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Agarda Lökosit Göçü Önlenim Tekniği (LMIT) Kullanılarak
Newcastle Virusu İle Aşılanmış Civcivierde

Hücresel ( Sellüler ) Yanıtın Değerlendirilmesi

Nejat AYDIN1 K. Semih GÜMüşsoyı

ÖZET :Deneysel olarak civcivIerde gerçekleştirilen bu çalışmada Agarda Lökosit Göçü Önlenim Tekniği kul-
lanılarak Nevcastle aşısı ile aşılanan civcivierde karakter~stik hücresel ( sellüler ) bağışıklığın saptanabileceği
belirlendi. Elde edilen verilere göre Agarda Lökosit GöçüOolenim Tekniği (LMIT); kullanışlı, uygulaması kolay
ve pahalı aletler gerektirmeyen bir testtir. Araştırmada, Hitelıner Bl ile birinci aşılamalar sonunda Log2 8.7
antikor titresi, LMIT'de % 2S'lik bir migrasyon inhibisyon elde edilmiştir. İkinci aşılamaları LaSota ile yapılan
hayvanlarda ise Log2 9.5 antikor titresi ve LMIT'de% 29'lukmigrasyon inhibisyonu şekillenmiştir. Buna göre
aşılamalar -sonucuortaya çıkan antikor titrelerinin oluşturduğu humoral yanıt ile LMITsonucu elde edilen hücre-
sel (sellüler ) yanıt arasında bir ilişkinin bulunduğu gösterilmiştir,
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Evaiuation Of The Cell • Mediated Immune Response Of Chicks
Vaccinated With Newcastle Virus By Agarose Leukocyte Miration

İnhibition Techmque (LMIT)

ABSTRACT:The eell-mediated immune response was experimentally evaluated in chieks by agarose leuko-
eyte migration inhibition teehnique. it was determined that cell-mediated immune response of ehicks vaecinated
with Newcastlevirus be determined by this technique. According to the obtained results, agarose leukocyte migra-
tion İnhibition technique ( LMIT) is a reliable easy and cheap test, In this study,post vaccination of first Hitchner
Bı antibody titres were Log28.7 and migration inhibition was 25%.'The antibody titres of chicks vaccinated with
Lasota were Log29.5 and migration inhibition was 29%,Thus, it was shown that there was a relationship between
antibody titers of humoral immune response and results of LMITdue to cell - mediated immune response ,

İnsan ve evcil hayvanların infeksiyöz hastalık-
larında, gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonlarında
ve transplantasyonda hücresel immunitenin rolünün
belirlenmesinde ve ölçümünde çeşitli testlerden
yararlanılmaktadır. Hücresel yanıtta rol alan hücre-
lerden heterofiller bakteriyel ve viral infeksiyonlara
karşı konakçı savunma mekanizmasında önemli rol
oynamaktadır, Hücresel yanıtın saptanmasında kul-
lanılan kan hücrelerinin sürekli değişim içerisinde
bulunması, antijene duyarlı birçok hücrenin kanda
yer alması ve kan serumunun bazı hücre inhibitör
veya stimulatör faktörlerini içermesi, hücresel ölçüm
sonuçlarını stabilitesini etkilemektedir (6).
Kanatlılarda hücresel yanıtın değerlendirilmesine
yönelik yapılan testlerde lökositlerden yararlanılmak-
tadır. Lökositlerin kandaki diğer şekilli elementlerden
seperasyonunda yeni metotlar geliştirilmiştir (2).
Koruyucu bağışıklıkta ve otoallerjik hastalıklarda
görülen doku yıkımlarında hücresel bağışıklık büyük
önem taşımaktadır. Hücresel bağışıklığın in vitro
ölçülmesi bu konula.rda önemli yararlar sağlamak-
tadır (1).

Bu çalışmada, Newcastle hastalığına karşı

Keywords : LMIT,Newcastle virus, vaccination, cell . mediated immunity
GİRİş yeteneği ve bunun bağışık serumlardaki spesifik

antikarlar tarafından önlenebilmesi özelliği
(hemaglutinasyon inhibisyon) aşılama sonu hayvan-
lardaki bağışıklığı saptamada ve infeksiyonun direkt
ve indirekt teşhisinde kullanılmaktadır (S).

Newcastle hastalığı ( Yalancı Tavuk Vebası ),
kanatlı hayvan yetiştiriciliği yapılan işletmelerde
büyük kayıplara yol açan viral bir infeksiyondur (8,9).
İnfeksiyon her yaştaki kanatlıların solunum, sindirim
ve sinir sisteminde değişik şekillerde bozukluk mey-
dana getirmektedir. (11).

Ülkemizde Newcastle hastalığına karşı yapılan
kontrol programına karşın infeksiyon, özellikle, başta
bazı bölgelerde olmak üzere epidemik tarzda
seyrederek kanatlı hayvanlar arasında yüksek mOl;.
taliteye neden olmaktadır, Newcastle hastalığının
kesin teşhisi; virüs izolasyonu ve identifikasyonu ile
yapılır (8). Klinik semptomların gözlenmesi ve otopsi
sonuçlarının birlikte dikkatlice değerlendirilmesi,
infeksiyonun Newcastle hastalığından şüphe edilme-
sine ve doğruya yakın bir teşhis konulmasına yardım-
cı olur (ll). Ancak, Newcastle hastalığında meydana
gelen semptomların bazı bakteriyel ve viral hastalık-
larla, zehirlenmelerde de görülmesi klinik ve otopsi
muayenelerinin tek başına tanıda yetersiz olacağını
göstermiştir (7). Bu bulgularla direkt ve indirekt yön-
temlerden elde edilecek olan sonuçların bir arada
incelenip teşhisin konulması gerekmektedir (8).
Newcastle hastalığına karşı değişik aşı ıyogramları
uygulanan sürülerde kazanılan bağışıklıgın saptan-
masının büyük önemi bulunmaktadır. Etkenin biyolo-
jik bir karakteri olarak kabul edilen hemaglutinasyon
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Agarda Lökosit Göçü Önlenim Tekniği (LMIT) kul-
lanılarak birinci aşılamaları HBl ve ikinci aşılamaları
LaSota aşı suşu ile burun yoluyla aşılanan civcivierde
hücresel (sellüler) yanıtın belirlenmesi, bu hayvan-
lardan alınacak olan kanların HI testine tabi tutul-
ması ile ortaya çıkan sıvısal (humaral) yanıtın sap-
tanması, infeksiyon teşhisinde kullanılan her iki yanıt
arasında önemli bir fark bulunup bulunmadığı ve bu
amaçla kullanılan testlerden hangisinin rutin olarak
uygulamada kullanılabileceğini belirlemek amaçlan-
mıştır.

MATERYAL ve METOT

Deneme Hayvanları: Aşılamalarda kullanılmak
üzere 40 adet SPF yumurta Manisa Tavuk
Hastalıkları Araştırma Enstitüsünden temin edildi.
SPF yumurtalar civciv çıkımı için kuluçka makinası-
na konuldu. Kuluçkadan çıkan 30 adet civciv hijyenik
koşulların yerine getirildiği uygun bir ortamda
barındırıldı. Hayvanlar deneme süresince Kayseri
Yem A.Ş'nin civciv yemi ile beslendiler. .

Embriyolu Yumurtalar : Denemede suşların
üretilmesi ve hemaglutinasyon inhibisyon (Hi)
testinde kullanılmak üzere Kayseri KÖYTÜR A.Ş'nin
kuluçkahanesinden aşısız kümes orijinli il günlük
Ross-PM3 embriyolu yumurtalar temin edildi.

Aş.lar : Aşılamada kullanılacak olan Newcastle
burun- göz kıtchner Bl (HB1) ve LaSota içme suyu
aşılan Kayseri KÖYTÜR A. Ş'den temin edildi.

Antijen : Agarda Lökosit Göçünün Önlenim
Tekniği (LMJT) ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI)
testinde kullanılan antijen HB1 suşunun il günlük
embriyolu yumuırtalarda üretilmesi ile hazırlandı.
Antijenin hemaglütinasyon ünitesi (HAÜ) 1/1024
olarak tespit edildi.

'Serolojik Testler: HI testi için Hollanda yönte-
minden yararlanıldı (4).

Maternal Antikor Saptanmas. : Civcivlerden 10.
günde 10'ar adedinin v.cutanea ulnaris'lerinden asep-
tik koşullarda kanları alınarak aşılamadan önceki
maternal antikor düzeyleri belirlendi.

Lökositlerin boyanmas. : Agar ortamındaki
hücrelerin göçlerinin net olarak tespit edilip ölçülme-
si amacıyla Giemsa boyası ile boyandılar. Bu amaçla

'. hücrelerin agara tam olarak tespit amacıyla agar
yüzeyini kaplayacak şekilde petrilere metil alkol
lwnularak 3-5 dk beklenildi. Metil alkol dökülerek
agarın kuruması sağlandı. Her bir petriye 10 cc boya
solusyon olacak şekilde giemsa boyası hazırlandı (lO
cc distile suya 10 damla giemsa ana eriyiği
damlatılarak giemsa boyası hazırlandı. )

Aşılama!ar: Newcast!e hastalığına karşı savaş ve
koruma yönetmeliğinde belirtilen programa göre
aşılamalar yapıldı (3). Maternal antikor titreleri
belirlenen civcivlerden 15'er adedinin 11. günde ilk
aşılamaları yapıldı. Bu hayvanlar standart bir
damlalıkla buruna bir damla (0.05 ml) HB1 aşı virusu
damlatmak suretiyle aşılandılar. Aşılanan gruptan 15
gün sonra (26. gün) tesadüfü örnekleme yöntemi ile

TAVUKCULUK ARAŞTIRMA DERGiSi

seçilen 10'ar adet civcivin kanları alındı. Alınan kan
numuneleri hücresel (sellüler) yanıtın belirlenmesi
amacıyla lökosit hazırlanmasında ayrıca sıvısal
(humoral) bağışıklığın tespitinde ise hemaglutinas-
yon inhibisyon (HI) testinde yararlanılmak üzere
serum elde edilmesinde kullanıldı. İkinci aşılama 27.
günde ilk aşılaması yapılan 15'er adet civcivin bur-
nuna aynı damlalıkla LaSota aşı virus u damlatmak
suretiyle uygulandı. Hayvanlardan 15 gün sonra (42.
gün) alınan kan örneklerinde LMIT ve Hlıesli ile sel-
lüler yanıt ve serum titreleri saptandı. Ayrıca, 15 adeı
aşısız civcivin de kanları kontrol grup olarak LMIT ve
HI tesıleri incelendi.

Lökosit Hazırlanması : Lökosit süspansiyonu
ml'de 5 x 107 hücre olacak şekilde belirıilen yönteme
göre hazırlandı (l). Bu amaçla kanatlılardan alınan
sodyum heparinli kan örnekleri 1000 devirde 15 dk
santrifüj edildi. Sanırifüj sonunda ÜSI tabaka (plaz-
ma) uzaklaşıırıldı. Geriye kalan kısım 1/4 aramnda
Ficoll-Hypaque ile muamele edilmiş PBS ile süspanse
edildi. Histopaquue 1119 (spesifık özgül ağırlığı 1119,
Sigma Chemical Co., sı. Lovis, Missouri) dan 15 cc'lik
santrifüj tüpüne 3 cc olacak şekilde konuldu. Bunun
üzerine ( Histopaque 1119) tabaka oluşturacak şe-
kilde 3 cc Histopaque 1077 (Spesifık özgül ağırlığı
1.077; Sigma )'den ilave edildi. Histopaqııe 1077
tabakası üzerine dikkaıli bir şekilde 6cc Ficolı'-
Hypaque'lı PBS'den konularak oda derecesinde iSOO
devirde 40 dk. sanlrifüj edildi. Santrifüj sonrası plaz-
ma ile Histopaque 1077 arasındaki hücresel katrnan
steril bir santrifüj tüpüne aktanldı. Lökositler Honk's
salt içeren M-199 medrumda 1250 devirde LO dk 3 kez
santrifüjlenerek yıkandı. Elde edilen son hücresel
katman M-199 mediumun i cc ile süpanse edildi. Toıa!
lökosit sayısı Nevbaver hemosiıometresi kullanılarak
hesaplandı. Lökositlerde canlılığın tespiti amacıyla
tryppan blue boyası ile boyandılar. Canlılığın %90'ın
üzerinde olması sağlandı. Final lökosit konsantras-
yonun ml'de 5.x107 hücre olacak şekilde ayarlanması
yapıldı.

Agar Ortamının Hazırlanması: Agar ortamı de-
nemede kullanılmak üzere en az 24 saat önceden
aşağıdaki şekilde hazırlandı (l).

Solusyon A: 1.6 gr agar (Indubiose 45, Gallard -
Schlessinger lndustıries, Carle Place, N.Y) 160 ml
steril distile su içinde 10-15 dk benmaride ısıtılarak
çözdürüldü. Eritilen agar karışımı 1 dk oıoklavlandı
ve daha sonra 52 .Cde su banyosunda bekletildi.

Solusyon B: 20 ml fötal sığır serumu, 18 ml
Hanks salt içeren 10 x M - 199 (Hazletone Research
Producks,' Denver, Pa.), 2 ml penicilin-streptomyin
solusyonu (Sigma) ve 1 ml %7.5 sodyum bikarbonat
solusyonunun karışlırılması ile hazırlandı. PH 7.2'ye
ayarlandı ve bu karışım 52 .Cde su banyosunda lutul-
du.

Solusyon A ve B birlikte karıştırılarak benmaride
52 .Cde bekletildi. Final medium % 0.8 agar, % 10
fötal sığır serumu ve % 1 penicilin-streptomycin
solusyonunundan oluştu. Agar mediumdan petrilere
13 ml olacak şekilde konuldu. Agarın katılaşmasından
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% Migrasyonun inhibisyonu = 100 ~% migrasyon

Genelolarak antijen varliğında % 20'lik
inhibisyondan daha büyük değerlerin önemli lökosit
inbisyon faktör aktivitesi gösterdiği kabul edildi.

Lökosit göçü önlenim testinde aynı zamanda
aşılamaları yapılan hayvanlardan alınan kan
numunelerinde hücresel yanıtın belirlenmesi amacıy-
la lökositler elde edildiği gibi ayrıca aşılanmamış
kontrololarak ayrılan 10 hayvandan alınan kan
numunelerinden elde edilen lökositlerde incelemeye
alınmışlardır.

sonra petriler rutubetli koşullar altında 4 °C'de sak-
[andı.

Lökosit Göçü Önlenİm Testinin Yapılışı:

Lökosit süspansiyonu (S x 107 ml) S ml miktann-
da iki steril tüpe ayrıldı. Newcastle antijeni
(lOOIlI/ml) olacak şekilde 1 ml miktarında ilk tüp e
konularak antijenli ve eşit miktarda M-199 medium-
dan da kontrol tüpe ilave edilerek antijensiz tüp hazır-
landı. Antijenli ve antijensiz lökosit süspansiyonlarını
içeren bütün tüpler 37 °C'de 30 dk inkube edildi.
Agarın bulunduğu petrilerio her birine belirtilen yön-
temlerle altı adet çukur açıldı. Üç göze antijen İçeren
hücre süspansiyonundan (her göz için 10 LLL) ilave
edildi. Diğer 3 göze de antijensiz lökosit süspansiy-
onundankonuldu. Bütün petriler 37 °C'de 18 saat süre
ile % S CO,'!i rutubetli ortamda inkube edildi.
İnkubasyon sonunda petriler % 8'lik ticari glutaralde-
hit solusyonu ile 60 dk fikse edildi. Katılaşmış agar
toplandı ve buradaki hücreler Giemsa boyası ile
boyandılar. Hücresel göçün çapı cetvel kullanarak
ölçüldü ve göç sahası ltr2 formülü ile hesaplandı.
Antijen varlığında ve yokluğunda ortalama göç alanı
karşılaştırlldı ve % migrasyon aşağıdaki şekilde hesa-
plandı.

';if) Migrasyon =
Antijen varlığında ortalama migrasyon_______________ x 100

Antijen yokluğunda ortalama migrasyon
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Çizelge. 1 : Civcivlerin Maternıal Antikor Titre
Sonuçları

Table - 1 : Maternal Antibod Titer Resulıs of
Chiks

Serum Log2 HI titrelesi (x) Ort.

Sayısı 0123456789101112 Titre

10 ---1432-- --- 5.6

(x)~1/2n

Aşılamalar: Maternal antikorları negatif olarak
saptanan civcivler 11. gün burun yoluyla aşılandılar.
Aşılanan 10 adet hayvandan 15 gün sonra kan alındı.
Serumların ortalama Log, HI titreleri 8.7 olarak belir-
lendi (Tablo - 2).

Çizelge - 2 : HB 1 ile Burun Aşılaması Sonrası HI
Titreleri

Table - 2 : HI Titers Mter Nose Vaccination Wiıh
HB 1

Serum Log, HI titreleri (x) Ort.

Sayısı 01 234 S 6 7 8 9 10 11 12 Titre

10 ------1342-- 8.7

(x)~1/2n

LaSota aşı suşu ile burun yoluyla ikinci aşamaları
yapılan 10 adet hayvandan 15 gün sonra alınan kan
numunelerinin ortalama Log2 HI titreleri 9.5 olarak
saptandı (Tablo - 3).

Çizel ge - 3 : LaSota ile Burun Aşılaması Sonrası
HI Tilreleri

Table - 3 : HI Titers Mter Nose Vaccination With
LaSota

Serum Lo", HI titreleri (x) Ort.

Sayısı O 1 2 3 4 S 6 78910 11 12 Titre

10 - - - - - - - - 2 3 3 2 - - 9.5

BULGULAR

Hemaglutinasyon Test Antijeni ve Aşı Virusu :
Hayvanların maternal antikor titrelerinin .saptan-
masında ve hayvanların aşılanmasında Hitclıner Bl
(HB) ve LaSota suşları kullanıldı. Bu suşların HA
'titreleri sırası ile 1/1024 ve 1/512 olduğu tespit edildi.
Hemaglutinasyon (HA) ve hemaglutinasyon inhibis-
yon (HI) testlerinde antijen olarak HBl aşı virusun-
dan yararlanıldı. Virus HI testlerinde kullanılmak
üzere 8 HAÜ'de sabit tutuldu.

CivcivIerde MeternaI Antikor Saptanması :
Civcivler 10 günlük iken 10 adedinin vena cutanea
ulnarisinden kan alındı. Elde edilen serumların
maternal antikor titreleri HI testİ kullanarak sap-
tandı. Ortalama HI titresinin Log2 tabanına göre 5.6
olduğu saptandı (Tablo - 1 ).

(x) = 1/2n

Elde edilen titrelere göre her iki aşılama
sonunda 7 ve 7'nin üzerindeki serum sayısı ıo adet
olup ortalama titreye göre bağışıklık durumunun
yüzde oranı 100 (% 100) dür.

Lökosit Göçü Önlenim Testi: Birinci aşılamaları
HB1 ile burun yoluyla yapılan hayvanlardan alınan
kan numunelerinden lökositler, ml'de S x 107 adet
hücre olacak şekilde elde edildi. LMIT'nin uygulan-
ması sonucu antijen varlığında ve yokluğunda lökosit-
lerin meydana getirdiği hücresel göçün çapı bir
cetvel ile ölçüldü ve ortalama göç alanı ltr2 for-
mülüyle hesaplandı. Elde edilen verilerle %
migrasyon belirlendi (Tablo - 4).
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Çi7.elge • 4 :HB1 ile Burun Aşılaması Sonrası LMIT

Table. 4 :LMIT Mter Nose Vaccination With HB1

TAVUKCULUK ARAŞTIRMA DERGiSİ

Serum Hücresel göç çapı (mm) Ort. % %

Sayısı 10 4 S 6 7 8 9 10 11 12 Göç Alanı Migrasyon Migrasyon inhibisyon

Antijenli Dağılım 1342- - - . . 25.50 75 25

Antijensiz Dağılım . 1 4 3 2 - . . . 34.19

Aynı şekilde ikinci aşamaları LaSota suşu ile yapılan hayvanlarda da alınan kan numunelerine uygulanan
LMIT sonuçları Tablo. S'de gösterilmiştir.

Çizelge. S : LaSota ile Burun Aşılamas, Sonrası LMIT

Table. 5 : LMIT Mter Noise Vaccination With LaSota

Serum Hücreselgöç çapı mm Ort. Göç Alan % Migrasyon %Migrasyon inhibion

sayısı 10 567 8 9 10 11 12

Antijenli dağım 1 4 4 1 - . . . 33.16 71 29

Antijensiz dağılım . 2 3 2 2 1 - - 46.54

Genelolarak, HBl ve LaSota suşları ile yapılan aşılamalar sonucu antijen varlığında sırası ile %25 ve
%29'luk bir inhibisyon elde edildiğinden önemli lökosit inhibisyon faktör aktivitesi belirlenmiştir.

Kontrol grubu oluşturan 10 adet hayvanda ise yapılan LMIT sonucu %20'nın altında bir İnhibisyon elde
edilmiş olup önemli lökosit inhibisyon faktör aktivitesi belirlenememiştir.

Tablo. 6 : Kontrol Grup LMIT

Table. 6 : Control Group LMIT

Serum Hücreseleöc canı mm OrLGôç Alan % Migrasyon %Migrasyon inhibion

sayısı 10 5 4 S 6
.

Antijenli dağım 3 4 3 . 12.56 87 13

Antijensiz dağılım 2 4 3 1 14.51

TARTIŞMA ve SONUÇ

Sürü bağışıklığında humoral yanıt önemli bir
yere sahiptir. Buna bağlı olarak kanatlı hayvanların
aşılama programlarının düzenli bir şekilde yapıla'
bilmesi humoral yanıtın belirlenmesi ile mümkündür.
Newcastle hastalığının indirekt teşhisinde kullanılan
HI testi ile serumdaki antikor konsantrasyonu güve.
nilir ve pratik bir şekilde tespit edilebilmektedir.
Buradan çıkan sonuca göre humoral yanıt, hücresel
yamta oranla koruyucu önlemlerin alınmasına ve
infeksiyonun teşhisi açısından daha fazla önem taşı.
maktadır (4).

Evcil hayvan türlerinde mananukleer ve
polimorfnukleer hücrelerin yanıtlarını veya
aktivitelerini incelemek için hücresel bağışıklığın
ölçülmesinde kullanılan testlerden yararlanıl mak-
tadır. Yeni tekniklerin uygulanması veya bazı
modifıkasyonların yapılması, hayvan türleri için bu
testlerin standart hale getirilmesine olanak sağlamak-
tadır (2). Agarda Lökosit Göçü Önlenim Yöntemi
(LMIT) kanatlı hayvanların viral ve bakteriyel
hastalıklannda kapiller tüp uygulanarak denenmiştir.

Kapiller tüp lökosit göçü önlenim testi, Newcastle
hastalığı (14). Mycobacterium tuberculosis (13) ve
Mycoplasma synoviae (IS)'ye karşı hücresel bağışık.
lığın değerlendirilmesinde yararlanılmıştır. Bu test
yanında lenfosit trasformasyon testi de hücresel
(sellüler) immun yanıtın ölçülmesinde ve değer-
lendirilmesinde kullanılmıştır (lO). Ancak, bıı test-
lerin uygulanışı, uzun zaman alması, pahalı alet ve
cihazlar gerektirmesi gibi dezavantajları taşımak.
tadırlar. Buna karşılık, Agarda Lökosit Göçü Önlenim
Testinin uygulanması hem pratik hem de hiçbir
pahalı aleti gerektirmeyen yöntem olarak kabul
edilmiştir. Ayrıca, kUllanılan teknikte radioisotopları
gerektirmemesi, agarın fıkse edilebilir, boyanabilir ve
herhangi bir zamanda değerlendirilmek üzere
saklanabilir olması da avantaj olarak kabul edilmiştir
(1). Hitchner Bl ile birinci aşılamalar sonucu Log,8.7
antikor titresi, LMIT'de % 2S'lik bir migrasyon
inhibisyon elde edilmiştir. İkinci aşamaları LaSota ile
yapılan hayvanlarda ise Logı9.5 antikor titresi
%29'luk migrasyon inhibasyonu şekillenmiştir. LMIT
düzeyinin birinci aşılamaLara oranla ikinci aşılamalar
sonucu daha yüksek olduğu ortaya konulmuştur. Bu
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