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ENFEKSiYOZ NEKROZAN HEPATIT ASISI UYGULANAN KOYUNLARDA
ASININ OLUSTURDUGU BAGISIKLIK DUZEYININ ARASTIRILMASI
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OZET

Elaz1g Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nde {iretilen Enfeksiy6z Nekrozan Hepatit asisi hi¢ ag1 yapilmamis 10 bas
koyuna 21 giin ara ile 2 ml uygulandi. Bu uygulamadan 10 giin ile 2, 4 , 8, 10, 12 ve 15 ay sonra koyun kanlar1 alinip
serumlar ¢ikarildiktan sonra bir tiipte karistirilarak grup kan serumu elde edildi. Tkinci asilamadan sonraki 10.giinde 8 TU/ml
olan antitoksin diizeyi, 10 ay sonra 1 IU/ml’ye, 2. y1l 20 IU/ml olan antitoksin diizeyi 12 ay sonra 1 IU /ml sinirina diistigii
gozlendi.

Sonug olarak, koyunlarmn birinci asilamadan 10 ay sonra Enfeksiydz Nekrozan Hepatit asis1 ile tekrar agilanmasina, bundan
sonraki yillarda bu uygulamanin yilda bir tekrarlanmasinin yararl olacag: kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: 4si, Enfeksiyoz nekrozan hepatit.

ABSTRACT
Detection of Immunity Level in Sheep After Administration of Infectious Necrotic Hepatitis Vaccine

A vaccine against Infectious Necrotic Hepatitis produced in Elazig Veterinary Control and Research Institute was tested in a
group of sheep. Ten sheep that have not been previously vaccinated were inoculated 2 ml vaccine twice at 21 day interval.
Blood was collected 10 days, 2, 4, 8, 12 and 15 months following the second vaccination and pooled. Antitoxin level was 8
IU/ml on day ten and decreased to 1 IU/ml 10 months later.At the end of the second year antitoxin level was 20 IU/ml and
decreased to 1 IU/ml one year later.

Based on the results of the present study it could be suggested that vaccination against infectious necrotic hepatitis of sheep

should be repeated 10 months following first vaccination and then repeated yearly.
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GIRIiS

Enfeksiydoz Nekrozan Hepatit lezyonlu karaciger
dokusunda bulunan, Clostridium oedematiens
toksinleriyle meydana getirilen &zellikle koyunlarin
ve bazen de sigirlarin akut toksemik bir hastaligidir.
Saha sartlarinda genellikle karaciger parazitleri ile
ilgili oldugundan bu parazitlerin biyolojilerine uygun
olarak mevsimsel bir seyir takip eder. Bu nedenle
hastalik bilhassa yaz ve sonbahar aylarinda ¢ok fazla
goriiliir. Hastaligin etkeni sindirim sisteminde daima
mevcuttur. Jermlerin bagirsaktan karacigere gegisi
geng parazitlerin hareketleri ile olmaktadir (1, 6).

Hastalik ilk olarak Tasmania’da Gilrut (1910)
tarafindan bildirilmis, daha sonra Dodd (1918-1921),
Albiston (1927), Turner ve Davasne (1927), Zeissler
ve Rassfeld (1929), Yeni Zellanda’da Hopkirk
(1927), Almanya’da Miessner ve arkadaglar1 (1931),
Romanya’da Carnaianu ve Mihailescu (1935),
Iskogya’da Jamieson ve arkadaslari (1948), Orta
Gal’de Williams (1962) tarafindan incelenmistir (2,
3). lyigdren ve ark. ilk defa 1965 yilinda hastaligin

yurdumuzda Ankara, Eskisehir ve Yozgat illerinde
mevcut oldugunu tespit etmislerdir (3).

Hasdemir ve ark. ise Erzurum’da hastaligin varl-
gin1 bir daha ortaya koyan ¢aligmalari olmustur (7).

Bilinen tiim klinik olgularin %20’si ve tiim akut
hastaliklarin %70’ini mikroplu hastaliklar olusturur.
Bugiin biiyiik agamalar kaydetmis olan kemoterapiye
ragmen enfeksiyon hastaliklardan korunmada ve
sagaltimda asilar ve bagisik serumlar hala yerlerini
korumaktadir. Ozellikle viruslara karst uygun
kemoterapotik bulma  giicligli, primer toksik
hastaliklarda mikrop ekzotoksinlerine karst bir
savagim aracinin bulunmamasi ve ilaglara karst
bakterilerin her giin gelisen direngleri gliniimiizde asi
ve serumlarmn degerini ayakta tutmakta hatta
arttirmaktadir (8).

Asilarmn olusturduklart bagisik cevap, humoral ve
hiicresel bagisik cevap niteligindedir (8, 9, 10, 11).
Ast olarak kullanilan maddeler dogrudan hastalik
etkenlerinin 6lii ya da atteniie sekilleri, bu
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mikroplarin 6zel antijenik maddeleri ya da bunlarin
hiicre disina saldiklar1 anatoksinler olabilir (5, 8, 10).

Tiirkiye’de hayvan hastalik ve zararlilari ile
miicadelede en  yaygin yontem  koruyucu
asilamalardir. Hayvan asilarinin iiretiminde kulani-
lan kimyasal ve biyolojik maddelerin gogunun ithal
edilmesi ve tiretimin genellikle insan emegine dayali
olmast nedeniyle ast {iretimleri hem pahali hem de
¢ok zahmetlidir (12,13).

Enstitlimiizde 1987 yilinda {iretimine baslanan
Enfeksiyoz Nekrozan Hepatit asisi Cloedematiens
tip A (UK) susu ile ana kiiltiir seklinde hazirlanan
Alun de potasli Alfa-Gamma toksin iceren toksoid
bir asidir (14, 17).

Diinyanin bir cok iilkesinde bu yodntem ile
hazirlana agilar kullanilmaktadir. Ancak hangi
yontemle hazirlanirsa hazirlansin esas olan antijenik
degerinin yiiksek olmasidir. Arastirmalar gostermistir
ki ytiksek viriilensli suslar kullanilmas ile antijenik
degeri yiiksek agilar elde edilmektedir. Bu durum
diger iilkelerde de asagi yukar1 ayni sonuglar
vermektedir (12, 18).

Bu arastirmada Enfeksiyoz Nekrozan Hepatit
agist  uygulanan  koyunlardan  alinan  kan
serumlarindaki antitoksin miktar1 ve asinin verdigi
bagisiklik diizeyi arastirildi.

GEREC ve YONTEM

Arastirma materyali olarak 10 adet Akkaraman
cinsi koyun, 300 adet 18-20 gram agirliginda beyaz
fare ve Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitisi’'nde  liretilen  “Enfeksiyoz ~ Nekrozan
Hepatit” asis1 kullanildi. Normal olarak +4°C’de
saklanmis Enfeksiydoz Nekrozan Hepatit asisi ile
agtlanmig 10 adet koyundan belirli araliklarla alinan
koyun kan serumlar1 elde edildi. Standart Toksin
olarak Pendik Hayvan Hastaliklar1 Merkez Arastirma
Enstitiisii’nden temin edilen CI. oedematiens A (UK)
Alfa-Gamma toksini kullanildi. Enfeksiy6z Nekrozan
Hepatit asisinin bagisiklik giiciinii 6lgmede koyun
kan serumlarinda mevcut antitoksinlerin tespiti igin
toksin + antitoksin nétralizasyon (L+) test uygulandi
(11, 19). Toksin + Antitoksin nétralizasyon testi
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kabul edilen
kurumlarca  hazirlanan  standart = materyaller
kullanilarak uluslararas1 antitoksin birimi (IU/ml)
iizerinden degerlendirilmektedir (8, 20). Serumlar-
daki antitoksin diizeyi standart toksine karsi titre
edilerek bulunmaktadir. Toksin Once bir {inite
standart antitoksin ile karistirildiginda deney
hayvanimi oldiiren en kiigiik miktar1 olan L+ dozu
hesaplanarak titre edildi (6, 15, 17).
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Serum + toksin karigimlart hazirlanirken Danyz
reaksiyonu nedeni ile toksin seruma degil, serum
toksine ilave edildi (6, 14).

Antitoksin giicii, toksin ile karigtirildiktan sonra
hayvanlara siringa edilerek toksini nétralize edip
etmedigi ya da invitro olarak toksini presipite
etmesine gore tayin edildi (11, 13, 19).

Daha once hi¢ asilanmamis 10 adet Akkaraman
koyundan deneme Oncesi kan alinarak serumlari
¢ikarildi. Bu koyunlardan alinan 0,3 ml kan serumu
0,3 ml Cl.oedematiens Alfa-Gamma standart toksini
ile bir tip i¢inde karigtirildi. Toksin + antitoksin
notralizasyonu icin 30 dakika 37 C de birakildiktan
sonra, iki beyaz farenin arka bacak kasi i¢ine 0,2 ml
enjekte edildi ve fareler 72 saat kontrol altinda
tutuldu.72 saatlik bu kontrol siiresinde biitiin fareler
6ldii. Boylece koyun kan serumlarmin 0,5 Uluslar
arasi inite Alfa-Gamma toksini icermedikleri tespit
edildi. Bu koyunlarin denemeye alinmasina karar
verildi.

Denemeye alinan koyunlar, 21 giin ara ile iki defa
2 ml olarak Enfeksiydz Nekrozan Hepatit asis1 ile
astland1. kinci asilamadan 10 giin, 2, 4, 6, 8, 12 ve
15 ay sonra kanlar1 alinarak serumlari ayrildi.
Serumlardan  esit miktarlar alinarak bir tiipte
karigtirildi ve grup kan serumlari elde edildi.
Serumlar fizyolojik tuzlu su ile 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/20, 1/32, 1/40, 1/60 oranlarinda sulandirildi. Bu
sulandirilmig grup serumlar ile saf serumdan 0,3 ml
alinarak ayr1 ayr tiiplere konuldu ve 0,3 ml CIL
oedematiens Tip A Alfa-Gamma standart toksini ile
tiiplerde karistirldi.Ornekler toksin nétralizasyonu
icin 30 dakika 37°C’de birakildiktan sonra, 18-20
gram agirliginda beyaz farelerde Toksin + Antitoksin
Notralizasyon Testi uygulandi. Her karisimdan 2’ser
beyaz farenin arka bacak kasmna 0,2 ml enjekte
edildikten sonra, fareler 72 saat gozlendi ve sonuglar
kaydedildi.

Ik as1 uygulamasindan 12 ay sonra koyunlar iki
gruba ayrildi. Birinci gruptan 15. ayda testler igin
tekrar kan alind1. kinci grup ise 21 giin ara ile iki
defa 2 ml asilandi. Bu agilamadan 10 giin, 2, 4, 8, 12
ve 15 ay sonra kanlar1 alind1 ve yukarida agiklandig:
sekilde farelere Toksin + Antitoksin Notralizasyon
Testi uygulandi.

BULGULAR

Arastirmaya baglarken hi¢ as1  yapilmamis
koyunlardan kan serumlart ile yapilan L+ testi
neticesinde 0,5 IU/ml den daha az bir antitoksin
varligi bulunan hayvanlar denemeye alindi. 21 giin
arayla yapilan ilk asilamadan 10 giin sonra alinan kan
serumlart ile yapilan L+ testinde antitoksin diizeyinin



8 IU/ml’ye ciktig1, iki ay sonra bu 8 IU/ml’lik
diizeyin devam ettigi gézlendi.

Kan serumlarindaki antitoksin miktarlar1 4 ay
sonra 4 IU/ml, 6 ay sonra 2 IU/ml, 8 ay sonra 1
IU/ml, 10 ay sonra 1 IU/ml olarak, 12. ayda ve 15.
ayda yapilan testlerde ise 0,5 IU/ml’nin altinda
belirlendi.

[k asilamadan 12 ay sonra 5 adet koyuna 21 giin
arayla 2 ml as1 uygulamalar yapildiktan 10 giin
sonra L+ testi uygulandiginda antitoksin miktarinin
20 IU/ml’ye, 2 ay sonra 16 IU/ml’ye, 4 ay sonra ise 8
[U/ml olarak ilk asilamalardaki en yiiksek seviye ile
esitlendigi goriildii.

Diger yandan antitoksin miktarinin 8 ay sonra 4
IU/ml, 12 ay sonra 1 IU/ml ve 15 ay sonra ise 0,5
IU/ml’ye dustigii gozlendi. Sonuglar Tablol1’de
gosterilmistir.

Tablo 1. Koyun Kan serumlart karigimlarinda
Cl.oedematiens Alfa-Gamma antitoksin diizeyleri.

Kan alma zamam Antikor titresi

(IU / ml)
1.Asilama Rapel 1.Asilama Rapel
asilama asilama
10. glin 10. giin 8 20
2.ay 2.ay 8 16
4.ay 4.ay 4 8
8.ay 8.ay 1 4
12.ay 12.ay <0.5 1
15.ay 15.ay <0.5 0.5
TARTISMA

Hayvanlarda infeksiy6z hastaliklarla miicadelede
temel noktayr koruma olusturur. Hastaliklardan
korunmada asilamanin ucuz ve etkili olmasi1 nedeni
ile 6zel bir 6nemi vardir. Tek basina asilama tam bir
koruma saglayamaz. Diger Onlemlerle birlikte
uygulandiginda daha etkili olur.

As1 ile bagisiklama yontemleri ilk kez c¢igek
astlamasi ile baslamis, daha sonra bir ¢ok hastaliga
kars1 uygulanmigtir. Giiniimiizde her asidan olumlu
sonu¢ almmasa bile hemen her hastalifin asisinin
dretilmesi igin yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
Ilerleyen teknik ve molekiiler diizeydeki ¢aligmalar
sonunda ileride hemen her hastaliga kars1 etkin bir
as1 elde edilebilecegi olasidir (9).

Asilarda aranan &zellikler birkag madde halinde
toplanabilir. Bunlar; as1 kolay hazirlanmali, ucuza
mal edilmeli, dozu kiiciik ve uygulanmasi kolay
olmali, uygulandiklar1 hayvanlarda kuvvetli ve uzun
zaman devam eden bir bagisiklik vermelidir (12).
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Bagisiklign  etkileyen faktorler ise; asinin
hazirlanmas1 ve titre edilmesi, liyofilize edilmesi,
muhafazasi, dozu, asilama yollari, asilama adedi,
hayvanin yasi, bireysel faktorler, hayvanin 1rki,
adjuvantlar, beslenme ve parazitler, antibiyotikler ve
vitaminler seklinde toplanabilir (8, 9, 20, 21).

Toksin meydana getiren bakterilere karst
bagisiklanma toksine karst bagisiklik saglamakla
olasidir. Bakteri s1v1 besi yerinde iiretildiginde toksin
olusturur (9, 14, 17).

Ana Kkiiltiirler veteriner asilart i¢inde O6nemli bir
yere sahiptirler. Antijenik yapilarinin sabit, bagisiklik
verme giliclerinin oldukca yiiksek olmasi nedeniyle
anaerobik gram pozitif bakteriler, gram negatiflerin
tersine koruyucu miicadelede biiyiik bir yardimci
olup ¢ok iyi sonuglar alinmasma olanak
vermektedirler (9).

Yaptigimiz arastirmada hi¢ as1 yapilmamis
Akkaraman koyunlardan almman kan serumu ile
yapilan L+ testi sonucu antitoksin diizeyi 0,5
IU/ml’den az iken, 21 gilin arayla yapilan iki
uygulamadan 10 giin sonra 8 IU/ml’ye, diger yandan
ilk asilamalardan 12 ay sonra asilamalar1 takiben
10.giinde bu miktar 20 IU/ml’ye yiikselmistir. Bu
nedenle bir defa asilanan hayvan ikinci yil tekrar
asilandiginda antikor seviyesi ¢ok yiikseldigi ve
bagisiklik diizeyinin arttigir kanaatine varildi. Bu
durum enterotoksemi asisi ile yapilan caligmalarla
paralellik gostermektedir (12, 22).

Asilamadan 10 giin sonra ikiger aylik periyotlar
halinde yapilan kontrollerde antitoksin miktarlarinda
onemli diisiisler gozlenmis, 10 ay sonra bu oran 1
IU/ml diizeyine diismiis ve 12. ayda ise hi¢ asi
yapilmamis hayvanlardaki seviyede olmus ve
hayvanlar hastalanma yoniinden riskli bir duruma
gelmistir (Tablo 1). Birinci yilin sonunda tekrar
asilanan koyunlardaki antitoksin seviyesi 20 IU/ml
iken, bu 12 ay sonra 1 IU/ml seviyesine gelmistir
(Tablo 1). Arastirmamiz sonucunda koyunlarda 21
giin arayla yapilan iki asilamadan 10 ay sonra
Cl.oedematiens Alfa-Gamma antitoksin bagigiklik
verme diizeyinin en alt seviyede oldugu ortaya
cikmustir. Ikinci asilamadan 10 ay sonra tekrar as
uygulanmasi geregi ortaya konulmustur.

Saha uygulamalarinda asmin sik araliklarla
uygulanmasi bazi zorluklar nedeniyle
meslektaslarimiz  tarafindan benimsenmemektedir.
Fakat simdiye kadar hemen higbir tilkede bu durum
¢oziimlenmis degildir. Dolayisiyla toksoid esasina
dayanan ve adjuvanth asilar bir tek doz ile gerekli
bagisikligi saglayamamaktadirlar. Bu nedenle iki
defada asilamay1 ve 10 ay sonra asilamanin tekrarini
biitiin giicliiklerine ragmen uygulamak gerekir.
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Anaerob asilarda sadece bir doz uygulanmasi ile
hayvani tam olarak koruyabilecek bir as1 yoktur. Tek
doz uygulanmasi ile hayvanlar hastaliga karsi
korunmamus olurlar (4).

Bu sonuglara  dayanilarak ve  anaerob
hastaliklardan her biri igin ayri ayri tekrarlanan
enjeksiyonlarla stiriilerin hirpalanmasindan
ka¢inmak, zaman kaybina engel olmak, veteriner
hekimlerin yiikiinii azaltmak i¢in bir ¢ok anaerob
enfeksiyona karsi toksoidlerle hazirlanmig polivalan
agilar kullanma geregi vardir.

Bazi iilkelerde bir ¢cok anaerob enfeksiyona karst
polivalan agilar kullanilmaya baslanmis ve bundan
iyi sonuglar alindig1 bildirilmistir. Ulkemizde de bu
yonde c¢aligmalar yapilmakta olup bazi olumlu
sonuglar alindig1 bildirilmistir (9, 12, 16, 20, 22).
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