarida evsaflari bildirilen siit, at serumu ve normal amnio -
allantoidien likit ile bire bir nisbetinde sulandirilarak hazirlanan li-
yofilize Newecastle asisinin, kontrol asi muvacehesinde in vitro ve
in vivo miisahede ve sonuclar1 cetvellerde gosterilmistir.

Kontrol icin 4 pili¢ alindi ve bunlardan 2 tanesi as1 tatbik giinii
kesilerek kanlarindaki normal inhibe edici antikorlar tesbit edildi.
Diger ikisine de epruvelerde kullanilan patojen ND virusu verildi.
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WAYA YV XUl 4 = 411 VILIVU ;

Kullamlan. Hazirlama Kurutulmadan |l Kurutulduktan ==
evvelki HA Hemen 1ay | 3ay | 6ay | 9ay | 1 sene
Agilar Tarihi Titri sonraki Haemo - Agglutination titrileri
e Seri 1-3/2/959 1280 ! 1280 640 320 } 320 320 320
B Seri 2-5/2/959 60 640 320 320 320 320 320
s 1 Seri 1-3/2/959 1280 i 1280 320 320 l 320 320 320
SR Seri 2-5/2/959 610 | 320 320 160 | 160 320 160
Normal Seri 1-3/2/959 1280 1280 640 640 | 320 160 160
Allantoisli Seri 2-5/2/959 040 ‘ 640 320 320 320 320 160
Kontrol Seri 1-3/2/959 1280 i 1280 640 320 ‘ 320 320 320
As1 Seri 2-5/2/959 640 ! 640 320 320 320 320 160
CETVEL : 2 — In vivo:
Kullam'an Pili¢ As1 tatbik HI testi Hi titri Epruve etme
~ Asilar No. su Tarihi Turihi Tarihi | Neticesi
661 Z. 9/6/959 21/6/959 640 — —
Seri 1 — 663 Z. » » 1600 —_ —
Stitlii 662 Z. » -— —_ 21/6/1959 Olmedi (21 giin)
682 5. » — — » »
Seri 2 — 679 Z » 21/6/959 3200 e ol
695 Z. » » 1600 — —
682 Z. » » 3200 — —
Seri 1 — 680 Z. » » 1600 — —
68! Z » » - 21/6/1959 Olmedi (21 giin)
Serumlu |
21 » — _— » »
Seri 2 — 23 » 21/6/959 610 — —
7 » » 320 S —
542 C. » _ » 640 — —
Seri 1 — 664 Z. » » 1600 —— —
T 629 U. » - — 21/6/1959 Glmedi (21 giin)
Allant. 11 » —_— . » »
likitli Seri 2 — 68 » 21/5/959 640 — —
43 » » 640 — =
633 S. » » 640 — -
Seri 1 — 691 Z. » » 640 — —
692 Z. » i - 21/6/1959 Olmedi (21 giin)
Kontrol agi 526 C. » — — » i »
Seri 2 — 511 C. » 21/6/959 3200 — —
527 Q. » » 640 — =
. No. suz — 9/6/959 10 — —
Kontrol ~ Seti 1 — No. suz — » 40 — —
(Ag11Z) g o No. suz — — — 21/6/1959 25/6/1959 oldi
[ a— No. suz — — > 27/6/1959 .. .,




As1 tatbik edilen piliclerin ise, 12 nci ginii birer tanesi epruve
edildi, diger 2’side kesilerek kanlarinda inhibe edici antikorlar aras-
tirilda.

Siit, serum ve normal allantoidien likit ilavesi suretiyle hazir-
lanan bu agilar, kontrol agilar ile in vitro ve in vivo mukayeseli de-
nemelerinde ayni neticeyi vermislerdir. Ve agilara ilave edilen” bu
maddelerin virus’'un aktivitesine hicbir tesiri olmadig: anlasilmistir.

MUNAKASA

1949 senesinde Istanbul’da toplanan beynelmilel Patoloji Kompa-
re Kongresinde, R. I. N. Greavis (3), para- coli sug’larinin ve diger
hassas bakterilerin agagi derecelerde kurutularak muhafazasi esna-
sinda suspansiyone edildikleri vasatta glikoz ve proteinlerin bulun-
masinin 6nemini belirtmigtir.

Ayni gekilde 1958'de ,M. Jung’in (4), yaptig1 arastirmalarlada
bu hususlar teyid edilmigtir.

Newcastle virusu lizerinde, 1956’da, Ginsberg ile Wedwood; Kar-
zon; Ginsberg ve Pillemer; 1959’da, Giacinto Ciaccio (2), inek siitii
ve tavsan serumu gibi bazi proteinli maddelerin ndytralizan bir te-
sirleri olup olmadiklarini arastirmiglar ve yalmiz aktiv serumlarin
antiviral bir tesire malik olduklarini tesbit etmiglerdir,

1956’da, Winterfield (5), Newcastle virus’una tuzlu, demirli, sert
sularin ve 4, 4-9,2 arasinda ph degisikliginin zararli tesirinin olma-
digini ve hattd kurutulmus yagsiz siit, piiriifiye jelatin katilmas: ile
de bu maddelerin virus'u dayanikli bir hale getirerek, muhafazaya
yaradigini bildirmisgtir.

Biz de liyofilizasyondan 6nce Canli Newcastle Agisina, M. Jung'-
in formiiliine gore, glikoz ile birlikte otaklave edilmis yagsiz siit,
inaktive edilmis at serumu ve glikozsuz olarak norma] amnio - al-
lantoidien mayiin ilavesi ile yaptigimiz denemelerden, bu maddele-
rin hicbirisinin antiviral bir tesire malik olmadiklarini ve ayrica,
liyofilize edilmis as1 ampullerde sulandirilirken siitiin ¢ok cabuk
eridigi ve yapilan HA testinde digerlerine nazaran daima daha ¢abuk
bir reaksiyon verdigini gérdik.

Enstitimiizde hazirlanan liyofilize canli newcastle asisi, yapilan
virus titrasyonlarinda umumiyetle 1/1000 diliisyonlarinda kullanil-
digindan, en kiiclik doz ancak 250 olarak (ampullerde 0,25 ce. lik
miktarlarinda) kurutulabilmekte ve sulandirma esnasinda albumin-
li kitle gec ve giic olarak eriyebilmektedir. Bu kuru asinin dayanma
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miiddetini uzatabilmek, ambalajini kiicliitmek ve tatbikatta sulan-
dirilma esnasinda cabuk homojenize olmasini sagliyabilmek baki-
mindan basta yagsiz otaklavize olmus siit olmak lizere, inaktiv at
serumu ve normal allantois mayiilerinin ilavesinin faideli oldugu
anlasilmaktadir.

OZET

1 — Canhh Newecastle agisinin dayanma miiddetini uzatmak,
ambaldjini kiiciiltmek, cabuk hcmojenize olmasimi saglamak mak-
sadiyle, otoklavize edilmis yagsiz inek siitli, inaktive at serumu ve
normal amnio - allantoidien mayiileri ildve edilerek in vitro ve in
vivo denemeler yapilmig, bu maddelerin hicbirisinin antiviral tesi-
ri olmadig1 tesbit edilmistir.

2 — Asiya her iic madde ilave edilebilirse de, siitiin daha ko-
lay temin edilebilmesi ve siitlii aginin diliisyon mayiinde daha ca-
buk hemojenize olabilmesi bakimindan siit tavsiye olunmustur. .

SUMMARY

1 — Some in-vivo and in-vitro experiments on the effectiveness
of sterilized cow milk (without butter), inactivated horse serum and
normal amnio-allantoic liquid on alive Newcastle Vaccine for the
purpose of having longer time to use, smaller volume and easily ho-
mogenized suspansion.

2 — It has been found that milk is more suitable material for
this purpose, because it is easily obtainable and can be homogenized
quickly in vaccine dilusion in physiological saline,
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