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OZET
SIGIRLARIN GANGRENLI NEZLESI iCiN ASI VE ASININ URETIM YONTEMI

Bulus, sidirlarin gangrenli nezlesi viris( enfeksiyonuna (MCF, Malignant
Catarrhal Fever, Coryza Gangrenosa Bovum) karsi tedavisini saglayan ve koruyucu
bagisiklik olusturan autolog ve homolog pulverize mukozal asi ve bu asinin Uretim

yontemi ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Sigirlarin gangrenli nezlesi igin asi Uretim yéntemi olup, 6zelligi;

Enfekte olmus hayvanlarin burun, géz korneasi ve konjuktiva akintisi
desarjlarindan steril pamuk gubuklari ile numune alinmasi,

Virlistn inaktivasyonu igin 5 ml %96 etanol iceren bir cam tlp icerisine
konulmasi,

Cam tlp icerisindeki érneklerin 3000 devir/dakika hizinda vorteks mikseri
ile 10 dakika boyunca kesintisiz olarak ¢alkalanmasi,

Calkalanan karisimin, +4°C’ de muhafaza edilerek virlisin
inaktivasyonunun devami amaciyla gin icinde her bir saatte bir defa 5
dakika vortex ile ¢calkalanmasi,

Bir gece boyunca ayni sicaklikta muhafaza edilmesi,

1 ml %96 etanol ve inaktive edilmis virls iceren sivinin (stok sollisyonun)
1/10 seyreltik sollisyon elde edilebilmesi amaciyla 9 ml etanol i¢ceren bir
cam tlp icine aktariimasi,

3000 d/dk hizinda, 5 dakika vortex ile iyice karistiriip homojenize edilmesi,
Ayni islemin, toplamda 9 defa seyreltme elde etmek amaciyla, ilk sefer
haricinde icin 8 kez daha tekrarlanmasi,

Son diliisyondan 1 ml alinmasi ve Gzerine 9 ml % 96 etanol eklenip 3000
d/dk hizinda 5 dakika vortex ile karigtiriimasi,

Karigtinlan  preparattan 7,5 ml solusyonun, kahverengi renkli
pulverizasyon aparatll cam giseye aktariimasi,

42,5 ml distile su ile 25 mg kitosan ¢dzeltisinin karigima ilave edilmesi,
Nihai ¢ozeltinin, 3000 d/dk hizinda vortex ile 5 dakika daha karistiriimasi
asamalariyla karakterizedir.

2. Sigirlarin gangrenli nezlesi igin asi olup, 6zellidi; iceriginde etanol ile inaktive

edilmis virlis, hacmen %15 etanol, hacmen %4 ve 25 mg/total (0,5 mg/ml) olacak

sekilde kitosan, hacmen %1 ve 15 ug/ml antijen olacak sekilde (inaktive virls

WIV) ve %80 distile su icermesiyle karakterizedir.
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TARIFNAME
SIGIRLARIN GANGRENLI NEZLESI ICIN ASI VE ASININ URETIM YONTEMI

TEKNIK ALAN

Bulus, sidirlarin gangrenli nezlesi viris( enfeksiyonuna (MCF, Malignant
Catarrhal Fever, Coryza Gangrenosa Bovum) karsi tedavisini saglayan ve koruyucu
bagisiklik olusturan autolog ve homolog pulverize mukozal asi ve bu asinin Uretim

yontemi ile ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Sigirlarin gangrenli nezlesi virist (MCF, Malignant Catarrhal Fever, Coryza
Gangrenosa Bovum), ruminantlarin herpes virisler tarafindan meydana getirilen, agiz
ve ust solunum yolu mukozasinin yangilanmasi, tlserasyonu, eksudasyonu bazen g6z
lezyonlari, ishal ve sinir sistemi bozukluklari ile karakterize gogunlukla 6limle son bulan
bir enfeksiyonudur. Malignant catarrhal fever hastaliginda tedavinin yapilamadigi ve
asisinin ginimize kadar dretilemedigi literatlssrlerde sabitti. MCF virlsleri,
Herpesviridae ailesinin Gammaherpesvirinae alt ailesinin Rhadinovirus sinifinda yer
almaktadir. iki yiz yildir bilinen bir hastaliktir. ik olarak 1700’lerde tanimlanmistir.
MCF’nin iki 6nemli epidemiyolojik formu tanimlanmistir. Bunlar Afrika formu olarak
tanimlanan degisik antilop tlrleri tarafindan bulastirilan wildebeest-associated MCF
(WA-MCF), ve evcil koyunlarda yaygin olarak bulunan sheep-associated MCF (SA-
MCFV) yada Ovine herpesvirus-2 OvHV-2 olarak isimlendirilen formudur (Mushi ve ark,
1981, Russell ve ark, 2007).

Hastaligin inkubasyon sdresi oldukga degiskendir. Deneysel ¢alismalarda bu
strenin 7-70 gun arasinda degistigi distuntlmektedir (Li ve ark, 2006; Berezowski ve
ark, 2005). MCF’nin her iki formu da burun ve g6z sekresyonlari yoluyla saciimaktadir.
Hastaliga sebep olan viruslar dogada tasiyici konumunda olan koyun ve keci gibi
ruminant tlrlerinde subklinik infeksiyon olarak bulunmakta ve ayni ortamda bulunan
sigirlara bulagmaktadir. Fakat son yillarda yapilan arastirmalar, koyun ya da antilop
tarleri gibi herhangi bir tastyicinin yoklugunda da klinik vakalarin ortaya ciktigini
gbstermektedir. Codu tartisma bu konu g¢evresinde yogunlasmis olup, duyarh tlrler
arasindaki bulasma sekillerinin (insektlerden horizontal bulasmaya kadar) cesitliligini
akla getirmektedir (Berezowski ve ark, 2005).



10

15

20

25

30

MCF’nin klinik belirtileri, perakuttan kronige kadar ¢ok degisken olup, hastalik
sureci uzadikga semptomlar daha belirgin olarak goriilmektedir. MCF'nin klinik tablosu
Gotze ve Lies (1929) tarafindan 1) perakut, 2) bas ve gdz, 3) intestinal ve 4) ilimli ya da
hafif semptomlarla karakterize (mild) olmak tizere 4 dedisik form icerisinde incelenmistir.
Hastallk baslangic semptomlari ile birlikte aniden ortaya cikar. Sigirlardaki tipik
semptomlar 41-42°C’ye ulasan ani ates, st veriminin dismesi, durgunluk, géz ve
burunda serdz akinti, dil, sert damak, diseti ve yanak papillarinin u¢ kisimlarinda
erozyonlar ile birlikte hiperemiye bagh salivasyon erken klinik belirti olarak
gbrilebilmektedir. Baslangic semptomlarinin ilk bir-iki giniinde c¢evreden merkeze
dogru ilerleyen bir korneal 6édem sekillenmekte olup episkleral damarlasma, goz
kapaklarinda siskinlik ve 1s1ga duyarlihk yaygindir. Generalize enfeksiyon olgularinda
eklemler de etkilenir. Sigirlarda siklikla preskapuler ya da inguinal noddller olmak Gizere
tim lenf yumrularinda siglik gérilebilir. ishal sigirlarda yaygin degildir fakat bizon ve
geyiklerde gok sik ve genellikle kanli ishal seklinde gorullGr. Hemorajik sistitis yaygin
oldugundan idrar kanli olabilir (OIE, 2008).

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulus, sigirlarin gangrenli nezlesi virGst enfeksiyonuna (MCF, Malignant
Catarrhal Fever, Coryza Gangrenosa Bovum) karsi tedavisini saglayan ve koruyucu
bagisiklik olusturan enfekte olmus hayvanlarin burun, géz korneasi ve konjuktiva
akintisi desarjlarindan alinan numunelerin etanol kullanimi ile inaktivasyonunun
saglanarak elde edilen autolog ve homolog pulverize mukozal agl ve bu asinin Uretim
yontemi ile ilgilidir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bulusa konu sigirlarin gangrenli nezlesinin tedavisi amacli agi Gretim yonteminin
ilk adimi, enfekte olmus hayvanlarin burun, g6z korneasi ve konjuktiva akintisi
desarjlarindan steril pamuk gubuklari ile alinan numunenin, viriisiin inaktivasyonu igin 5
ml %96 etanol igeren bir cam tip icerisine konulmasidir. Daha sonra cam tip
icerisindeki érnekler 3000 devir/dakika vorteks mikseri ile 10 dakika boyunca kesintisiz
calkalanmaktadir. Bahsedilen karisim, +4°C’ de muhafaza edilir ve virsun
inaktivasyonu devam prosedurinde oldugu gibi gun icinde her bir saatte bir defa 5
dakika vortex ile galkalanir. Bir gece boyunca ayni sicaklikta muhafaza edilir. %96
etanol ve inaktive edilmis virls igeren sivi (stok sollisyon) MCF virlisi enfeksiyonunu
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tedavi ve hastaliga karsi koruyucu bagisikhk olusturulmasi igin mukozal pulverize
autolog ve homolog ag! hazirlanmasi igin kullanilir. ilk adimda 1/10 seyreltik soliisyon
elde edilebilmesi amaciyla 1 ml stok solisyon 9 ml %96 etanol iceren bir cam tap igine
aktanlir. 3000 d/dk hizinda, 5 dakika vortex ile iyice karistirilip homojenize edilir. Ayni
islem, toplamda 9 defa seyreltme elde etmek amaciyla, ilk sefer haricinde 8 kez daha
tekrarlanir. Son dilisyondan 1 ml alinir ve tzerine 9 ml % 96 etanol eklenir ve 3000 d/dk
hizinda 5 dakika vortex ile kanistinlir. Bu preparattan 7,5 ml solisyon kahverengi renkli
pulverizasyon aparatl cam siseye aktarilir ve 42,5 ml distile su ile 25 mg (0,5 mg/ml)
kitosan ¢ozeltisi karisima ilave edilir. inaktive viriis, 7,5 ml etanol (%15 hacmen), 25 mg
kitosan ve 42,5 ml distile su igceren nihai ¢bzelti tam homojenizasyon saglanmasi igin
3000 d/dk hizinda vortex ile 5 dakika daha karistinilir. Asi kullanildigr sirece +4°C’ de
muhafaza edilir. Yontemi anlatilan Grindn igerigi; nihai ¢dzeltide, inaktive virls, %15
etanol (hacmen), 25 mg kitosan ve distile su seklindedir.

Yukarida ydntemi ve igerigi verilen drin, hasta hayvanlarda autolog tedavi ve
hastalia karsi koruyucu bagisiklik olusturmak amaciyla ayni ahirda bulunan diger
hayvanlarda homolog pulverize mukozal agl olarak sabah aksam kullaniimistir. Doz
orani; erigkinlerde 1 ml, buzagilarda ise 0,6 ml olarak 4-12 hafta boyunca pulverize
edilerek kullanilir. Tedavi edici dozda hastalik belirtileri 7-10 gln iginde gerilemekle
beraber, en az 4 hafta daha kullaniimasi gereklidir. 12 hafta kullaniminda daha uzun
sureli bir koruyuculuk saglamaktadir.

Asinin dretimi igin kullanilan inaktivasyon parametreleri daha dnceki yillarda
arastirnicilar tarafindan rapor edilmistir. Viriisiin % 0.1 - 0.25'lik BPL ( B-Propiolactone)
konsantrasyonu ile inaktivasyonu 18-24 saat boyunca 4 ° C'de ayarlanir, slreler
arasindaki farklilik patojenlerin farkliligindan kaynaklanmaktadir. (Lawrence 2000). Elde
edilen son Grln ise butln olarak inaktive edilen virls asisi olarak tarif edilir ve virosome
asi olarak adlandirilirlar (Whole Inactiavated Virus-WIV). (Herzog et al. 2009).

Cogdu bulasici ajan, mukozal yuzeylerde vicuda girer ve bu nedenle mukozal
immuUn tepkiler ilk savunma hatti olarak islev gorlr. Koruyucu mukozal immuin yanitlar
agiz, burun, rektum veya vajinal yollarla mukozal imminizasyon ile en etkili sekilde
indUklenir, ancak bugtn kullanilan asilarin blyik ¢cogunlugu enjeksiyon yoluyla verilir.
Bizim inovasyonumuz olan mukozal pulverize asi ydéntemi mukoza dokularinin
fonksiyonu ve mukozal ylzeylerde bagisiklik korunmasi ile sonuglanan dogal ve
uyarlanabilir immin yanitlarin etkilesimi hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir.
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Autolog ve homolog tedavinin ve hastaliga karsi koruyucu bagisiklik olusturma
yollari virisin temel yapisal birimleri olan nukleokapsid kompleksine dayanir. % 96
etanol, proteinler ve lipidlere nGfus ederek nidkleokapsid kompleksini etkiler.
NUkleokapsid kompleksinin yikimi ile virtlens azalir. Etanol ile virisun inaktivasyonu
daha énce farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Inaktivasyon icin etanol kullanimi
uygun bir yontemdir, hayvanlar tarafindan hekimlik amaciyla yenilebilir, tolere edilebilir
ve guvenlidir. % 15 etanol (hacmen) iceren nihai seyrelti elde edildiginde hayvana
verilen terapdtik ginlik doz maksimum 1 ml' ye ulasir ve bu miktar hayvanlar icin
glvenlidir. Seyreltiimis pulverize mukozal as!i solusyonu, inaktive edilmis viral
nikleokapsid kompleksi icererek nazal ve oral mukozadan pulverizasyon asilama
sonras! epitelyum hicrelerinde ilk immin yanit olusumunu uyarnr. Salgisal
immunoglobdlin A (S-IgA) Uretiminin uyariimasi sigirlarin gangrenli nezlesine yol agan
virisun epitel doku htcrelerine yapismasini 6nleyebilmek amaciyla temel hedeflerden
birisidir. Sigirlarin gangrenli nezlesi virist enfeksiyonuna karsi koruyucu bagigikligin
olusturulmasi igin mukozal immun yanit olusumu uyanlarak hiicresel Th1 (sitotoksik ve
yardimci T hicreleri) yanitinin geligsimi saglanir. Pulverize inaktif virlis iceren mukozal
asl ile sigirlarin gangrenli nezlesi virist enfeksiyonuna karsi CD8, sitotoksik ve yardimci
T hdcreleri salgilarn uyarilarak sigirlarin htcresel immuadn yanitinin arttirilmasi ve
sonunda artmis T hUcresi aktivitesinin olusumu saglanir. Sidirlarin gangrenli nezlesi
virlist enfeksiyonuna karsl autolog ve homolog tedavi edici asilama ile uyariimis ve
gelisen hucresel immUn yanitin devaminda, B hlicreleri ve plazma hulcresi aktivitesini
iceren gelismis bir humoral yanit ve antikor Uretiminde artis saglanmaktadir.

Bitun olarak inaktive edilen viris (WIV) asilarinin immanolojik agidan bireylerin
bagisiklik tepkilerini bolinmus viris veya viral alt birim asilarindan daha guglu
indUkledigi bildirilmistir, (Beyer ve digerleri 1998; Nicholson ve ark.1979).



