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Önsöz 

Kanatlı hayvanlarda çok bulaĢıcı ve öldürücü viral bir enfeksiyon olan Newcastle 

hastalığına karĢı korunmada aĢılama çok önemlidir. Bu amaçla kümes hayvanlarında 

canlı ve inaktif aĢılar kullanılmaktadır. Üretilen tüm aĢı serilerinde, üretici firmalar 

ve yetkili otoritelerce, aĢının istenilen bağıĢıklığı sağladığını ortaya koyan 

etkinlik/potens testleri yürütülmektedir. Geleneksel olarak inaktif aĢılarda 

gerçekleĢtirilen etkinlik testleri in-vivo olarak deney/hedef hayvanlarında 

gerçekleĢtirilen immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-çalenç testleri Ģeklindedir. 

Bu testlerin çok fazla sayıda hayvan kullanılarak çok uzun sürelerde 

gerçekleĢtirilmesi, sıkı biyogüvenlik önlemleri gerektirmesi, uzun test sürelerine 

bağlı olarak beslenme ve bakım giderlerinin artması ve testlerde kullanılan virulan 

karakterdeki eprüvasyon suĢlarının hem laboratuvar personeli hem de çevre için risk 

oluĢturması gibi çeĢitli dezavantajları bulunmaktadır. Bu tez çalıĢmasında, Bornova 

Veteriner Kontrol Enstitüsü‘nde biyolojik ürünlerin kalite kontrol testlerini yürüten 

Veteriner Biyolojik Ürünler Kontrol Bölümü‘nde kontrolü gerçekleĢtirilen inaktif 

Newcastle hastalığı aĢılarının etkinliğinin belirlenmesinde, hayvan kullanımını 

azaltan ya da ortadan kaldırmaya yönelik in-vitro bir test olan ELISA metodunun 

uygulanabilirliği araĢtırılmıĢtır. 

Bu tez projesi (16-ECZ-008) Ege Üniversitesi Bilimsel AraĢtrıma Projeleri (Ege-

BAP) Fonu tarafından desteklenmiĢtir. 

 

Ġzmir, 14.05.2019 Mustafa KARS 
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Özet 

In-Vivo Yöntemlere Alternatif Olarak In-Vitro Yöntemle Ġnaktif Newcastle 

Hastalığı AĢılarında Etkinlik Tayini 

Bu tez çalıĢmasında, inaktif Newcastle hastalığı aĢılarının etkinliğinin 

belirlenmesinde, hayvan kullanımını azaltan ya da ortadan kaldıran in-vitro ELISA 

metodunun uygulanabilirliği araĢtırılmıĢtır.  

Bu amaçla, Newcastle hastalığına karĢı kanatlı hayvanlarda kullanılan tek ya da çok 

komponentli 9 inaktif Newcastle hastalığı aĢısı ile yalancı reaksiyonları 

değerlendirmek için Newcastle hastalığı virusu içermeyen 2 aĢı kullanıldı. AĢıların 

etkinlik düzeyleri in-vivo ve in-vitro yöntemlerle değerlendirildi.  

In-vivo olarak ―Spesific Pathogen Free‖ (SPF) civcivlerin aĢılanması sonrası oluĢan 

antikor yanıtın serolojik olarak değerlendirildiği hemaglutinasyon inhibisyon testi ve 

SPF civcivlerde koruma düzeylerinin belirlendiği çalenç/eprüvasyon çalıĢmaları 

gerçekleĢtirildi. In-vitro olarak ise Ġnaktif Newcastle hastalığı aĢıları için geliĢtirilmiĢ 

olan ve aĢıda bulunan hemaglütinin ve nöraminidaz antijenlerini saptamaya yönelik 

sandviç ELISA testi kullanıldı. ELISA testinden elde edilen optik dansite sonuçları 

kullanılarak Combistats Ġstatistiksel Analiz Yazılım Programı ile paralel doğru analiz 

metoduyla aĢıların  relatif potens değerleri hesaplandı. 

Hemaglutinasyon inhibisyon test sonuçları 2
3,3

 ile 2
6,1 

aralığında, immunizasyon-

çalenç sonuçları 56 ile 136 PD50 aralığında ve ELISA testi ile relatif potens değerleri 

6,02 ile 98,23 antijen ünitesi aralığında bulundu. ELISA testi ile immunizasyon-

çalenç testi arasında (r
2
=0,93) ve hemaglutinasyon inhibisyon testi ile 

immunizasyon-çalenç testi arasında (r
2
=0,95) anlamlı korelasyon saptandı. ELISA 

testinin duyarlılığı %89, özgüllüğü ise %100 olarak hesaplandı ve tekrarlanabilirlik, 

tekrar üretilebilirlik değerleri açısından kabul edilebilir sınırlar içinde seyrettiği 

görüldü.  

Bu sonuçlara göre, laboratuvar Ģartlarında ELISA metodunun uygulanabilirliği, 

standart prosedüre olan uyumu ve aynı örnekler üzerinde benzer sonuçlar verebilme 

yeteneği gösterilmiĢ oldu.  

Anahtar Kelimeler; Newcastle hastalığı aĢısı; in-vivo ; in-vitro; SPF; relatif potens 
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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
3,3 

and 2
6,1

; 

immunization/challenge results ranged between 56 and 136 PD50 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
2
=0,93) as well as 

hemagglutination inhibiton and immunization/challenge test (r
2
=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. GiriĢ 

AĢılama, tüm dünyada birçok enfeksiyon hastalıktan korunmada ve bu hastalıkların 

yayılımınının önlenmesinde en etkili yöntemdir (Stokes ve ark., 2011a; Shahid ve 

ark., 2017). AĢılamanın tarihçesine bakıldığında M.Ö. 429 yıllarında Yunanistan‘da 

çiçek hastalığından kurtulan kiĢilerin bir daha hastalığa yakalanmadığı, M.S. 900 

yıllarında Çin‘de çiçek hastalığına yakalanan kiĢilerin deri döküntülerinin sağlıklı 

kiĢilere uygulanması ile çiçek salgının engellendiği bilinmektedir (Kumar ve ark. 

2018; Plotkin, 2014). Modern anlamda ilk aĢı uygulaması çiçek aĢısı ile Dr. Edward 

Jenner tarafından 1796 yılında ortaya konulmuĢtur (Plotkin, 2014). Günümüzde 

hastalıklardan korunmada en akılcı yaklaĢımın aĢılama olduğu bilinmekte olup, 

aĢıların etkin kullanımıyla; kuduz, bruselloz ve salmonelloz gibi zoonotik karakterde 

birçok enfeksiyonun geliĢimi önlenerek düĢük maliyetli, sağlıklı ve güvenilir 

hayvansal gıda üretimi sağlanmıĢ, böylece hem hayvan hem de insan sağlığı 

korunmuĢtur (Stokes ve ark., 2011a).  

AĢılar, ilaçlardan farklı olarak canlı organizmalardan elde edilirler ve bu 

özelliklerinden dolayı her partinin benzersiz olduğu kabul edilir. Canlı 

organizmaların doğal değiĢkenliğine bağlı olarak ve çevreden kaynaklanan kirlenme 

potansiyelinden dolayı her partinin ürün tutarlılığını, güvenliğini ve etkinliğini 

sağlamak için kontrol edilmesi gerekmektedir (Hendriksen, 2009). Bu nedenle her 

bir aĢı serisinin hem üretici firmalar hem de yetkili otoriteler tarafından, 

fizikokimyasal, sterilite, güvenlik ve etkinlik testleri gibi bir dizi kalite kontrol 

testinden geçirilmesi gerekmektedir.  

AĢı üretim ve kontrolünde kullanılmak üzere, çeĢitli farmakopeler, uluslararası 

organizasyonlar ve düzenleyici otoriteler tarafından çeĢitli monograflar ve kılavuzlar 

tanımlanmıĢtır (Halder, 2001). GerçekleĢtirilen kontrol testleri sterilite, etkinlik ve 

güvenlik testleri olarak sınıflandırılabilir. Yürütülen bu testlerin her biri önemlidir 

ancak profilaktik amaçla kullanılan bir biyolojik ürün için en önemli test hiç Ģüphesiz 

etkinlik/potens testleridir.  

Potens testleri, ürün etkinliğiyle doğrudan veya dolaylı olarak iliĢkili olduğu 

düĢünülen bir veya daha fazla parametrenin ölçülmesini esas alan ve aĢı kalitesini 

ortaya koymada kullanılan ana testtir (Hendriksen, 2009; Kumar ve ark., 2018).  
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AĢılar üretildikten sonra canlı ya da inaktif tüm aĢı serilerinde potens testleri 

yapılması gerekmektedir. GerçekleĢtirilen potens testleri eprüvasyon testleri, toksin 

nötralizasyon testleri, hücre iliĢkili testler ve titrasyon testleri içerisinde 

değerlendirilebilir. Genel olarak canlı aĢıların etkinliği in-vitro titrasyon testleri ve 

koloni sayım testleri ile belirlenirken inaktif aĢıların etkinliği immunizasyon-çalenç, 

toksin nötralizasyon, immunizasyon-seroloji testleri gibi in-vivo yöntemlerle 

yapılmaktadır (Kumar ve ark., 2018).  

Hayvanlarda kullanılan aĢıların, çiftlik hayvanları, evcil hayvanlar ve yaban hayatı 

dahil olmak üzere 400'den fazla hastalık için kullanıldığı tahmin edilmektedir. 

Küresel düzeyde insanlarda kullanılan aĢılardan elde edilen gelir, hayvanlarda 

kullanılan aĢıların 30 katından fazla olmasına rağmen, hayvan aĢıları üretim miktarı 

açısından beĢeri aĢılardan çok daha fazladır, sadece sığırlarda kullanılan Ģap hastalığı 

aĢıları ve kanatlı  hayvan hastalıklarına karĢı kullanılan aĢıların milyarlarca dozu 

bulduğu bilinmektedir (Knight-Jones ve ark., 2014). Bu kapsamda, her yıl 10 

milyonun üzerinde laboratuvar hayvanının immunolojik ürünlerin üretim ve kontrolü 

için kullanıldığı ve bunun %80‘lik kısmının güvenlik ve etkinlik testleri içerisinde 

olduğu değerlendirildiğinde, hayvan kullanımının ne kadar büyük rakamlara ulaĢtığı 

görülmektedir (Halder, 2001).  

Laboratuvar ya da deney hayvanı kullanılarak gerçekleĢtirilen testlerin çeĢitli 

sınırlılıkları bulunmaktadır. Bu sınırlılıklar; yürütülen testlerin deney/hedef 

hayvanların bireysel kondisyonlarına bağlı olması nedeniyle stabil olmayıp değiĢken 

sonuçlar verebilmesi, testlerde koruyuculuğun ortaya konulması için kullanılan 

patojen suĢların çevre için tehdit oluĢturmasıyla beraber hayvanlarda ızdırap ve 

sıkıntıya yol açması, testlerin gerçekleĢtirildiği ortamların yüksek biyogüvenlik 

düzeyi gerektirecek Ģekilde dizayn edilmesi ve buna bağlı yüksek yatırım maliyetleri 

gerektirmesi, aĢıların ortalama 2 yıl gibi bir raf ömrü süresine sahip olması bununla 

birlikte test tekrarları nedeniyle çalıĢmaların aylarca sürecek olması sayılabilir. 

(Hendriksen, 2009; Kumar ve ark, 2018). Söz konusu sınırlılıklarla birlikte hayvan 

refahı konusundaki etik kaygılar, kalite anlayıĢındaki değiĢim ve iyi üretim 

uygulamaları (―Good Manufacturing Practices‖-GMP)‘nın bir sonucu olarak ilk 

olarak William Russell ve Rex Burch'ın 1959 yılında yazmıĢ oldukları "Ġnsancıl 

Deneysel Tekniğin Prensipleri" kitabında belirtilen ve kısaca 3R prensibi olarak 

tanımlanan azaltma (reduction), iyileĢtirme (refinement), yerine koyma 



3 

 

(replacement) olarak ifade edilen uygulamaların önem kazanması ile in-vivo testlerde 

kullanılan hayvan sayılarının azaltılması, deneylerde kullanılan hayvanlara yönelik 

bakım ve beslenme Ģartlarının iyileĢtirilmesi ve in-vivo testlere alternatif in-vitro test 

metotlarının geliĢtirilmesi ve kullanımı teĢvik edilmektedir (Kumar ve ark., 2018; 

OIE, 2018;  European Pharmacopoeia, 2017a; European Pharmacopoeia, 2017c).  

Hayvansal modellere alternatif in-vitro metotların doğrulanarak uygulamaya 

aktarılması için çeĢitli kuruluĢlar hizmet vermektedir. Avrupa‘da Ġlaç Kalite ve 

Sağlık Hizmetleri Direktörlüğü (EDQM) bünyesinde, Avrupa Alternatif Metotların 

Validasyonu Merkezi (ECVAM) kurulmuĢtur (Hendriksen ve ark., 1998). 

Amerika‘da Alternatif Metotların Validasyonu Üzerine Kurumlararası Koordinasyon 

Komitesi (ICCVAM) ve Alternatif Toksikolojik Yöntemlerin Değerlendirilmesinde 

Ulusal Toksikoloji Programı GiriĢim Merkezi (NICEATM) bulunmaktadır (Stokes 

ve ark., 2011b). Avrupa‘da ECVAM alternatif metotların uygulamaya aktarılması 

için gerekli olan test geliĢtirme, prevalidasyon, validasyon, bağımsız değerlendirme 

ve metodun yasal onay süreçlerini yürütmekte görevlidir (Hendriksen ve ark., 1998). 

Resmi Ġlaç Kontrol Laboratuvarları (OMCL) ağı üzerinden organize edilen birçok in-

vitro çalıĢma ile biyolojik ürün kontrolünde alternatif metotlarının geliĢtirilmesi, 

uygulamaya konması ve validasyonu konusunda Avrupa Birliği (AB) içinde çeĢitli 

projeler yürütülmüĢtür.  

Kanatlı hayvan yetiĢtiriciliğinde yüksek morbidite ve mortalite oranı ile seyreden 

akut ve sistemik bir hastalık olan Newcastle hastalığına karĢı mücadelede, en etkili 

yol aĢılamadır. Bu amaçla kullanılmakta olan canlı ve inaktif Newcastle hastalığı 

(ND) aĢıları bulunmaktadır. Kanatlılarda gerçekleĢtirilen etkinlik testlerinde belli 

hastalık ajanlarını vücutlarında taĢımayan ve kanlarında da spesifik antikor 

bulunmayan sertifikalı ve özel koĢullarda yetiĢtirilen (―Spesifik Pathogen Free‖-SPF) 

hayvanlar kullanılmaktadır. Avrupa Farmakope‘de; canlı ND aĢılarında etkinlik 

testleri embriyolu yumurtalarda gerçekleĢtirilen virus titrasyon testleriyle, Ġnaktif ND 

aĢılarında in-vivo bir metot olan immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-çalenç 

testleriyle ortaya konulabilmektedir. Ġmmunizasyon-seroloji testinde; 10 adet 21-28 

günlük SPF civciv, aĢı dozunun 1/50‘si ile immunize edilmekte, bunu takip eden 17-

21 gün sonra, immunize edilmemiĢ olan 10 adet kontrol grubu dahil tüm hayvanların 

kanları alınarak serumları ayrılmakta ve serum örneklerinde hemaglutinasyon 

inhibisyon testi (HI) testi ile oluĢan antikor yanıt değerlendirilmektedir. AĢılı grubun 
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HI test sonuçları ortalamasının 2
4 

ve üzerinde olması ve kontrol grubunun 2
2
 ve 

altında sonuçlar vermesi aĢıların etkinliğini göstermektedir. Seroloji testinde yeterli 

sonuç alınamaması halindeyse immunizasyon-çalenç testlerinin gerçekleĢtirilmesi 

istenmektedir. Çalenç testleri için 21-28 günlük yaĢtaki 20 SPF civcivden oluĢan 

gruplar oluĢturulmakta ve her bir grup bir aĢı dozunun farklı dilusyon oranları (1/25, 

1/50, 1/100) ile aĢılanmaktadır. AĢılamadan 17-21 gün sonra 6 log10 Embriyo Lethal 

Doz50 (ELD50) sahip velojenik karakterde bir çalenç suĢu ile aĢılanmıĢ ve 

aĢılanmamıĢ kontrol grubunda bulunan civcivler eprüve edilmektedir. Eprüvasyonu 

takip eden 21 gün boyunca hayvanlar günlük olarak gözlemlenerek kontrol 

grubundaki civcivlerin 6 gün içerisinde ölmesi beklenmektedir ve aĢılı gruptaki 

hayvanlardan  hastalık semptomu göstermeksizin hayatta kalan civciv sayıları 

üzerinden koruyucu doz (―protective dose‖-PD50) hesaplanarak potens hakkında 

karar verilmektedir (European Pharmacopoeia, 2017b). ABD‘de ruhsatlanmıĢ inaktif 

ND aĢılarında potens belirlemede ―Code of Federal Regulations" CFR gereklilikleri 

uygulanmaktadır. Potens testi için aĢının önerilen doz miktarı ile 2-6 haftalık yaĢ 

aralığındaki en az 10 SPF civciv  aĢılanmakta, aĢılamadan en az 14 gün sonra aĢılı ve 

kontrol grubunda bulunan civcivler eprüve edilmekte, 14 gün boyunca  

gözlemlenerek hayatta kalma oranları değerlendirilmektedir. AĢıların testi geçme 

kriteri en az %90 üzerinde bir koruyuculuk sağlamasıdır (USDA APHIS, 2018a). 

GerçekleĢtirilmekte olan immunizasyon-challenge testleri sırasında patojen 

mikroorganizmaların kullanılması, biyogüvenlik seviyesi yüksek alanlara (―Bio 

Security Level‖ BSL-3) ya da izolatör gibi ekipmanlara ihtiyaç duyulması, uzun test 

süreleri gerekmesi gibi bir takım sınırlılıklar ve zorluklarla karĢılaĢılmaktadır. Ġnaktif 

Newcastle hastalığı aĢıları üzerinde yürütülen etkinlik çalıĢmaları, aĢı içerisindeki 

antijen miktarı ve Newcastle hastalığı virusunun sahip olduğu yüzey proteini 

hemaglutinin-nöraminidaz (HN)‘a karĢı geliĢen immun yanıt arasında güçlü bir 

korelasyon olduğunu göstermiĢtir (Claassen ve ark., 2003; Claassen ve ark., 2004). 

2000‘li yıllarda veteriner sahada alternatif metotların geliĢtirilmesi için kuduz, 

Clostridia spp., Leptospira spp., balık ve kanatlı aĢıları üzerinde yoğunlaĢılmıĢ ve bir 

kanatlı aĢısı olan inaktif Newcastle aĢılarının potens kontrolünde ELISA testi, 

prevalidasyon ve validasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirilerek 2007 yılında Avrupa 

Farmakope‘ye alternatif bir metot olarak girmiĢtir (Claassen, 2011). Bildirilen çift 

antikor sandviç ELISA testi ile hiçbir aĢılama uygulamasına gidilmeksizin doğrudan 
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yağ-su emülsiyonu formundaki inaktif ND aĢıları içerisinde bulunan HN antijeni 

kantitatif olarak ölçülüp, bulunan değer referans antijenle kıyaslanır ve böylece 

relatif potens hesaplanarak aĢıların sahip olduğu antijen ünitesi (AU) üzerinden 

etkinlik/potens belirlenir (Claassen, 2011). Relatif potens hesaplanmasında, bir 

ürünün sahip olduğu doz veya potensin, referans kabul edilen benzer bir ürünün doz 

veya potensi temel alınarak eĢdeğer bir değiĢim ile karĢılaĢtırılması esastır. Relatif 

potens farmakolojik analizlarde doz-yanıt cevaplarını ve immunolojik ürünlerin 

bilinen bir ürüne göre etkinliğini değerlendirmekte kullanılabilmektedir (Wilbur, 

1993). Relatif potensin hesaplanmasında test örneğinin referansla benzer yapıda 

olması, farklı dilüsyon noktalarında oluĢan yanıtın referansa benzer bir eğim ile sabit 

bir oranda değiĢim göstermesi önemli olup, bu amaçla eğim oranı analizleri, paralel 

doğru analizleri ve sigmoid eğri analizleri kullanılabilmektedir (Siev, 1997; Dinse ve 

Umbach, 2011). Ġnaktif ND aĢılarının in-vitro metotlarla değerlendirildiği çeĢitli 

çalıĢmalarda geleneksel in-vivo metotlarla arasında kabul edilebilir düzeyde 

korelasyon olduğu bildirilmiĢtir. (Claassen ve ark., 2003; Claassen ve ark., 2004; 

Motitschke ve Jungbäck, 2011).  

Bu çalıĢmada, Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü bünyesinde hizmet veren, 

ülkemizde veteriner sahada kullanılan biyolojik ürünlerin kalite kontrol testlerini 

gerçekleĢtirmekten sorumlu olan Veteriner Biyolojik Ürünler Kontrol Bölümü‘nce 

kontrolleri sağlanan inaktif Newcastle hastalığı aĢılarında in-vivo testlere alternatif 

in-vitro bir metot olan ELISA testi ile, aĢı içerisindeki antijen miktarı belirlenerek 

etkinliğin değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. 

 

.  
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2. Genel Bilgiler 

Newcastle hastalığı evcil ve yabani birçok kanatlı türünde görülebilen oldukça 

bulaĢıcı viral bir hastalıktır (Swayne ve King, 2003). Yüksek morbidite ve %100‘e 

varan mortalite oranları ile dünyadaki en önemli kanatlı hastalıklarından biri olarak 

kabul edilmektedir (Cattoli ve ark., 2011). Newcastle hastalığına Paramyxoviridae 

ailesi Avulavirus genusu içerisindeki virulan Avian Paramyxovirus (APMV)-1 

suĢları neden olmaktadır (Miller ve Koch., 2013; Aly ve ark., 2018). Hastalık klinik 

açıdan belirtisiz vakalardan, sindirim, solunum ve sinir sisteminde belirtiler 

sergileyen ve hızla ölümcül safhaya ilerleyen vakalara kadar geniĢ bir aralıkta 

görülebilmektedir (Cattoli ve ark., 2011).  

 

2.1. Etiyoloji 

Avian Paramyxoviruslar antijenik yapısındaki farklılıklara göre 15 farklı serotipe 

(APMV1-15) ayrılmaktadır (Alexander ve Gough, 2003; Meng ve ark., 2016). 

Newcastle hastalığı etkeni APMV-1, Paramyxoviridae ailesi Avulavirus genusu 

içerisinde yer alır (Butt ve ark., 2018). APMV-1 zarflı bir virus olup viryonları 100-

500 nm‘lik boylarda yuvarlak, filamentöz, pleomorfik fomda görülebilmektedir 

(Miller ve Koch, 2013). NDV genomu 15.186-15.198 kilobaz ağırlıkta negatif 

polariteli, tek iplikçikli, segmentsiz bir RNA‘dan oluĢmaktadır (Czegledi ve ark., 

2006; Liu ve ark., 2018).  

 

2.2. Epidemiyoloji 

Hastalık ilk olarak Endonezya‘nın Java adasında ve ardından Ġngiltere‘de bir liman 

kenti olan Newcastle upon Tyne kasabasında görülmüĢ ve ilk kez ortaya çıktığı bu 

yerle anılan bir hastalık olarak tanımlanmıĢtır. Hastalığa en duyarlı tür tavuklar 

olmakla beraber hindi, güvercin, kanarya, tavus kuĢu, sülün, bıldırcın, muhabbet 

kuĢu, ördek, kaz, deve kuĢu gibi evcil ve yabani 250‘nin üzerinde farklı kanatlı 

hayvan türünde görülebilmektedir (Von Messling, 2017; Spickler, 2016). APMV-1 

izolatları tek bir serotipe ait olmasına rağmen genotipik yapıdaki değiĢiklikleri ortaya 
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koyan filogenetik analizlerle sınıf I ve sınıf II olarak ayrılmıĢ ve bu sınıflar içerisinde 

farklı genotipler tanımlanmıĢ olup, hastalığa yaygın olarak sınıf II içerisinde bulunan 

velojenik karakterdeki genotip VII içerisinde sınıflandırılan viruslar neden 

olmaktadır. BulaĢma enfekte hayvanların birbirleri ile direkt teması ile alimenter 

yolla ve enfekte partiküllerin inhalasyonu yolu ile olmaktadır (Von Messling, 2017). 

Hastalığın hızlı yayılımında; hastalığın endemik olduğu ülkelerden yasal veya 

yasadıĢı enfekte canlı hayvan veya ürünlerinin ithalatı, enfekte egzotik kafes kuĢları 

ile yabani kuĢların hareketleri, çeĢitli amaçlarla (yarıĢ, gösteri veya etlik) yetiĢtirilen 

güvercinler ve kumruların pazarlar arası hareketleri sayılabilir (Miller ve Koch, 

2013; Bello ve ark., 2018).  

 

2.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler 

ND‘nin klinik belirtileri; virusun virulansı, doku affinitesi, enfektif doz miktarı, 

kanatlı tür, yaĢ ve bağıĢıklık durumuna bağlı olarak büyük farklılıklar gösterir. 

Enfekte tavuklarda görülen klinik bulgulara göre beĢ klinik form tanımlanmıĢtır 

(Brown ve ark., 1999; Alexander ve Gough, 2003). 

Viserotropik velojenik: Yüksek mortalite ve yoğun hemorajik enteritin görüldüğü 

formdur. 

Nörotropik velojenik: Yüksek mortalite ile solunum ve sinir sistemlerindeki 

belirtilerin yaygın olduğu formdur. 

Mezojenik: DüĢük mortalite ile seyreden solunum sistemindeki hafif belirtiler ve 

nadiren sinirsel bulgularla karakterize formdur.  

Lentojenik: Solunum sistemine iliĢkin bozukluklarla karakterize bir formdur. 

Asemptomatik: Avirulan bir form olup subklinik enterik enfeksiyona neden 

olabilmektedir. 

Virusun inkubasyon periyodu 2-15 gün arasında değiĢmekle beraber ortalama 5-6 

gün olup, velojenik izolatlarla enfekte olmuĢ tavuklarda 2 güne kadar 

düĢebilmektedir,  aĢırı virulan virus türleriyle enfeksiyon halinde kısa süre içinde ölü 

bulunan çok sayıda kanatlı görülebilir (OIE, 2012). NDV insanlarda lokal bir 

keratokonjoktivite sebep olmakta, enfeksiyon maruziyet sonrası 24 saat içinde 
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geliĢmektedir (Swayne ve King, 2003). Ġnsan enfeksiyonlarında karĢılaĢılan klinik 

belirtiler, gözlerde tek taraflı veya iki taraflı kızarıklık, lakrimasyon, göz 

kapaklarında ödem, konjoktivit ve subkonjoktival kanama Ģeklindedir. Enfeksiyona 

bağlı gözlerdeki etki Ģiddetli olsa da, genellikle geçicidir ve kornea etkilenmez (OIE, 

2012). Risk grubundaki kiĢilerin, virusla enfekte sıvılara doğrudan maruz kalan 

laboratuvar personeli ya da kanatlı hayvanlarla yakın teması olan yetiĢtiriciler olduğu 

ve enfeksiyon oluĢumu için virusun yüksek konsantrasyonlarına maruz kalınması 

gerektiği bildirilmiĢtir (Spickler, 2016).  

 

2.4. Tanı 

Newcastle hastalığı klinik olarak kanatlı kolerası, kanatlı çiçeği, psittakoz, 

aspergilloz, mikoplazmoz ve enfeksiyöz bronĢit, enfeksiyöz larengotrakeit, kuĢ gribi 

gibi solunum yoluna iliĢkin bulgularla karakterize birçok enfeksiyonla 

karıĢabilmektedir (Piacenti ve ark., 2006). BaĢ bölgesinde ödem, ĢiĢlik ile ibik ve 

sakalda siyanoz, seröz membranlarda peteĢiyal kanama, solunum ve sindirim 

sistemine iliĢkin lenfoid dokularda özellikle de sekal tonsiller ve peyer plaklarında 

ülser ve nekroz görülmesi Newcastle hastalığını düĢündürse de ND için 

patognomonik kabul edilmemekte ve kesin tanı laboratuvar testleri ile 

konulabilmektedir (Miller ve Koch, 2013; OIE, 2012). ND süpheli materyalle 

çalıĢılacağı zaman en az BSL-2 düzeyinde çalıĢılması, eğer virulan NDV suĢlarının 

üretimi veya eprüvasyon çalıĢmalarında kullanılması gerekiyorsa BSL-3 seviyesi 

gereklidir (OIE, 2012). NDV tanısında altın standart, virus izolasyonu ve 

identifikasyonu olarak kabul edilmektedir (Alexander, 2000). Bu amaçla enfeksiyon 

belirtisi taĢıyan canlı kanatlılardan alınan trakeal, orofarengeal ya da kloakal sıvaplar 

ile ölü hayvanlardan alınan akciğer, böbrek, bağırsak (içeriğiyle birlikte), dalak, 

beyin, karaciğer ve kalp dokuları ayrı ayrı ya da birlikte antibiyotik (penisilin-2000 

ünite/ml, streptomisin-2 mg/ml, gentamisin-50μg/ml, ve mikostatin-1000ünite/ml) 

içeren PBS ile karıĢtırılarak 9-11 günlük SPF yumurtaların allantoik boĢluğuna ekilir 

ve 4-7 gün boyunca 37 °C‘de %50-70 relatif nem içeren ortamlarda inkübe edilir. 

Süre sonunda ölüm görülen yumurtalara ait allantoik sıvılarda hemaglutinasyon (HA) 

testi yapılır. HA testi negatif çıkan örneklerde SPF yumurtalarda bir ileri pasaj daha 

yapılması önerilmektedir (OIE, 2012). Bazı NDV suĢları embriyolu yumurtalarda 
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çoğalmamakta,  civciv embriyo fibroblast, civciv embriyo karaciğer, civciv embriyo 

böbrek gibi primer hücre hatlarına; Afrika yeĢil maymun böbrek epitelyal hücreleri, 

bebek hamster böbrek fibroblast hücre hatları gibi devamlı hücre hatlarına ihtiyaç 

duymaktadır (Lumeij ve Stam, 1985; McGinnes ve ark., 2006). NDV‘nin sitopatik 

etkisi; sitoplazmik inklüzyon cisimcikleri, sinsityum ve dev hücre oluĢumu ve 

takibinde hücre parçalanmasına bağlı olarak ortaya çıkan plaklardır (Von Messling, 

2017; Miller ve Koch, 2013).  Ġnokule edilmiĢ embriyolu yumurtalara ait allantoik 

sıvıda HA testi pozitifliği bakteriyel kontaminasyon, ―Avian Influenza‖ (AI) ve diğer 

APMV enfeksiyonları varlığında da görülebileceğinden, pozitif sonuç veren 

örneklerde NDV spesifik antiserumu ile HI testi ya da moleküler tanı yöntemleriyle 

identifikasyona gidilebilir (Cattoli ve ark, 2011; OIE,2012). Konvansiyonel testlerle 

günlerce süren identifikasyon testleri moleküler yöntemler 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 içinde sonuç vermekte, bu teknikler 

identifikasyon ve patotiplendirme çalıĢmalarında yaygın bir Ģekilde 

kullanılmaktadırlar (Bello ve ark., 2018). Bütün Newcatle hastalığı virusları APMV-

1 olarak kabul edilse de Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü (―World Organisation for 

Animal Health‖-OIE) tarafından sadece virulan APMV-1 ile geliĢen enfeksiyonlar 

hastalık olarak kabul edilmekte ve virulan olduğu belirlenen saha izolatlarının 

OIE‘ye bildirilmesi gerekmektedir. Newcastle hastalığına neden olan izolatlarda 

APMV-1 suĢunun virulansını belirlemek için in-vivo ve moleküler test yöntemleri 

kullanılabilmektedir (Dimitrov ve ark., 2017). Patotiplendirme çalıĢmalarında 

moleküler yöntemlerin yeterli olmadığı durumlarda, yeni bir izolatı karakterize 

etmek için, in-vivo testler olan; yumurtada ortalama ölüm süresi (MDT), intraserebral 

patojenite indeksi (ICPI), intravenöz patojenite indeksi (IVPI) testleri 

kullanılabilmekle beraber OIE‘nin geçerli kabul ettiği test ICPI testidir (OIE, 2012). 

 

2.5. Tedavi ve Koruma 

Newcastle hastalığının bilinen bir tedavisi bulunmamaktadır (Miller ve Koch, 2013). 

Hastalığın çok sayıda farklı evcil ve yabani kuĢ türünde görülebilmesi ve özellikle 

yabani kuĢların asemptomatik olarak virusu taĢıması, hastalığın yayılımını 
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kolaylaĢtırdığı için kanatlı hayvan yetiĢtiriciliğinde hastalıkla mücadelede 

biyogüvenlik önlemleri, hijyen tedbirleri ile aĢılama uygulamalarının birbirleriyle 

uyumlu bir Ģekilde yürütülmesi gerekmektedir (Bello ve ark., 2018). Özellikle 

hastalığın endemik olduğu bölgelerde gerçekleĢtirilen tavukçuluk faaliyetlerinde 

aĢılama yapılmasının hastalıktan korunmada önemli bir yeri bulunmaktadır (Von 

Messling, 2017). Etkin bir aĢılama için bölgedeki virulan NDV tipi, kullanılacak aĢı 

türü (canlı ya da inaktif), aĢının uygulanma yolu, aĢılanacak hayvanların bağıĢıklık 

ve hastalık durumları, civcivlerin sahip olduğu maternal antikor seviyesi, önemli 

parametrelerdir (Gallili ve Ben-Nathan, 1998; Spickler, 2016). Newcastle hastalığına 

karĢı kullanılmakta olan canlı, inaktif yağ emülsiyonlu ve vektör aĢılar 

bulunmaktadır (Dimitrov ve ark., 2017; Senne ve ark, 2004). Canlı aĢılarda 

mezojenik, lentojenik ya da apatojenik enterik formdaki suĢlar kullanılabilmektedir. 

Lentojenik suĢlar; Lasota, Clone 30, VG/GA, Hitchner B1, VH, F asemptomatik 

enterik suĢlar; Ulster 2C, V4, I2, PHY.LMV.42 mezojenik suĢlar; Mukteswar, 

Roakin, Komarow, Hertfordshire olarak gruplanmıĢtır (Allan ve ark, 1978; Carlı, 

2018; Gallili ve Ben-Nathan, 1998; Bello ve ark., 2018). Canlı aĢılarla aĢılama 

sonrası, Lasota suĢu  ile solunum sisteminde yan etkiler geliĢebilirken Hitchner B1 

ve F suĢlarında böyle bir etki görülmemektedir ve ilk aĢılama B1 suĢu içeren aĢılarla 

baĢlatılıp ardından daha uzun süreyle ve güçlü bir immun yanıt elde etmek için 

Lasota suĢu içeren canlı aĢılar kullanılmaktadır. (Allan ve ark, 1978; Senne ve ark, 

2004; Bello ve ark., 2018). Canlı aĢıların solunum sistemi üzerindeki yan etkilerinin 

ortadan kaldırmak için rekombinant vektör aĢılar geliĢtirilmiĢtir. (OIE, 2012; Miller 

ve Koch, 2013). Rekombinant aĢıların, klasik canlı aĢılarda karĢılaĢılan maternal 

antikor varlığında aĢı etkinliğinin azalmasına yönelik olumsuzlukları ve aĢılamaya 

bağlı viral yayılımı da azaltabileceği bildirilmektedir (Bello ve ark., 2018). Ġnaktif 

aĢılar lentojenik karakterdeki ND virusların embriyolu yumurtalarda yoğun bir 

Ģekilde üretilmesi ardından amniyo allantoyik sıvının (AAF) steril koĢullarda 

toplanması ve kimyasal ajanlarla (Formol, Betapropiolakton (BPL) ve Binarietilamin 

(BEI))  inaktive edilerek emülsifiye edici mineral veya bitkisel yağlarla biraraya 

getirilmesi Ģeklinde gerçekleĢtirilmektedir (Allan ve ark., 1978; Tlaxca ve ark., 2015; 

Razmaraii ve ark., 2012). Ġnaktif aĢıların yeterli seviyede bir bağıĢık yanıt 

oluĢturması için fazla miktarda antijen içerecek Ģekilde veya bağıĢık yanıtın gücünü 
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artırıcı bileĢenler olan adjuvanlar eklenerek üretimi gereklidir (Allan ve ark., 1978; 

Bastola ve ark., 2017).  

 

3. Gereç ve Yöntem 

3.1. Gereç 

 

3.1.1. Deney Hayvanları 

ÇalıĢmada kullanılan Beyaz Leghorn ırkı SPF civcivler Bornova Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Deney Hayvanları Birimi‘nde bulunan SPF kümesten temin edilmiĢtir. 

Ġmmunizasyon-seroloji testleri yürütülürken, her kafes içinde 10 adet civciv,            

24-26
°
C sıcaklık, % 50-65 bağıl nem ve 12 saat aydınlık 12 saat karanlık ıĢık 

periyodu altında tutulmuĢtur. Ġmmunizasyon-çalenç testlerinde ise civciv izolatörleri 

kullanılmıĢtır. Tüm çalıĢma boyunca civcivlere % 20-22 oranında protein ihtiva eden 

civciv büyütme yemi ve içme suyu verilerek adlibitum (hayvanlara serbest olarak, 

yiyebildiği kadar yemleme yapılması) besleme yapılmıĢtır. AraĢtırmanın 

gerçekleĢtirilmesinde, Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Deney Hayvanları Etik 

Kurulu‘nun 26.04.2017 tarihli 71705440-170-2605 sayılı karar numarası ile etik 

açıdan sakınca bulunmadığı bildirilmiĢtir. 

 

3.1.2. Kimyasallar  

 

3.1.2.1. Fosfat Buffer Solüsyonu (PBS) 

NaCl   8 g  

KCl   0,2 g  

K2HPO4  0,2 g 

Na2HPO4  1,15 g (susuz) 
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Distile Su  q.s. 1 L 

 

Manyetik karıĢtırıcıda eritilerek pH 7,2-7.4‘e ayarlanmıĢ ve otoklavda 121°C‘de 15 

dk.  steril edilmiĢtir. 

 

3.1.2.2. Kaplama Solüsyonu 

Na2CO3   2,65 g/500 ml distile su  

NaHCO3   2 g/1000 ml distile su  

ÇözdürülmüĢ olan Na2CO3, NaHCO3 üzerine pH 9,6 olacak Ģekilde eklenmiĢtir.        

4 °C‘de 1 ay süreyle saklanmıĢtır. 

 

3.1.2.3. ELISA Buffer 

 0,5 ml %10‘luk Tween-80, 99,5 ml PBS içerisine katılmıĢ ve üzerine 5,1 g NaCl ve 

1 g Bovine serum albümin (BSA) eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile eritilmiĢtir bu 

solüsyon 4°C‘de 1 hafta süreyle saklanmıĢtır. 

 

3.1.2.4. Yıkama Solüsyonu 

NaCl    8 g  

KCl    0,2 g  

K2HPO4   0,2 g 

Na2HPO4   1,15 g (susuz) 

Tween 80   0,5 ml 

Distile Su                     q.s. 1 L 

Manyetik karıĢtırıcıda eritilerek pH 7,2-7.4‘e ayarlanmıĢtır. 
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3.1.2.5. Stop Solüsyonu(0,5 M) 

H2SO4    27,76 ml  

Distile Su   q.s. 1  L 

 

3.1.2.6. Diğer Kimyasallar 

3,3´,5,5´-Tetrametil benzidin (TMB) solüsyonu kullanıma hazır formda substrat 

Ģeklinde ticari bir firmadan temin edilmiĢtir.  

 

3.1.3. Antijen ve Antikorlar 

 

3.1.3.1. NDV Spesifik Monoklonal Antikor (MoAb) 

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

bölgesine spesifik MoAb.  

 

3.1.3.2. NDV Spesifik Konjuge Antikor (Tespit Antikoru) 

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

bölgesine spesifik ―Horse radish peroxidase‖ (HRPO) ile konjuge MoAb.  

 

3.1.3.3. NDV Referans Antijen 

Formolle inaktive edilmiĢ, ĢiĢesinde 6 AU sahip antijen bulunduran liyofilize formda 

NDV Ulster 2C suĢu. 
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3.1.3.4. NDV Kontrol Antijen 

B-propiolaktonla inaktive edilmiĢ ve içerisinde bulunan AU bilinmeyen liyofilize 

formda Lasota suĢu.  

 

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

Ticari firmalardan temin edilmiĢ olan, test edilen aĢı suĢlarına spesifik titresi bilinen 

pozitif antijen. 

 

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

Ticari firmalalardan temin edilmiĢ test edilen aĢı suĢlarına spesifik, titresi bilinen 

pozitif antiserum. 

 

3.1.4. NDV Eprüvasyon SuĢu  

Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü Veteriner Biyolojik Ürünler 

Kontrol Bölümü bünyesinde muhafaza edilen NDV Herts 33/56 suĢunun titresi 

(ELD50) testi ile belirlenmiĢtir. SuĢun moleküler karakterizasyonu Etlik Veteriner 

Kontrol Merkez AraĢtırma Enstitüsü tarafından DNA dizi analizleriyle 

doğrulanmıĢtır. Eprüvasyon suĢunun titresi 9-11 günlük embriyolu yumurtalara 

yapılan 3 farklı ekim sonucunun Spearmen-Kaerber metoduna göre değerlendirilmesi 

ile 10
8,16 

ELD50/0,2 ml olarak bulunmuĢtur. Eprüvasyon uygulamaları için titresi 

belirlenmiĢ olan Herts 33/56 virus süspansiyonundan 6 log10 ELD50/0,5 ml‘lik 

eprüvasyon dozu oluĢturulmuĢtur.  

 

3.1.5. Kullanılan Cihaz ve Gereçler  

 Soğutmalı santrifüj 

 Etüv 
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 Buzdolabı 

 Çok gözlü mikroplaka okuyucu (450 nm)  

 Çok gözlü plaka yıkayıcı   

 Çok gözlü plaka termoshakerı  

 Bilgisayar ve yazıcı  

 Vorteks  

 Hassas terazi  

 Laboratuvar tipi bidistile su cihazı  

  Laboratuvar Gereçleri  

 Otomatik pipet 

 Mikropipetler (200 µl, 1000 µl) ve standı  

 Çok kanallı mikropipet (8 kanallı 30-300  µl) 

 Mikroenjektörler (0,001 ml‘lik hassasiyette) 

 Mikropipet uçları ( 200 µl, 1000 µl) 

 Otomatik pipet uçları(5-10-20 ml) 

 96 kuyucuklu F tabanlı mikroplaka (yüksek bağlama kapasiteli-Nunc 

Maxisorp) 

 96 kuyucuklu V tabanlı mikroplaka ( HI testi için) 

 Kan tüpleri (eppendorf) 

 Kriyoviyal tüp (2 ml) 

 Steril polypropilen tüp (15 ml, 50 ml) 

 Mikroplaka sızdırmazlık bantları 

 Civciv izolatörleri  

 Civciv büyütme kafesleri 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. ĠĢ AkıĢı ve Koordinasyon 

Proje çerçevesinde planlanan tüm çalıĢmalar Ege Üniversitesi Farmasötik 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı ile Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Veteriner 

Biyolojik Ürünler Kontrol Bölümü‘nde yürütüldü.  
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 3.2.2. AĢıların Hazırlanması ve Temini 

Bu tez çalıĢmasında, Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Veteriner Biyolojik 

Ürünler Kontrol Bölümü‘ne, satıĢa esas kontrole gelen, farklı marka ve serilerde 

sadece NDV komponenti içeren tek komponentli ve NDV yanında baĢka aĢı 

bileĢenleri de içeren kombine karakterde toplam 9 inaktif aĢı ile olası yalancı 

reaksiyonların tespiti için içerisinde NDV komponenti içermeyen 2 inaktif aĢı, in-

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

ELISA testinde kullanıldı. Kullanılan aĢıların içerikleri Tablo 1‘de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 1. Kullanılan aĢılar ve içerikleri 

 AĢı SuĢu AĢı  Tipi Ġnaktivasyon ajanı 

AĢı-1 Lasota suĢu Kombine Formaldehit 

AĢı-2 VH suĢu Monovalan Formaldehit 

AĢı-3 Clone 30 suĢu Kombine Formaldehit 

AĢı-4 Lasota suĢu Kombine Formaldehit 

AĢı-5 Lasota suĢu Kombine Formaldehit 

AĢı-6 Ulster 2C Monovalan Formaldehit 

AĢı-7 Lasota suĢu Kombine B-propiolaktan 

AĢı-8 Lasota suĢu Monovalan Etilen-imin 

AĢı-9 Lasota suĢu Kombine Formaldehit 

AĢı-10 Reovirus suĢu Multivalan Formaldehit 

AĢı-11 Avibacterium paragallinarum 

serotip A,B,C 
Multivalan Formaldehit 
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3.2.3. Ġmmunizasyon-Seroloji Testi 

Her aĢı örneği için SPF sürüden elde edilen ve her biri 21-28 günlük yaĢtaki 10 

civciv kullanıldı. Kontrol grubu olarak en az 5 civciv aĢılanmadan bırakıldı. Her 

gruptaki 10 SPF civcive mikro enjektörle aĢı dozunun 1/50‘ si kas içi yolla verildi. 

Uygulamadan 17-21 gün sonra her bir civcivden en az 1 ml kan alınarak serumları 

ayrıldı (Resim 1). Serum örnekleri 56°C‘de 30 dakika boyunca bekletilerek 

komplemanın inaktivasyonu sağlandı ve -20°C‘de muhafaza edildi. OIE Manuel 

Bölüm 2.3.14 belirtildiği Ģekilde hemaglutinasyon (HA) ve hemaglutinasyon 

inhibisyon (HI) testleri ile serumların antikor titresi hesaplandı (OIE., 2012). AĢılar 

için Avrupa Farmakope‘de tanımlanan etkinlik kriteri, aĢılı grupta ortalama HI 

titresinin 4.0 log2 üzerinde, aĢılanmamıĢ kontrol grubunda ise 2.0 log2 ve altında 

olmasıdır. 

 

 

 Resim 1. Ependorf tüplerindeki kan örnekleri ve serumları 

 

3.2.4. Hemaglutinasyon Testi  

HA testi ile HI testinde kullanılacak olan referans antijenin 4 

hemaglutinasyon ünitesine (HAU) ayarlanması amaçlanmakta olup test 

aĢağıda tanımlandığı gibi yürütüldü.  

 96 kuyucuklu V tabanlı mikroplakanın tüm kuyucuklarına 25µl PBS eklendi. 

 Ġlk kuyucuklara SRS antijenden 25µl ilave edildi ve ardından iki katlı seri 

dilüsyon yapıldı. 

 Dilüsyon yapılan tüm kuyucuklara tekrar 25µl PBS ilave edildi ve ardından 

tüm kuyucuklara 25µl %1‘lik yıkanmıĢ tavuk eritrositi eklendi. 
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 Negatif kontrol (kan kontrol) amacıyla ayrılan kuyucuklara 25µl PBS ve 

üzerine 25µl %1‘lik tavuk eritrositi eklendi. 

 Plakanın kenarlarına hafifçe vurularak iyice karıĢması sağlandı ve yaklaĢık 

22±3°C‘de 40 dakika kadar beklendi. 

 Süre sonunda eritrositlerin aglutinasyonuna bağlı olarak dantela tarzında 

görüntü oluĢan gözler HA (+), aglutinasyon olmaksızın eritrositlerin 

mikroplaka tabanına çökmesi sonucu düğme formasyonu Ģeklinde görüntü 

oluĢan gözler HA (-) kabul edildi. Dantela tarzında görüntü oluĢan son 

dilüsyon basamağı %100 HA veren dilüsyon basamağı kabul edildi ve 1HAU 

olarak belirlendi. %100 HA veren dilüsyon basamağının 4‘e bülünmesi ile 

kullanılacak olan 4HAU‘ya sahip dilüsyon basamağı belirlendi. Örneğin 

1/512‘lik dilüsyonda %100 HA görüldüyse 512/4=128, 1 kısım antijen 127 

kısım PBS ile karıĢtırıldı. Elde edilen bu 4HAU‘ya sahip süspansiyon 

mikroplakada iki paralel olacak Ģekilde çalıĢıldı 1/2 ve 1/4 ‗lük dilüsyonlarda 

tam hemaglutinasyon verdiği görüldükten sonra HI testinde çalıĢma 

dilüsyonu olarak kullanıldı (Resim 2).  

 

 

 

            Resim 2. 4HAU‘ya ayarlanmıĢ olan antijen  

 

Kan kontrol  

4 HAU  
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3.2.5. Hemaglutinasyon Ġnhibisyon Testi 

 96 kuyucuklu V tabanlı mikroplakanın tüm kuyucuklarına 25µl PBS eklendi. 

 AĢılı hayvanlara ve kontrol grubuna ait serum örneklerinden plakanın ilk 

sırasına 25µl eklendi ve iki katlı seri dilüsyonları yapıldı. 

 Pozitif kontrol için ayrılan sıraya SRS antiserumdan 25µl ilave edildi ve iki 

katlı seri dilüsyonları yapıldı. Seri dilüsyonlar sonrası tüm kuyucuklara 

4HAU‘ya ayarlanmıĢ olan SRS antijenden 25µl eklendi. 

 Plakanın kenarlarına hafifçe vurularak iyice karıĢması sağlandı ve yaklaĢık 

22±3°C‘de 30 dakika. süreyle beklendi. 

 Bekleme süresi sonunda tüm kuyucuklara %1‘lik yıkanmıĢ tavuk 

eritrositinden 25µl eklendi ve hafifçe vurularak karıĢması sağlandı ve 

22±3°C‘de 40 dakika süreyle beklendi. 

 Bekleme süresi sonunda plaka eğilerek değerlendirildi. 

 Düğme formasyonu Ģekillenen ve gözyaĢı damlası Ģeklinde akan gözler HI 

(+) kabul edildi. HI titresi 4 HAU antijeni tümüyle inhibe eden serumun en 

yüksek dilüsyonu olarak değerlendirildi. 

 Dantela tarzında görüntü oluĢan ve gözyaĢı damlası Ģeklinde akıntı 

oluĢmayan gözler HI (-) kabul edildi. 

 Testin geçerliliği negatif kontrol (kan kontrol) kuyucuklarında eritrositlerin 

antijen ile bağlanıp dantela tarzında görülmesi ve pozitif kontrol (SRS antijen 

ve antiserum olan) kuyucuklarında inhibisyona bağlı düğme formasyonu 

oluĢması ve plaka eğimli tutulduğunda gözyaĢı damlası Ģeklinde bir görüntü 

oluĢması ile sağlandı. 

    

3.2.6. Ġmmunizasyon-Çalenç Testi  

 Avrupa Farmakope‘nin 0870 sayılı monografı gereği SPF sürüden elde edilen 

ve her biri 21-28 günlük civcivler kullanıldı.  

 Her birinde 20 civcivin bulunduğu test grupları bir aĢı dozunun değiĢen 

(1/12,5, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200) oranları ile kas içi yolla aĢılandı.  

 10 civciv ise kontrol grubu olarak bırakıldı.  
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 AĢılamadan 17-21 gün sonra kontrol grubu da dahil tüm gruplar kas içi yolla 

6 log10 ELD50/doz içeren velojenik APMV-1 (Herts 33/56) ile eprüve edilerek 

izolatöre yerleĢtirildi.  

 Uygulama sonrası 14 gün boyunca tüm gruplarda Newcastle hastalığı 

semptomlarını göstermeksizin hayatta kalan civcivler tespit edilerek ―Reed 

and Muench‖ yöntemine göre koruyucu doz (PD50) hesaplandı 

(Ramakrishnan, 2016).  

 Testin geçerli olabilmesi için eprüvasyon sonrası kontrol grubundaki tüm 

hayvanların 6 gün içinde ölmesi ve etiket bilgisinde verilen en küçük doz 

aralığındaki koruyucu doz değerinin 50 PD50‘den büyük olup olmadığı 

değerlendirildi. 

 

3.2.7. AĢıların Ekstraksiyon ĠĢlemi 

Test edilecek aĢıların ELISA testine alınabilmesi için ekstraksiyon iĢlemiyle aĢı 

içerisindeki yağ-su emülsiyonunun bozulması ve antijenin su fazı içerisinde serbest 

kalmasının sağlanması gerekmektedir (Claassen, 2011).  

 Bu iĢlem için 8 ml izopropilmiristat (IPM) 2 ml‘lik aĢı numunesiyle 15 ml‘lik 

bir tüp içerisinde 1 dakika kadar vortekslendi.  

 KarıĢım 10 dakika boyunca soğutmalı santrifüj kullanarak 8°C‘de 2500 

rpm‘de santrifüjlendi.  

 ĠĢlem sonunda tüpün üst kısmında kalan sıvı kısım (yağ+IPM) pipetlenerek 

uzaklaĢtırıldı (Resim 3).  

 Tüpün dip kısmında kalan değiĢik renk ve görünümdeki ve yaklaĢık 0,5-1 

ml‘lik hacimlerdeki sıvı kısım kriyoviyallere aktarıldı.  
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 Resim 3. Ekstraksiyon iĢlemi sonrası ayrılmıĢ olan su ve yağ fazı 

 

 

3.2.8. ELISA Testi  

Ġnaktif ND aĢılarının potensinin belirlenmesinde APMV-1 serotipinin sahip olduğu 

HN protein miktarının ölçümüne dayanan çift antikor sandviç (DAS) ELISA 

prosedürü kullanıldı. AĢı örneklerinin relatif potensi, sahip olduğu HN protein 

miktarı bilinen referans antijen (6AU/ĢiĢe) ile içerdiği antijen miktarı bilinmeyen test 

örnekleri kıyaslanarak antijen ünitesi (AU) olarak belirlendi (Claassen ve ark., 2004). 

 Kaplama antikoru-MoAb 1,5 ml distile su içerisinde çözüldü. Üretim lotunda 

belirtilmiĢ olan dilüsyon oranında sodyum karbonatlı kaplama buffer 

solüsyonu içinde 1/20 oranında dilüe edilip 96 kuyucuklu F tabanlı ELISA 

mikroplakasının tüm kuyucuklarına 100 µl eklendi. Mikroplaka, sızdırmazlık 

bandı ile kapatılıp 37°C‘ de 2 saat inkübe edildi. 

 Mikroplaka 350 µl/kuyucuk olacak Ģekilde 0,05% Tween 80 solüsyonu ile 3 

defa yıkandı ve kâğıt havlu üzerinde kurutuldu.  

 Referans antijen ve kontrol antijen üretim lotunda belirtilmiĢ olan dilüsyon 

oranında 1,5 ml ELISA buffer solusyonu içinde çözüldü. Transfer 
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mikroplakanın A1-B1 kuyucuğuna 250 µl referans antijen, B1-B7 

kuyucuğuna kontrol antijen 250 µl eklendi. Geri kalan tüm kuyucuklara 125 

µl ELISA buffer ilave edildi. Mikroplakanın yukarıdan aĢağıya C1‘den H1‘e 

kadar olan kuyucuklarına ektraksiyon iĢlemine tabi tutulmuĢ aĢı örnekleri 

ELISA buffer içerisinde 1/4 oranında sulandırılarak 2‘Ģerli setler Ģeklinde 125 

µl/kuyucuk olacak Ģekilde eklendi. 2 katlı seri dilüsyonlar yapılarak soldan 

sağa doğru plakanın 11. kuyucuklarına kadar gelindi ve her dilüsyon 

basamağındaki son kuyucuklar sadece ELISA buffer konularak kör 

kuyucuklar olarak boĢ bırakıldı. Transfer plakasında gerçekleĢtirilen dilüsyon 

iĢlemlerinden sonra tüm plaka içeriği antikor kaplı mikroplaka kuyucuklarına 

100 µl olacak Ģekilde transfer edildi.   

 Mikroplakalar sızdırmazlık bandı ile kapatılıp ve 37°C ‗de 4 saat inkube 

edildi. Ġnkubasyon sonrası mikroplaka 350 µl/kuyucuk olacak Ģekilde 0,05% 

Tween 80 solüsyonu ile 3 defa yıkandı ve kâğıt havlu üzerinde kurutuldu. 

 HRPO konjugatı ile iĢaretli antikor, üretim lotunda belirtilmiĢ olan dilüsyon 

oranında 1,5 ml ELISA buffer solusyonu içinde çözüldü. ÇözülmüĢ olan 

konjugat 20x oranında ELISA buffer ile sulandırılıp mikroplakanın tüm 

kuyucuklarına 100 µl ilave edildi. Mikroplaka sızdırmazlık bandı ile kapatılıp 

37°C‘de 1 saat inkube edildi. Ġnkubasyon sonrası mikroplaka 350 µl/kuyucuk 

olacak Ģekilde 0,05% Tween 80 solüsyonu ile 3 defa yıkandı ve kâğıt havlu 

üzerinde kurutuldu. 

 Mikroplakanın tüm kuyucuklarına 100 µl TMB substratı eklenip 15 dakika 

oda sıcaklığında inkube edildi. Ġnkubasyon sonrası stop solüsyonu (0,5M 

H2SO4)  tüm kuyucuklara 100  µl ilave edildi.  

 Son olarak ELISA okuyucu ile 450 nm dalga boyunda optik dansite (OD) 

ölçüldü ve veriler kaydedildi. 

 ÇalıĢmada kullanılacak tüm reagenler çalıĢma öncesi oda ısısına getirildi.  

Plaka üzerine referans antijen, kontrol antijen ve aĢı örneklerinin dilüsyon 

oranları Tablo 2‘de verilmiĢtir. 
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Tablo 2. AĢı örneklerinin dilüsyon oranları 

 

 

3.2.9. Test Sonuçlarının Yorumlanması  

EDQM tarafından sağlanan Combistats Ġstatistiksel Analiz Yazılım Programının 

―Combistats Software Statistical Analysis of Biological Dilution Assay Results or 

Potency Assay 5.0‖ güncel versiyonu kullanılarak yalnızca dilusyon oranları ile 

uyumlu olan dinamik aralıktaki OD değerleri dahil edilerek en fazla 5 ardıĢık 

dilüsyon basamağı hesaplamaya dahil edildi. Program kullanılarak test edilen 

örneklerden alınan OD değerleri ile kullanılan referans antijenin farklı dilüsyon 

düzeylerinden alınan OD değerleri paralel doğru analizi yöntemiyle logaritmik 

değerlere dönüĢtürülerek relatif potens AU/ml cinsinden hesaplandı. Ġmmunizasyon-

seroloji, immunizasyon-çalenç ve ELISA test sonuçları arasındaki iliĢki Minitab 

Ġstatistik Programı kullanılarak değerlendirildi. Aynı günde iki tekrarlı çalıĢılan 

örnekler arasındaki OD değerleri arasındaki varyasyon katsayısı (%CV) ile farklı 

günlerde 6 örneğin 6 tekrarlı çalıĢılması ile elde edilen relatif potens değerlerine 

iliĢkin varyasyon katsayısı (%CV) hesaplandı (Türkbal, 2011). ELISA prosedürünün 

Referans 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 Kontrol 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

Referans 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 Kontrol 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

AĢı 1-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 

AĢı 1-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 

AĢı 2-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 

AĢı 2-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 

AĢı 3-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 

AĢı 3-1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2048 1/4096 1/8192 Kör 
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duyarlılık, özgüllük, relatif doğruluk oranı in-vivo test sonuçları esas alınarak 

hesaplandı (Duygu ve Udoh, 2017). 

 

4. Bulgular 

AraĢtırmamızda, farklı firmalara ait tek komponentli ya da kombine karakterde ve 

içerisinde farklı lentojenik ND virus suĢları içeren yağ emülsiyonlu 9 inaktif aĢı ve 

olası yalancı reaksiyonları belirleyebilmek için ND virusu içermeyen 2 adet yağ 

emülsiyonlu inaktif aĢı kullanılmıĢtır. AĢıların etkinliği in-vivo testler olan 

immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-çalenç testleri ve in-vitro antijen ELISA 

prosedürü ile değerlendirilmiĢtir. Ġmmunizasyon-seroloji testinde, SPF civcivler 

immunize edilmiĢ ve immunizasyon sonrası geliĢen antikor yanıt serolojik olarak HI 

testi ile değerlendirilmiĢtir. Ġmmunizasyon-çalenç testinde, immunizasyon sonrası 

SPF civcivler eprüve edilerek civcivlerin hayatta kalma oranları üzerinden aĢıların 

koruyucu doz (PD50) miktarları hesaplanmıĢtır. Antijen ELISA testinde ise, SPF 

civcivlere herhangi bir immunizasyon yapılmadan, doğrudan aĢı içerisindeki HN 

antijen miktarı saptanarak aĢıların etkinliği değerlendirilmiĢtir. 

 

4.1. Hemaglutinasyon Ġnhibisyon Testi Bulguları 

Newcastle hastalığı aĢılarının kontrolünde kullanılan ve aĢı dozunun 1/50‘sinin 

uygulandığı civcivlere ait  HI test sonuçlarına göre, 9 adet ND aĢısından 5 tanesi 2
4 

ve altında, 4 tanesi ise bu değerin üstünde antikor yanıtı oluĢturmuĢtur. ND virus 

komponenti içermeyen 2 adet aĢı, kontrol grubundaki civcivlerdeki gibi hiçbir yanıt 

oluĢturmamıĢtır. Avrupa Farmakope‘de inaktif ND aĢıları için tanımlanan potens 

gerekliliklerine göre, test edilen 9 adet ND aĢının 4‘ünün yeterli, 5‘inin ise yetersiz 

bir serolojik yanıt sergilediği görülmüĢtür. AĢılı ve kontrol grubuna ait hayvanların 

serum örneklerinde gerçekleĢtirilen HI test sonuçlarına iliĢkin bir örnek Resim 4‘de 

verilmiĢtir. 
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Resim 4.  ND aĢısına ait serum örneklerinde HI test sonuçları 

 

4.2. Immunizasyon-Çalenç Testi Bulguları 

Avrupa Farmakope‘nin 0870 sayılı monografında inaktif ND aĢılarının serolojik 

testlerle gerekli antikor titresi elde edilemediği takdirde koruyuculuğun belirlenmesi 

için immunizasyon-çalenç testleri yürütülerek etkinlik hakkında karar verilmesi 

istenmektedir. Her bir aĢı için gerçekleĢtirilen HI test sonuçlarına göre ortalama 2
3,3

, 

2
3,4

,  2
3,3

, 2
3,5

, 2
3,9 

 düzeyinde antikor yanıtı oluĢturarak 2
4 

altında kalan aĢı serileri, 

immunizasyon-çalenç testi sonrası hayatta kalan civciv sayıları üzerinden 

değerlendirildiğinde, sırasıyla 56, 60, 70, 75 ve 71 PD50 koruyuculuk düzeyi 

sergilemiĢtir. Geri kalan 4 aĢı örneği HI testine alındığında ortalama 2
4,1

, 2
4,8

, 2
4,4

, 

2
6,1

, düzeyinde antikor yanıtı oluĢturmuĢ ve bu  aĢı serilerinde, sırasıyla 100, 108, 

100, 136 PD50 düzeyinde bir koruyuculuk belirlenmiĢtir. GerçekleĢtirilen koruyucu 

doz çalıĢmalarında kontrol grubu olarak tutulan tüm aĢısız civcivlerin 4. gün itibarı 

ile öldüğü görülmüĢtür.  Bu sonuçlara göre test edilen tüm inaktif ND aĢı serilerinin 

etkinlik kriteri olarak Avrupa Farmakope‘de bildirilen 50PD50 üzerinde 

koruyuculuğa sahip olduğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢılan tüm aĢılara ait HI, PD50 ve 

ELISA test sonuçları Tablo 3‘te verilmiĢtir.  
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4.3. ELISA Bulguları 

EDQM tarafından üretilmiĢ olan referans ve kontrol antijeni ile test edilen aĢı 

örneklerinin birlikte çalıĢıldığı plakalardan alınan OD sonuçları üzerinden relatif 

potens hesaplanmıĢtır (Tablo 3). Her bir plakada referans antijen olan inaktif NDV 

Ulster 2C suĢu ve referans kontrolü (pozitif kontrol) olarak çalıĢılan inaktif Lasota 

suĢu ile test edilen aĢı örnekleri birlikte çalıĢılmıĢ olup, enzimatik reaksiyonun 

durdurulması ile oluĢan renk değiĢimleri ELISA okuyucu ile değerlendirilmiĢtir 

(Resim 5). Referans ve kontrol antijenleri ile birlikte test edilen aĢıların Combistats 

programında relatif potensi hesaplanmıĢ, NDV komponenti içeren aĢıların relatif 

potens değerleri 6,02 ile 98,23 AU/doz, NDV komponenti bulundurmayan aĢıların 

ise 0,19 ve 0,34 AU/doz olarak bulundu.  Yeterli ve yetersiz potense sahip aĢılara ait 

örnek bir sonuç Grafik 1‘de gösterilmiĢtir. Örneklerin doz yanıt iliĢkilerini gösteren 

noktaların paralellik ve linearite yönünden birbirleriyle uyumları önemli olup pozitif 

sonuçlarda bu durum sağlanırken negatif sonuçlarda sağlanamamaktadır.  
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Tablo 3. AĢılara ait in-vivo ve ELISA etkinlik test sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 1/50 aĢı dozu ile 

aĢılanan hayvanların 

 HI test sonuçları 

Ġnaktif ND aĢıların 

PD50/doz sonuçları 

ELISA 

Sonuçları 

AU/doz 

AĢılı Kontrol Sonuç 
Kabul 

Limiti  

    

AĢı-1 2
3,3

 0 56 50 6,02 

AĢı-2 2
3,4

 0 60 50 8,93 

AĢı-3 2
3,3

 0 70 50 8,55 

AĢı-4 2
3,5

 0 75 50 10,33 

AĢı-5 2
3,9

 0 71 50 12,01 

AĢı-6 2
4,1

 0 100 50 36,91 

AĢı-7 2
4,8

 0 108 50 75,67 

AĢı-8 2
4,4

 0 100 50 36,75 

AĢı-9 2
6,1

 0 136 50 98,23 

AĢı-10 0 0 - - 0,19 

AĢı-11 0 0 - - 0,34 
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Resim 5.  Referans ve aĢı örneklerini gösteren bir ELISA testi 

 

  

 

Grafik 1. Referans ve kontrol antijenle birlikte test edilen yeterli ve yetersiz AU‘ya 

sahip aĢı örneklerine ait grafik 
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4.4. ELISA Testi Validasyon Bulguları 

ÇalıĢmada kullanılan 11 aĢıdan (9 adet tekli veya kombine formdaki inaktif ND aĢısı, 

2 adet ND virus komponenti içermeyen yağ emülsiyonlu inaktif aĢı) elde edilen 

gerçek pozitif ve negatif ile yanlıĢ pozitif ve negatif sonuçlar Tablo 4‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4. Gerçek ve yanlıĢ cevaplar dağılımı 

Gerçek 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: Gerçek pozitif, YN: YanlıĢ negatif, YP: YanlıĢ pozitif, GN: Gerçek negatif 

 

4.4.1. Duyarlılık 

Gerçek pozitif analiz sayısının, pozitif sonuçların toplamına oranı testin duyarlılığını 

ortaya koymaktadır. ND virusu içeren ve immunizasyon-çalenç testi ile yeterli 

bağıĢık yanıt sergilediği görülen 9 adet aĢıdan biri ELISA testinde yetersiz görülmüĢ 

olup testin duyarlılığı %89 olarak belirlenmiĢtir.  

 

4.4.2. Özgüllük 

Gerçek negatif analiz sayısının negatif sonuçların toplamına oranı spesifite/özgüllük 

olarak tanımlanır. ND virusu içermeyen ve doğal olarak, immunizasyon-seroloji testi 

ile hiçbir serolojik yanıt vermeyen aĢı örneklerinde ELISA testinde bir pozitiflik 

tespit edilmemiĢ olıup ELISA testinin spesifitesi %100 olarak belirlenmiĢtir.  
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4.4.3. Efektiflik 

Efektiflik; gerçek pozitif ve gerçek negatif sonuç sayısının toplam örnek sayısına 

oranını ifade eder. ELISA ile çalıĢılan örneklere ait relatif doğruluk oranı %91 olarak 

bulunmuĢtur.  

 

4.4.4. Tekrarlanabilirlik  

Aynı ölçüm koĢulları altında kısa bir zaman aralığında gerçekleĢtirilen, aynı test 

örneğinin birbirini izleyen ölçüm sonuçları arasındaki yakınlığın derecesi 

tekrarlanabiliriliği ortaya koyar. ELISA testine alınan aĢılar içerisinden seçilen 6 farklı 

aĢının aynı gün içerisinde çift örnekler olarak çalıĢılması sonucu oluĢan OD değerleri 

arasında oluĢan en yüksek varyasyon katsayısı (%CV) belirlenerek Tablo 5‘de 

verilmiĢtir. Genel olarak %10 altında bir varyasyon katsayısı hesaplanmıĢ olup 2 

örnekte % 13,87 ve %14,25‘lik bir varyasyon katsayısı hesaplanmıĢtır. 

 

 Tablo 5. ELISA testine alınan aĢıların OD değerleri arasındaki en yüksek varyasyon 

katsayıları (% CV) 

 

 

%CV AĢı-1 AĢı-2 AĢı-3 AĢı-4 AĢı-5 AĢı-6 

1.gün %4,51 %5,58 %4,89 %2,17 %3,67 %4,13 

2.gün %3,47 %4,72 %3,23 %4,43 %13,87 %5,41 

3.gün %4,62 %1,86 %4,31 %8,92 %9,62 %3,75 

4.gün %5,97 %5,35 %4,59 %5,37 %3,65 %1,96 

5.gün %2,68 %8,56 %5,56 %14,25 %6,06 %2,37 

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

Aynı test örneklerinde farklı ölçüm koĢulları altında ve farklı zaman aralıklarında 

gerçekleĢtirilen, birbirini takip eden ölçüm sonuçları arasındaki yakınlığın derecesi 

tekrar üretilebilirlik olarak ifade edilir. Tekrar üretilebilirliğin belirlenmesi için 9 adet 

ND aĢısı içerisinden seçilen 6 farklı ND aĢısı farklı günlerde referans antijen ile 

birlikte değerlendirilerek relatif potens hesaplanmıĢ olup, bu sonuçların ortalaması ve 

varyasyon katsayıları Tablo 6‘da verilmiĢtir. 

 

Tablo 6. ELISA testine alınan aĢıların relatif potens değerleri arasındaki varyasyon 

katsayıları (% CV) 

RP: relatif potens 

 

 

 

 

Günler 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 7,4 

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 
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5. TartıĢma 

Newcastle hastalığı, kanatlı hayvanlarda virulan APMV-1 suĢu tarafından oluĢan 

akut ve sistemik klinik seyir gösteren önemli bir viral enfeksiyondur (Alexander ve 

Gough, 2003). Hastalık evcil ve yabani birçok kuĢ türünde görülebilmekle beraber en 

duyarlı tür olarak tavuklar bildirilmiĢtir (Von Messling, 2017). Hastalığın morbidite 

ve mortalitesi kanatlı hayvanların türüne ve hastalığa sebep olan virusun virulansına 

göre değiĢkenlik gösterebilmektedir. Hastalık patogenezi üzerine yapılan 

çalıĢmalarla hastalığın sırasıyla lentojenik (düĢük virulan), mezojenik (orta virulan) 

ve velojenik (yüksek virulan) formları tanımlanmıĢ olup velojenik formdaki suĢlar da 

afinite gösterdikleri dokular ve klinik tabloya göre viserotropik ve nörotropik olarak 

iki klinik formda görülebilmektedir (Alexander, 2000). Hastalığın tanımlandığı 

yıldan bugüne kadar ekonomik olarak önemli zarara yol açtığı 4 büyük pandemi 

bildirilmiĢtir (Miller ve Koch, 2013). Hastalığa sebep olan APMV-1 virusunun tek 

bir serotipe sahip olmasına rağmen çok fazla sayıda genotipik varyasyonunun olması, 

geniĢ bir coğrafi dağılım göstermesi, hastalık epidemiyolojisinde önemli bir yere 

sahip olan yabani kuĢlarla taĢınabilmesi ve geniĢ konakçı spektrumu nedeniyle yeni 

pandemilere yol açabilme tehlikesi bulunmaktadır. Dünyanın birçok ülkesinde 

endemik olarak görülen Newcastle hastalığı kanatlı hayvan yetiĢtiriciliği için her 

zaman bir tehdit olarak önemini korumaktadır. Kanatlı endüstrisi içerisindeki sıkı 

biyogüvenlik önlemleri ve aĢılama uygulamaları sayesinde birçok ülkede görülme 

oranı önemli derecede azalsa da Endonezya, Malezya, Kamboçya, Vietnam, 

Kamerun, Orta Afrika Cumhuriyetleri, FildiĢi Sahilleri ve Nijerya  gibi ülkelerde 

hala sıklıkla gözlenmektedir (Snoeck ve  ark., 2013; Choi ve ark., 2014). Newcastle 

hastalığı OIE tarafından ihbari mecburi hastalıklar listesine alınmıĢ ve ülkemizde de 

hastalıkla mücadele kapsamında ND‘nin kontrol altına alınmasına iliĢkin 92/66/EEC 

sayılı Avrupa Birliği Konsey Direktifi doğrultusunda ―Yalancı Tavuk Vebası 

Hastalığına KarĢı Korunma ve Mücadele Yönetmeliği‖ bulunmakta ve 

uygulanmaktadır. Hastalığın viral kaynaklı olması ve kanatlı hayvanlarda çok yüksek 

bir morbidite ve mortalite ile seyretmesi nedeniyle, aĢılama, hastalıktan korunmada 

en akılcı yol olarak görülmektedir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO), AB tarafından bir 

takım hastalıkların yok edilmesi ve hayvancılık endüstrisinde viral enfeksiyonları 

azaltmak amacıyla, aĢılamanın önemi vurgulanmaktadır (Hendriksen ve ark., 1998).  
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Bu kapsamda, ND‘ye karĢı 1940‘lı yıllardan bu yana kullanılmakta olan canlı ve 

inaktif karakterde aĢılar bulunmaktadır. Hayvan ve insanlarda kullanılan biyolojik 

ürünlerin beklenen kalitede olmasında, ana sorumluluk üretici firmalarda olmakla 

beraber, kontrolden sorumlu resmi otoriteler de, aĢıların güvenli ve etkin olmasını 

sağlamak için gerekli kontrol prosedürlerini oluĢturmak ve uygulamaktan 

sorumludurlar. Üretimde tutarlılık yaklaĢımı çerçevesinde üretilen her biyolojik ürün 

serisinin, orijinal suĢundan baĢlayarak, ambalajlanmıĢ son ürün haline gelinceye 

kadar geçirdiği tüm üretim süreçlerinde kontrol edilmesi gerekmektedir (Finn, 2011; 

Hill, 2011). Bu kontroller için uygulanan testler; aĢı tiplerine göre değiĢkenlik 

gösterebilmekle beraber sterilite, güvenlik ve etkinlik testleri olarak 

sınıflandırılabilir. Etkinlik testleri; canlı bakteriyel aĢılarda, ―colony forming 

unit‖(CFU) testleri Ģeklindeyken;  canlı viral aĢılarda, primer ya da devamlı hücre 

kültürü hatları ile embriyolu tavuk yumurtalarında yürütülen titrasyon testleri, 

sitopataloji veya virus nötralizasyon testleriyle gerçekleĢtirilmektedir (Draayer, 

2011; Kumar ve ark., 2018). Ġnaktif aĢılarda potensin değerlendirilmesinde yaygın 

olarak immunizasyon-seroloji veya çalenç testleri kullanılmaktadır. İmmunizasyon-

çalenç testlerinde, çok sayıda hayvan kullanılması, hayvanlarda acı ve ölümlere 

neden olması ve test sürelerinin çok uzun sürmesi, önemli dezavantajlardandır 

(Draayer ve ark., 2011). Geleneksel yaklaĢımda aĢı kontrol çalıĢmalarında 

laboratuvar/deney hayvanları veya hedef hayvanlar, potens testlerinde 

kullanılmaktadır (Hendriksen, 2009). GerçekleĢtirilen potens testlerinin %37‘si in-

vitro titrasyon testleri, %22‘si in-vitro ELISA testleri, % 12 diğer in-vitro testler, 

%8‘i in-vivo seroloji ve %21‘i in-vivo çalenç testlerinden oluĢmaktadır (Draayer ve 

ark., 2011). Bu oranlardan anlaĢılacağı üzere veteriner aĢıların hala önemli bir 

kısmının in-vivo etkinlik testleriyle değerlendirildiği görülmektedir. AĢıların, insan 

ve hayvan sağlığı üzerinde gittikçe artan önemi ve buna paralel olarak artan aĢı 

üretimi ile beraber yürütülen kontrol testlerinin de hızlı ve etkin bir Ģekilde 

gerçekleĢtirilmesi zorunluluk haline gelmiĢtir. Bu amaçla klasik hayvan testlerine 

alternatif yöntemlerin geliĢtirilmesi ve uygulanmasına öncelik verilmiĢtir. Bu 

kapsamda 3R konsepti olarak bilinen yaklaĢım ile hayvan modellerinin yerine in-

vitro alternatif metotlar, kuduz, pastorelloz, leptospiroz, Ģap, klostridial ve Newcastle 

aĢılarında kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Wood, 1991; Stokes ve ark, 2011b; Salama ve 

ark, 2014; Sigoillot-Claude ve ark, 2015; Chabaud-Riou ve ark, 2017). 
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Günümüzde Amerika BirleĢik Devletleri‘nde (ABD) ruhsatlanmıĢ ND aĢılarında 

potens belirlemede; aĢının önerilen doz miktarı ile 10 adet SPF civcivin immunize 

edilmesi ve 14-21 gün sonra immunize edilen hayvanlara uygun eprüvasyon 

kültürleri uygulanması, ardından hayvanların günlük olarak gözlenmesi, hayatta 

kalma oranlarının değerlendirilmesi ve %90 ve üzeri koruyuculuk görülmesi halinde 

aĢının etkin olduğu kararına varılması ile ilgili in-vivo bir test tanımlanmıĢtır (USDA 

APHIS, 2018a). Avrupa‘da ruhsat almıĢ ND aĢılarında ise, Avrupa Farmakope 

gereklilikleri dikkate alınmakta olup ND aĢılarında en az 10 adet SPF civcivin 

immunizasyonu ve immunizasyon sonrası serolojik yanıtın değerlendirildiği HI testi 

ve koruyucu dozun (PD50) belirlendiği eprüvasyon uygulamaları ile hiçbir SPF civciv 

aĢılanmaksızın doğrudan aĢı içerisindeki antijen miktarını belirlemeye yönelik 

alternatif ELISA testinin kullanılabileceği bildirilmiĢtir (European Pharmacopoeia, 

2017a).  

Bu çalıĢmada Avrupa Farmakope‘de önerilen immunizasyon-seroloji protokolü 

uygulanarak 9 ND aĢısından 5‘i 2
4
 ve altında serolojik yanıt vermiĢtir. Söz konusu bu 

aĢılar koruyucu dozun belirlenmesi için immunizasyon-çalenç testine tabi 

tutulduğunda hepsinin 50 PD50 üzerinde bir değer sergilediği görülmüĢtür. Benzer 

Ģekilde, aĢılamaya bağlı serolojik yanıtın değerlendirildiği bir çok çalıĢma 

bulunmaktadır. 25 farklı ticari ND aĢısının immunizasyon-çalenç ve immunizasyon-

seroloji testlerine alındığı bir çalıĢmada, yeterli koruyuculuğa sahip oldukları 

belirlenen 21 aĢının 20‘sinin ortalama HI test sonuçlarının >2
3,81 

den büyük olduğu, 4 

aĢının ise 2
3 

ve altında sonuç verdiği ve bu aĢıların PD50 sonuçlarının da yetersiz 

olduğu bildirilmiĢtir. Söz konusu çalıĢmada koruyucu dozu belirlemek için aĢı 

dozunun 1/25, 1/50 ve 1/100‘ünü uyguladıkları gruplarda doz miktarına uyumlu bir 

Ģekilde 2
4,39

, 2
3,53 

ve 2 
2,83 

azalan bir HI yanıtı alındığı, PD50 testi ile HI testi arasında 

büyük bir korelasyon (r
2
 =0,988)  olduğu ve HI testinin inaktif ND aĢılarının potens 

testinde PD50 testi yerine kullanılabileceği bildirilmiĢtir (Goddard ve ark., 1988).  

Monovalan veya polivalan karakterdeki 27 farklı ticari inaktif ND aĢısında bir aĢı 

dozunun 1/50‘si verilerek HI testi ile potens değerlendirilmiĢ ve ND aĢılarının HI test 

sonuçlarının 2
2,2 

ile 2
8,1 

arasında değiĢtiği gözlenmiĢtir. AraĢtırmacılar, düĢük HI 

yanıtı aldıkları aĢı serilerinde koruyuculuk düzeylerini ortaya koyacak çalenç 

testlerini uygulamamıĢlar ancak, aĢılarda kullanılan adjuvanların, çevresel ve 

bireysel faktörlerin etkisinin olabileceğinin dikkate alınması gerektiğini 
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belirtmiĢlerdir (Zekic-Stozic ve ark., 2014). Ġnaktif ND aĢılarında HAU düzeyi ile 

potensin sağlanması için gerekli minimum koruyucu doz miktarı ve serolojik yanıt 

düzeyinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, içerisinde 5 ile 2000 aralığında değiĢebilen 

HAU‘ya sahip Hitchner B1 antijeni bulunduran inaktif aĢı serileri kullanılmıĢtır. 

AĢıların sahip oldukları HAU‘ya karĢı oluĢan serolojik yanıt düzeyi HI ve ELISA 

testleri kullanılarak araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar, çalıĢmada çalenç öncesi 500, 750, 

1000, 2000  HAU‘ya sahip gruplarda sırasıyla log2 4.1, 3.2, 5, 7.2 düzeyinde 

serolojik yanıt görüldüğünü ve çalenç uygulamasından sonra 2
5 

ve üzerinde yanıt 

aldıkları ve 1000-2000 HAU‘ya sahip grupların %100 korunduğunu bildirmiĢlerdir 

(Liljebjelke ve ark., 2008). Lentojenik suĢ içeren canlı ND aĢıları ile 3 haftalık SPF 

civcivlerin aĢılanması sonrası 2
3
 ile 2

4
 arasında bir HI tepkisi oluĢtuğu,  inaktif ND 

aĢısıyla tek bir aĢılama sonrası ise 2
6
 ile 2

8
 arasında bir yanıt alınabildiği ifade 

edilmiĢtir (Miller ve Koch, 2013).  Herts 33/56 eprüvasyon suĢu kullanılarak HI 

değerleri ve koruyuculuk arasındaki iliĢkinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, 2
2 

altında 

serolojik yanıt alınan tüm hayvanların öldüğü; 2
2
-2

5 
arasında ve ortalama 2

3,75
 

serolojik yanıt alınan hayvanlarda %10 oranında bir ölüm görüldüğü; 2
4
-2

6 
arasında 

ve ortalama 2
5,2

 düzeyinde serolojik yanıt alınan hayvanların ise hepsinin korunduğu 

bildirilmiĢtir (Allan ve ark., 1978). GerçekleĢtirilen bu testler göstermektedir ki 

Ġnaktif Newcastle aĢılarında potensin belirlenmesinde immunizasyon-seroloji test 

sonuçları açısından değiĢken sonuçlar alınabilmekte, test sonuçları genel olarak 

çalenç testleriyle uyumlu sonuçlar vermekte ve onlara alternatif olarak 

kullanılabilmektedirler. Yukarıda bildirilen çalıĢmalarda araĢtırmacıların HI 

testlerinde Avrupa Farmakope gerekliliğini karĢılamayan sonuçlar aldıkları ve bu 

serolojik yanıtların da belirli bir koruyuculuğa sahip olduğu anlaĢılmaktadır. 

Goddard ve ark. (Goddard ve ark., 1988) ile Allan ve ark.‘ nın (Allan ve ark., 1978) 

yaptıkları çalıĢmalarda, koruyuculuğun gerçekleĢmediği serolojik yanıtın 2
2 

altındaki 

değerlerde olduğu dikkati çekmektedir. Bizim çalıĢmamızda HI titre sonuçlarını 

değerlendirdiğimizde hiçbir aĢının 2
3
 altında bir yanıt vermediği, bir grup aĢının 

Avrupa Farmokope‘nin belirlediği sınır değer olan 2
4
 değerinin altında sonuç verdiği 

ve bu aĢıların 50 PD50 üzerinde koruyuculuk sağladığı belirlenmiĢtir. Zira Avrupa 

Farmakope‘nin 0870 sayılı monografında inaktif ND aĢılarının serolojik testlerle 

gerekli antikor titresi elde edilemediği takdirde koruyuculuğun belirlenmesi için 

immunizasyon-çalenç testleri yürütülerek etkinlik hakkında karar verilmesi 
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istenmektedir. ÇalıĢmamızda elde edilen 2
3
 ile 2

4
 arası HI titresi veren aĢılar, her ne 

kadar 50 PD50 olan Farmakope kabul kriterlerini karĢılasa da belirlenen 2
4
 altı 

değerlerin aĢı uygulama güçlüğünden kaynaklanabileceği düĢünülmüĢtür. Çünkü 

uygulama dozlarını manipülatif hataya neden olabilecek 1/50 oranı gibi çok düĢük 

aĢı dozları oluĢturmuĢtur. ÇalıĢmamızda HI düzeyleri ile PD50 değerleri birbiri ile 

karĢılaĢtırıldığında (r
2
=0,95) anlamlı bir korelasyon görülmüĢ sonuçlar istatistiksel 

açıdan (p=0,000) anlamlı bulunmuĢtur.  

Ġnaktif ND aĢılarında potensi belirlemeye yönelik eprüvasyon uygulamaları, aĢı 

içerisindeki tüm bileĢenlerin (adjuvanlar, emülsifiye edici ajanlar) immun sisteme 

olan etkilerini net bir Ģekilde ortaya koymasına rağmen, testin baĢlamasından 

sonlandırılmasına kadar geçen süreler 2 aya yakın sürmekte, her bir aĢı için en az 70 

SPF civciv kullanılmakta ve test sonuçlarının değerlendirilmesi, hayvanlardaki sağ 

kalım düzeyleri ve hastalık semptomlarının gözlenmesine dayanmaktadır. 

Günümüzde endüstriyel üretim ve ürün çeĢitliliğindeki büyümeye paralel bir Ģekilde, 

kontrol süreçlerinin kısaltılmasına yönelik yaklaĢımlar sonucunda in-vivo temelli test 

yöntemlerine alternatif serolojik tabanlı ve hücre kültürleri kullanımına dayalı in-

vitro metot geliĢtirme çalıĢmaları hız kazanmıĢtır. Alternatif metotların geliĢtirilmesi 

noktasında baĢta EDQM olmak üzere çeĢitli uluslararası kuruluĢların desteklediği 

çalıĢmalar yürütülmüĢ ve yasal çerçeveyi düzenleyen değiĢiklikler yapılmıĢtır 

(EDQM, 2008). Kullanılmakta olan alternatif metotlar, immunize edilmiĢ 

hayvanların serum örneklerinde yürütülen ELISA prosedürleri, hücre kültür 

ortamlarında yürütülen serolojik tabanlı çalıĢmalar ve doğrudan aĢı içerisindeki 

antijen miktarının ölçülmesine yönelik immunokimyasal çalıĢmalar Ģeklindedir 

(Halder, 2001). Avrupa Farmakope biyolojik ürünlerin potens testlerinde uygun bir 

immunokimyasal veya hücre kültürü metodunun kullanılabileceğini belirtmektedir 

(European Pharmacopoeia, 2017a).  Ġmmunokimyasal yöntemler, hayvan kullanımını 

azaltma ya da tamamen ortadan kaldırma, kolay uygulanabilme ve test sürelerini 

kısaltma gibi birçok avantaja sahiptirler (EDQM, 2008).  

ÇalıĢmamızın in-vitro bölümünü oluĢturan çift antikor sandviç ELISA testi, SPF 

civcivlerde immunizasyon ve çalenç uygulamalarına gereksinim olmaksızın, 

doğrudan aĢı içerisindeki HN antijeninin spesifik monoklonal antikorla birleĢmesi ve 

oluĢan antijen antikor kompleksinin, antijen miktarı bilinen referans bir örnekle 
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kıyaslanması sonrası relatif potensin ölçülmesine dayanmaktadır. Referans ürün 

olarak, benzer aĢı serileri, virus veya bakteri alt ünitelerini içeren ürünler ile saf 

mikroorganizma kültürlerinin kullanılabileceği bildirilmiĢtir (Karli ve Rippke, 2015).    

ELISA testine aldığımız ND aĢılarının, referans ve kontrol antijenlerinden elde 

edilen OD değerleri üzerinden, Combistats software 5.0 programı kullanılarak paralel 

doğru analiz metoduyla RP değerleri 6,02 AU/doz ile 98,23 AU/doz arasında 

belirlenmiĢtir. Ġnaktif ND aĢılarının potensinin belirlenmesinde ELISA metodunun 

kullanılabilmesi için aĢıların sahip olması gereken minimum antijen miktarının 7 

AU/doz olarak bildirildiği çalıĢma (Claassen ve ark., 2004) dikkate alındığında, bir 

örnek hariç tüm ND aĢılarının yeterli antijen miktarına sahip olduğu görülmüĢtür. 

ÇalıĢmamızda 9 adet ND aĢısının 8‘i 7 AU üzerinde görülmüĢ sadece bir aĢının 6 

AU değeriyle limite çok yakın olsa da limit altında kaldığı ve bu aĢı örneğinin yeterli 

PD50 sonucuna sahip olduğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda ELISA testi ile 

immunizasyon-çalenç testi arasında (p=0,000) anlamlı bir korelasyon (r
2
=0,93) 

bulunmuĢtur. Bir aĢımızda meydana gelen 6 AU olarak bulunan görece yetersiz 

relatif potens değerin, kullanılan inaktivasyon ajanı (formaldehit) kaynaklı 

olabileceği veya ekstraksiyon iĢlemleri sırasında yağ fazının su fazından tam olarak 

ayrılamamasıyla iliĢkili olarak antijen miktarı yeterli düzeyde olsa da yağ fazı ile 

maskelenmesine bağlı olabileceği düĢünülmüĢtür. Ġnaktivasyon ajanı (formaldehit) 

konusunda çalıĢmamızı destekleyen bir araĢtırmada, formaldehit kullanılan aĢılarda  

β propiolaktona göre daha az miktarda antijen saptandığı ve bu durumun 

inaktivasyon ajanının etki mekanizmasından kaynaklandığı vurgulanmıĢtır. 

Formaldehitin bakteri ya da virus proteinleri üzerine etkisi bulunurken, β 

propiolakton‘un doğrudan nükleik asit üzerinde etkisinin olduğu, formaldehitin, 

hemaglütinin epitoplarında konformasyonel bir değiĢime sebep olabileceği ifade 

edilmiĢtir (Jagt ve ark., 2010). Ekstraksiyon iĢlemleri sırasında yağ fazının su 

fazından tam olarak ayrılamamasına veya antijen miktarı yeterli düzeyde olsa da yağ 

fazı ile maskelenmesine bağlı olabileceği düĢünülen bir çalıĢmada, 27 farklı inaktif 

ND aĢısında potensin belirlenmesi için isopropilmiristat ile ekstraksiyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢ, antijen miktarı HA testi ve ticari ELISA test kiti ile 

değerlendirilmiĢtir. Testlerdeki yetersiz antijen düzeylerinin, farklı aĢı 

formülasyonlarına isopropilmiristatın aynı düzeyde etki edememesine bağlı 

olabileceği bildirilmiĢtir (Aly ve ark., 2018).  
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Ġnaktif ND aĢılarının in-vitro potens testlerine olan uyumlarının araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, 4 farklı firma tarafından üretilen 8 farklı ND aĢısının sahip olduğu HN ve 

F antijen miktarları ile aĢılara karĢı oluĢan serolojik yanıt HI testi ile değerlendirilmiĢ 

ve HI yanıtı ile HN antijeni arasında pozitif yönde bir iliĢki olduğu belirlenmiĢtir 

(Maas ve ark., 2000a). 20 farklı ND aĢısı Avrupa Farmakope‘de bildirilen serolojik 

test yöntemiyle ve Hayvan Hastalıkları Merkez Enstitüsü (CIDC) tarafından 

geliĢtirilen ELISA testi ile karĢılaĢtırılmıĢ ve her iki metot arasında yüksek bir 

korelasyon (r
2
=0,86) olduğu görülmüĢtür (Maas ve ark., 2000b). Biyolojik ürünlerin 

resmi kontrol laboratuvarı olarak görev yapan 3 farklı laboratuvar tarafından 6 inaktif 

ND aĢısı, Avrupa Farmakope‘nin 0870 sayılı monografında bildirilen in-vivo 

uygulamalar olan immunizasyon-seroloji ve immunizasyon-çalenç testleri ve 

alternatif olarak geliĢtirilmiĢ olan in-vitro ELISA testi ile etkinlik yönünden 

değerlendirilmiĢ ve 3 laboratuvarın aĢı örneklerini 3 tekrarlı olarak çalıĢmıĢ olduğu 

sonuçların kendi içerisinde tutarlı bulunduğu in-vivo ve in-vitro test sonuçlarının 

istatistiksel açıdan anlamlı olduğu bildirilmiĢtir (Claassen ve ark., 2003). Test edilen 

5 aĢının farklı firmaların ticari aĢıları olduğu, bir aĢının ise in-vivo olarak yetersiz 

potense sahip olan bir ürün olduğu ve her bir laboratuvarın yapmıĢ olduğu in-vitro 

test sonuçlarına göre yetersiz potense sahip bu ürünün çok düĢük düzeyde antijen 

içerdiği ortaya konulmuĢ olup testin spesifikliği ortaya konulmuĢtur. Bizim 

çalıĢmamızda da içerisinde ND komponenti bulunmayan bir bakteriyel ve bir viral 

aĢıyı ELISA testine aldığımızda tespit sınırı olarak bidirilen 7AU/doz değerinden çok 

daha düĢük düzeyde (0,19 AU/doz ve 0,34 AU/doz) RP bulunmuĢ olup bu sonuçlarla 

testin spesifikliği doğrulanmıĢtır. Claassen ve ark. (2003) gerçekleĢtirdiği çalıĢmada 

6 farklı aĢı kendi içerisinde yetersiz, düĢük ve yüksek antijen içerecek Ģekilde 

gruplanabilmiĢ, yüksek antijen miktarına sahip aĢıların PD50 sonuçlarının da 

maksimum düzeyde olduğu ve farklı ND suĢları içeren aĢıların aynı MoAb tarafından 

tanınıyor olmasının en önemli çıktı olduğu bildirilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda da 

Lasota, Ulster ve Clone 30 gibi farklı suĢlar içeren aĢılar çalıĢılmıĢ olup bir aĢı örneği 

hariç tüm aĢı serilerinin yeterli RP yanıtı oluĢturduğu ve yüksek RP‘ye sahip aĢıların 

PD50 ve HI sonuçlarının da yüksek olduğu görülmüĢtür. ND aĢıları için 

gerçekleĢtirilen validasyon çalıĢmasında 8 kontrol laboratuvarı ve 6 farklı üretici 

firmanın katılımıyla 9 farklı aĢı örneği üzerinde 3 tekrarlı olarak ELISA testleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢılan aĢı örnekleri içerisine bir adet yetersiz potense sahip aĢı 
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ve bir adet NDV komponenti içermeyen kanatlı aĢısı dahil edilmiĢtir. Sonuçların 

istatistiksel değerlendirilmesi sonucunda antijen miktarının yüksek bir kesinlik ile 

belirlenebildiği, çalıĢılan aĢı örneklerinin antijen miktarları açısından birbirleri ile 

uyumlu sonuçlar verdiği, metodun tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirliğinin 

yeterli olduğu bildirilmiĢtir (Claassen ve ark., 2004). Yeterli ve yetersiz potense 

sahip aĢı serilerini birbirinden ayırmada kullanılacak olan eĢik antijen seviyesinin 7 

AU/doz olarak belirlendiği, hesaplanan bu antijen seviyesinin laboratuvarlar 

tarafından gerçekleĢtirilen in-vitro ölçümlerde herhangi bir yanlıĢ pozitif sonuca 

neden olmadığı ve sınırlı sayıda yanlıĢ negatif sonuç alındığı ifade edilmiĢtir. 

AraĢtırmacılar gerçekleĢtirdikleri bu validasyon çalıĢması ile PD50 yüksek olan 

aĢıların sahip oldukları antijen ünitesi (AU) değerlerinin de yüksek olduğunu ortaya 

koymuĢlar ve antijen miktarını ölçmeye yönelik alternatif metodun Avrupa 

Farmakope‘sine girebileceğini bildirmiĢlerdir (Claassen ve ark., 2004). Validasyon 

çalıĢmasını destekleyen bir Ģekilde bizim çalıĢmamızda da ELISA testi sonucunda 

sınırlı sayıda (sadece bir örnekte) yanlıĢ negatif sonuç alınmıĢ, yanlıĢ pozitif sonuç 

oluĢmamıĢ, spesifite, sensitivite ve relatif doğruluk oranlarının yüksek olduğu 

görülmüĢtür. Validasyon çalıĢması ile uyumlu bir Ģekilde koruyucu dozu (PD50) 

yüksek olan aĢıların sahip oldukları antijen ünitesi (AU) değerlerinin yüksek olduğu 

ortaya konulmuĢtur.   

Alternatif metotların uygulamaya aktarılmadan önce geçerliliğinin ortaya konulması 

gereklidir. Avrupa Farmakope‘de bildirilen validasyon kriterleri; varlığı ortaya 

konulmak istenilen antijen veya antikorun referans ve test örnekleri arasında ciddi bir 

farklılık oluĢturmaması, matriksten etkilenmemesi, tespit limitinin kabul kriteri 

altında olması, analiz kesinliğinin beklenen limitler içerisinde olması, sistematik 

hataya neden olmaksızın uygulanabilmesi olarak tanımlanmaktadır (European 

Pharmacopoeia, 2017a). Bu gereklilikleri sağlamak için test edilen örneklerin en az 3 

tekrarlı olarak çalıĢılması, analiz edilen test örneklerinin referans örnekle aynı 

formda olması ve sonuçların uygun istatistiksel yöntemler ile değerlendirilmesi 

gerektiği bildirilmektedir (European Pharmacopoeia, 2017a). Veteriner Biyolojikleri 

Merkezi (―Center for Veterinary Biologics‖-CVB)‘nin in-vitro potens testleri ile 

ilgili kılavuzunda; ELISA testleri için sensitivite, spesifite, kesinlik (plaka içi, 

plakalar arası, ölçümler arası vb), tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik 

verilerinin, metot verifikasyonu ve validasyonu için yapılması önerilmektedir 
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(USDA APHIS, 2014). EDQM tarafından, üretilen biyolojik referans olan kontrol 

antijeninin, ELISA testini kullanacak her bir laboratuvar tarafından uygunluğunun 

belirlenmesi ve tekrarlı çalıĢmalarla elde edilen değerlerin metot validasyonu 

sırasında belirlenen değerden %70 ile %140 daha büyük olmaması gerektiği 

bildirilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda kontrol antijeninin ortalama değeri 3,2 AU/ĢiĢe 

olarak saptanmıĢ, alarm limiti olarak 2,24 AU ile 4,48 AU  belirlenmiĢtir. Kontrol 

antijene yönelik 18 sonuç değerlendirildiğinde en düĢük 2,31 AU ve en yüksek 4,13 

AU değerleri alınmıĢ olup alarm limiti dıĢı bir değerle karĢılaĢılmamıĢtır. ND aĢıları 

için bildirilen validasyon çalıĢmasında çalıĢılan örnekler için tahmini potens 

değerinden %80 ile %125‘lik oranda bir varyans belirlenirse sonuçların istatistiksel 

olarak geçerli olacağı bildirilmektedir (Claassen ve ark. 2004). ÇalıĢmamızda tekrarlı 

olarak gerçekleĢtirilen testlerde dahil varyansın bu limitler içerisinde seyrettiği 

görülmüĢtür.  Bir popülasyon içerisindeki değerlerin değiĢkenlik düzeyi varyasyon 

katsayısı (%CV) ile değerlendirilmekte olup tekrarlı çalıĢmalar arasında varyasyon 

katsayısının (%CV) küçülmesi elde edilen verilerin kesin ve tekrarlanabilir olduğunu 

göstermekte ve testin stabilitesini ortaya koymaktadır. Ġmmunokimyasal testlerde 

kesinliği belirlemek için analiz içi ve analizler arası varyasyon kullanılabilmektedir 

(Crowthwer, 2009). Analiz içi varyasyon, ölçüm değerleri arasındaki değiĢkenliğin 

ifadesi olup, tekrarlanabilirliği ortaya koyarken; analizler arası varyasyon, aynı 

örneğin farklı zamanlarda çalıĢılması ile elde edilen sonuçları arasındaki 

varyasyondur ve tekrar üretilebilirliğini ortaya koyar. ELISA çalıĢmalarında analiz 

içi varyasyonun %10‘u, analizler arası varyasyonun %15‘i geçmemesi istenmektedir. 

(Crowthwer, 2009; Arslan ve ark, 2016). Laboratuvarımızda ELISA test metodunun 

validasyonunu belirlemek için; 11 farklı aĢı örneği içerisinden belirlenen 6 aĢı, 

referans antijen ile birlikte, farklı zamanlarda tekrarlı olarak çalıĢılmıĢtır. 

Tekrarlanabilirlik çalıĢması içerisinde değerlendirilen analiz içi varyasyonun iki aĢı 

örneğindeki görülen %13,87 ve %14,25‘lik varyasyon katsayıları hariç %10‘un 

altında olduğu görülmüĢtür. Analiz içi varyasyonun %10 üzeri değerler almasında, 

plaka kuyucuklarındaki kurumaların, pipetleme hatalarının ve kuyucuklar arasında 

oluĢan sıçramaların rol alabileceği düĢünülmüĢtür. Tekrar üretilebilirlik verisi olarak 

değerlendirilen farklı günlerde çalıĢılan aĢı örneklerinin relatif potens değerleri 

arasındaki varyasyon katsayıları, tüm çalıĢmalarda %15‘den küçük olarak 

bulunmuĢtur.  
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6. Sonuç ve Öneriler 

AraĢtırmamızda inaktif ND aĢılarının potens testinde in-vivo immunizasyon-seroloji 

ve immunizasyon-çalenç testleri yerine, aĢının içerdiği HN antijen miktarının 

ölçülmesine dayanan sandviç ELISA metodunun uygulanabilirliği araĢtırılmıĢtır. In-

vivo yöntemler olan immunizasyon-serolji ve immunizasyon-çalenç testleri ile 

alternatif ELISA metodunun arasında yüksek korelasyon olduğu, genel olarak 

ELISA testinin tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik değerleri açısından kabul 

edilebilir sınırlar içinde seyrettiği yüksek bir spesifite ve sensitiviteye sahip olduğu  

görülmektedir. Bu sonuçlara göre ELISA metodunun aynı örnekler üzerinde benzer 

sonuçlar verebilme yeteneği, standart prosedüre olan uyumu ve laboratuvar 

Ģartlarında uygulanabilirliği ortaya konulmuĢtur. Sonuç olarak 3R yaklaĢımı 

çerçevesinde hayvan kullanımı gerektirmeksizin uygulanabilecek olan alternatif 

ELISA metodu ile günlerle ifade edilebilen kısa sürelerde güvenli test sonuçları 

alınabileceği görülmüĢtür.  
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