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Zamanımızda hazırlanan inaktive Şap aşılan : 

1) Canlı sığır enfekte dil epitelinden elde edilen (Tabii vi­
rusla). 

2) Sığır dili epitelinin canlı kısımlannda üreyen virusla, 
(Frenkel Kültür virusu). 

3) Dana veya domuz böbrek hücrelerinde üretilen virusla, 
(Börek Kültürü virusu); elde edilmektedir. 

Bu her üç metodla tesirli aşılar hazırlanmaktadır. Bununla 
beraber bu üç metod da sığır veya genç dana temini gibi faktörler­
le sınırlıdırlar. Kesimin bilhassa mevsime bağlı olduğu memleke­
timizde, bu husus, daha büyük bir eheİnmiyet kazanmaktadır. 

Netice olarak; laboratuvarların, sığır kesimine veya bir çift 
böbrek için bir buzağı mübayaasına bağlı kalmaksızın, çalışabii­
mesini temin edecek bir teknik İngiltere'nin Pirbright laboratu­
varında geliştirilmiş bulunmaktadır. Bu teknik, Baby Hamster 
Kidney (BHK- 21) Cell line (Yavru Hamster Böbrek Hücre dizi­
si) nin Şap virusu istihsalinde kullanılmasıdır. 

Bu hücrenin sonsuz üreme kabiliyetine ilaveten : 

a) Şap virusuna hassas olduğu Mowat ve Chapman (ll), 

(*) Bu çalışma Anlmra Veteriner Şap Enstitüsünde yapılrmştır. 
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b) Derin Suspansiyon kültüründe ürediği Capstick, Telling, 
Chapman ve Stewart (6). 

c) Tümör doğurma kapasitesinin münhasıran hamsterlere ol- . 
duğu ve, bunun ancak, herhangi bir muameleye tabi tutulmamış 
canlı hücreler vasıtasıyla meydana getirilebildiği Capstick ve Gar­
land ( 4); Kan e, Pay ve Bracewell ( 8); tarafından gösterilmiş ve 
Keeble ve Heymann (9); Ubertini, Nardelli, Dal Prato, Panina ve 
Barei ( 18); ve Segura ve Rivenson (16) tarafından da teyid edil­
miştir. 

Bunlara ilaveten; Rivenson ve Segura (14); Polatnick ve Bac­
hrach (13) BHK hücrelerini döner (Rolling) yuvarlak şişelerde 
üreterek bunlardan yüksek titreli viruslar elde etmişlerdi'r. Ayrıca, 
Amighi (1); Nottebohm ve arkadaşları (12); Bengelsdorff ve 
Schneider (2); Schneider, Jaeger ve Bengelsdorff (15) da BHK- 21 
hücrelerinde üretilmiş virus ile tesirli inaktive Şap aşıları hazır­
Iamışlardır. 

Son olarak Mammerick ve Leurren (lO) BHK- 21 hücrelerini 
önce suspansiyon kültüründe sonra rolling sistemde manolayer 
olarak üreterek, bundan aşılar ha:z:ırlamışlardır. 

İki seneden beri biz de, laboratuvarımızda, BHK hücre kül­
türü tekniğini geliş'tirrnek ve aşı istihsaliride kullanmak için çalış­
maktayız. 

Burada bildireceğimiz hususlar, hücrenin manolayer tekniği 
ile sabit kültür şişelerinde, suspansiyon tekniği ile Bellco ve New 
Brunswick fermentörlerinde üretildikten sonra rolling sistem yu­
varlak şişelerde hücrenin virusla enfekte edilmesi ve bu virusun 
aşı istihsalinde kullanılmasıdır. 

Çalışmalarımız, kullanılan üretme vasatı hariç olmak üzere, 
Brescia (İtalya) I .cl boratuvarının tekniğine uymaktadır. 

MATERYAL 

VA SATLAR 

1) Üretme vasatı (HYL) 

% 0.5 Lactalbumin hydrolysate ve % 0.01 Yeast Extract ihti­
va eden Hanks' Dengeli Tuz Solusyon'udur. (pH 7.3) 
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.· Suspanse hücre ç~lışmalarında bu. vasata % i ·nisbetinde Tryp­
tose. Phosphate Broth ilave edilmekt.edir. 

. . 

· · 2) Hü'cre pasaj ı için Try.psiİ1 ve Versene Solusyon u : 

% ı Trypsin ve % ı Versene ihtiva eden Hank.s' Dengeli Tuz 
Solusyonudur. pH 7.5) 

; . 
3) Antibiyotikler : 

Gerek üretme vasatı gerekse Trypsin, versene solusyonuna 
herbir litre için ıoo.ooo . ~ni te . penicillin, o.ı · gram streptomycin, 
200.000 ünite colimycin _ve 50.000 ünite mycostatin ilave edilmek­
tedir. ·. 

4) Hü:cre Sayımı için % 0.5 lik Trypan bleu kullanılmaktadır. 

l\iETOD 

HöCRELERİN "MUHAFAZASI . 

BHK Tohum Hücresi suspanse veya manolayer halinde üreyen 
kültürlerden 3.0 x ı06/ml olacak şekilde, her tüpte ıo ml, % 10 
glycerin, % 10 . S~ğır Ser:unm ihtiva eden HYL vasatı içinde- 70 oc 
Revco ·uıtra Deep- freezer'de saklanmaktadir. Bu şekilde hücre­
ier 2- 3 ·ay müddetle . emniyeti~ saklanabilmekte, ölüm nisbeti çok 
<ı z olmaktadır. 

DONDURULl\'IUŞ HÜCRELERiN ÇöZDÜR'üLÜP HÜCRE 1\:ÜLTÜR-Ü NDE 

~{ULLANILl\iASI 

Monolayer Hücre Kültürü ·: 

- 70 oc lik Deep- freezer'den çıkarılan ıo ml. lik donmuş 

hücre suspansiyonu 37 oc lik su banyosuncia çözdürüldükten son-. . 

ra ıoo ml % ıo serumlu HYL vasatında sulandırılır ve Roux şişe-
sinde .37 oc lik etüvde üremeye bırakılır. ıs- 20. saatte glycerin ih­

tiva ed~n vasat dökülerek, yerine % 10 serum ihtiva eden HYL va­

satı konur. 2- 3 günde hücre ~reyerek şişe sathını tamamiyle kap­

lar. 
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Bu hücreler trypsin, versene solusyonu ile şişe satlımdan 
ayrılır, santrifüj edilmeksizin % ıo serum ihtiva eden üreme va­
satı ile karıştınlarak Bellco Suspanse Kültür cihazına aktarılır. 

Suspansiyan Hücre Kültürü : 

Genel olarak 2 Roux şişesinden alınan hücreler 400 ml vasat 
ihtiva eden Bellco cihazı (lSOO ml kapasiteli) için tohum hücre 
olarak kullanılır. 

Bellco cihazı içindeki hücre suspansiyonu, teflon kaplı mağ­
netik çubuk vasıtasıyla, 3q.S oc lik su banyosunda dakikada 300 de­
vir yapacak şekilde alttan döndürülmektedir. Bu maksat için 8 
adet Bellco cihazını aynı anda çalıştırabilen su banyosunu kullan­
maktayız. 

Bellco cihazında seri pasajlada çoğaltılan hücreler fermen­
törlerde hücre üretilmesi için .tohum olarak kullanılmaktadır. 

Elimizde mevcut cihaz S ve ıo litrelik fermentörleri havi (New 
Brunswick Scientific Co., U.S.A.) tarafından çizilmiş orijinaline 
yakın ve Brescia, İtalya'da F. Davini ve Pluda firması tarafından 
yapılmıştır. 

Fermentörler içindeki hücre suspansiyonu, 36.5 oc lik su ban­
yosunda, üstten, dakikada 3SO devide dönen bir mil tarafından 
karıştırılmaktadır. 

Fermentörlerde üretime genellikle S.O x 104 hücre/ml olarak 
başlanılmakta ve S litre kapasiteli fermentörde 3.S litre, ıo litre­
lik fermentörde ise 7 litrelik hücre suspansiyonu ile çalışılmak­
tadır. 24 üncü saatten itibaren süperfisiyal olarak steril hava ve­
rilmekte ve vasatın pH sı 7.2-7.4 arasında tutulmaktadır. Keza 
24 üncü saatte % ı miktarında Tryptose Phosphate Broth ilave 
edilmektedir. 

Enkubasyonun 48. inci saatinde toplanan hücre bir gece 
+ 4 oc de bekletilerek çöktürüldükten sonra üsteki vasat atılmak­
ta ve hücre ı ml de SO.OOO olacak şekilde % ıo sığır serumlu HYL 
vasatında sulandırılarak, otomatik tevzi cihazı (Filmatic Filler, 
National Instrument Co., Baltimore, U.S.A.) ile ı litre kapasiteli 
rolling sistem şişelerine ıso ml olmak üzere tevzi edilmektedir. 
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3 günde hücreler şişe sathını tamamen kaplıyacak şekilde üre­
mektedir. Bu süre içinde vasat deği~tirilmemektedir. 

Rolling Şişelerde Virus İstihsaü 

Hücre üremesi şişe sathını tamamen kapladığında, şişedeki va­
sat boşaltılmakta ve 0.1 TCDso virus/hücre olacak şekilde virus ila­
ve edilen HYL vasatı herbir şiŞeye 100 ml tevzi edilmektedir. 

Kullanılan virus tipine göre (7) enkubasyonun 24- 30 uncu 
saatlerinde toplanmaktadır. 

Çalışmalarımızda An tipi Şap virusu kullandığımiz için top­
lama zamanı 30 saat olarak ayarlanmıştır. 

Tohum virus olarak Dana Böbreğine ve BHK Hücresine (S - 6 
pasajda) adapte edilmiş virus kullanılmış, her ikisi arasında CPE 
ve elde edilen aşı virusunun enfektivite ve antijenitesi yönünden 
büyük bir fark görülmemiştir. 

Titrasyonlar 

a) Enfektivite: 

Virusların enfektiviteleri tüplerde üretilen BHK Hücre Kültü­
ründe virusun cyto- pathique lezyon göstermesi ile değerlendiril­
miştir. 

b) Antijenite : 

Virusun ARCTON 113 (fluorocarbon) ile muamele edilmeden 
(AT) ve edildikten sonraki (ATAT) antijenik titreleri Semi- kan­
titatif Complement - Fixation test'i ile yapılmıştır. 

AŞI 

a) Hazırlama: 

Virusi mayi önce % 1 nisbetinde Chloroform ile karıştırılıp, 

bir gece ·+ 4 oc de bekletilip santrifüj edilmiş, bunu takiben % 0.6 
Chloroform ile karıştırılıp tekrar + 4 oc de bir gece bekletildik­
ten sonra, santrifüjü müteakip Seitz K- 5 Klarifikasyon filtre ka­
ğıdından süzülmüştür. Bu işlemlerden sonra % 0.05 nisbetinde 
Formol ile 26 oc de 48 saat müddetle inaktive edilerek % 10 Sapo­
nin'den herbir doz için 0.25 ml olmak üzere karıştırılarak bir sı­
ğır dozu aşı 5 ml olacak şekilde hazırlanmıştır. 
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b) Eprüvasyon : . 

Herbir seri aŞıiııiı eprüvasyonu. ·m.e~leketiİnizin hastalık bu­
lunmayan yerlerinden temin edilen ve .antikor taşımayan üç baş 
danada yapılmıştır. Aşılı ha:ivanl~rla birlikte iki · baş dana da 
kontrol hayvanı olar~k kullanılmıştır : -· 

Aşılamayı takip . eden 21 jnci . günü aşıJa;nan ve kontrol olarak 
kullanılan hayvanlar tabii viru.sun enfektivitesine göre hazırlanan 
ve 0.1 ml sinde 10.000 LD.so ihtiva eden ·virus dilı:ısyonu ile intra­
derrno -lingual yolla 2. noktaya inokule ·edilerek eprüve edilmiş­
lerdir. 

NETİCELER 

a) Hücre: 

BHK- 21 hücresinin suspanse olarak .. ·.:Bellco cihazı · ve New 

Brunswick ferrnentörlerinde, 48 saatte, başlangıç ·hücre sayısına 

(5.0 X 10'1/rnl) nisbetle ortalama S misli üreyerek 2.5 X 105 hücre/ 

ml elde edilmektedir. 

b) Aşı virusu ·: 

Aşı virusunun enfektivite (IT) ve antijenik (AT) ve Areton 

113 ile muamele edildikten sonraki (ATAT) antijertik titreleri Tab­

lo I de gösterilmiştir. 

c) Eprüvasyon: 

Eprüvasyon neticeler( (Tablo : 1) de gösterilmiştir. Bu netice­

aşıların hayvanlarda % 100 bağışıklık doğurduğunu göstermek­

tedir. 

MÜNAKAŞA 

BHK hücrelerinin üretilmesinde İran, Razi Enstitüsü Direk-, . 
törü Dr. Kaveh tarafından tavsiye edilen HYL vasatını kullandık. 
Bir süre Y east Extract kullanmaksızın hücre üretıneye çalıştık, fa­

kat rnuva.ffak olamadık. Yeast Extract ilavesinden sonra hücre 

üretiminde herhangi bir güçlükle karşılaşmadık. 
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Sabit kültürlerde 20 - 30.000 hü~re/ml ve Rolling sistemde 
50.000 hücre/ml başlangıç hlicre sayısı ile, hücre kültürünün, şişe 
sathını üç gün içinde tamamiyle kapladığı görüldü. 

Manolayer (Tek satıh) üreyen bu hücreyi suspansiyon kültü­
ründe üretmek için önce Bellco cihazında, sonra New Brunswick 
fermentörlerinde denemeye başladık ve suspansiyon kültür seri 
pasajlarına devam ettik. 

Bu arada değişik başlangıç hücre konsantrasyonları üzerinde 
çalıştık. SO- 60.000 hücre/ml olarak başladığımızda 4- 6 misli ü~e­
me elde ettiğimiz halde, 100" 120.000 hücre/ml ile başladığımJzda 
2-3 misli üreme elde edebildik. Kullan?ığımız vasatın besi değe­
ri ve tampon 'gücü zayıf olması ile başlangıç hücre sayısının fazla 
olduğu hallerde, yani ikinci durumda, pH kontrolü güçleştiği gibi; 
kanaatimizce, vasattaki besi değeri hücrenin daha fazla çoğalma­
sına yetecek kadar değildi. Bu durumu telafi edebilmek için üre­
menin 24 üncü saattıncia % :ı miktannda Tryptos~ Phosphate Broth 
ilave ettikse de genellikle fazla bir üreme elde edemedik. . 

Tryptose ilavesine devam ederek, suspansiyon hücre kültü- . 
rüne 50.000 hücrejml olarak başlamayı tercih ettik. 

Mevcut Rolling sistem ·etüvümüzün fazla büyük olmaması ha­
sebiyle · 2 adet 10 litrelik fermentörden elde ettiğimiz tohum hüc­
re etüvü dolduracak kadar hücre suspansiyonu hazırlanmasına 

kafi gelmektedir. 
Manolayer sistemde hücre konsantrasyonunu azaltıp çoğalt­

malda üreme süresini arzu edilen zamana ayarlamak mümkün­
dür. Mesela dana böbrek kültüründe 6 -·7 gün olari üreme süresi 
BHK hücrelerinde 3 gün olabilmektedir. 

Memleketimizde genç yaşta ve standart dana böbreği bulma 
güçlüğü dolayısiyle; BHK hücresinin cell line (Hücre dizisi) ol­
ması sebebiyle uniform karakterde oluşu da, ayrıca, virus istih­
salinde bir avantaj teşkil etmektedir. 

BHK hücrelerinin dondurularak saklanabilmesi ve istenil­
diğinde kullanılması, primer kültürde tatbiki mümkün olmayan, 
fevkalade bir husustur. 

Hernekadar, bütün doku kültürü matadlarında olduğu gibi 
BHK hücre kültürünün de titizlikle takibi gerekli olmasına rağ­
men primer böbrek kültüründeki böbrek işlenmesi ve uzun süre 
trypsin'le ekstraksiyon gibi mecburiyetler olmadığı için daha az 
kontaminasyon ihtimali ile çalışmak mümkündür. · 
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0\ 
N 

Aşı Seri 
No. 

(Batch Nr.) 

ı 

2 

3 

(TABLO : ıı 

Virusların Enfektivite ve Antijenite Değerleri ve Aşılıı.nn Epriivasyon Net.iceleri 
(Aşı Seri No. ı virusunun elde edilmesinde Tohum olarak Dana Böbreğine adapte, diğerlerinde ise BHK 

Hücresine adapte virus kullanılmıştır.) 

Epriivasyon Neticeleri 

rr AT ATAT Results of challenge 
Virus 

o.ı ml. 1:2 ı:4 ı:6 1:8 1:2 1:41:61:8 Dil Ağız Ayakla.r Tip-A 
(Tongue) (Mouth) (Feet 

o' o 00 00 

' o o 00 00 
X o 00 00 

MAP-9/BHK/9 ı06.5 4 4 4 3.5 4 4 2 !{ontrol 

X X xx xx 
X X xx KX 
o o 00 00 
o o 00 00 
o o 00 00 

MAP-9/BHK/9 107.5 4 4 4 2 4 4 3.15 ' Kontrol 
: X X xx xx 

- X X xx xx 
o o 00 00 .. 
o o 00 00 
o o 00 00 

MAP-ıO/BHK-ı2 ı06.25 4 4 4 4 4 4 4 3 
Kontrol 

X X xx xx 
X X xx xx -- .. 



Son olarak, Polatnick ve Bachrach' ( 13) ın bildirdiği üzere ay-
111 büyüklükte bir şişe sathında üreyen BHK hücresi, Dana Böbre­
ği hücresinden adet olarak 5 -10 misli fazla olmaktadır. Bu da 
.aynı şartlarda, BHK hücre kültüründen Dana Böbrek Hücre kül­
türüne nazaran 5 - 10 misli virus elde edilebileceğini göstermekte­
dir. Burada, mukayeseli çalışma yapmamış olmamıza rağmen, ön­
·ceki neticelerle karşılaştırıldığında, BHK hücre kültüründen dana 
böbrek hücresine nazaran, genellikle, daha yüksek bir titre aldı­
ğımızı görmekteyiz. 

BHK hücresinden elde edilen viruslada hazırladığırniz aşıla­

rın sonuçları da yukarıda söylenenleri teyid eder şekildedir. 
' ' 

BHK viruslariyle hazırlanan aşıların tatbikatında, bazı ülke­
lerde, hayvanlarda allerjik reaksiyonlara rastlandığı bildirilmekte­
dir. Çalışrnalarırnızda böyle bir durumla karşılaşrnarnakla beraber 
aşılarırnızın saha tatbikatı ve bilhassa revaksina.syon neticelerini 
yakinen takip etmekteyiz. 

SONUÇ 

BHK hücresi Tr:ptose ve serum ile takviye edilmiş HYL vasa­
{ında Suspansiyon Kültüründe üretilebilrnekte, ve suspanse hücre, 
manolayer hücre kültürü için tohum olarak kullanılabilrnektedir. 

Manolayer BHK hücre kültüründen elde edilen Şap virusu, 
aşı hazırlanmasına esas teşkil edecek antijenik güçtedir. Bu vi­
rusla hazırlanan aşıların eprüvasyon neticeleri tatrninkardır. 

Netice olarak; bu metod, Şap aşısı istihsalinde başarı ile kul­
lanılabilir ve ekonorniktir. 

TEŞEKI{ÜR 

BHK- 21 hücresini gönderrnek nezaketinde bulunan İran, Ra­
zi Enstitüsü Direktörü Dr. Kaveh'e teşekkür ederiz. 

Çalışrnalarırnızda bizlere büyük yardımları dokunan Asistan 
Y. Kıvılcım, E. Şenel, H. Erdem ve Ç. Gürsoy'a teşekkürlerirnizi 
bildiririz. 
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. ,.öZET 

BHK- 21 Hücre Dizisi % O.S Lactalbumin hydrolysate, % 0.01 
Yeast extr-act ve % 10 Sığır serumu .ihtiva eden Hanks' Dengeli 
Tuz Soh.ısyonu (HYL) içinde önce manolayer sabit hücre kültür­
lerinde tiretilmiştir. 

Vasattan Yeast extract ' çıkarıldığında BHK- 21 · hücresini üret­
mek mümkün olamamış ve BHK hücresinin HYL ı vasatında üre­
tilmesinde Yeast extract ilavesinin şart olduğu anlaşılmıştır. 

Manolayer üremeye adapte olmuş hücre Bellco cihazı ve New 
Brunswick fermentörleri~1de seri pasajlar yapı~arak . suspansiyon 
kültürüne adapte edilmiştir. Susparisiyon hücre kültürü çalışma­
laı·ında, üremenin 24. cü saatinde vasat % 1 Tryptose Phosphate 
Broth ile takviye edilmiştir. 

New Brunswick fermentörlernide pH . ayarlaması 24. cü saat­
ten itilxiren 300 cc/ dakika superfisiyal steril· hava verilerek ya­
pılmıştır. 

Suspansiyon ~ültürü çalışmalarında başlangıç hücre sayısı 

1.0- 1.2 X lOS /ml olduğu haller de, 48 saate, 2- 3 misli çoğalma elde 
eelilmesine rağmen, 5.0 X 104 hücre/ml ile başlandığında ortalama 
5 misli üreme elde edilmiştir. Başlangıç hücre · sayısının fazla ol­
duğu birinci durumda 24. cü saatten itibaren pH kontrolü ele güç­
leşmiştir. Halbuki, 5.0 x 104 hücre/ml ile başlandığında superfisi­
yal hava vermekle pH .7.2 -7.4 arasında tutulabill!lektedir. 

Rolling sistemde kültür hazırla,nabilmesi için enkubasyonun 
48. ci saatinde toplanan hÜcre suspansiyonu bir gece + 4 oc de bek­
letilerek hücreler dibe çöktürülmüş, ertesi günü, üstteki mayi 
aıılarak, dibe çöken hücreler % 10 sığır -serumlu HYL vasatında 
W.OOO hücre/ ml olacak şekilde sulandırılmış, 1 litre kapasiteli yu­
varlak şişelere 150 ml tevzi edilerek rolling sistem etüvüne koyul­
muştur. 

Hücrenin üreyip şişe sathını tamamen kaplaması 3 gün içinde 
olmaktadır. Bunu takiben şişelerdeki vasat boşaltılmış ve 0.1 
TCDso virus/hücre olacak şekilde (Dana böbreğii1e veya BHK hüc­
resine 5-6 pasajcia adapte olmuş virus) virus ilave edilen HYL 
vasatından herbir şişeye 100 ml konularak enfeksiyonun 30. cu 
saatinde toplanmıştır. Bu anda hücreler şişe satlımdan tamamen 
kalkmış bulunmaktadır. 
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Aşı istihsalinde kullanılacak bu virus önce % ı nisbetinde chlo­
roform'la karıştınlıp bir gece + 4 oc de bekletilerek, ertesi gün, 
10.000 rpm de santrifüj edilmiş; aynı işlem ikinci defa % 0.6 nis­
betinde chloroform'la tekrarlanmıştır. Aşı hazırlanmadan evvel 
ayrıca, Seitz K- S klarifiye filtre kağıdından süzülmüştür. 

Virusun BHK hücresinde enfektivite titresi CPE test'i ile, 
areton ı B le muamele4en önce , (AT) ve sonra (ATAT) antij~nik 
titreleri de semi- kantitatif complement- fixation test' i ' ile ' yapıl­
mıştır. 

5 ml lik sığır aşı dozuna 2 ml virus ilave edilmiştir. 

Aşılar formulle inaktive olup, adjuvant olarak sapanin kulla­
nılmıştır. 

Virus~n erı.fekÜ~it~ ve anİije~ik titreleri · Üe eprüvasyon so­
ııuçları çok tatminkar olup, crablo : ı) de gösterilmiştir 
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(STUDIES ON BHK-21 CELL CULTURE FOR THE LARGE 
SCALE PRODUCTION OF FOOT-AND- MOUTH DISEASE 

VIRUS) 

SUMMARY 

This study is carried out at the Foot and Mouth Dısease Institute, P. K. 714 
Ankara, Turkey. 

BHK- 21 cell was first grown in manolayer stationary cultu­

res using Hanks' BSS cont8ining 10% bovine serum, 0.01 % yeast 

extract, and ·0.5% lactalbumin hydrolysate (HYL). 

These cells did not grow in Hanks' lactalbuınin medium wit­

hout yeast extract. So yeast extract must be considered as an 

essential part for BHK cell development in Hanks' lactalbumin 

medium. 

BHK- 21 cell adapted to manolayer culture was then serially 

passed in Bellco apparatus and in New Brunswick fermentors to 

adapt to suspension culture. 

HYL medium was supported with 1 % tryptose phosphate 
1Jroth added at the 24 th hour of culture. 

The pH of the suspension, in New Brunswick fermentors, 

was adjusted with sterile air on the surface, after 24 hour of in­

cubation, at the ratio of 300 cc/minute. 

When the initial cell count was 1.0 to 1.2 X 10'/ml, the cells 

increased only 2- 3 times, but when the initial cell number was 

only 5.0 X HY1 /ml the increase was an average of 5 times. In the 
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first case, when initial cells were more concentrated, the pH was 
difficult to regulate at the second day of incubation, whereas, in 
the later case with the addition of air on the surface, the pH bet­
ween 7.2-7.4 was easier. 

The cell suspension was harvested at the 48 th hour of ineu­
hation and left overnight at + 4 ·c for sedimentation. 

To carry out the rolling flask manolayer cell culture, the su­
pernatant of suspended cell culture was decanted, and the cells 
were diluted to 50.000/ml in HYL medium containing ıo %' bovine 
serum, then ıso ml put into each ı litre capacity rolling flask and 
placed in the incubator. The confluency ·of the cells was almost 
100% on the 3 rd day. For virus culture, the growth medium is 
removed and replaced with 100 ml of HY~, without serum, con­
taining virus (either calf kidney virus or virus adapted With 5-6 
passages to BHK cells) in amount of o.ı TCDso/cell. 

, The virus was harvested at the 30 th hours of infection. At 
this time, there was a nearly complete lysis of cellular monolayer. 

This vaccine virus was then treated with ı % chloroform and 
kept overnight at + 4 ·c; the next morning it was centrifuged at 
10,000 rpm in a Westfalia separator, the same treatment was repe­
ated with 0.6% chloroform. The virus was then filtered through 
Seitz K- 5 clarifying filter pad. 

Infectivity titer of the virus was carried out on the BHK cell 
c.ultures grown in tubes according to the CPE of the ·virus, anti­
genicity before (AT) and after areton 113 treatment (ATAT) were 
determined by semi- quantitative complement- fixation test. 

S ml cattle dose of vaccine contained 2 ml of virus. 

The vaccines were formalin inactivated at 26 ·c ·for 48 hours 
and contained saponin as adjuvant. 

The infectivity· and antigenic titers of vaccine viruses and the 
results of vaccine challenges were very satisfactory as shown in 
(Table : 1) 
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