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Yalanc: Veba (Newcastle), kanatli hayvanlarin gok 6ldiiriicii sey-
reden viral bir hastaligidir. Tavuk yetistiren yabana iilkelerde ve yur-
muzda zaman zaman biiyiik epidemilere scbep olmustur (8). Hastalig
onlemck ve ekonomik zararlarini en digiik limitlere indirmek igin,
yumurtadan a1 hazirlama yollar1 aranmigtir. Bu gaye icin, embr-
yolu yumurtalarin allantois-amnion keselerinde iiretilen Newcastle
viruslar, canli (g,21) veya muhtelif maddeclerle, formalinle (20,29),
- beta-Propiolactone’la (28,30), veya kristal violet’le (23,24) inaktive edi-
lerek kullamilmgtir. Hem canl ve hem de inaktive edilmig viruslarm
bagigikhik degerleri tizerinde gok ¢algilmig olup, bunlardan inaktive
edilenlerin pratikte pck fazla tavsiyeye sayan olmadiklari ve iyi bir
immunite vermedikleri tesbit edilmistir(15). Canh olarak kullanilan
ve embryodan elde edilen aginlarin da énemli bir mahzuru ortaya
qkmigtir. Yumurta vasitasiyle bir ok bakteriyel (13,19), PPLO (16)
ve viral (10,14,26,31) etkénlerin de agilara karigtig: ve salginlara sebep
" oldugu anlaglmugtir. Buna mani olmak igin, apilar1 yumurtadan hazir-
lamak yerine, doku kiiltirlerinden elde etme metodlan denenmistir.
Onceleri, Newcastle viruslar, tavuk cmbryo hiicrelerinde (2,18,22 25)
ve sonralari da cesitli memc=li hayvan hiicrelerinde (3,11,18) iiretilmig
ve bu yolla modifiyc agilar clde cdilmistir.

Doku kiiltiirlerirde iiretilerek modifiye edilen Newcastle Virusu
ile hazirlanan agilarin bagigikhk giicleri, koruma durumlari, asih
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hayvanlardan sacilmalari ve yumurta prodiksiyonuna ctkileri iize-
rine bir ¢ok aragtirailar (2,4,5,6,7,17) egilmigler ve iyi sonuglar aldik-
larin: bildirmiglerdir.

Biz de, mezogenik bir virus olan Roakin Newcastle ag1 sugunu
maymun bébrek hucrelerinde 20 pasajimi yaparak, virusda mey-
dana gelecek antijenik degismeleri, bagigtklik giiciini ve yumurta
prodiiksiyonu iizerinde olan etkisini denemek gayesi ile bu 6n ¢als-
may1 ele aldik.

MAaterya.l ve Metod

Ast Virusu: Roakin Newcastle a1 virusu, maymun bobrek hticre-
~lerinde tretilerck 20 pasaji yapild: ve bu son pasajdan clde edilen doku
kiiltiirit sivisi, agt materyali olarak kullanildi. Doku kiltiirii agt viru-
sunun Embryo Letal Dozu, 107> ELD,, / 0.2 cc. ve Hemaglutinasyon
titresi (HA) 1: 640 olarak tesbit edildi.

Epriive Virusu: Epriive igin kullanilan patogen Newcastle virusu,
Etlik Veteriner Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitiisiinden temin edilmig
ve kirsimiizde 2 yumurta pasaji yapim:gtir. Bir virusun Embryo

Letal Doz’u, 107#% ELDy, / 0.1 cc. ve Hemaglutinasyon titresi (HA)

1:160 olarak bulunmustur.

Gerck Roakin ag1 ve gerekse patogen virus, - 20° C. derccesinde
saklanmigtir.

Piligler: Denemeclerde, 6 haftalik crkek ve disi Leghorn piligleri
kullamlmigtir. Bunlar, kiirsiimiize ait agisiz hayvanlarin yumurta-
larindan elde edilmiglerdir. Deneme sirasinda hayvanlar, her biri 12
tanc olmak tizere g grubu ayrildilar ve kanat numaralari takilarak
ayr ayri kafeslere konuldular. Piligler, Ankara Yem Sanayinden te-
min edilen toz pili¢ yemi ile beslenmislerdir.

Tavuklar: Doku kiiltiirii apisinin yumurta prodiiksiyonu {zerine
olan ctkisini 6lcmede, A. U. Ziraat Fakiiltesine ait, 10 aylik, Leghorn,
Newhemphire ve melez (CornishxLeghorn) tavuklarindan istifade edil-
migtir. Astlem=dan 15 giin 6nce ve agidan 15 giin sonraya kadar
olmak iizere, her ii¢ irk tavuk gruplarinin yumurtalarinin ortalamasi
alinmigtir,

Hiicre: Roakin Newcastle virusunu iretmek ve pasajlarim :yap-
mak i¢in, Japonyadan temin edilen, Stabil Maymun (MS) bébrek
hiicreleri kullamilmistir. Hiicreler, 4 x 11 ¢m. boyutlarindaki gigelerde
iirctilmig ve iiretme besi yeri olarak da 9% 10 dana serumlu Hanks-
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Laktalbumin kullanilmistir. Virus ekimlerinde ve hiicre idamesinde,
serum oram 9, 2 ye indirilmigtir (1).

Virus Ekimi: Hiicreler gigelerin tabanini tek tabaka (monolayer)-
halinde kapladiktan sonra 1k buffer solusyonu ile 3 defa yikandilar.
Bir o6nceki pasaj sivisirdan (virus materyali), her siseye 1 cc. mik-
tarinda ekim yapild: ve siseler 30 dakika miiddetle adsorbsiyon igin
37°C. derecelik etiive konuldular. Bu zamanin sonunda %, 2 inaktif
dana serumu ihtiva eden, g cc. besi yeri ilave edildi ve agizlar: iyice
kapatildiktan sonra tekrar etiive birakidilar.

Hiicrelerde, virusdan ileri gelen sitopatik (CP) degigsmeleri iyice
gorebilmek ve takip edebilmek igin, hiicreler her giin, sabah ve aksam,
mikroskop altinda kontrol edildiler. Hiicrelerde 9%, 75-85 dejeneras- -
yon meydana geldigi zaman, siseler -20°C dereceye konuldular.

Her pasaj sonu alinan virus materyalleri, PPLO (Plcuropneu-
monia-Like Organizma), acrob ve anaerob mikroorganizmalar yé-
niinden uygun besi yerlerine ekilerek kontrol edilmiglerdir.

Virus Titresinin Tayini: Viruslarin, buffer solusyonu iginde 10™
den baglayarak, 107!® a kadar, 10 kath sulandirilmalar1 yapildi. Her
bir dilisyondan, g giinlik kuluckalanmig 4 adet cmbryonlu yumurtanin
allantois bogluguna, asi virusundan 0.2 cc. ve patogen virusdan
ise 0.1 cc. miktarlarinda ekimler yapildi. Yumurtalar rutubetli etiive
(37°C . derece) birakildilar ve her giin sabah ve aksam olmak tizere
giinde iki defa canhlk kontrolleri yapildi. Ikinci giinden iti-
baren 6len yumurtalar buzdolabinda (+4°C. dercce) 2-3 saat
tutulduktan sonra usulune gére agild: ve allantois - amuion sivilan
alindi. Lam uzerinde yapilan ¢abuk hemaglutinasyonla, virusun varhg:
tesbit edildi. Gerek patogen ve gerekse ag1 virusunun, yiizde elli embr-
yo letal dozlari, Reed ve Muench (27) metoduna gére tayin. edilmistir.

Serolojik Yoklamalar: Roakin ve patogen ncwcastle viruslarinin
Hemaglutinasyon (HA) ve serumlarin Hemaglutinasyon -Inhibisyon
(HAX) titreleri, Cunningham (12) teknigine uyularak yapilmistir.

Piligleri Asilama: Roakin newcastle virusu (20. pasaj) steril fizyolo-
jik su ile 1: 100 oraninda sulandirilarak, I. grupta bulunanlara o.2
cc. ve II. gruptakilerine de 0.4 cc. miktarlarinda, gogis kas: igine, si-
ringa cdilmistir. III grup, aglanmamis, kontrol olarak birakilmigtir,

Epriive: Piligler agilandiktan 15, go(3 ay) ve 180 (bay) giin sonra
olmak lizere g cpriivasyona tabi tutulmuglardir. Her epriiveden once,
gruplardan, (rastgele) 4 er tane hayvanin kanat alt1 venasindan kan
alinarak HAI testine tabi tutulmustur. Epriive i¢in patogen virusdan
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hayvanlarin gégiis kasi igine 0.5 cc (10000 ELDy, /0.5 cc.) siringa cdildi
ve her gruptan 3 hayvan denemeye sokuldu.

Sonuglar

Roakin Newcastle virusu, maymun boébrek hiicerelerine kolayca
adapte olmuy ve iiremigtir. 1lk pasajlarda virus 6 c1 giin %, 70 - 80
hiicre dejenerasyonu meydana getirmesine kargihk, 18 - 19
uncu pasajlarda bu siire, 5 inci giine inmigtir. Hiicrelerin tam
dejenerasyonu beklemeden, hiicreler ve vasat alinmig ve boylece
termal inaktivasyon oram asgari limitlere indirilmig ve inokulumlarda
aktif virus miktarn yiiksek oranda tutulmustur. Patogen etlik virusun-
un yiizde elli embryo letal dozu 1078° [ 0.1 cc., Roakin ag1 virusunun
ise 107>% [ 0.2 cc bulunmugtur.

Meydana gelen hiicre dejenerasyonlarinin  gekli bakimindan,
ilk pasajlarla son pasajlar arasinda bir fark goriilememistir. Hiicrelerde,
genel olarak, virusun etkisi ile yuvarlaklagmalar, stoplazmalarinda bii-
ziilmeler meydana gelmekte ve hiicreler arasi boguklar artmaktadir.
Olen hiicrelerin siselere olan baglantilar1 kopmakta ve vasata diis-
diigmektedirler. Boylece, monolayer iizerinde gozle gorilebilecek dere-
cede biiyiik hiicre araliklari meydana gelmektedir.

Hayvanlar agilanmadan 6nce, rastgele 6 tanesinden kan alinarak,
Nawcastle virusuna karst passif Hemaglutinin durumlan, HAI
deneyi ile kontrol edildi ve hepsi negatif bulundu. Hemaglutinin tit-
relerinin tayininde Beta-usulu kullanidi ve virus, 2 HA Unitesinde
(1/80) sabit tutuldu.

Asilandiktan 14 giin sonra (1. epriiveden bir giin 6nce), her
gruptan rastgele 4 hayvan tutularak kanlari alindi ve Hemaglutinin
antikorlar: yéniinden teste tabi tutuldu. Bu defa alfa - ysulii kullanil-
di. Serumlari muayene edilen 12 hayvandan, kontroller. hari¢ olmak
iizere, I ve II. grup hayvanlar pozitif titre gosterrdiler. Kontrollerin
hepsi negatif bulunmugtur.

1. Epriivasyon:

Birinci epriive, agilamadan 15 giin sonra uygulanmigtir. Kam
alinan hayvanlar, epriive iizerinde fena etki yapar diigiincesi ile,
denemeye sokulmamislardir. Epriiveye her gruptan (L., II., ve III.)
3 er hayvan igtirak ettirilmig ve patogen virusdan, gogiis kas: igine
0.5 cc. (10000 ELD,, / 0.5 cc.) siringa edilmigtir. Alinan sonugclar
tabcla - 1 de gosterilmigtir.
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TABELA-|

1. Epriivenin Sonuglan

Olum Koruma

Gruplar At Miktan | oran Olen Kalan

1T, Grup (0.4 cc. ap) '0 . 100

I. Grup (0.2 cc. ast) ‘ 66 33 .3
|
IT1. Grup (Kontrol) | 10 —

Epriiveden sonra ilk 6liimler 4. giin baglamig ve 8.giin iginde son
bulmustur. Cizelgeden de anlagilacag iizere, 0.2 cc. agt verilen L.
grupta 3 hayvandan ikisinin 6lmesine (%, 66.6), bir tanesinin canli kal-
masina kargilik, 0.4 cc. as1 verilen II. grupta isc hig bir hayvan élme-
mistir. Halbuki, Kontrollerin hepsi (%, 100) 8lmiistiir. Bu durum,
15 giinliik ¢ok kisa bir siire iginde , 0.4 cc. ag virusunun, 0.2 cc. ye
nazaran daha erken ve kuvvetli bagigikhik verdigini géstermektedir.

11. Epriivasyon (3. ay sonra):

Epriiveden bir giin énce her gruptan rastgele, 4 hayvandan kan
alindi ve ‘hemaglutinin antikorlar1 yéniinden teste tabi tutuldu.
Yapilan HAI testinde (alfa - usulii) kontroller harig, diger I. ve IL
grup hayvanlarinda hemaglutirin tesbit edilmistir. Kontroller ise ne-
gatif bulunmugtur. -

Bu epriiveye de ayni gekilde, her gruptan g hayvan istirak ettiril-
mis ve bir giin énce kan1 alinan hayvanlar konulmamigtir. Hayvanlara,
avni miktar patogen virus siringa edilmig ve alinan sonuglar tabela
-2 de gosterilmigtir.

TABELA-2
I1. Epruv“yonun Sonuqlan
Gruplar |  Ast miktan | Or"m [ Olen Kalan [ Olim l Koruma
| (%) (%)
I. Grup (0.2 cc. as1) 0/3 0 100
II. Grup (0.4 cc. ast) 0/3 0 3 | 0 100
111. Grup (Kontrol) | 3/3 | 3 0 | 100 —

Bu epriivede kontroller 4. giin 6lmege bagladilar ve g giin iginde
hepsi 6lmiigtiir. Buna karsihk agililara hig bir sey olmamgtir. Her iki
gruptada (0.2 ccve 0.4 cc.) iyi bir bagigiklik meydana gelmis ve koruma
% 100 olmustur. '

II1. Eprivasyon (6 ay sonra):

Epriiveden bir giin 6nce, aym tarzda, her gruptan rastgele 4
hayvandan kan alinarak, hemaglutinin yéniinden testc tabi tutuldular.
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Asili olan (6 ay o6nce) 1. ve II. grup hayvanlarin kanlarinda bu uzun
siire igind¢ hamaglutininler diigmis ve negatif sonug¢ vermiglerdir,
Kontroller ise tam olarak negatif idiler.

Epruveyc her gruptan 3 hayvan igtirak ettmlm1§ ve ayni miktar

patogen virus giringa ‘edilmigtir. Sonuglar tabela - 3 de gosterilmis-
tir.

TABELA-3
LII.. Eprivasyonun Sonuglan =, oo '
Gruplar Asl miktar Oran’ Olen Kalan Olim | Koruma
(%) ’ %
1. Grup (0.2 cc. as) -0/3 0 3 0 | 100
I1. Grup (0.4 cc. as) 0/3 0 3 0 100
L. Grup (Kontrol) 3/3 3 0 100 - |

A§1dan 6 ay sonra, hayvanldrm kan]armda hamaglutinin anti-
korlar: tesbit edilememesine ragmen , agils hayvanlar patogen virusun
10000 ELD |, / 0.5 cc. sine karsi mukavemet gostermiglerdir. Buna
karsilik hi¢ aplanmamig ve HAI testi, aym §ek11de negatif olan kont-
rollcr tamamen olmiiglerdir.

Epriiveye alinan hayvanlar 20 giin gozlenm1§1er ve bundan sonra
disann  gikarilmiglardir. Olen hayvanlarm otopsﬂcrmde Newcastle
tesbit edilmistir. ) ' :

Roakin Newcastle virusunun maymun bobrek hiicrelerinde 20
pasaji yapllarak elde edilen mod1f1yc virus, plll(,lerdc, 0.2 CC. V€ 0.4
cc. miktalarinda 6 ay gibi uzun bir siire bagigiklik verm1§t1r Epriive
‘dozunun yuksck tutulmasi sonunda alman bu sonuglar, ‘asinin degeri
ve immunizasyon kudreti bakimindan énecm ta§1maktdd1r Her ne
kadar 15 giinliik cpriivede, 0.2 cc. ap miktari, 0.4 cc. agi’ya nazaran
daha az bir koruma sagladigi ortaya qikmgsa da, tavuklar, tabii
sartlarda bu kadar yiiksek dozla ve bir defada enfekte olma ihtimalleri
cok zayiftir. - Diger bir degimle, hayvanlara giringa edilen 10000
ELD;, / 0.5 cc. miktar1 hatt1 zatinda yiiksek bir enfeksiyon dozudur.
Bu bakimdan, o.2 cc.lik agl, tabn ko§ullarda bulunan hayvanlari koru-
yabilir “miteliktedir. - ' . : :

"Aginin  yumurtlayan tavuklarda yumurta lizerine olan etkisini
tesbit ctmek igin, leghorn, Newhempshire ve melcz (Cornishxleghorn)
tavuklarina, 1/100 sulandimlmig olan virusdan o.2 cc. intramuskular
olarak verilmigtir. Siringadan 15 giin 6nce alinan yumurta ortalama-
lar1 ilé, 15 giin sonraya kadarki ortalamalar arasinda hemen hemen
hi¢ bir fark bulunamamagtir. Alman sonu(;lar tabela - 4 te gostenl—
mistir:- .- o
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TABELA-4

Asinin Yumurta Prodiiksiyonu Uzerinde Etkisi

Aspdan 15 giin 6nceki | Asidan 15 giin sonra-

Tavuk Irklan : ortalama ya kadar ortalama
Leghorn 24 .6 25
Newhempshire 52.7 48 .2

Melez (Cornish x Leghorn) 118 117.8

Doku kiiltiiriinden elde edilen aginin, yumurta produksiyonu iize-
rine her hangi bir zararh etkisi tesbit edilememistir.

Tartisma

Roakin Newcastle virusu cegsitli hiicrelerde (HeLa, Hep- 2, In-
san kalp, tavuk embryo fibroblast ve s:§ir embryo bérek hiicreleri)
kolaylikla iiretilmis (18) ve ayni virus, maymun bébrek hiicrelerinde
adaptasyon giigligii gostermeden iiremistir.

Newcastle viruslarinin hiicreler iizerinde seri pasajlarimi yaparak
modifiye suretile, arastiricilar tarafindan iyi immunite saglayan agilar
elde edilmistir. Bankowski (4), Calif 11914 Newcastle susunu tavuk
fragmant kiltiirlerinde seri pasajlarini yaparak bir agt hazirlamugtir.
Ag, piliglere intramuskiiler veya intravendz verildiginde yiiksek bir
bagigiklik vermistir. Bankowski ve ark. (5,6), Barkowski ve Corsvet
(7), doku kiiltiirlerinde modifiyc ettikleri newcastle virusu ile yaptik-
lar1 bagigikhk denemelerinde iyi sonuglar aldiklarini, asihlardan kont-
rollere virusun bulagmadigini ve agidan ileri gelen herhangi bir semp-
toma tesadiif etmediklerini bildirmiglerdir. Ayni gekildeki galigmalar
Gale ve ark. (17) tarafindan da yapilmgtir.

Denemelerimizde, Roakin virusunun, maymun bébrek hiicre-
lerinde iiretilerek yapilan 20 pasaji sonunda elde edilen ag virusu,
pilicleri 0.2 cc. ve 0.4 cc. miktarinda 6 ay bir siire, patogen virusun
10000 ELD,, sine kargt korumugtur. Her ne kadar 15 giinliik epriive
de, 0.2 cc. ag1 , 0.4 cc. agt kadar bir bagigklik vermdi isede, 3 ve 6 ay
sonra yapilan cpriivelerde her ikisi de ayn1 dercede bulunmugtur.

Bu caligmada ortaya ¢ikan bir 6nemli nokta da, agili hayvanlarin
serumlarinda, 6 ay sonra, hemaglutiniler pozitif seviyenin altinda
(1/80, 1/40 ve 1 /20 ) olmalarina ramen, patogen virusa kargi muka-
vemet gostermeleridir. Nitekim, buna benzer denemeler, Bankowski(4)
tarafindan da izlenmigtir. Aragtirici, HAI titresi, 1/80 olan piliglerin
intramuskiiler yolla patogen newcastle virusunun 200.000 embryo
Minimal Letal Doz’una (mld) tahammiil ettiklerinive 1 /40 titre goste-




Newcastle Roakin Susu Aqis1 Bagigiklik Degeri 187

renlerin ise 9%, 95 inin ayni derccede yiiksck bir bagigikliga sahip ol-
dugunu miigahade etmistir.

Doku kiiltiirii agilarinin, hayvanlarda yiiksek bir immunite gés-
termesi, yumurta produksiyonunu etkilememesi, ag1 virusunun etrafa
bulasma ihtimalinin olmamasi, hazirlanmalarinin kolay olmas: ve
kanathlar igin her hangi bir patogen etkene sahip olmamasi bakim-
larindan, yumurtadan elde edilenlere tercih edilmelidirler.

Ozet

Roakin Newcastle virusunun maymun bébrek hiicrelerinde 20
pasaji yapilmis ve elde edilen sivi agp materyali olarak kullanilmustir.
Virusun hiicrelere adaptasyonunda herhangi bir giigliik gériillmemis-
tir. Virus % 1 oraninda sulandirilarak hayvanlara o.2 - 0.4 cc. miktar-
rinda intramuskuler olarak verilmistir. Epriiveler, patogen virusun
10.000 ELDyy [ 0.5 cc. ile yapilm:str. Her iki doz agt ile agilanmig
hayvanlar 6 aylk siirc iginde bagipk bulunmugtur.

Asinin yumurtlayan tavuklara tathikinde, yumurta verimine hig
bir kot etkisi gériilmemistir.

Summary

Studies on the Immunogenic Values of the Newcastle Virus
(Roakin Strain) grown in Monkey Kidney Cells (MS)

The Virus was subcultured 20 times in monkey kidney cells with-
out any difficulties. Virus matertial, in 0.2 ml and 0.4 ml quantities
was inoculated by i. m. route. Animals were challanged against the
10000 ELD;,/0.5 ml dose of the pathogenic virus strain. The animals
vaccinated with two different doses of the vaccine strain were found
immune in a period of 6 months.

Reduced egg production were not observed after vaccination
of layinghens. .

Tegekkiir: . Mesainin yapilmasinda yardimlan dokunan Miite-
hassis adayr Sevim Giineri, Selahattm Can ve Yavuz Kurtul’a tegek-
kiirlerimizi sunariz.
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