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SPESIFIK PATOJEN FREE (SPF) FARE URETME CALISMASI

llhan BOZYIGIT1 Dzcan DZKAN! Hulya BELEN1 Toshima NOBUNAGA?

OZET

Gunumuzde laboratuvar hayvanlari tizerinde yapilan in vivo test sonuglarinin gegerli ve guvenilir kabul
edilebilmesi i¢in deney hayvanlarinin belli standartta olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada, basit bir izolator
kullanarak konvansiyonel Swiss albino fare soyundan Spesifik Patojen Free fare Uretimi icin bir ¢ekirdek koloni
olusturulmasi amaglanmigtir.

Konvansiyonel olarak yetistiriimekte olan bir Swiss albino fare soyundan 33 adet gebe disiye histerektomi
uygulanarak yavrulu uteruslar alinmig ve patojen mikroorganizmalardan arinmis izolatore aseptik kosullarda
aktarilmistir. 1zolator i¢inde uterusdan ¢ikarilan yavrular, Spesifik Patojen Free C57BL/6 inbred farelerden olusturulan
sutanneler tarafindan emzirilmistir. Bu yavrulardan 178 adedi st kesim ¢aginda izolatorde birakilarak, bakim ve
beslenmeleri izolator icinde surdurulmugtur.

Sonug olarak, 4 haftalik donemde yapilan kontrollerde Swiss albino farelerin Spesifik Patojen Free dzellik
kazandiklari ve 10 haftalik donemde de bu dzelliklerini koruduklari gorulmustir.

Anahtar Kelimeler: Fare; Spesifik Patojen Free

STUDY OF BREEDING SPECIFIC PATHOGEN FREE (SPF) MICE

SUMMARY

Laboratory animals should have certain qualifications in order that tests carried out them give valid and
acceptable results. This study aimed to obtain a nucleus colony from conventional Swiss albino mice for SPF mice
production in a simple isolator.

From a conventinally-bred Swiss albino line 33 pregnant mice were hysterectomized and uteruses containing
the fetuses were aseptically transferred to a pathogen-free isolator. Baby mice were taken out from the uteruses in
the isolator and were suckled by foster mother consisting of Specific Pathogen Free C57BL/6 inbred mice. One
hundred and seventy eight of these baby mice were left in the isolator at weaning age and their feeding and care
were carried out in the isolator.

In conclusion, controls at 4th week of age revealed that Swiss albino mice acquired SPF feature and at 10th
week this feature persisted.

Key Words: Mice; Spesific Pathogen Free

GIRIS

Deneysel calismalarda kullanilan hayvan
gruplarindaki bireysel farkhliklar elde edilen
sonuglarin dogrulugu konusunda sikintilar yarat-
maktadir. Calismalarin sonuglarinin saglikli
olmasi dncellikle yeteri sayida, genetik ve saglik
ozellikleri tanimlanmig bir drnek (yas, cinsiyet, irk)

hayvanlarin kullanilmasina baglanmigtir (1).
Deneylerde kullanilan hayvanlarin ¢ogu
hijyenik bakimdan kontrolsiz bir ¢evreden
gelmekte ve bu tur hayvanlar konvansiyonel
olarak adlandiriimaktadir. Bu durumda hayvanlar-
da her zaman saptanan bir mikroflora ve faunaya
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rastlanabilir (2). Klinik semptom gosteren
hastaliklara veya latent enfeksiyona sahip
hayvanlarin deneylerde kullaniimasinin, deney
sonuglarini  dnemli dlgude etkiledigi, tibbi
arastirmalarda kullanilacak hayvanlarin hasta-
liklardan arindirilmig ve/veya mikrobiyolojik
yonden tanimlanmis olmasi gerektigi bildiriimistir
(2-4).

Ozellikle biyolojik Urlnlerin kalite kontrolu ve
kapsaml bir ulusal kontrol amaciyla Dunya Saglik
Orgutt (DSO) teknik raporlarinda belirtilen butun
hayvan testlerinin yurutulmesi ancak iyi kalitede
tanimlanmig laboratuvar hayvanlarinin varlig ile
mumkun olacaktir (1). Bu nedenle in vivo test
materyali olarak kullanilacak hayvanlarin bakimi
ve godzlenmesi icin gerek duyulan optimum
kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Bu da ve-
teriner hekimlik iginde laboratuvar hayvanlari
bilimi olarak adlandirilan bir uzmanlik alaninin
gelisimine yol agmistir (5).

Turkiye’de biyolojik madde uretiminde
ve kontrolunde ya da denemelerde kullanilan
hayvanlarin, bilimsel kayitlarinin ve istatistik
verilerinin bulunmadigi bildirilmistir (1). Bu gelis-
meler dogrultusunda Turkiye'nin baslica biyolojik
urtinler ulusal kontrol merkezi olan Refik Saydam
Hifzissihha Merkez Baskanlhgi’nda (RSHMB)
bir Spesific Pathogen Free (SPF) fare uretim
calismasi uygun gorulmustur.

Bu calismada, basit bir izolator kullanarak
konvansiyonel Swiss albino fare soyundan SPF
fare uretimi igin ¢ekirdek bir koloni olusturulmasi
amaglanmstir.

GEREC VE YONTEM

Donor hayvanlar

1993 yilindan beri RSHMB Biyolojik Kontrol
Laboratuvarinda aile sistemiyle uretilen, gebeligin
18-19. gununde olan 33 adet Swiss albino disi
fare kullanilmisgtir.

Sutanneler

Isvicre’den (RCC Ltd. Biotechnology & Ani-
mal Breeding Division, Switzerland) alinan 8 adet
disi, 2 adet erkek 9-10 haftahk SPF C57BL/6
inbred fare 1rki kullanilimistir.
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Izolator

Trexler film izolatoru (7,9) modifiye edilerek
saydam PVC’den (1780 x 1300 x 1680 mm)
izolatdor yapilmigtir. Izolatér, paslanmaz celik
stand (1780 x 760 x 1710 mm) icerisine yerles-
tirilmigtir (Resim 1,2).

Resim 1. PVC Izolator

Malzeme gecis kanali (Steril lock)

Izolator igerisine malzemelerin (steril / kirli;
yem, su, yataklik v.b) giris - ¢ikisi i¢in, 370 mm
capinda aluminyum silindir su tanki kullaniimigtir.
Kanalin ac¢ik kisimlari saydam vinil posetle
kapatiimistir. Dis agikligini kapatan vinil posette
dezenfeksiyon kapag! olarak da tabani kesilmis
fotograf film kutusu kullanilmistir (Resim 1,2).

Kolluklar

Izolator igerisindeki calismalarin yapilmasi
icin 155 mm capinda tabani kesilmis cicek
saksisina monte edilen bulagsik eldiveni
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kullaniimigtir.  Yapilan iki cift kolluk, saksi
kismindan izolatore vinil bant ile sabitlenmistir.

Uterus nakil kanali (Germicidal trap)

Uterusun patojenlerden arinmig izolator
icerine gecirilmesinde, bir acgikligi izolator
icersinde, diger acikligi ise disarida olmak Uzere
“U” seklinde 100 mm capinda atik su borusu
kullanilmigtir (Resim 3). Kanalin igerisinde
izolatdorun kontamine olmasini engellemek icin
dezenfektan olarak %5’lik sodyum hipoklorit
kullanilmistir.

Izolatoruin havalandiriimasi

Hava sirkulasyonunun ve pozitif basincin
saglanmasi i¢in paslanmaz celik kutu (290 x 400
X 280 mm) ustune monte edilmis koruklu hava
motoru (190W- 0.95 ) kullaniimistir.

Hava giris filtresi

Paslanmaz celik kutu icerisine, i¢c kisma 4 kat
cam elyaf, dis tarafa da bir kat aspirator filtresi
yerlestirilmistir.

Hava cikis filtresi

Hava giris duzenegine benzer sekilde 3 kat
cam elyaf, bir kat aspirator filtresi kullaniimistir.
Izolatére hava baglantilarinda 40 mm ¢apl
polietilen spiral tupten yararlaniimigtir .

e N\

Resim 2. A-Steril malzeme nakil tanki, B-Steril malzeme
gecis kanali, C-PVC lzolator, D- Havalandirma
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Izolator dezenfeksiyon kapagi

Calisma 0ncesi izolatorun dezenfeksiyonunu
korumak igin tabani kesilmis fotograf film kutusu
kullanilmisgtir.

Steril malzeme tanki

Hayvanlarin bakim ve beslenmesini saglaya-
cak malzemenin steril edilerek aseptik sekilde
izolator icerisine naklini saglamak igin 370 mm
capinda ve orta kismi sekiz kat cam elyaf filtreli
aluminyum silindir su tankindan yararlaniimigtir
(Resim 2).

Izolatdr yapimindaki tum montajlarda (eldi-
ven, malzeme gecis kanali, uterus nakil kanal,
hava tupleri, dezenfeksiyon kapaklari) selofan,
filament ve vinil bantlar kullaniimigtir.

Izolatoruin caligma icin hazirlanmasi

Izblatdor igerisindeki hava sirkulasyonunu
olcmek icin bir anometre, i¢ basinci dlgmek
icin de 6 mm capinda i¢i su dolu sifon hortum
kullaniimigtir. Izolatdér ve polikarbonat kafes-
lerin dezenfekte edilmesi amaciyla %37 formal-
dehit solusyonu 1/5 oraninda sulandiriimisg,
her m3 hacime 5 mL olacak sekilde puskur-
tulmugtur. Puskurtmeden 24 saat sonra izolator
72 saat sureyle havalandiriimistir.  Steril
malzeme gecis kanalinin dezenfeksiyonunda
yine puskurtme yontemi uygulanmig, bu
amacla 1/400 oraninda sulandiriimig sodyum
hipoklorit  kullanilmistir. Sistem 40 dakika
sureyle dezenfektanin etkisine birakilmigtir.
Mikrobiyolojik kontrol i¢in izolatdor, kafesler
ve steril malzeme gecis kanalindan ekuvyon
cubuklari ile ornekler alinarak laboratu-
varda hazirlanan kanh agara ekim yapilmistir.
Sonuglar inkUibasyondan, 24-48 saat sonra
degerlendirilmistir.

Hayvanlarin izolatdor icerisinde bakim
ve beslenmeleri i¢in kullanilan yataklik (talas),
polikarbonat su siseleri (300 mL), yem ve
su 121°C de 15 dakika otoklavlanarak calisma
oncesi izolator igerisine yerlestirilmistir. Sterili-
zasyon kontrolunde indikator banttan (sussex
autoclave tape) yararlaniimigtir.
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Sutannelerin izolatore transferi ve hazir-
lanmasi

Filtreli nakil kafesleri 1/400 oraninda
sulandiriimis sodyum hipoklorit puskurtuldukten
sonra 40 dakika bekletilerek dezenfekte edilmis
ve steril malzeme gecis kanalindan izolatore
sokulmustur. Izolatdrde her kafese bir sut anne
yerlestiriimis ve ortama uyumlarini saglamak
amaciyla 30 guin sureyle beklenmistir. C57BL/6
SPF sutanne fareler, 4 disi, 1 erkek olacak sekilde
iki grup olusturulmustur. Konvansiyonel donor
hayvanlar ise bire bir ciftlestirilerek, her iki fare
grubunun da gebe kalmalari saglanmigtir. Butun
hayvanlarin gebelik kontrolleri vaginal tipayla
(vaginal plug) bakilarak degerlendirilmis, pozitif
kabul edilenler gruptan alinarak fakh kafeslere
yerlestirilmistir. Calisma suresince SPF hayvan-
lar, 22 + 2°C ve %60 + 10 nisbi nemli izolator
ortami icinde otoklavlanmig su ve ticari pelet fare
yemi ile ad libitum beslenmigtir. Konvasiyonel
dondr hayvanlar da ayni kosullardaki uretim
Unitesinde normal su ve ticari pelet fare yemi ile
ad libitum beslenmistir.

Izolatdriin 'i Izolatdriin
ici disi

Uterusun trap igine konulmasi

Resim 3. Yavrulu uterusun Germicidal trap icerisinde
izolatore alinigl

Histerektomi

Foster (1962,1980), tarafindan tanimlanan
yonteme gore gebeligin 18-19. ginunde olan
33 adet gebe Swiss albino fareye histerektomi
uygulanmistir (8—11).
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SPF kontrolu

Damizlik SPF fare kolonisi her testteki
patojen mikroorganizmalar ve parazitler yonun-
den ornek buyuklugu ortalama 10 olacak
sekilde, 4. ve 10. haftalik donemlerde incelen-
mistir. SPF kontrolu icin Mouse Hepatit Virus
(MHV), Sendai virus (SV), Mycoplasma pulmonis,
Bacillus piliformis (ELISA-Monilisa IV A Kiti),
Escherichia coli 0115a, Bardotella brochiseptica,
Pseudomonas aeroginosa, Pasteurella pneumotropica,
Strepteococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium kutscheri,
Salmonella spp., Shigella spp., Proteus spp.,
(Kultur) ve parazit arastirimis ve Tablo 1’de
bildirilen yontemler kullaniimigtir.

Tablo 1. SPF kontrolunde incelenen patojenler ve
uygulanan ydontem

PATOJEN ETKEN YONTEM
HVJ(SV) ELISA*
MHV ELISA
M.pulmonis ELISA
B.piliformis (Tyzzer’s) ELISA
Salmonella spp. Kultur
E.coli0115a Kultar
B.broncheceptica Kultur
P.aeroginosa Kultar
P.pneumotropica Kultar
C.kutscheri Kultur
Shigella spp. Kultur
S.pneumoniae Kultur
K.pneumonia/oxytoca Kultur
Proteus spp. Kultur
S.aureus Kultur

Selofanbant / stereomikroskop
Digki / mikroskop

Ekto parazit
Endo parazit

MHV : Mouse Hepatit Virus,
HVJ (SV) : Hemagglutinating Virus of Japan- Sendai Viruse
*:ELISA : Monllisa IV A kiti

BULGULAR

Izolator i¢i hava sirkiilasyonunun 900 m3/saat,
ic basincin da 150-200 mm su basinci oldugu
belirlenmistir. Kullanilan gereclerin ve yapilan
izolatorun mikrobiyolojik testlerinde incelenen
patojen mikroorganizmalarin Uremedigi saptanmis
ve sterilizasyonun basaril oldugu anlagiimistir.
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Bu calismada, histerektomi ile 33 adet gebe
Swiss albino fareden 452 adet yavru alinmis,
solunumu baglamig, pembe renkli ve hareketli
olan 415 adet yavru yasamigtir. Yagsayan yavru-
lardan 263 adedinin SPF C57BL/6 sutanne ile
beslenmesi saglanmistir. Sttanne tarafindan red
edilmeden emzirilen 178 adet yavru 21 gun sonra
sutten kesilmistir. Sutten kesilen fareler, SPF
uretim Unitesine nakil dbncesine kadar, erkek ve
disi olarak ayri kafeslerde, izolator icerisinde 15
hafta suresince pelet fare yemi ile ad libitum
beslenmisgtir.

Bu calisma sonunda, 4 ve 10 haftalik
Swiss albino farelerin  SPF Kkontrol testleri
sonunda elde edilen bulgular, Tablo 2’de
verilmigtir.

Tablo 2. 4. ve 10. haftada SPF kontrol test sonuglari

PATOJEN ETKEN SONUCLAR
4. hafta 10. hafta

HVJ(SV) Negatif Negatif
MHV Negatif Negatif
M.pulmonis Negatif Negatif
B.piliformis (Tyzzer’s) Negatif Negatif
Salmonella spp. Negatif Negatif
E.coli 0115a Negatif Negatif
B.broncheceptica Negatif Negatif
P.aeroginosa Negatif Negatif
P.pneumotropica Negatif Negatif
C.kutscheri Negatif Negatif
Shigella spp. Negatif Negatif
S.pneumoniae Negatif Negatif
K.pneumonia/oxytoca Negatif Negatif
Proteus spp. Negatif Negatif
S.aureus Negatif Negatif
Ekto parazit Negatif Negatif
Endo parazit Negatif Negatif

TARTISMA VE SONUC

Latent enfeksiyona sahip hayvanlarin, deney
sonuglarina olan olumsuz etkileri SPF hayvan-
larin kullanimi ile ortaya konulmustur (3,4).
SPF’lerle konvansiyonel koloniler arasinda
enfeksiyon ve etkenlere duyarlilik ydnunden
onemli fark olmamasina karsin, SPF farelerde
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nedeni belirlenemeyen odlumlerin daha az
goruldugl, Ureme oraninin yuksek ve uzun
suren deneylerde daha Ustun oldugu bildiril-
mistir (1,2). Bleby (1979) SPF kedilerin Ureme
performansinin konvansiyonel olanlara oranla
daha Ustiin oldugunu ve siitten kesilme oncesi
yavru kayiplarinin oldukga az oldugunu kaydet-
migtir (6).

Bu calismada, biyomedikal arastirmalarda ve
biyolojik Uruinlerin kalite kontrol testlerinde in vivo
test materyali olarak kullanilan Swiss albino
fare soyunun SPF’lestiriimesi hedeflenmistir.
4. ve 10. haftalarda yapilan SPF kontrol sonug-
larinin olumlu oldugu gbzlenmis ve fareler
in vivo galigmalar i¢in uygun olarak degerlen-
dirilmigtir.

Gnotobiyotik teknikle, mikrobiyolojik yonden
tanimlanmig hayvanlarin uretilmesi i¢in mikro-
biyolojik gecirgenligi olmayan esnek film bariyer
(Izolator) sistemi Reyniers ve Trexler (1983)
tarafindan tanimlanmistir (7-9). Basit olarak
esnek plastik (PVC, vinil, naylon v.b) madde-
lerden yapilan bariyer sistemleri hayvanlari
patojen  mikroorganizmalardan  korumakta
ve mikrobiyal etkileri dbnlemektedir (1,7). Foster
(8, 10, 11) SPF rat Uretiminde ve SPF kolonisi
olusturulmasinda, Trexler’in izolatdor sistemini
kullanmustir.

Calismamizda, gnotobiyotik Uretim tekni-
ginde kullanilan Trexler tipi esnek film izolatorl
modifiye edilerek, basit teknik ve malzemelerle
mikrobiyal gecirgenligi olmayan ekonomik bir
izolator hazirlanmigtir. Konvansiyonel hijyene
sahip Swiss albino gebe farelere dogum kanali
acllmadan histerektomi uygulanmigtir. Uterus
patojen mikroorganizmalardan arinmig izolator
icerisine nakledilmig, yavrular izolator icinde
canlandirilmis ve sutanneler (C57BI/6-SPF)
tarafindan emzirilmistir. Elde edilen yavrularin
bakim ve beslenmeleri hazirlanan izolator
icerisinde surdurtlmustir.

Izolator sisteminde bariyer olarak en yaygin
PVC maddesi kullanildigi ve izolator igi
uygulamalarda oldukga biuiyuk hareket yetenegi
ve kullanim kolayhg sagladigi bildirilmistir
(1,2). Bu bariyer sisteminde gereksinim duyulan i¢
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basing izolatorun buyuklugune bagh olarak
degismekte olup hava kaynakli kontaminasyonun
onlenmesi i¢in bu basincin daima yuksek
tutulmasi geregi vurgulanmistir (1,7). Istenilen
diuizeydeki i¢ basincin saglanabilmesi, kullanilan
hava filtresinin direncine bagl olmakla beraber
2-3 mm su basincina denk olmasi gerektigi
bildirilmigtir (1,7). Hava filtresi olarak da cam elyaf
ve High Efficiency Particulate Air (HEPA) filtresi
kullaniimaktadir (7).

Calismamiz da izolator bariyeri olarak
kullanilan PVC ile yapilan uygulamalar bildirimleri
dogrulamaktadir. Ancak izolatordeki nemin ve
ic basincin etkisiyle baglanti noktalarinda
zamanla agilmalar olugmustur.

Uterus nakil kanalinda kullanilacak dezenfek-
tanin zamanla azalmasi nedeniyle, dezenfektan
seviyesinin duzenli olarak kontrol edilmesi ve ek-
silen dezenfektanin normal seviyeye kadar
tamamlanmasi gerekmektedir.

Istenilen duzeydeki i¢c basincin saglanabil-
mesi kullanilan hava filtresinin direncine bagli
olmakla beraber 2 - 3 mm su basincina denk
olmasi gerektigi bildiriimistir (1,7).

Bes rafli bir standi kapsayacak sekilde
hazirlanan izolatérun i¢ basinci normal cevre-
den 5 mm fazla su basincina denk olacak
sekilde ayarlanmasina ragmen, izolatoriin
sondugu gorulmustur. Hava cikis filtresi Ug
kat yapilarak fazla hava cikisi dnlenmis ve
ic basing 150-200 mm su basincina ayarla-
narak izolatorun sdbnmesi engellenmigstir. Bu
da izolatdr ic basincinin ayaranmasinda filtre
direnci ve izolatorun buyuklugunun etkili oldugunu

TESEKKUR

gostermektedir. Bu nedenle izolator i¢ basing
ayarlanmasinda yeterli olarak bildirilen basingtan
ziyade, kullanilacak filtre ve izolator buyuklugune
gore basincin saglanmasi yapilacak ¢alismalari
daha guvenli kilacag! anlagiimaktadir.

Izolator, i¢ duzenegi kauguk eldiven,
malzeme nakil kanali, uterus nakil kanali ve
havalandirma kisimlarindan olusmaktadir (7,9).

Izolatdr eldiveni olarak pahali, dayanikli,
kullanigl olmayan ve hareketi sinirlayan bilek
uzunlugunda eldivenler kullanilabilecegi gibi
bu olumsuzluklarin tersine kol uzunlugundaki
eldivenlerin kullaniimasi da onerilmigtir (7-9).
Bu calismada izolatér de kolluk olarak bilek
uzunlugunda bulasik eldiveni kullaniimigtir.
Oldukga ekonomik olmasina ragmen bu eldiven-
lerin izolator ici uygulamalarda personel hareket-
lerini kisitladigi gdozlenmistir. 1zolator igi uygula-
malarda iki kol boyu (bir kula¢) kadar hareket
alani ve kabiliyeti saglayan kol uzunlugunda
eldivenlerin kullaniimasinin personelin calisma
yetenegini artiracagi gorusu benimsenmisgtir.

Sonug olarak, modern ve pahali izolatorler
yerine, ayni fonksiyonlara sahip, oldukca basit ve
ekonomik bir izolatdor kullanarak konvansiyonel
farelerden SPF fare Uretiminin mumkiin oldugu
gorulmustur. Ancak bu izolatdorde, ic basincin
ayarlanmasinda hava filtre direnci ve izolator
buyuklugunun dikkate alinmasi, c¢alisanlara
hareket kolayligi saglayan, kol uzunlugunda
eldiven kullanilmasi ve uterus nakil kanalindaki
dezenfektan seviyesinin sabit tutulmasi igin
izolatorun duzenli olarak kontrolunun yapilmasinin
gerekli oldugu saptanmistir.

Bu calismaya katki saglayan Biyolojik Kontrol Laboratuvar Sefi Veteriner Hekim Ahmet UNAL’a ve JICA Proje

Lideri Dr. Morihiro MORITA'ya tesekkur ederiz.
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