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Onsoz

Kanatli hayvanlarda ¢ok bulasic1 ve o6ldiirticii viral bir enfeksiyon olan Newcastle
hastaligina kars1 korunmada asilama ¢ok dnemlidir. Bu amagla kiimes hayvanlarinda
canli ve inaktif asilar kullanilmaktadir. Uretilen tiim as1 serilerinde, iiretici firmalar
ve yetkili otoritelerce, asmin istenilen bagisikligi sagladigini ortaya koyan
etkinlik/potens testleri yiiriitilmektedir. Geleneksel olarak inaktif asilarda
gerceklestirilen etkinlik testleri in-vivo olarak deney/hedef hayvanlarinda
gerceklestirilen immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-galeng testleri seklindedir.
Bu testlerin ¢ok fazla sayida hayvan kullanilarak ¢ok wuzun siirelerde
gergeklestirilmesi, siki biyogiivenlik onlemleri gerektirmesi, uzun test siirelerine
bagli olarak beslenme ve bakim giderlerinin artmasi ve testlerde kullanilan virulan
karakterdeki epriivasyon suslarinin hem laboratuvar personeli hem de ¢evre icin risk
olusturmasi gibi ¢esitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu tez galigmasinda, Bornova
Veteriner Kontrol Enstitiisii’nde biyolojik tiriinlerin kalite kontrol testlerini yiiriiten
Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii’nde kontrolii gergeklestirilen inaktif
Newcastle hastaligi asilarinin etkinliginin belirlenmesinde, hayvan kullanimini
azaltan ya da ortadan kaldirmaya yonelik in-vitro bir test olan ELISA metodunun

uygulanabilirligi arastirilmistir.

Bu tez projesi (16-ECZ-008) Ege Universitesi Bilimsel Arastrima Projeleri (Ege-
BAP) Fonu tarafindan desteklenmistir.

Izmir, 14.05.2019 Mustafa KARS



Ozet

In-Vivo Yontemlere Alternatif Olarak In-Vitro Yontemle inaktif Newcastle

Hastahg Asilarinda Etkinlik Tayini

Bu tez c¢alismasinda, inaktif Newecastle hastaligi asilarinin  etkinliginin
belirlenmesinde, hayvan kullanimini azaltan ya da ortadan kaldiran in-vitro ELISA

metodunun uygulanabilirligi arastirilmistir.

Bu amagla, Newcastle hastaligina kars1 kanath hayvanlarda kullanilan tek ya da ¢ok
komponentli 9 inaktif Newecastle hastaligi asis1 ile yalanci reaksiyonlari
degerlendirmek icin Newcastle hastaligi virusu icermeyen 2 as1 kullanildi. Asilarin

etkinlik diizeyleri in-vivo ve in-vitro yontemlerle degerlendirildi.

In-vivo olarak “Spesific Pathogen Free” (SPF) civcivlerin asilanmasi sonrasi olusan
antikor yanitin serolojik olarak degerlendirildigi hemaglutinasyon inhibisyon testi ve
SPF civcivlerde koruma diizeylerinin belirlendigi ¢aleng/epriivasyon ¢aligmalari
gerceklestirildi. In-vitro olarak ise Inaktif Newcastle hastalig1 asilari icin gelistirilmis
olan ve asida bulunan hemagliitinin ve ndraminidaz antijenlerini saptamaya yonelik
sandvi¢ ELISA testi kullanildi. ELISA testinden elde edilen optik dansite sonuglar
kullanilarak Combistats Istatistiksel Analiz Yazilim Programu ile paralel dogru analiz

metoduyla asilarin relatif potens degerleri hesaplandi.

Hemaglutinasyon inhibisyon test sonuglar1 2** ile 2°* araliginda, immunizasyon-
caleng sonuglar1 56 ile 136 PDsg araliginda ve ELISA testi ile relatif potens degerleri
6,02 ile 98,23 antijen linitesi araliginda bulundu. ELISA testi ile immunizasyon-
calen¢c testi arasinda (r°=0,93) ve hemaglutinasyon inhibisyon testi ile
immunizasyon-galeng testi arasinda (r?=0,95) anlamli korelasyon saptandi. ELISA
testinin duyarliligi %89, 6zgiilliigi ise %100 olarak hesapland: ve tekrarlanabilirlik,
tekrar tretilebilirlik degerleri agisindan kabul edilebilir sinirlar iginde seyrettigi
goriildii.

Bu sonuglara gore, laboratuvar sartlarinda ELISA metodunun uygulanabilirligi,
standart prosediire olan uyumu ve ayni 6rnekler {izerinde benzer sonuglar verebilme

yetenegi gosterilmis oldu.
Anahtar Kelimeler; Newcastle hastalig1 asis1; in-vivo ; in-vitro; SPF; relatif potens



Abstract

Determination of Efficacy in Inactive Newcastle Disease Vaccines with an In-

vitro method as an Alternative to In-vivo Methods.

In this thesis study, the applicability of an in-vitro ELISA method which reduces or
eliminates the need for animal trials in establishing the efficacy of inactive
Newcastle Disease Vaccines was investigated.

For this purpose, a single or multi-component 9 inactivated Newcastle disease
vaccines used in poultry and two vaccines without Newcastle disease virus were used
to assess pseudo-reactions. The efficacy levels of vaccines were evaluated by in-vivo

and in-vitro methods.

As in-vivo tests, vaccines were applied to the “Spesific Pathogen Free” (SPF) chicks
and antibody response was determined serologically (hemagglutination inhibiton
test), and protection levels were determined with challenge trials. As in-vitro,
Antigen amount in vaccines were calculated with a sandwich ELISA test based on
the determination of hemagglutinin and neuraminidase levels developed for inactive
Newcastle vaccines. Relative potency values of vaccines were calculated by using
the parallel line analysis method with Combistats Statistical Analysis Software
Program by using optical density results obtained from ELISA test.

Hemagglutination inhibiton test results were found to be in between 2> and 2°%;
immunization/challenge results ranged between 56 and 136 PDsy and ELISA test
results were between 6,02 and 98,23 antigen units. Meaningful correlation was found
between the ELISA test and immunization/challenge test (r’=0,93) as well as
hemagglutination inhibiton and immunization/challenge test (r>=0,95). Sensitivity
and specificity were found to be %89, %100 respectively and in terms of

reproducibility and repeatability they were within acceptable range.

According to these results, the ELISA procedure’s applicability, compatibility with
standard procedure as well as its ability to provide similar results on the same

samples were demonstrated.

Key words: Newcastle Disease Vaccine, in-vivo; in-vitro; SPF; Relative potency
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1. Giris

Asilama, tiim diinyada bir¢ok enfeksiyon hastaliktan korunmada ve bu hastaliklarin
yayilimininin 6nlenmesinde en etkili yontemdir (Stokes ve ark., 2011a; Shahid ve
ark., 2017). Asilamanin tarihgesine bakildiginda M.O. 429 yillarinda Yunanistan’da
cicek hastaligindan kurtulan kisilerin bir daha hastaliga yakalanmadigi, M.S. 900
yillarinda Cin’de ¢icek hastaligina yakalanan kisilerin deri dokiintiilerinin saglikli
kisilere uygulanmasi ile ¢igek salgimin engellendigi bilinmektedir (Kumar ve ark.
2018; Plotkin, 2014). Modern anlamda ilk as1 uygulamasi ¢icek asisi ile Dr. Edward
Jenner tarafindan 1796 yilinda ortaya konulmustur (Plotkin, 2014). Giiniimiizde
hastaliklardan korunmada en akilci yaklasimin asilama oldugu bilinmekte olup,
asilarin etkin kullanimiyla; kuduz, bruselloz ve salmonelloz gibi zoonotik karakterde
bircok enfeksiyonun gelisimi Onlenerek diisiik maliyetli, saglikli ve gilivenilir
hayvansal gida iiretimi saglanmis, boylece hem hayvan hem de insan saglig
korunmustur (Stokes ve ark., 2011a).

Asilar, ilaglardan farkli olarak canli organizmalardan elde edilirler ve bu
ozelliklerinden dolayr her partinin benzersiz oldugu kabul edilir. Canl
organizmalarin dogal degiskenligine bagh olarak ve ¢evreden kaynaklanan kirlenme
potansiyelinden dolayr her partinin rlin tutarliligini, giivenligini ve etkinligini
saglamak i¢in kontrol edilmesi gerekmektedir (Hendriksen, 2009). Bu nedenle her
bir as1 serisinin hem {iretici firmalar hem de yetkili otoriteler tarafindan,
fizikokimyasal, sterilite, giivenlik ve etkinlik testleri gibi bir dizi kalite kontrol
testinden gecirilmesi gerekmektedir.

As1 tretim ve kontroliinde kullanilmak iizere, cesitli farmakopeler, uluslararasi
organizasyonlar ve diizenleyici otoriteler tarafindan ¢esitli monograflar ve kilavuzlar
tanimlanmistir (Halder, 2001). Gergeklestirilen kontrol testleri sterilite, etkinlik ve
giivenlik testleri olarak smiflandirilabilir. Yiriitiilen bu testlerin her biri 6nemlidir
ancak profilaktik amagla kullanilan bir biyolojik {iriin i¢in en 6nemli test hig siiphesiz
etkinlik/potens testleridir.

Potens testleri, lriin etkinligiyle dogrudan veya dolayli olarak iligkili oldugu
diisiiniilen bir veya daha fazla parametrenin Olclilmesini esas alan ve as1 kalitesini

ortaya koymada kullanilan ana testtir (Hendriksen, 2009; Kumar ve ark., 2018).



Asilar tretildikten sonra canli ya da inaktif tiim as1 serilerinde potens testleri
yapilmasi gerekmektedir. Gergeklestirilen potens testleri epriivasyon testleri, toksin
notralizasyon testleri, hiicre iligkili testler ve titrasyon testleri igerisinde
degerlendirilebilir. Genel olarak canli asilarin etkinligi in-vitro titrasyon testleri ve
koloni saymm testleri ile belirlenirken inaktif asilarin etkinligi immunizasyon-caleng,
toksin notralizasyon, immunizasyon-seroloji testleri gibi in-vivo yontemlerle
yapilmaktadir (Kumar ve ark., 2018).

Hayvanlarda kullanilan asilarin, ¢iftlik hayvanlari, evcil hayvanlar ve yaban hayati
dahil olmak iizere 400'den fazla hastalik icin kullanildigi tahmin edilmektedir.
Kiiresel diizeyde insanlarda kullanilan agilardan elde edilen gelir, hayvanlarda
kullanilan asilarin 30 katindan fazla olmasina ragmen, hayvan asilar liretim miktar
acisindan beseri agilardan ¢ok daha fazladir, sadece sigirlarda kullanilan sap hastalig
asilar1 ve kanatli hayvan hastaliklarina karst kullanilan asilarin milyarlarca dozu
buldugu bilinmektedir (Knight-Jones ve ark., 2014). Bu kapsamda, her yil 10
milyonun tizerinde laboratuvar hayvaninin immunolojik triinlerin iiretim ve kontrolii
icin kullanildigr ve bunun %80’lik kisminin giivenlik ve etkinlik testleri igerisinde
oldugu degerlendirildiginde, hayvan kullaniminin ne kadar biiyiik rakamlara ulastig
goriilmektedir (Halder, 2001).

Laboratuvar ya da deney hayvami kullanilarak gerceklestirilen testlerin gesitli
sinirliliklar  bulunmaktadir.  Bu  sinirhiliklar;  yiiriitiilen testlerin - deney/hedef
hayvanlarin bireysel kondisyonlarina bagli olmasi nedeniyle stabil olmayip degisken
sonuglar verebilmesi, testlerde koruyuculugun ortaya konulmasi i¢in kullanilan
patojen suslarin ¢evre igin tehdit olusturmasiyla beraber hayvanlarda i1zdirap ve
sikinttya yol agmasi, testlerin gerceklestirildigi ortamlarin yiiksek biyogiivenlik
diizeyi gerektirecek sekilde dizayn edilmesi ve buna bagh yliksek yatirim maliyetleri
gerektirmesi, asilarin ortalama 2 yil gibi bir raf 6mrii siiresine sahip olmasi bununla
birlikte test tekrarlar1 nedeniyle calismalarin aylarca siirecek olmasi sayilabilir.
(Hendriksen, 2009; Kumar ve ark, 2018). S6z konusu sinirliliklarla birlikte hayvan
refah1 konusundaki etik kaygilar, kalite anlayisindaki degisim ve iyi iiretim
uygulamalar1 (“Good Manufacturing Practices”-GMP)’nin bir sonucu olarak ilk
olarak William Russell ve Rex Burch'in 1959 yilinda yazmis olduklari "Insancil
Deneysel Teknigin Prensipleri" kitabinda belirtilen ve kisaca 3R prensibi olarak

tamimlanan azaltma (reduction), iyilestirme (refinement), yerine koyma



(replacement) olarak ifade edilen uygulamalarin 6nem kazanmasi ile in-vivo testlerde
kullanilan hayvan sayilariin azaltilmasi, deneylerde kullanilan hayvanlara yonelik
bakim ve beslenme sartlarinin iyilestirilmesi ve in-vivo testlere alternatif in-vitro test
metotlarinin gelistirilmesi ve kullanimi tesvik edilmektedir (Kumar ve ark., 2018;
OIE, 2018; European Pharmacopoeia, 2017a; European Pharmacopoeia, 2017c).

Hayvansal modellere alternatif in-vitro metotlarin dogrulanarak uygulamaya
aktarilmas1 igin cesitli kuruluslar hizmet vermektedir. Avrupa’da Ila¢ Kalite ve
Saglik Hizmetleri Direktorliigii (EDQM) biinyesinde, Avrupa Alternatif Metotlarin
Validasyonu Merkezi (ECVAM) kurulmustur (Hendriksen ve ark., 1998).
Amerika’da Alternatif Metotlarin Validasyonu Uzerine Kurumlararas: Koordinasyon
Komitesi (ICCVAM) ve Alternatif Toksikolojik Yontemlerin Degerlendirilmesinde
Ulusal Toksikoloji Programi Girisim Merkezi (NICEATM) bulunmaktadir (Stokes
ve ark., 2011b). Avrupa’da ECVAM alternatif metotlarin uygulamaya aktarilmasi
icin gerekli olan test gelistirme, prevalidasyon, validasyon, bagimsiz degerlendirme
ve metodun yasal onay siireglerini yiiriitmekte gorevlidir (Hendriksen ve ark., 1998).
Resmi ilag Kontrol Laboratuvarlart (OMCL) a1 iizerinden organize edilen birgok in-
vitro caligma ile biyolojik iiriin kontroliinde alternatif metotlarinin gelistirilmesi,
uygulamaya konmasi ve validasyonu konusunda Avrupa Birligi (AB) i¢inde ¢esitli

projeler yliriitilmiistiir.

Kanatli hayvan yetistiriciliginde yliksek morbidite ve mortalite orani ile seyreden
akut ve sistemik bir hastalik olan Newcastle hastaligina karsi miicadelede, en etkili
yol asilamadir. Bu amagla kullanilmakta olan canli ve inaktif Newcastle hastalig
(ND) asilar1 bulunmaktadir. Kanatlilarda gergeklestirilen etkinlik testlerinde belli
hastalik ajanlarini viicutlarinda tagimayan ve kanlarinda da spesifik antikor
bulunmayan sertifikali ve 6zel kosullarda yetistirilen (“Spesifik Pathogen Free”-SPF)
hayvanlar kullanilmaktadir. Avrupa Farmakope’de; canli ND asilarinda etkinlik
testleri embriyolu yumurtalarda gergeklestirilen virus titrasyon testleriyle, Inaktif ND
asilarinda in-vivo bir metot olan immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-galeng
testleriyle ortaya konulabilmektedir. immunizasyon-seroloji testinde; 10 adet 21-28
giinliik SPF civciv, as1 dozunun 1/50’si ile immunize edilmekte, bunu takip eden 17-
21 giin sonra, immunize edilmemis olan 10 adet kontrol grubu dahil tiim hayvanlarin
kanlar1 alinarak serumlart ayrilmakta ve serum Orneklerinde hemaglutinasyon

inhibisyon testi (HI) testi ile olugan antikor yanit degerlendirilmektedir. Asili grubun
3



HI test sonuclart ortalamasimin 2* ve iizerinde olmasi ve kontrol grubunun 22 ve
altinda sonuglar vermesi asilarin etkinligini gostermektedir. Seroloji testinde yeterli
sonu¢ alimamamast halindeyse immunizasyon-¢aleng testlerinin gerceklestirilmesi
istenmektedir. Caleng testleri i¢in 21-28 giinliik yastaki 20 SPF civcivden olusan
gruplar olusturulmakta ve her bir grup bir as1 dozunun farkli dilusyon oranlart (1/25,
1/50, 1/100) ile agilanmaktadir. Asilamadan 17-21 giin sonra 6 log;o Embriyo Lethal
Dozsy (ELDsp) sahip velojenik karakterde bir ¢aleng susu ile asilanmis ve
asilanmamis kontrol grubunda bulunan civcivler epriive edilmektedir. Epriivasyonu
takip eden 21 gilin boyunca hayvanlar gilinliikk olarak gdzlemlenerek kontrol
grubundaki civcivlerin 6 giin icerisinde 6lmesi beklenmektedir ve asili gruptaki
hayvanlardan hastalik semptomu gostermeksizin hayatta kalan civciv sayilar
tizerinden koruyucu doz (“protective dose”-PDsg) hesaplanarak potens hakkinda
karar verilmektedir (European Pharmacopoeia, 2017b). ABD’de ruhsatlanmig inaktif
ND asilarinda potens belirlemede “Code of Federal Regulations" CFR gereklilikleri
uygulanmaktadir. Potens testi i¢in asinin Onerilen doz miktar ile 2-6 haftalik yas
araligindaki en az 10 SPF civciv asilanmakta, asilamadan en az 14 giin sonra asili ve
kontrol grubunda bulunan civcivler epriive edilmekte, 14 giin boyunca
gozlemlenerek hayatta kalma oranlari degerlendirilmektedir. Asilarin testi gegcme
kriteri en az %90 iizerinde bir koruyuculuk saglamasidir (USDA APHIS, 2018a).
Gergeklestirilmekte olan immunizasyon-challenge testleri sirasinda patojen
mikroorganizmalarin kullanilmasi, biyogiivenlik seviyesi yiiksek alanlara (“Bio
Security Level” BSL-3) ya da izolator gibi ekipmanlara ihtiya¢c duyulmasi, uzun test
siireleri gerekmesi gibi bir takim sinirhiliklar ve zorluklarla karsilagiimaktadir. inaktif
Newcastle hastalig1 asilar1 lizerinde yiiriitiilen etkinlik ¢aligmalari, as1 igerisindeki
antijen miktart ve Newcastle hastaligi virusunun sahip oldugu ylizey proteini
hemaglutinin-néraminidaz (HN)’a kars1 gelisen immun yanit arasinda giiglii bir
korelasyon oldugunu gostermistir (Claassen ve ark., 2003; Claassen ve ark., 2004).
2000°1i yillarda veteriner sahada alternatif metotlarin gelistirilmesi i¢in kuduz,
Clostridia spp., Leptospira spp., balik ve kanatli asilar1 {izerinde yogunlagilmis ve bir
kanatli asis1 olan inaktif Newecastle asilarinin potens kontroliinde ELISA testi,
prevalidasyon ve validasyon calismalari gergeklestirilerek 2007 yilinda Avrupa
Farmakope’ye alternatif bir metot olarak girmistir (Claassen, 2011). Bildirilen cift

antikor sandvig ELISA testi ile hi¢gbir asilama uygulamasina gidilmeksizin dogrudan
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yag-su emiilsiyonu formundaki inaktif ND asilar1 igerisinde bulunan HN antijeni
kantitatif olarak Ol¢iiliip, bulunan deger referans antijenle kiyaslanir ve bdylece
relatif potens hesaplanarak asilarin sahip oldugu antijen iinitesi (AU) tizerinden
etkinlik/potens belirlenir (Claassen, 2011). Relatif potens hesaplanmasinda, bir
tiriiniin sahip oldugu doz veya potensin, referans kabul edilen benzer bir iirliniin doz
veya potensi temel alinarak esdeger bir degisim ile karsilagtirilmasi esastir. Relatif
potens farmakolojik analizlarde doz-yanit cevaplarini ve immunolojik {riinlerin
bilinen bir iiriine gore etkinligini degerlendirmekte kullanilabilmektedir (Wilbur,
1993). Relatif potensin hesaplanmasinda test Orneginin referansla benzer yapida
olmasi, farkli diliisyon noktalarinda olugan yanitin referansa benzer bir egim ile sabit
bir oranda degisim gostermesi dnemli olup, bu amagla egim orani analizleri, paralel
dogru analizleri ve sigmoid egri analizleri kullanilabilmektedir (Siev, 1997; Dinse ve
Umbach, 2011). Inaktif ND asilarmin in-vitro metotlarla degerlendirildigi gesitli
calismalarda geleneksel in-vivo metotlarla arasinda kabul edilebilir diizeyde
korelasyon oldugu bildirilmistir. (Claassen ve ark., 2003; Claassen ve ark., 2004;
Motitschke ve Jungbiack, 2011).

Bu calismada, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii biinyesinde hizmet veren,
tilkemizde veteriner sahada kullanilan biyolojik {irlinlerin kalite kontrol testlerini
gerceklestirmekten sorumlu olan Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii’nce
kontrolleri saglanan inaktif Newcastle hastaligi asilarinda in-vivo testlere alternatif
in-vitro bir metot olan ELISA testi ile, as1 igerisindeki antijen miktar1 belirlenerek

etkinligin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. Genel Bilgiler

Newcastle hastaligi evcil ve yabani bir¢cok kanatli tiirlinde goriilebilen oldukca
bulasici viral bir hastaliktir (Swayne ve King, 2003). Yiiksek morbidite ve %100’
varan mortalite oranlar1 ile diinyadaki en onemli kanatli hastaliklarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Cattoli ve ark., 2011). Newcastle hastaligina Paramyxoviridae
ailesi Avulavirus genusu igerisindeki virulan Avian Paramyxovirus (APMV)-1
suslar1 neden olmaktadir (Miller ve Koch., 2013; Aly ve ark., 2018). Hastalik klinik
acidan belirtisiz vakalardan, sindirim, solunum ve sinir sisteminde belirtiler
sergileyen ve hizla 6limciil sathaya ilerleyen vakalara kadar genis bir aralikta

goriilebilmektedir (Cattoli ve ark., 2011).

2.1. Etiyoloji

Avian Paramyxoviruslar antijenik yapisindaki farkliliklara gore 15 farkli serotipe
(APMV1-15) ayrilmaktadir (Alexander ve Gough, 2003; Meng ve ark., 2016).
Newecastle hastaligi etkeni APMV-1, Paramyxoviridae ailesi Avulavirus genusu
icerisinde yer alir (Butt ve ark., 2018). APMV-1 zarfl1 bir virus olup viryonlart 100-
500 nm’lik boylarda yuvarlak, filamentdz, pleomorfik fomda goriilebilmektedir
(Miller ve Koch, 2013). NDV genomu 15.186-15.198 kilobaz agirlikta negatif
polariteli, tek iplik¢ikli, segmentsiz bir RNA’dan olugmaktadir (Czegledi ve ark.,
2006; Liu ve ark., 2018).

2.2. Epidemiyoloji

Hastalik ilk olarak Endonezya’nin Java adasinda ve ardindan Ingiltere’de bir liman
kenti olan Newcastle upon Tyne kasabasinda goriilmiis ve ilk kez ortaya ciktig1 bu
yerle anilan bir hastalik olarak tanimlanmigtir. Hastalia en duyarh tiir tavuklar
olmakla beraber hindi, giivercin, kanarya, tavus kusu, siiliin, bildircin, muhabbet
kusu, ordek, kaz, deve kusu gibi evcil ve yabani 250°nin {izerinde farkli kanath
hayvan tiirlinde goriilebilmektedir (Von Messling, 2017; Spickler, 2016). APMV-1

izolatlar1 tek bir serotipe ait olmasina ragmen genotipik yapidaki degisiklikleri ortaya
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koyan filogenetik analizlerle sinif I ve sinif II olarak ayrilmis ve bu siniflar igerisinde
farkli genotipler tanimlanmis olup, hastaliga yaygin olarak sinif II igerisinde bulunan
velojenik  karakterdeki genotip VII igerisinde smiflandirilan viruslar neden
olmaktadir. Bulasma enfekte hayvanlarin birbirleri ile direkt temasi ile alimenter
yolla ve enfekte partikiillerin inhalasyonu yolu ile olmaktadir (Von Messling, 2017).
Hastaligin hizli yayiliminda; hastaligin endemik oldugu {ilkelerden yasal veya
yasadis1 enfekte canli hayvan veya lriinlerinin ithalati, enfekte egzotik kafes kuslari
ile yabani kuslarin hareketleri, ¢esitli amaglarla (yaris, gosteri veya etlik) yetistirilen
giivercinler ve kumrularin pazarlar arasi hareketleri sayilabilir (Miller ve Koch,

2013; Bello ve ark., 2018).

2.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

ND’nin klinik belirtileri; virusun virulansi, doku affinitesi, enfektif doz miktari,
kanath tiir, yas ve bagisiklik durumuna bagli olarak biiyiik farkliliklar gosterir.
Enfekte tavuklarda goriilen klinik bulgulara gore bes klinik form tanimlanmigtir
(Brown ve ark., 1999; Alexander ve Gough, 2003).

Viserotropik velojenik: Yiiksek mortalite ve yogun hemorajik enteritin goriildigii
formdur.

Norotropik velojenik: Yiksek mortalite ile solunum ve sinir sistemlerindeki
belirtilerin yaygin oldugu formdur.

Mezojenik: Diisiik mortalite ile seyreden solunum sistemindeki hafif belirtiler ve
nadiren sinirsel bulgularla karakterize formdur.

Lentojenik: Solunum sistemine iliskin bozukluklarla karakterize bir formdur.
Asemptomatik: Avirulan bir form olup subklinik enterik enfeksiyona neden

olabilmektedir.

Virusun inkubasyon periyodu 2-15 giin arasinda degismekle beraber ortalama 5-6
giin olup, velojenik izolatlarla enfekte olmus tavuklarda 2 giline kadar
diisebilmektedir, asir1 virulan virus tiirleriyle enfeksiyon halinde kisa siire iginde 6lii
bulunan c¢ok sayida kanath goriilebilir (OIE, 2012). NDV insanlarda lokal bir

keratokonjoktivite sebep olmakta, enfeksiyon maruziyet sonrasi 24 saat iginde



gelismektedir (Swayne ve King, 2003). Insan enfeksiyonlarinda karsilasilan klinik
belirtiler, gozlerde tek tarafli veya iki tarafli kizariklik, lakrimasyon, g6z
kapaklarinda 6dem, konjoktivit ve subkonjoktival kanama seklindedir. Enfeksiyona
bagh gozlerdeki etki siddetli olsa da, genellikle gegicidir ve kornea etkilenmez (OIE,
2012). Risk grubundaki kisilerin, virusla enfekte sivilara dogrudan maruz kalan
laboratuvar personeli ya da kanatli hayvanlarla yakin temasi olan yetistiriciler oldugu
ve enfeksiyon olusumu i¢in virusun yiiksek konsantrasyonlarina maruz kalinmasi

gerektigi bildirilmistir (Spickler, 2016).

2.4. Tam

Newcastle hastaligi klinik olarak kanatli kolerasi, kanath ¢icegi, psittakoz,
aspergilloz, mikoplazmoz ve enfeksiyoz bronsit, enfeksiyoz larengotrakeit, kus gribi
gibi solunum yoluna iligkin bulgularla karakterize bircok enfeksiyonla
karisabilmektedir (Piacenti ve ark., 2006). Bas bolgesinde 6dem, sislik ile ibik ve
sakalda siyanoz, ser6z membranlarda petesiyal kanama, solunum ve sindirim
sistemine iligkin lenfoid dokularda 6zellikle de sekal tonsiller ve peyer plaklarinda
tilser ve nekroz goriilmesi Newcastle hastaligini disiindiirse de ND igin
patognomonik kabul edilmemekte ve kesin tam1 laboratuvar testleri ile
konulabilmektedir (Miller ve Koch, 2013; OIE, 2012). ND siipheli materyalle
calisilacagi zaman en az BSL-2 diizeyinde calisilmasi, eger virulan NDV suslarinin
iretimi veya epriivasyon caligmalarinda kullanilmasi gerekiyorsa BSL-3 seviyesi
gereklidir (OIE, 2012). NDV tamisinda altin standart, virus izolasyonu ve
identifikasyonu olarak kabul edilmektedir (Alexander, 2000). Bu amagla enfeksiyon
belirtisi tagiyan canli kanatlilardan alinan trakeal, orofarengeal ya da kloakal sivaplar
ile 6li hayvanlardan alinan akciger, bobrek, bagirsak (igerigiyle birlikte), dalak,
beyin, karaciger ve kalp dokular1 ayr1 ayr1 ya da birlikte antibiyotik (penisilin-2000
inite/ml, streptomisin-2 mg/ml, gentamisin-50pg/ml, ve mikostatin-1000iinite/ml)
iceren PBS ile karistirilarak 9-11 giinliik SPF yumurtalarin allantoik bosluguna ekilir
ve 4-7 giin boyunca 37 °C’de %50-70 relatif nem iceren ortamlarda inkiibe edilir.
Siire sonunda 6liim goriilen yumurtalara ait allantoik sivilarda hemaglutinasyon (HA)
testi yapilir. HA testi negatif ¢ikan 6rneklerde SPF yumurtalarda bir ileri pasaj daha

yapilmasi onerilmektedir (OIE, 2012). Baz1t NDV suslar1 embriyolu yumurtalarda
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cogalmamakta, Civciv embriyo fibroblast, civciv embriyo karaciger, civciv embriyo
bobrek gibi primer hiicre hatlarina; Afrika yesil maymun bobrek epitelyal hiicreleri,
bebek hamster bobrek fibroblast hiicre hatlari gibi devamli hiicre hatlarina ihtiyag
duymaktadir (Lumeij ve Stam, 1985; McGinnes ve ark., 2006). NDV’nin sitopatik
etkisi; sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri, sinsityum ve dev hiicre olugumu ve
takibinde hiicre pargalanmasina bagl olarak ortaya ¢ikan plaklardir (Von Messling,
2017; Miller ve Koch, 2013). inokule edilmis embriyolu yumurtalara ait allantoik
stvida HA testi pozitifligi bakteriyel kontaminasyon, “Avian Influenza” (Al) ve diger
APMV enfeksiyonlar1 varliginda da goriilebileceginden, pozitif sonug¢ veren
orneklerde NDV spesifik antiserumu ile HI testi ya da molekiiler tan1 yontemleriyle
identifikasyona gidilebilir (Cattoli ve ark, 2011; OIE,2012). Konvansiyonel testlerle
giinlerce siiren identifikasyon testleri molekiiler yontemler olan ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (“Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction”
RT-PCR), kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (“Quantitative Polymerase Chain
Reaction” Q-PCR), teknikleri ile saatler i¢inde sonug¢ vermekte, bu teknikler
identifikasyon  ve  patotiplendirme ¢alismalarinda  yaygin  bir  sekilde
kullanilmaktadirlar (Bello ve ark., 2018). Biitiin Newcatle hastalig1 viruslart APMV-
1 olarak kabul edilse de Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii (“World Organisation for
Animal Health”-OIE) tarafindan sadece virulan APMV-1 ile gelisen enfeksiyonlar
hastalik olarak kabul edilmekte ve virulan oldugu belirlenen saha izolatlarinin
OIE’ye bildirilmesi gerekmektedir. Newcastle hastaligina neden olan izolatlarda
APMV-1 susunun virulansini belirlemek igin in-vivo ve molekiiler test yontemleri
kullanilabilmektedir (Dimitrov ve ark., 2017). Patotiplendirme ¢alismalarinda
molekiiler yontemlerin yeterli olmadigi durumlarda, yeni bir izolati karakterize
etmek i¢in, in-vivo testler olan; yumurtada ortalama 6liim siiresi (MDT), intraserebral
patojenite indeksi (ICPI), intravendz patojenite indeksi (IVPI) testleri
kullanilabilmekle beraber OIE nin gegerli kabul ettigi test ICPI testidir (OIE, 2012).

2.5. Tedavi ve Koruma

Newecastle hastaliginin bilinen bir tedavisi bulunmamaktadir (Miller ve Koch, 2013).
Hastaligin ¢ok sayida farkli evcil ve yabani kus tiirlinde goriilebilmesi ve 6zellikle

yabani kuslarin asemptomatik olarak virusu tasimasi, hastaligin yayilimini
Y



kolaylagtirdigr i¢in kanatli hayvan yetistiricilifinde hastalikla miicadelede
biyogiivenlik onlemleri, hijyen tedbirleri ile asilama uygulamalarinin birbirleriyle
uyumlu bir sekilde yiiriitiilmesi gerekmektedir (Bello ve ark., 2018). Ozellikle
hastaligin endemik oldugu bolgelerde gergeklestirilen tavukculuk faaliyetlerinde
asilama yapilmasiin hastaliktan korunmada 6nemli bir yeri bulunmaktadir (Von
Messling, 2017). Etkin bir asilama i¢in bolgedeki virulan NDV tipi, kullanilacak as1
tiiri (canl1 ya da inaktif), aginin uygulanma yolu, asilanacak hayvanlarin bagisiklik
ve hastalik durumlari, civcivlerin sahip oldugu maternal antikor seviyesi, onemli
parametrelerdir (Gallili ve Ben-Nathan, 1998; Spickler, 2016). Newcastle hastaligina
karst kullanilmakta olan canli, inaktif yag emiilsiyonlu ve vektor asilar
bulunmaktadir (Dimitrov ve ark., 2017; Senne ve ark, 2004). Canli asilarda
mezojenik, lentojenik ya da apatojenik enterik formdaki suslar kullanilabilmektedir.
Lentojenik suslar; Lasota, Clone 30, VG/GA, Hitchner B1, VH, F asemptomatik
enterik suslar; Ulster 2C, V4, 1,, PHY.LMV.42 mezojenik suslar; Mukteswar,
Roakin, Komarow, Hertfordshire olarak gruplanmistir (Allan ve ark, 1978; Carli,
2018; Gallili ve Ben-Nathan, 1998; Bello ve ark., 2018). Canli asilarla asilama
sonrasi, Lasota susu ile solunum sisteminde yan etkiler gelisebilirken Hitchner B1
ve F suslarinda boyle bir etki goriilmemektedir ve ilk asilama B1 susu igeren asilarla
baslatilip ardindan daha uzun siireyle ve gii¢lii bir immun yanit elde etmek igin
Lasota susu igeren canli asilar kullanilmaktadir. (Allan ve ark, 1978; Senne ve ark,
2004; Bello ve ark., 2018). Canli asilarin solunum sistemi tizerindeki yan etkilerinin
ortadan kaldirmak i¢in rekombinant vektor asilar gelistirilmistir. (OIE, 2012; Miller
ve Koch, 2013). Rekombinant asilarin, klasik canli asilarda karsilasilan maternal
antikor varliginda as1 etkinliginin azalmasina yonelik olumsuzluklar1 ve asilamaya
bagl viral yayilimi da azaltabilecegi bildirilmektedir (Bello ve ark., 2018). Inaktif
agilar lentojenik karakterdeki ND viruslarin embriyolu yumurtalarda yogun bir
sekilde tretilmesi ardindan amniyo allantoyik sivinin (AAF) steril kosullarda
toplanmasi ve kimyasal ajanlarla (Formol, Betapropiolakton (BPL) ve Binarietilamin
(BEI)) inaktive edilerek emiilsifiye edici mineral veya bitkisel yaglarla biraraya
getirilmesi seklinde gergeklestirilmektedir (Allan ve ark., 1978; Tlaxca ve ark., 2015;
Razmaraii ve ark., 2012). Inaktif asilarin yeterli seviyede bir bagisik yanit

olusturmasi i¢in fazla miktarda antijen igerecek sekilde veya bagisik yanitin giiciinii
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artirict bilesenler olan adjuvanlar eklenerek iiretimi gereklidir (Allan ve ark., 1978;
Bastola ve ark., 2017).

3. Gerec¢ ve Yontem

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan Beyaz Leghorn irki SPF civcivler Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisi Deney Hayvanlari Birimi’nde bulunan SPF kiimesten temin edilmistir.
Immunizasyon-seroloji testleri yiiriitiiliirken, her kafes icinde 10 adet civciv,
24-26'C sicaklik, % 50-65 bagil nem ve 12 saat aydmhk 12 saat karanhk 11k
periyodu altinda tutulmustur. Immunizasyon-caleng testlerinde ise civciv izolatorleri
kullanilmistir. Tiim galisma boyunca civcivlere % 20-22 oraninda protein ihtiva eden
civciv biiylitme yemi ve igme suyu verilerek adlibitum (hayvanlara serbest olarak,
yiyebildigi kadar yemleme yapilmasi) besleme yapilmistir. Arastirmanin
gerceklestirilmesinde, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun 26.04.2017 tarihli 71705440-170-2605 sayili karar numarasi ile etik

acidan sakinca bulunmadig bildirilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

3.1.2.1. Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS)

NaCl 8¢

KCI 0,29
K,HPO, 0,24
Na;HPO, 1,15 g (susuz)
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Distile Su gs. 1L

Manyetik karistiricida eritilerek pH 7,2-7.4’e ayarlanmis ve otoklavda 121°C’de 15
dk. steril edilmistir.

3.1.2.2. Kaplama Soliisyonu
Na,COs3 2,65 ¢/500 ml distile su
NaHCO; 2 9/1000 ml distile su

Cozdiiriilmiis olan Na,CO3 NaHCO3 iizerine pH 9,6 olacak sekilde eklenmistir.

4 °C’de 1 ay siireyle saklanmistir.

3.1.2.3. ELISA Buffer

0,5 ml %10’luk Tween-80, 99,5 ml PBS icerisine katilmig ve tizerine 5,1 g NaCl ve
1 g Bovine serum albiimin (BSA) eklenerek manyetik karistirici ile eritilmistir bu

soliisyon 4°C’de 1 hafta siireyle saklanmistir.

3.1.2.4. Yikama Soliisyonu

NaCl 8¢

KCI 0,2g
K,HPO, 0,24
Na,HPO, 1,15 g (susuz)
Tween 80 0,5 mi

Distile Su gs. 1L

Manyetik karistiricida eritilerek pH 7,2-7.4’e ayarlanmustir.
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3.1.2.5. Stop Soliisyonu(0,5 M)

HzSO4 27,76 ml

Distile Su gs.1L

3.1.2.6. Diger Kimyasallar

3,37,5,5"-Tetrametil benzidin (TMB) soliisyonu kullanima hazir formda substrat

seklinde ticari bir firmadan temin edilmistir.

3.1.3. Antijen ve Antikorlar

3.1.3.1. NDV Spesifik Monoklonal Antikor (MoAb)

Newcastle hastaligi virusu HN proteinine ait 335-355 aminoasitlik lineer epitop

bolgesine spesifik MoAb.

3.1.3.2. NDV Spesifik Konjuge Antikor (Tespit Antikoru)

Newcastle hastaligi virusu HN proteinine ait 335-355 aminoasitlik lineer epitop

bolgesine spesifik “Horse radish peroxidase” (HRPO) ile konjuge MoADb.

3.1.3.3. NDV Referans Antijen

Formolle inaktive edilmis, sisesinde 6 AU sahip antijen bulunduran liyofilize formda
NDV Ulster 2C susu.
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3.1.3.4. NDV Kontrol Antijen

B-propiolaktonla inaktive edilmis ve igerisinde bulunan AU bilinmeyen liyofilize

formda Lasota susu.

3.1.3.5. Sertifikalh Referans Standart (SRS) Antijen APMV-1

Ticari firmalardan temin edilmis olan, test edilen as1 suslarina spesifik titresi bilinen

pozitif antijen.

3.1.3.6. Sertifikalh Referans Standart (SRS) Antiserum APMV-1

Ticari firmalalardan temin edilmis test edilen as1 suslaria spesifik, titresi bilinen

pozitif antiserum.

3.1.4. NDV Epriivasyon Susu

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii Veteriner Biyolojik Uriinler
Kontrol Bolimil biinyesinde muhafaza edilen NDV Herts 33/56 susunun titresi
(ELDsp) testi ile belirlenmistir. Susun molekiiler karakterizasyonu Etlik Veteriner
Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi  tarafindan DNA  dizi analizleriyle
dogrulanmistir. Epriivasyon susunun titresi 9-11 gilinlik embriyolu yumurtalara
yapilan 3 farkli ekim sonucunun Spearmen-Kaerber metoduna gore degerlendirilmesi
ile 10%'® ELDs¢/0,2 ml olarak bulunmustur. Epriivasyon uygulamalar igin titresi
belirlenmis olan Herts 33/56 virus siispansiyonundan 6 logip ELDsp/0,5 ml’lik

epriivasyon dozu olusturulmustur.

3.1.5. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

» Sogutmali santrifiij
» Etiv
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» Buzdolab1
» Cok gozli mikroplaka okuyucu (450 nm)
» Cok gozli plaka yikayici
» Cok gozli plaka termoshakeri
» Bilgisayar ve yazici
> Vorteks
> Hassas terazi
» Laboratuvar tipi bidistile su cihazi
» Laboratuvar Geregleri
» Otomatik pipet
» Mikropipetler (200 pl, 1000 pul) ve standi
» Cok kanall1 mikropipet (8 kanall1 30-300 pl)
» Mikroenjektorler (0,001 ml’lik hassasiyette)
» Mikropipet uglari ( 200 pl, 1000 pl)
» Otomatik pipet uglari(5-10-20 ml)
» 96 kuyucuklu F tabanli mikroplaka (yiikksek baglama kapasiteli-Nunc
Maxisorp)
» 96 kuyucuklu V tabanli mikroplaka ( HI testi i¢in)
» Kan tiipleri (eppendorf)
» Kriyoviyal tiip (2 ml)
» Steril polypropilen tiip (15 ml, 50 ml)
» Mikroplaka sizdirmazlik bantlart
> Civciv izolatorleri
» Civciv biiyiitme kafesleri
3.2. Yontem

3.2.1. is Akas1 ve Koordinasyon

Proje cercevesinde planlanan tiim calismalar Ege Universitesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile Bornova Veteriner Kontrol Enstitlisii Veteriner

Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii’nde yiiriitiildii.
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3.2.2. Asilarin Hazirlanmasi ve Temini

Bu tez calismasinda, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Veteriner Biyolojik
Uriinler Kontrol Béliimiine, satisa esas kontrole gelen, farkli marka ve serilerde
sadece NDV komponenti igeren tek komponentli ve NDV yaninda baska as1
bilesenleri de igeren kombine karakterde toplam 9 inaktif asi ile olasi yalanci
reaksiyonlarin tespiti i¢in igerisinde NDV komponenti igermeyen 2 inaktif as1, in-

vivo testlerden immunizasyon-seroloji veya immunizasyon-galeng testleri ile in-vitro

ELISA testinde kullanildi. Kullanilan asilarin igerikleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan asilar ve igerikleri

As1 Susu As1 Tipi Inaktivasyon ajam

As1-1 Lasota susu Kombine Formaldehit
As1-2 VH susu Monovalan Formaldehit
As1-3 Clone 30 susu Kombine Formaldehit
As1-4 Lasota susu Kombine Formaldehit
As1-5 Lasota susu Kombine Formaldehit
As1-6 Ulster 2C Monovalan Formaldehit
As1-7 Lasota susu Kombine B-propiolaktan
As1-8 Lasota susu Monovalan Etilen-imin
As1-9 Lasota susu Kombine Formaldehit
As1-10 Reovirus susu Multivalan Formaldehit
Asi-11 Avibacterium paragallinarum

Multivalan Formaldehit

serotip A,B,C




3.2.3. Immunizasyon-Seroloji Testi

Her as1 6rnegi icin SPF siiriiden elde edilen ve her biri 21-28 giinliik yastaki 10
civeiv kullanildi. Kontrol grubu olarak en az 5 civciv asilanmadan birakildi. Her
gruptaki 10 SPF civcive mikro enjektorle asi dozunun 1/50° si kas i¢i yolla verildi.
Uygulamadan 17-21 giin sonra her bir civcivden en az 1 ml kan alinarak serumlari
ayrildi (Resim 1). Serum o&rnekleri 56°C’de 30 dakika boyunca bekletilerek
komplemanin inaktivasyonu saglandi ve -20°C’de muhafaza edildi. OIE Manuel
Bolim 2.3.14 belirtildigi  sekilde hemaglutinasyon (HA) ve hemaglutinasyon
inhibisyon (HI) testleri ile serumlarin antikor titresi hesaplandi (OIE., 2012). Asilar
icin Avrupa Farmakope’de tanimlanan etkinlik Kriteri, asili grupta ortalama HI
titresinin 4.0 log, tizerinde, asilanmamis kontrol grubunda ise 2.0 log, ve altinda

olmasidir.

Resim 1. Ependorf tiiplerindeki kan &rnekleri ve serumlari

3.2.4. Hemaglutinasyon Testi

HA testi ile HI testinde kullanilacak olan referans antijenin 4
hemaglutinasyon tnitesine (HAU) ayarlanmasi amaglanmakta olup test
asagida tanimlandig gibi yiiriitiild.

e 96 kuyucuklu V tabanli mikroplakanin tiim kuyucuklarina 25ul PBS eklendi.

e Ik kuyucuklara SRS antijenden 25ul ilave edildi ve ardindan iki katli seri
diliisyon yapildi.

e Diliisyon yapilan tiim kuyucuklara tekrar 25ul PBS ilave edildi ve ardindan
tiim kuyucuklara 25ul %1°lik yikanmis tavuk eritrositi eklendi.
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Negatif kontrol (kan kontrol) amaciyla ayrilan kuyucuklara 25ul PBS ve
iizerine 25ul %1°lik tavuk eritrositi eklendi.

Plakanin kenarlarina hafifce vurularak iyice karigmasi saglandi ve yaklagik
22+3°C’de 40 dakika kadar beklendi.

Siire sonunda eritrositlerin aglutinasyonuna bagli olarak dantela tarzinda
goriintii  olusan gozler HA (+), aglutinasyon olmaksizin eritrositlerin
mikroplaka tabanina ¢ékmesi sonucu diigme formasyonu seklinde goriintii
olusan gozler HA (-) kabul edildi. Dantela tarzinda goriintii olusan son
diliisyon basamag1 %100 HA veren diliisyon basamag: kabul edildi ve 1HAU
olarak belirlendi. %100 HA veren diliisyon basamaginin 4’e biilinmesi ile
kullanilacak olan 4HAU’ya sahip diliisyon basamagi belirlendi. Ornegin
1/512’lik diliisyonda %100 HA gortildiiyse 512/4=128, 1 kisim antijen 127
kisim PBS ile kanstirildi. Elde edilen bu 4HAU’ya sahip siispansiyon
mikroplakada iki paralel olacak sekilde ¢alisild1 1/2 ve 1/4 ‘lik dilisyonlarda
tam hemaglutinasyon verdigi goriildiikten sonra HI testinde ¢alisma

diliisyonu olarak kullanildi (Resim 2).

Kan kontrol

Resim 2. 4HAUya ayarlanmis olan antijen
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3.2.5. Hemaglutinasyon inhibisyon Testi

e 96 kuyucuklu V tabanli mikroplakanin tiim kuyucuklarina 25ul PBS eklendi.

e Asili hayvanlara ve kontrol grubuna ait serum orneklerinden plakanin ilk
sirasina 25ul eklendi ve iki katl seri dilisyonlar1 yapildi.

e Pozitif kontrol i¢in ayrilan siraya SRS antiserumdan 25ul ilave edildi ve iki
katli seri dillisyonlar1 yapildi. Seri diliisyonlar sonrasi tiim kuyucuklara
4HAU’ya ayarlanmis olan SRS antijenden 25ul eklendi.

e Plakanin kenarlarina hafif¢e vurularak iyice karismasi saglandi ve yaklasik
22+3°C’de 30 dakika. siireyle beklendi.

e Bekleme siiresi sonunda tim kuyucuklara %]1°lik yikanmig tavuk
eritrositinden 25ul eklendi ve hafif¢ge vurularak karigsmasi saglandi ve
22+3°C’de 40 dakika siireyle beklendi.

e Bekleme siiresi sonunda plaka egilerek degerlendirildi.

e Diigme formasyonu sekillenen ve gozyast damlasi seklinde akan gozler HI
(+) kabul edildi. HI titresi 4 HAU antijeni tiimiiyle inhibe eden serumun en
yiiksek diliisyonu olarak degerlendirildi.

e Dantela tarzinda goriinti olusan ve gozyasi damlast seklinde akinti
olusmayan gozler HI (-) kabul edildi.

e Testin gegerliligi negatif kontrol (kan kontrol) kuyucuklarinda eritrositlerin
antijen ile baglanip dantela tarzinda goriilmesi ve pozitif kontrol (SRS antijen
ve antiserum olan) kuyucuklarinda inhibisyona bagli diigme formasyonu
olugmasi ve plaka egimli tutuldugunda g6zyas: damlasi seklinde bir goriintii

olugmast ile saglandi.

3.2.6. Immunizasyon-Calenc Testi

e Avrupa Farmakope’nin 0870 sayili monografi geregi SPF siiriiden elde edilen
ve her biri 21-28 giinliik civcivler kullanildi.

e Her birinde 20 civcivin bulundugu test gruplar1 bir as1 dozunun degisen
(1/12,5, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200) oranlar ile kas i¢i yolla asilandi.

e 10 civciv ise kontrol grubu olarak birakildi.
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e Asilamadan 17-21 giin sonra kontrol grubu da dahil tiim gruplar kas i¢i yolla
6 logio ELDso/doz igeren velojenik APMV-1 (Herts 33/56) ile epriive edilerek
izolatore yerlestirildi.

e Uygulama sonras1 14 giin boyunca tiim gruplarda Newcastle hastaligi
semptomlarini gostermeksizin hayatta kalan civcivler tespit edilerek “Reed
and Muench” yontemine gore koruyucu doz (PDsp) hesaplandi
(Ramakrishnan, 2016).

e Testin gegerli olabilmesi icin epriivasyon sonrasit kontrol grubundaki tiim
hayvanlarin 6 giin i¢cinde 6lmesi ve etiket bilgisinde verilen en kiigiik doz
araligindaki koruyucu doz degerinin 50 PDsp’den biiyiikk olup olmadigi
degerlendirildi.

3.2.7. Asilarin Ekstraksiyon Islemi

Test edilecek asilarin ELISA testine alinabilmesi igin ekstraksiyon islemiyle asi
icerisindeki yag-su emiilsiyonunun bozulmasi ve antijenin su fazi igerisinde serbest

kalmasinin saglanmasi gerekmektedir (Claassen, 2011).

e Buislem i¢in 8 ml izopropilmiristat (IPM) 2 ml’lik as1 numunesiyle 15 ml’lik
bir tiip igerisinde 1 dakika kadar vortekslendi.

e Karisim 10 dakika boyunca sogutmali santrifiij kullanarak 8°C’de 2500
rpm’de santrifiijlendi.

e Islem sonunda tiipiin iist kisminda kalan sivi kisim (yag+IPM) pipetlenerek
uzaklastirildi (Resim 3).

e Tiiplin dip kisminda kalan degisik renk ve goriiniimdeki ve yaklasik 0,5-1

ml’lik hacimlerdeki sivi kisim kriyoviyallere aktarildi.
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Resim 3. Ekstraksiyon iglemi sonrasi ayrilmig olan su ve yag fazi

3.2.8. ELISA Testi

Inaktif ND asilarinin potensinin belirlenmesinde APMV-1 serotipinin sahip oldugu
HN protein miktarinin olglimiine dayanan ¢ift antikor sandvi¢ (DAS) ELISA
prosediirii kullanildi. As1 orneklerinin relatif potensi, sahip oldugu HN protein
miktar1 bilinen referans antijen (6AU/sise) ile igerdigi antijen miktar1 bilinmeyen test
ornekleri kiyaslanarak antijen {initesi (AU) olarak belirlendi (Claassen ve ark., 2004).
e Kaplama antikoru-MoAb 1,5 ml distile su igerisinde ¢dziildii. Uretim lotunda
belirtilmis olan diliisyon oraninda sodyum karbonathh kaplama buffer
soliisyonu i¢inde 1/20 oraninda diliie edilip 96 kuyucuklu F tabanli ELISA
mikroplakasinin tiim kuyucuklarma 100 pl eklendi. Mikroplaka, sizdirmazlik
bandi ile kapatilip 37°C” de 2 saat inkiibe edildi.
e Mikroplaka 350 pl/kuyucuk olacak sekilde 0,05% Tween 80 soliisyonu ile 3
defa yikand1 ve kagit havlu tizerinde kurutuldu.
e Referans antijen ve kontrol antijen iiretim lotunda belirtilmis olan diliisyon

oraninda 1,5 ml ELISA buffer solusyonu iginde ¢oziildi. Transfer
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mikroplakanin Al1-B1 kuyucuguna 250 pl referans antijen, B1-B7
kuyucuguna kontrol antijen 250 pul eklendi. Geri kalan tiim kuyucuklara 125
ul ELISA buffer ilave edildi. Mikroplakanin yukaridan asagiya C1’den H1’e
kadar olan kuyucuklarina ektraksiyon islemine tabi tutulmus as1 ornekleri
ELISA buffer igerisinde 1/4 oraninda sulandirilarak 2’serli setler seklinde 125
ul/kuyucuk olacak sekilde eklendi. 2 katli seri diliisyonlar yapilarak soldan
saga dogru plakanin 11. Kuyucuklarma kadar gelindi ve her diliisyon
basamagindaki son kuyucuklar sadece ELISA buffer konularak kor
kuyucuklar olarak bos birakildi. Transfer plakasinda gerceklestirilen diliisyon
islemlerinden sonra tiim plaka igerigi antikor kapli mikroplaka kuyucuklarina
100 pl olacak sekilde transfer edildi.

Mikroplakalar sizdirmazlik bandi ile kapatilip ve 37°C ‘de 4 saat inkube
edildi. Inkubasyon sonras1 mikroplaka 350 ul/kuyucuk olacak sekilde 0,05%
Tween 80 soliisyonu ile 3 defa yikand1 ve kagit havlu tizerinde kurutuldu.
HRPO konjugat ile isaretli antikor, {iretim lotunda belirtilmis olan diliisyon
oraninda 1,5 ml ELISA buffer solusyonu i¢inde ¢oziildi. Coziilmiis olan
konjugat 20x oraninda ELISA buffer ile sulandirilip mikroplakanin tiim
kuyucuklarina 100 pl ilave edildi. Mikroplaka sizdirmazlik band: ile kapatilip
37°C’de 1 saat inkube edildi. Inkubasyon sonras1 mikroplaka 350 pl/kuyucuk
olacak sekilde 0,05% Tween 80 soliisyonu ile 3 defa yikandi ve kagit havlu
tizerinde kurutuldu.

Mikroplakanin tim kuyucuklarina 100 pl TMB substrati eklenip 15 dakika
oda sicakliginda inkube edildi. Inkubasyon sonrasi stop soliisyonu (0,5M
H,SO,4) tiim kuyucuklara 100 pl ilave edildi.

Son olarak ELISA okuyucu ile 450 nm dalga boyunda optik dansite (OD)
ol¢iildii ve veriler kaydedildi.

Calismada kullanilacak tiim reagenler c¢alisma Oncesi oda 1sisina getirildi.
Plaka iizerine referans antijen, kontrol antijen ve as1 Orneklerinin diliisyon

oranlar1 Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 2. As1 6rneklerinin diliisyon oranlari

Referans 1/2 1/4 18 116 1/32 Kontrol 172 1/4 1/8 116 1/32
Referans 1/2 1/4 1/8 116 1/32 Kontrol 172 1/4 1/8 1716 1/32
As11-1/8 116 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor
As11-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor
As12-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor
As12-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor
As13-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor
As13-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kor

3.2.9. Test Sonu¢larimin Yorumlanmasi

EDQM tarafindan saglanan Combistats Istatistiksel Analiz Yazilim Programinin
“Combistats Software Statistical Analysis of Biological Dilution Assay Results or
Potency Assay 5.0” giincel versiyonu kullanilarak yalnizca dilusyon oranlar ile
uyumlu olan dinamik araliktaki OD degerleri dahil edilerek en fazla 5 ardisik
dilisyon basamagi hesaplamaya dahil edildi. Program kullanilarak test edilen
orneklerden alinan OD degerleri ile kullanilan referans antijenin farkli diliisyon
diizeylerinden alinan OD degerleri paralel dogru analizi yontemiyle logaritmik
degerlere doniistiiriilerek relatif potens AU/ml cinsinden hesaplandi. Immunizasyon-
seroloji, immunizasyon-galeng ve ELISA test sonuglari arasindaki iliski Minitab
Istatistik Programi kullanmilarak degerlendirildi. Ayni giinde iki tekrarli calisilan
ornekler arasindaki OD degerleri arasindaki varyasyon katsayist (%CV) ile farklh
giinlerde 6 6rnegin 6 tekrarli calisilmasi ile elde edilen relatif potens degerlerine

iligkin varyasyon katsayisi (%CV) hesaplandi (Tiirkbal, 2011). ELISA prosediiriiniin
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duyarhilik, ozgiilliik, relatif dogruluk orani in-vivo test sonuglari esas alinarak

hesaplandi (Duygu ve Udoh, 2017).

4. Bulgular

Arastirmamizda, farkli firmalara ait tek komponentli ya da kombine karakterde ve
icerisinde farkli lentojenik ND virus suslart igeren yag emiilsiyonlu 9 inaktif as1 ve
olas1 yalanci reaksiyonlar1 belirleyebilmek i¢cin ND virusu icermeyen 2 adet yag
emiilsiyonlu inaktif as1 kullanilmistir. Asilarin  etkinligi in-vivo testler olan
Immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-galeng testleri ve in-vitro antijen ELISA
prosediirii ile degerlendirilmistir. Immunizasyon-seroloji testinde, SPF civcivler
immunize edilmis ve immunizasyon sonrasi gelisen antikor yanit serolojik olarak Hl
testi ile degerlendirilmistir. Immunizasyon-caleng testinde, immunizasyon sonrasi
SPF civcivler epriive edilerek civcivlerin hayatta kalma oranlari {izerinden asilarin
koruyucu doz (PDsp) miktarlar1 hesaplanmistir. Antijen ELISA testinde ise, SPF
civcivlere herhangi bir immunizasyon yapilmadan, dogrudan asi1 igerisindeki HN

antijen miktar1 saptanarak asilarin etkinligi degerlendirilmistir.

4.1. Hemaglutinasyon inhibisyon Testi Bulgular

Newcastle hastaligi asilarinin kontroliinde kullanilan ve asi dozunun 1/50°sinin
uygulandigi civcivlere ait HI test sonuglarina gore, 9 adet ND agisindan 5 tanesi 2
ve altinda, 4 tanesi ise bu degerin {iistiinde antikor yaniti olusturmustur. ND virus
komponenti icermeyen 2 adet as1, kontrol grubundaki civcivlerdeki gibi hicbir yanit
olusturmamistir. Avrupa Farmakope’de inaktif ND agilar1 i¢in tanimlanan potens
gerekliliklerine gore, test edilen 9 adet ND asinin 4’iniin yeterli, 5’inin ise yetersiz
bir serolojik yanit sergiledigi goriilmiistiir. Asili ve kontrol grubuna ait hayvanlarin
serum Orneklerinde gergeklestirilen HI test sonuglarina iliskin bir 6rnek Resim 4’de

verilmistir.
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Resim 4. ND asisina ait serum 6rneklerinde HI test sonuglari

4.2. Immunizasyon-Caleng Testi Bulgulari

Avrupa Farmakope’nin 0870 sayili monografinda inaktif ND asilarmin serolojik
testlerle gerekli antikor titresi elde edilemedigi takdirde koruyuculugun belirlenmesi
icin immunizasyon-galeng testleri yiiriitiilerek etkinlik hakkinda karar verilmesi
istenmektedir. Her bir as1 i¢in gerceklestirilen HI test sonuglarina gore ortalama 22,
234 33 35 939 diizeyinde antikor yaniti olusturarak 2* altinda kalan as1 serileri,
immunizasyon-caleng testi sonrasi hayatta kalan civciv sayilar1 {izerinden
degerlendirildiginde, sirasiyla 56, 60, 70, 75 ve 71 PDsy koruyuculuk diizeyi
sergilemistir. Geri kalan 4 as1 6rnegi HI testine alindiginda ortalama 24'1, 24’8, 24’4,
26‘1, diizeyinde antikor yanit1 olusturmus ve bu as1 serilerinde, sirasiyla 100, 108,
100, 136 PDsq diizeyinde bir koruyuculuk belirlenmistir. Gergeklestirilen koruyucu
doz caligmalarinda kontrol grubu olarak tutulan tiim asisiz civcivlerin 4. giin itibari
ile 6ldigt goriilmiistiir. Bu sonuglara gore test edilen tiim inaktif ND as1 serilerinin
etkinlik  kriteri olarak Avrupa Farmakope’de bildirilen 50PDsy iizerinde
koruyuculuga sahip oldugu belirlenmistir. Calisilan tiim asilara ait HI, PDsy ve
ELISA test sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.
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4.3. ELISA Bulgular

EDQM tarafindan iiretilmis olan referans ve kontrol antijeni ile test edilen asi
orneklerinin birlikte ¢alisildigi plakalardan alinan OD sonuglari iizerinden relatif
potens hesaplanmistir (Tablo 3). Her bir plakada referans antijen olan inaktif NDV
Ulster 2C susu ve referans kontrolii (pozitif kontrol) olarak calisilan inaktif Lasota
susu ile test edilen as1 Ornekleri birlikte ¢alisiimis olup, enzimatik reaksiyonun
durdurulmas: ile olusan renk degisimleri ELISA okuyucu ile degerlendirilmistir
(Resim 5). Referans ve kontrol antijenleri ile birlikte test edilen asilarin Combistats
programinda relatif potensi hesaplanmig, NDV komponenti igeren asilarin relatif
potens degerleri 6,02 ile 98,23 AU/doz, NDV komponenti bulundurmayan asilarin
ise 0,19 ve 0,34 AU/doz olarak bulundu. Yeterli ve yetersiz potense sahip asilara ait
ornek bir sonu¢ Grafik 1°de gosterilmistir. Orneklerin doz yamt iliskilerini gdsteren
noktalarin paralellik ve linearite yoniinden birbirleriyle uyumlar1 énemli olup pozitif

sonuclarda bu durum saglanirken negatif sonuglarda saglanamamaktadir.
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Tablo 3. Asilara ait in-vivo ve ELISA etkinlik test sonuglari

1/50 as1 dozu ile Inaktif ND asilarin ELISA
asilanan hayvanlarin PDso/doz sonuglar: Sonuglari
HI test sonuclari AU/doz

As1-2 234 0 60 50 8,93

As1-4 235 0 75 50 10,33

As1-6 241 0 100 50 36,91

As1-8 244 0 100 50 36,75

As1-10 0 0 - - 0,19

N |
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Resim 5. Referans ve as1 6rneklerini gosteren bir ELISA testi
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Grafik 1. Referans ve kontrol antijenle birlikte test edilen yeterli ve yetersiz AU’ya
sahip as1 6rneklerine ait grafik



4.4. ELISA Testi Validasyon Bulgulari

Calismada kullanilan 11 asidan (9 adet tekli veya kombine formdaki inaktif ND asis,
2 adet ND virus komponenti icermeyen yag emiilsiyonlu inaktif as1) elde edilen

gercek pozitif ve negatif ile yanlis pozitif ve negatif sonuclar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Gergek ve yanlis cevaplar dagilimi

Gercek Durum Pozitif Negatif Toplam
Pozitif GP (8) YN (1) GP+YN (9)
Negatif YP (0) GN (2) YP+GN (2)
Toplam GP+YP (8) GN+YN (3)

GP: Gergek pozitif, YN: Yanlis negatif, YP: Yanlis pozitif, GN: Gergek negatif

4.4.1. Duyarhhk

Gergek pozitif analiz sayisinin, pozitif sonuglarin toplamina orani testin duyarliligini
ortaya koymaktadir. ND virusu igeren ve immunizasyon-galeng testi ile yeterli
bagisik yanit sergiledigi goriilen 9 adet asidan biri ELISA testinde yetersiz goriilmiis
olup testin duyarliligi %89 olarak belirlenmistir.

4.4.2. Ozgiilliik

Gergek negatif analiz sayisinin negatif sonuglarin toplamina orani spesifite/6zgiilliik
olarak tanimlanir. ND virusu igermeyen ve dogal olarak, immunizasyon-seroloji testi
ile hicbir serolojik yanit vermeyen as1 orneklerinde ELISA testinde bir pozitiflik

tespit edilmemis oliup ELISA testinin spesifitesi %100 olarak belirlenmistir.
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4.4.3. Efektiflik

Efektiflik; gercek pozitif ve gergek negatif sonug¢ sayisinin toplam 6rnek sayisina
oranini ifade eder. ELISA ile galisilan 6rneklere ait relatif dogruluk oran1 %91 olarak

bulunmustur.

4.4.4. Tekrarlanabilirlik

Aynmi Olgiim kosullar1 altinda kisa bir zaman araliginda gergeklestirilen, ayni test
orneginin  birbirini izleyen Ol¢iim sonuglar1 arasindaki yakinlhigin  derecesi
tekrarlanabiliriligi ortaya koyar. ELISA testine alinan asilar igerisinden segilen 6 farkli
asinin ayni giin igerisinde ¢ift ornekler olarak ¢alisiimasi sonucu olusan OD degerleri
arasinda olusan en yiiksek varyasyon katsayist (%CV) belirlenerek Tablo 5’de
verilmistir. Genel olarak %10 altinda bir varyasyon katsayisi hesaplanmis olup 2

ornekte % 13,87 ve %14,25’lik bir varyasyon katsayis1 hesaplanmustir.

Tablo 5. ELISA testine alinan asilarin OD degerleri arasindaki en yiiksek varyasyon
katsayilar1 (% CV)

%CV Asi-1 As1-2 As1-3 As1-4 As1-5 As1-6

1.giin %4,51 %5,58 %4,89 %2,17 %3,67 %4,13
2.giin %3,47 %4,72 %3,23 %4,43 %13,87 %5,41
3.giin %4,62 %1,86 %4,31 %8,92 %9,62 %3,75
4.giin %5,97 %5,35 %4,59 %5,37 %3,65 %1,96
5.giin %2,68 %8,56 %5,56 %14,25 %6,06 %2,37

6.giin %2,18 %3,91 %4,69 %5,26 %4,88 %3,21
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4.4.5. Tekrar Uretilebilirlik

Ayni test Orneklerinde farkli Olgiim kosullart altinda ve farkli zaman araliklarinda

gerceklestirilen, birbirini takip eden 6l¢iim sonuglart arasindaki yakinligin derecesi

tekrar tretilebilirlik olarak ifade edilir. Tekrar tiretilebilirligin belirlenmesi i¢in 9 adet

ND asis1 igerisinden segilen 6 farkli ND agis1 farkli giinlerde referans antijen ile

birlikte degerlendirilerek relatif potens hesaplanmis olup, bu sonuglarin ortalamasi ve

varyasyon katsayilar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. ELISA testine alinan asilarin relatif potens degerleri arasindaki varyasyon

katsayilar1 (% CV)

Giinler RP-1 RP-2 RP-3 RP-4 RP-5 RP-6

1 10 112,4 5,34 84,9 10,4 8,6

2 8,3 90,8 6,4 81,6 11,2 74

3 8,5 91,5 6,3 60,5 9,4 8,8

4 9,04 120 6,25 91 9,95 7,6

5 9,7 98,2 6,04 86,2 10,23 7,2

6 8,7 103 6,25 88 10,71 8,12
Ortalama 9,04 102,65 6,09 82,03 10,31 7,67
% CV 7,5 11,3 6,2 13,4 6 8,1

RP: relatif potens

31



5. Tartisma

Newcastle hastaligi, kanatli hayvanlarda virulan APMV-1 susu tarafindan olusan
akut ve sistemik klinik seyir gosteren énemli bir viral enfeksiyondur (Alexander ve
Gough, 2003). Hastalik evcil ve yabani birgok kus tiirtinde gériilebilmekle beraber en
duyarl tiir olarak tavuklar bildirilmistir (Von Messling, 2017). Hastaligin morbidite
ve mortalitesi kanatli hayvanlarin tiirline ve hastaliga sebep olan virusun virulansina
gore degiskenlik gosterebilmektedir. Hastalik patogenezi iizerine yapilan
caligmalarla hastaligin sirasiyla lentojenik (diisiik virulan), mezojenik (orta virulan)
ve velojenik (yiiksek virulan) formlari tanimlanmis olup velojenik formdaki suslar da
afinite gosterdikleri dokular ve klinik tabloya gore viserotropik ve ndrotropik olarak
iki Klinik formda goriilebilmektedir (Alexander, 2000). Hastaligin tanimlandig
yildan bugiine kadar ekonomik olarak dnemli zarara yol agtig1 4 biiyiik pandemi
bildirilmistir (Miller ve Koch, 2013). Hastaliga sebep olan APMV-1 virusunun tek
bir serotipe sahip olmasina ragmen ¢ok fazla sayida genotipik varyasyonunun olmast,
genis bir cografi dagilim gostermesi, hastalik epidemiyolojisinde 6nemli bir yere
sahip olan yabani kuslarla taginabilmesi ve genis konakg1 spektrumu nedeniyle yeni
pandemilere yol acabilme tehlikesi bulunmaktadir. Diinyanin bir¢ok iilkesinde
endemik olarak goriilen Newcastle hastaligi kanatli hayvan yetistiriciligi i¢in her
zaman bir tehdit olarak onemini korumaktadir. Kanathi endiistrisi i¢erisindeki siki
biyogiivenlik dnlemleri ve asilama uygulamalar1 sayesinde bir¢ok iilkede goriilme
oran1 Onemli derecede azalsa da Endonezya, Malezya, Kambogya, Vietnam,
Kamerun, Orta Afrika Cumhuriyetleri, Fildisi Sahilleri ve Nijerya gibi iilkelerde
hala siklikla gozlenmektedir (Snoeck ve ark., 2013; Choi ve ark., 2014). Newcastle
hastaligi OIE tarafindan ihbari mecburi hastaliklar listesine alinmig ve tilkemizde de
hastalikla miicadele kapsaminda ND’nin kontrol altina alinmasina iligkin 92/66/EEC
sayllt Avrupa Birligi Konsey Direktifi dogrultusunda “Yalanct Tavuk Vebasi
Hastaligina Karsi Korunma ve Miicadele Yonetmeligi” bulunmakta ve
uygulanmaktadir. Hastaligin viral kaynakli olmasi ve kanatli hayvanlarda ¢ok yiiksek
bir morbidite ve mortalite ile seyretmesi nedeniyle, asilama, hastaliktan korunmada
en akilci yol olarak goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), AB tarafindan bir
takim hastaliklarin yok edilmesi ve hayvancilik endiistrisinde viral enfeksiyonlar

azaltmak amaciyla, agilamanin 6nemi vurgulanmaktadir (Hendriksen ve ark., 1998).
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Bu kapsamda, ND’ye kars1 1940’11 yillardan bu yana kullanilmakta olan canli ve
inaktif karakterde asilar bulunmaktadir. Hayvan ve insanlarda kullanilan biyolojik
urtinlerin beklenen kalitede olmasinda, ana sorumluluk iretici firmalarda olmakla
beraber, kontrolden sorumlu resmi otoriteler de, asilarin giivenli ve etkin olmasini
saglamak i¢in gerekli kontrol prosediirlerini olusturmak ve uygulamaktan
sorumludurlar. Uretimde tutarlilik yaklasimi gergevesinde iiretilen her biyolojik iiriin
serisinin, orijinal susundan baslayarak, ambalajlanmis son {irlin haline gelinceye
kadar gecirdigi tiim tiretim stire¢lerinde kontrol edilmesi gerekmektedir (Finn, 2011;
Hill, 2011). Bu kontroller i¢in uygulanan testler; asi tiplerine gore degiskenlik
gosterebilmekle  beraber sterilite, giivenlik ve etkinlik testleri  olarak
smiflandirilabilir. Etkinlik testleri; canli bakteriyel asilarda, “colony forming
unit”(CFU) testleri seklindeyken; canli viral asilarda, primer ya da devamli hiicre
kiiltirii hatlart ile embriyolu tavuk yumurtalarinda yiiriitiilen titrasyon testleri,
sitopataloji veya virus noétralizasyon testleriyle gergeklestirilmektedir (Draayer,
2011; Kumar ve ark., 2018). Inaktif asilarda potensin degerlendirilmesinde yaygin
olarak immunizasyon-seroloji veya c¢aleng testleri kullanilmaktadir. immunizasyon-
caleng testlerinde, ¢ok sayida hayvan kullanilmasi, hayvanlarda aci ve oliimlere
neden olmasi ve test siirelerinin ¢ok uzun siirmesi, 6nemli dezavantajlardandir
(Draayer ve ark., 2011). Geleneksel yaklasimda asi kontrol ¢aligmalarinda
laboratuvar/deney  hayvanlart veya hedef hayvanlar, potens testlerinde
kullanilmaktadir (Hendriksen, 2009). Gergeklestirilen potens testlerinin %37’si in-
vitro titrasyon testleri, %22°si in-vitro ELISA testleri, % 12 diger in-vitro testler,
%8’1 in-vivo seroloji ve %211 in-vivo galeng testlerinden olusmaktadir (Draayer ve
ark., 2011). Bu oranlardan anlasilacagi iizere veteriner asilarin hala 6nemli bir
kisminin in-vivo etkinlik testleriyle degerlendirildigi goriilmektedir. Asilarin, insan
ve hayvan sagligi tizerinde gittikge artan onemi ve buna paralel olarak artan asi
tretimi ile beraber yiiriitiilen kontrol testlerinin de hizli ve etkin bir sekilde
gerceklestirilmesi zorunluluk haline gelmistir. Bu amagla klasik hayvan testlerine
alternatif yOntemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasma oncelik verilmistir. Bu
kapsamda 3R konsepti olarak bilinen yaklasim ile hayvan modellerinin yerine in-
vitro alternatif metotlar, kuduz, pastorelloz, leptospiroz, sap, klostridial ve Newcastle
asilarinda kullanilmaya baslanmistir (Wood, 1991; Stokes ve ark, 2011b; Salama ve
ark, 2014, Sigoillot-Claude ve ark, 2015; Chabaud-Riou ve ark, 2017).
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Glinimiizde Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ruhsatlanmigs ND asilarinda
potens belirlemede; asinin 6nerilen doz miktar1 ile 10 adet SPF civcivin immunize
edilmesi ve 14-21 giin sonra immunize edilen hayvanlara uygun epriivasyon
kiiltiirleri uygulanmasi, ardindan hayvanlarin giinliik olarak gézlenmesi, hayatta
kalma oranlarinin degerlendirilmesi ve %90 ve tizeri koruyuculuk goriilmesi halinde
asimin etkin oldugu kararina varilmasi ile ilgili in-vivo bir test tanimlanmistir (USDA
APHIS, 2018a). Avrupa’da ruhsat almis ND asilarinda ise, Avrupa Farmakope
gereklilikleri dikkate alinmakta olup ND asilarinda en az 10 adet SPF civcivin
immunizasyonu ve immunizasyon sonrast serolojik yanitin degerlendirildigi HI testi
ve koruyucu dozun (PDsp) belirlendigi epriivasyon uygulamalari ile higbir SPF civciv
asilanmaksizin dogrudan as1 igerisindeki antijen miktarini belirlemeye yonelik
alternatif ELISA testinin kullanilabilecegi bildirilmistir (European Pharmacopoeia,
2017a).

Bu calismada Avrupa Farmakope’de Onerilen immunizasyon-seroloji protokolii
uygulanarak 9 ND asisindan 5’1 2* ve altinda serolojik yanit vermistir. Sz konusu bu
asilar koruyucu dozun belirlenmesi i¢in immunizasyon-caleng testine tabi
tutuldugunda hepsinin 50 PDsg iizerinde bir deger sergiledigi goriilmiistiir. Benzer
sekilde, asilamaya bagli serolojik yanitin degerlendirildigi bir ¢ok calisma
bulunmaktadir. 25 farkli ticari ND asisinin immunizasyon-galeng ve immunizasyon-
seroloji testlerine alindig1 bir c¢alismada, yeterli koruyuculuga sahip olduklar
belirlenen 21 asmnin 20’sinin ortalama HI test sonuglarinin >2># den biiyiik oldugu, 4
asinin ise 23 ve altinda sonug verdigi ve bu asilarin PDsp sonuglarin da yetersiz
oldugu bildirilmistir. S6z konusu calismada koruyucu dozu belirlemek igin ast
dozunun 1/25, 1/50 ve 1/100’iinii uyguladiklar1 gruplarda doz miktarina uyumlu bir
sekilde 239, 233 ve 2 28 azalan bir HI yamiti alindig1, PDso testi ile HI testi arasinda
biiyiik bir korelasyon (r? =0,988) oldugu ve HI testinin inaktif ND asilarinin potens
testinde PDs testi yerine kullanilabilecegi bildirilmistir (Goddard ve ark., 1988).
Monovalan veya polivalan karakterdeki 27 farkli ticari inaktif ND agisinda bir as1
dozunun 1/50’si verilerek HI testi ile potens degerlendirilmis ve ND asilarinin HI test
sonuglarmin 2%% jle 2®' arasinda degistigi gozlenmistir. Arastirmacilar, diisiik HI
yanit1 aldiklar1 as1 serilerinde koruyuculuk diizeylerini ortaya koyacak caleng
testlerini uygulamamiglar ancak, asilarda kullanilan adjuvanlarin, cevresel ve

bireysel faktorlerin etkisinin olabileceginin  dikkate alinmasi gerektigini
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belirtmislerdir (Zekic-Stozic ve ark., 2014). Inaktif ND asilarinda HAU diizeyi ile
potensin saglanmasi i¢in gerekli minimum Koruyucu doz miktari ve serolojik yanit
diizeyinin arastirildigi bir ¢alismada, igerisinde 5 ile 2000 araliginda degisebilen
HAU’ya sahip Hitchner B1 antijeni bulunduran inaktif asi1 serileri kullanilmistir.
Asilarin sahip olduklart HAU’ya Karsi olusan serolojik yanit diizeyi HI ve ELISA
testleri kullanilarak arastirilmistir. Arastirmacilar, ¢alismada caleng 6ncesi 500, 750,
1000, 2000 HAU’ya sahip gruplarda sirasiyla log, 4.1, 3.2, 5, 7.2 diizeyinde
serolojik yanit goriildiigiinii ve calen¢ uygulamasindan sonra 2° ve iizerinde yanit
aldiklar1 ve 1000-2000 HAU’ya sahip gruplarin %100 korundugunu bildirmislerdir
(Liljebjelke ve ark., 2008). Lentojenik sus i¢eren canli ND asilar ile 3 haftalik SPF
civcivlerin agilanmasi sonrast 22 ile 2* arasinda bir HI tepkisi olustugu, inaktif ND
asistyla tek bir asilama sonrasi ise 2° ile 2% arasinda bir yamt alinabildigi ifade
edilmistir (Miller ve Koch, 2013). Herts 33/56 epriivasyon susu kullanilarak HI
degerleri ve koruyuculuk arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismada, 22 altinda
serolojik yanit alinan tiim hayvanlarin 6ldiigi; 22-2° arasinda ve ortalama 2%"
serolojik yanit alinan hayvanlarda %10 oraninda bir 6liim goriildiigi; 2%-2% arasinda
ve ortalama 2> diizeyinde serolojik yanit alinan hayvanlarin ise hepsinin korundugu
bildirilmistir (Allan ve ark., 1978). Gergeklestirilen bu testler gostermektedir ki
Inaktif Newcastle asilarinda potensin belirlenmesinde immunizasyon-seroloji test
sonuclar1 agisindan degisken sonuglar alinabilmekte, test sonuglar1 genel olarak
caleng testleriyle uyumlu sonuglar vermekte ve onlara alternatif olarak
kullanilabilmektedirler. Yukarida bildirilen c¢aligmalarda arastirmacilarin  HI
testlerinde Avrupa Farmakope gerekliligini karsilamayan sonuglar aldiklar1 ve bu
serolojik yanitlarin da belirli bir koruyuculuga sahip oldugu anlasilmaktadir.
Goddard ve ark. (Goddard ve ark., 1988) ile Allan ve ark.” nin (Allan ve ark., 1978)
yaptiklar1 ¢alismalarda, koruyuculugun gergeklesmedigi serolojik yanitin 2% altindaki
degerlerde oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bizim calismamizda HI titre sonuclarim
degerlendirdigimizde hig¢bir agmin 2% altinda bir yanit vermedigi, bir grup asinin
Avrupa Farmokope’nin belirledigi sinir deger olan 2* degerinin altinda sonug verdigi
ve bu asilarin 50 PDs tizerinde koruyuculuk sagladigi belirlenmistir. Zira Avrupa
Farmakope’nin 0870 sayili monografinda inaktif ND asilarinin serolojik testlerle
gerekli antikor titresi elde edilemedigi takdirde koruyuculugun belirlenmesi igin

immunizasyon-galeng testleri yiiriitillerek etkinlik hakkinda karar verilmesi
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istenmektedir. Calismamizda elde edilen 2° ile 2* aras1 HI titresi veren asilar, her ne
kadar 50 PDsp olan Farmakope kabul kriterlerini karsilasa da belirlenen 24 alta
degerlerin as1 uygulama gii¢liiglinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Ciinkii
uygulama dozlarin1 manipiilatif hataya neden olabilecek 1/50 orani gibi ¢ok diisiik
ast dozlar1 olusturmustur. Calismamizda HI diizeyleri ile PDsy degerleri birbiri ile
karsilastirildiginda (r?=0,95) anlamli bir korelasyon gériilmiis sonuglar istatistiksel

acgidan (p=0,000) anlaml1 bulunmustur.

Inaktif ND asilarinda potensi belirlemeye yonelik epriivasyon uygulamalari, asi
icerisindeki tiim bilesenlerin (adjuvanlar, emiilsifiye edici ajanlar) immun sisteme
olan etkilerini net bir sekilde ortaya koymasina ragmen, testin baslamasindan
sonlandirilmasina kadar gegen siireler 2 aya yakin slirmekte, her bir as1 i¢in en az 70
SPF civciv kullanilmakta ve test sonuglarinin degerlendirilmesi, hayvanlardaki sag
kalim diizeyleri ve hastalik semptomlarinin gozlenmesine dayanmaktadir.
Gilintimiizde endiistriyel {iretim ve iirlin ¢esitliligindeki biiyiimeye paralel bir sekilde,
kontrol siireglerinin kisaltilmasina yonelik yaklasimlar sonucunda in-vivo temelli test
yontemlerine alternatif serolojik tabanli ve hiicre kiiltiirleri kullanimina dayali in-
vitro metot gelistirme ¢alismalari hiz kazanmigtir. Alternatif metotlarin gelistirilmesi
noktasinda basta EDQM olmak iizere ¢esitli uluslararasi kuruluslarin destekledigi
caligmalar yiiriitilmiis ve yasal cerceveyi diizenleyen degisiklikler yapilmistir
(EDQM, 2008). Kullanilmakta olan alternatif metotlar, immunize edilmis
hayvanlarin serum oOrneklerinde yiiriitiillen ELISA prosediirleri, hiicre kiiltiir
ortamlarinda vyiiriitiilen serolojik tabanli caligmalar ve dogrudan asi icerisindeki
antijen miktarinin Ol¢lilmesine yonelik immunokimyasal calismalar seklindedir
(Halder, 2001). Avrupa Farmakope biyolojik iiriinlerin potens testlerinde uygun bir
immunokimyasal veya hiicre kiiltiirii metodunun kullanilabilecegini belirtmektedir
(European Pharmacopoeia, 2017a). Immunokimyasal yontemler, hayvan kullanimini
azaltma ya da tamamen ortadan kaldirma, kolay uygulanabilme ve test siirelerini

kisaltma gibi birgok avantaja sahiptirler (EDQM, 2008).

Calismamizin in-vitro boliimiinii olusturan ¢ift antikor sandvi¢ ELISA testi, SPF
civcivlerde immunizasyon ve c¢aleng uygulamalarma gereksinim olmaksizin,
dogrudan as1 igerisindeki HN antijeninin spesifik monoklonal antikorla birlesmesi ve

olusan antijen antikor kompleksinin, antijen miktar1 bilinen referans bir &rnekle
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kiyaslanmasi sonrasi relatif potensin olgiilmesine dayanmaktadir. Referans iiriin
olarak, benzer as1 serileri, virus veya bakteri alt iinitelerini igeren iriinler ile saf
mikroorganizma kiiltiirlerinin kullanilabilecegi bildirilmistir (Karli ve Rippke, 2015).
ELISA testine aldigimiz ND asilarinin, referans ve kontrol antijenlerinden elde
edilen OD degerleri lizerinden, Combistats software 5.0 programi kullanilarak paralel
dogru analiz metoduyla RP degerleri 6,02 AU/doz ile 98,23 AU/doz arasinda
belirlenmistir. Inaktif ND asilarinin potensinin belirlenmesinde ELISA metodunun
kullanilabilmesi i¢in asilarin sahip olmasi gereken minimum antijen miktarinin 7
AU/doz olarak bildirildigi ¢alisma (Claassen ve ark., 2004) dikkate alindiginda, bir
ornek hari¢ tiim ND asilarinin yeterli antijen miktarina sahip oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda 9 adet ND asisinin 8’1 7 AU {izerinde goriilmiis sadece bir asinin 6
AU degeriyle limite ¢ok yakin olsa da limit altinda kaldig1 ve bu as1 6rneginin yeterli
PDsp sonucuna sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda ELISA testi ile
immunizasyon-caleng testi arasinda (p=0,000) anlamli bir korelasyon (r°=0,93)
bulunmustur. Bir asimizda meydana gelen 6 AU olarak bulunan gorece yetersiz
relatif potens degerin, kullanilan inaktivasyon ajam1 (formaldehit) kaynakl
olabilecegi veya ekstraksiyon islemleri sirasinda yag fazinin su fazindan tam olarak
ayrilamamasiyla iligkili olarak antijen miktar1 yeterli diizeyde olsa da yag fazi ile
maskelenmesine bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. inaktivasyon ajan1 (formaldehit)
konusunda caligmamizi destekleyen bir arastirmada, formaldehit kullanilan asilarda
[ propiolaktona gore daha az miktarda antijen saptandigi ve bu durumun
inaktivasyon ajanmnin etki mekanizmasindan kaynaklandigr  vurgulanmustir.
Formaldehitin bakteri ya da virus proteinleri iizerine etkisi bulunurken, f
propiolakton’un dogrudan niikleik asit {izerinde etkisinin oldugu, formaldehitin,
hemagliitinin epitoplarinda konformasyonel bir degisime sebep olabilecegi ifade
edilmistir (Jagt ve ark., 2010). Ekstraksiyon islemleri sirasinda yag fazinin su
fazindan tam olarak ayrilamamasina veya antijen miktar1 yeterli diizeyde olsa da yag
faz1 ile maskelenmesine bagli olabilecegi diisiiniilen bir ¢alismada, 27 farkli inaktif
ND agisinda potensin belirlenmesi i¢in isopropilmiristat ile ekstraksiyon iglemi
gerceklestirilmis, antijen miktar1 HA testi ve ticari ELISA test Kiti ile
degerlendirilmistir. ~ Testlerdeki yetersiz antijen diizeylerinin, farkli as1
formiilasyonlarina isopropilmiristatin ayn1 diizeyde etki edememesine bagh
olabilecegi bildirilmistir (Aly ve ark., 2018).
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Inaktif ND asilarmnin in-vitro potens testlerine olan uyumlarinin arastirildig bir
calismada, 4 farkli firma tarafindan iiretilen 8 farklt ND agisinin sahip oldugu HN ve
F antijen miktarlar ile asilara kars1 olusan serolojik yanit HI testi ile degerlendirilmis
ve HI yanit1 ile HN antijeni arasinda pozitif yonde bir iliski oldugu belirlenmistir
(Maas ve ark., 2000a). 20 farkli ND agis1 Avrupa Farmakope’de bildirilen serolojik
test yontemiyle ve Hayvan Hastaliklart Merkez Enstitiisii (CIDC) tarafindan
gelistirilen ELISA testi ile karsilastirilmis ve her iki metot arasinda yiiksek bir
korelasyon (r°=0,86) oldugu gériilmiistiir (Maas ve ark., 2000b). Biyolojik iiriinlerin
resmi kontrol laboratuvari olarak gorev yapan 3 farkli laboratuvar tarafindan 6 inaktif
ND asis;, Avrupa Farmakope’nin 0870 sayili monografinda bildirilen in-vivo
uygulamalar olan immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-caleng testleri ve
alternatif olarak gelistirilmis olan in-vitro ELISA testi ile etkinlik yoniinden
degerlendirilmis ve 3 laboratuvarin a1 drneklerini 3 tekrarli olarak ¢alismis oldugu
sonuglarin kendi igerisinde tutarli bulundugu in-vivo ve in-vitro test sonuglarinin
istatistiksel agidan anlamli oldugu bildirilmistir (Claassen ve ark., 2003). Test edilen
5 agmin farkli firmalarin ticari asilari oldugu, bir aginin ise in-vivo olarak yetersiz
potense sahip olan bir iiriin oldugu ve her bir laboratuvarin yapmis oldugu in-vitro
test sonuglarina gore yetersiz potense sahip bu iiriiniin ¢ok diisiik diizeyde antijen
icerdigi ortaya konulmus olup testin spesifikligi ortaya konulmustur. Bizim
calismamizda da igerisinde ND komponenti bulunmayan bir bakteriyel ve bir viral
asty1 ELISA testine aldigimizda tespit sinir1 olarak bidirilen 7AU/doz degerinden ¢gok
daha diisiik diizeyde (0,19 AU/doz ve 0,34 AU/doz) RP bulunmus olup bu sonuglarla
testin spesifikligi dogrulanmistir. Claassen ve ark. (2003) gergeklestirdigi ¢alismada
6 farkli as1 kendi igerisinde yetersiz, diisikk ve yiiksek antijen igerecek sekilde
gruplanabilmis, yiiksek antijen miktarina sahip asilarin PDsp sonuglarinin da
maksimum diizeyde oldugu ve farkli ND suslar1 i¢eren asilarin ayn1 MoAb tarafindan
taniniyor olmasinin en 6nemli ¢ikti oldugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda da
Lasota, Ulster ve Clone 30 gibi farkli suslar igeren asilar galisilmis olup bir as1 6rnegi
hari¢ tiim as1 serilerinin yeterli RP yaniti1 olusturdugu ve yiiksek RP’ye sahip asilarin
PDsy ve HI sonuglarmin da yiliksek oldugu goriilmiistir. ND asilar i¢in
gerceklestirilen validasyon ¢alismasinda 8 kontrol laboratuvart ve 6 farkli iiretici
firmanm katilimiyla 9 farkli as1 6rnegi lizerinde 3 tekrarli olarak ELISA testleri

gerceklestirilmistir. Calisilan as1 6rnekleri igerisine bir adet yetersiz potense sahip ast
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ve bir adet NDV komponenti icermeyen kanatli asisi1 dahil edilmistir. Sonuglarin
istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda antijen miktarinin yiiksek bir kesinlik ile
belirlenebildigi, ¢alisilan as1 Orneklerinin antijen miktarlar1 agisindan birbirleri ile
uyumlu sonuglar verdigi, metodun tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirliginin
yeterli oldugu bildirilmistir (Claassen ve ark., 2004). Yeterli ve yetersiz potense
sahip as1 serilerini birbirinden ayirmada kullanilacak olan esik antijen seviyesinin 7
AU/doz olarak belirlendigi, hesaplanan bu antijen seviyesinin laboratuvarlar
tarafindan gergeklestirilen in-vitro 6lgimlerde herhangi bir yanlis pozitif sonuca
neden olmadigi ve sinirli sayida yanlis negatif sonu¢ alindigi ifade edilmistir.
Arastirmacilar gergeklestirdikleri bu validasyon c¢alismasi ile PDsp yiiksek olan
asilarin sahip olduklar antijen iinitesi (AU) degerlerinin de yiiksek oldugunu ortaya
koymuslar ve antijen miktarin1 6lgmeye yonelik alternatif metodun Avrupa
Farmakope’sine girebilecegini bildirmislerdir (Claassen ve ark., 2004). Validasyon
calismasini destekleyen bir sekilde bizim ¢alismamizda da ELISA testi sonucunda
sinirli sayida (sadece bir drnekte) yanlis negatif sonu¢ alinmis, yanlis pozitif sonug
olusmamus, spesifite, sensitivite ve relatif dogruluk oranlarinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Validasyon c¢alismasi ile uyumlu bir sekilde koruyucu dozu (PDsp)
yiiksek olan asilarin sahip olduklar1 antijen {initesi (AU) degerlerinin yiiksek oldugu

ortaya konulmustur.

Alternatif metotlarin uygulamaya aktarilmadan 6nce gegerliliginin ortaya konulmasi
gereklidir. Avrupa Farmakope’de bildirilen validasyon kriterleri; varligi ortaya
konulmak istenilen antijen veya antikorun referans ve test 6rnekleri arasinda ciddi bir
farklilik olusturmamasi, matriksten etkilenmemesi, tespit limitinin kabul kriteri
altinda olmasi, analiz kesinliginin beklenen limitler igerisinde olmasi, Sistematik
hataya neden olmaksizin uygulanabilmesi olarak tanimlanmaktadir (European
Pharmacopoeia, 2017a). Bu gereklilikleri saglamak igin test edilen 6rneklerin en az 3
tekrarli olarak c¢aligilmasi, analiz edilen test orneklerinin referans ornekle ayni
formda olmasi ve sonuglarin uygun istatistiksel yontemler ile degerlendirilmesi
gerektigi bildirilmektedir (European Pharmacopoeia, 2017a). Veteriner Biyolojikleri
Merkezi (“Center for Veterinary Biologics”-CVB)’nin in-vitro potens testleri ile
ilgili kilavuzunda; ELISA testleri igin sensitivite, spesifite, kesinlik (plaka ici,
plakalar arasi, Olgtimler arasi vb), tekrarlanabilirlik ve tekrar retilebilirlik

verilerinin, metot verifikasyonu ve validasyonu igin yapilmasi Onerilmektedir
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(USDA APHIS, 2014). EDQM tarafindan, iiretilen biyolojik referans olan kontrol
antijeninin, ELISA testini kullanacak her bir laboratuvar tarafindan uygunlugunun
belirlenmesi ve tekrarli galismalarla elde edilen degerlerin metot validasyonu
sirasinda belirlenen degerden %70 ile %140 daha biiyiikk olmamasi gerektigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda kontrol antijeninin ortalama degeri 3,2 AU/sise
olarak saptanmig, alarm limiti olarak 2,24 AU ile 4,48 AU belirlenmistir. Kontrol
antijene yonelik 18 sonug¢ degerlendirildiginde en diisiik 2,31 AU ve en ytiksek 4,13
AU degerleri alinmis olup alarm limiti dis1 bir degerle karsilagilmamistir. ND asilar1
icin Dbildirilen validasyon c¢alismasinda c¢alisilan Ornekler igin tahmini potens
degerinden %80 ile %125’lik oranda bir varyans belirlenirse sonuglarin istatistiksel
olarak gegerli olacagi bildirilmektedir (Claassen ve ark. 2004). Calismamizda tekrarl
olarak gergeklestirilen testlerde dahil varyansin bu limitler igerisinde seyrettigi
goriilmiistiir. Bir popiilasyon igerisindeki degerlerin degiskenlik diizeyi varyasyon
katsayist (%CV) ile degerlendirilmekte olup tekrarli ¢alismalar arasinda varyasyon
katsayisinin (%CV) kiiciilmesi elde edilen verilerin kesin ve tekrarlanabilir oldugunu
gbstermekte ve testin stabilitesini ortaya koymaktadir. Immunokimyasal testlerde
kesinligi belirlemek icin analiz i¢i ve analizler arasi varyasyon kullanilabilmektedir
(Crowthwer, 2009). Analiz i¢i varyasyon, Ol¢iim degerleri arasindaki degiskenligin
ifadesi olup, tekrarlanabilirligi ortaya koyarken; analizler arasi varyasyon, ayni
ornegin farkli zamanlarda c¢alisilmas1 ile elde edilen sonuglari arasindaki
varyasyondur ve tekrar iretilebilirligini ortaya koyar. ELISA c¢alismalarinda analiz
i¢i varyasyonun %10’u, analizler aras1 varyasyonun %15°1 gegmemesi istenmektedir.
(Crowthwer, 2009; Arslan ve ark, 2016). Laboratuvarimizda ELISA test metodunun
validasyonunu belirlemek i¢in; 11 farkli as1 Ornegi igerisinden belirlenen 6 asi,
referans antijen ile birlikte, farkli zamanlarda tekrarli olarak calisiimistir.
Tekrarlanabilirlik calismasi igerisinde degerlendirilen analiz i¢i varyasyonun iki as1
ornegindeki goriilen %13,87 ve %14,25’lik varyasyon katsayilar1 hari¢ %10’un
altinda oldugu goriilmiistiir. Analiz i¢i varyasyonun %10 iizeri degerler almasinda,
plaka kuyucuklarindaki kurumalarin, pipetleme hatalarinin ve kuyucuklar arasinda
olusan sigramalarin rol alabilecegi diistiniilmistiir. Tekrar tiretilebilirlik verisi olarak
degerlendirilen farkli giinlerde c¢alisilan as1 Orneklerinin relatif potens degerleri
arasindaki varyasyon katsayilari, tim c¢aligmalarda %15°den kiigiik olarak

bulunmustur.
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6. Sonu¢ ve Oneriler

Arastirmamizda inaktif ND asilarinin potens testinde in-vivo immunizasyon-seroloji
ve immunizasyon-caleng testleri yerine, asmin icerdigi HN antijen miktarinin
Olgiilmesine dayanan sandvi¢ ELISA metodunun uygulanabilirligi arastirilmistir. In-
vivo yontemler olan immunizasyon-serolji ve immunizasyon-caleng testleri ile
alternatif ELISA metodunun arasinda yiiksek korelasyon oldugu, genel olarak
ELISA testinin tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik degerleri agisindan kabul
edilebilir sinirlar iginde seyrettigi yiiksek bir spesifite ve sensitiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglara gore ELISA metodunun ayni 6rnekler {izerinde benzer
sonuclar verebilme yetenegi, standart prosediire olan uyumu ve laboratuvar
sartlarinda uygulanabilirligi ortaya konulmustur. Sonu¢ olarak 3R yaklagimi
cercevesinde hayvan kullanimi gerektirmeksizin uygulanabilecek olan alternatif
ELISA metodu ile giinlerle ifade edilebilen kisa siirelerde giivenli test sonuglari

aliabilecegi goriilmiistiir.
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Ekler

T.C.
.GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
5,':"‘:;“; Izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii

BORNOVA VETERINER KONTROL ENSTITUSU
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU
PROJE DEGERLENDIRME RAPORU

Projenin Adi In-vivo Yontemlere Alternatif Olarak In-vitro Yéntemle

inaktif Newcastle Hastalig1 Asilarinda Etkinlik Tayini

Mustafa KARS Veteriner Biyolojik Urtinler

Kontrol Bolimii |
Yardimcr Arastirmacilar

Proje Yiiriitiiciisii

Projenin yiiriitiilecegi yer/Boliim Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Midurlagi

Projenin siiresi 20 ay

Kullanilacak Deney hayvani tiirii ve sayisi SPF Civeiv 750 adet

Yapilacak | Tnaktif N “wcastle agilarmin_potensinin_belirlenmesinde  in-vivo testler olarak  bilincn
::l:::"ln asa immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-challenge testlerine alternatif olarak gelistirilmis in-

vitro EL{SA testi kullamlacaktir. Test avian paramysovirus-1 virusunun sahip old:3u
hemaglutinin-ndraminidaz(HN) proteininin kantitatif olarak olgiilmesine dayanmaktadir. Bu
Slgiimde igerdigi antijen miktari bilinen standart referans Lir antijen ile test edilen aginin saip
oldugu antijen miktari kiyaslanarak relatif potens hesaplanacaktir. Gergeklestirilmesi planlanan
ELISA testi ile inaktif Newcastle agilarinin potensinin higbir SPF hayvan kullanimi

. gerekmeksizin hizli, etkin ve dogru bir sekilde belirlenmesi hedeflenmektedir.

GORUSLER

—
-

Sunulan proje ** Hayvan deneyleri etik kurullarinin ¢alisma usul ve esaslarina dair yonetmelik (6 Temmuz 20uo
tarih ve26220 sayili Resmi Gaz:te) ve Enstitii Etik Kurul Yonergesine UYGUN bulunmustur.

KARAR
(UYGUN / DUZELTILMESI GEREKIR / KOSULLU OLARAK UYGUN / UYGUN DEGILDIR)
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+Veb: http://vetkontrol.tarimgov.tr/bornova
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deneyimlerine basvurdufum Veteriner Biyolojik Uriin Kontrol Boliim Sefi Dr.
Ahmet ARSLAN’a, calismalarim boyunca hayvan denemeleri ve laboratuvar
caligmalarinda yardimlarimi hi¢ eksik etmeyen Hasan Hiiseyin PALA, Bilgehan
YILDIRIM ENGUR, Habibe ECEVIT OKAN’a, Etlik Veteriner Merkez Arastirma
Enstitiisi Miidiirliigiinden Dr. Ozlem KARDOGAN’a, Enstitiimiiz Kanatlh Teshis
laboratuvarindan Ismail SAHIN DOKUYUCU ve Hamza KILIC’a ve Bornova
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