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NEWCASTLE HASTALIGINA KARSI ASILANMIS TAVUKLARDA
HEMAGLUTINASYON-INHIBISYON (HI) TESTININ SERUM VE KAGIT
SERITLERE EMDIRILMIi$ KAN ILE YAPILARAK
KAPSILASTIRILMASI VE STANDARDIZASYONU (%)

Zergiine Ugur1

Comparison and Standardisation of the Results of HI Tests Carried Out by
Sera and Blood Ssmples Absorbed in Paper Strips Obtained from Chickens
Vaccinated against Newcastle Disease

Summary: In this study, elution fluids obtained from paper sirips
saturated with blood from chickens vaccinated against Newcastle disease was
examined by HI test and compared with HI test using the sera of same chickens. In
the study, elution fluids and sera from 245 HI positive chickens were used. '

In preliminary experiments it was delermined that the most convenien!
elution time was 18 hand the temperature was 22°C .

It was determined that HI tests of Newcastle disease vaccinated chicken
could be performed with elution fluid obtained from blood saturated paper strips
instead of serum. Mean HI titer of serum was higher (1.35 titer) than paper, sitrips.
Although the difference between serum and paper was small, the differences
between titers variated between 0.47 and 2.33 .For this reason an immunity criteris
Jfor paper strip method could not be established.

Ozet: Bu calismada, Newcastle hastaligine Kors: agilanmig tavukiarn;
kagit seritlere emdirilmis kanlarindan elde edilen elisyon swvilart ve yine aym
hayvanlarm kan serumlart ile karsilastiriimali olarak HI testi gerceklestivilmis ve
testin standardizasyonu saglanmistir. Bu amagla , incelenen ve pozitif sonug veren
245 tavuga ait serum ve gseritlerden  elde edilen eliisyon swi drnekleri
degerlendirmeye alinmigstir.

Yapilan on ¢aligma ile kdgit seritler igin en iyi eliisyon siiresi 18 saat, en
ivi elitsyon 1sist ise 22°C olarak tespit edilmigtir.

Bu caligmada, Newcastle hastaligina karst asiannug tavuklarda , HI
testinin kan serumu yerine kagit seritlere emdirilmis kandan elde edilen eliisyon
s ile de yapilabilecegi kanaatine varilmigtiv. Bu denemede, incelenen serumlarm
ortalama HI titresi, seritlerin ortalama HI titresinden 1.35  daha yiksek

(*): Bu galigma, doktora tezinin bir bolimiinden ézetlenmigtir.
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bulunmugtur. Ancak, bu fark kiigik olmakla birlikte, incelenen gruplar dizeyinde
ortalama HI titreleri arasindaki farklar 0.47 ile 2.33 arasinde genis bir variasyon
gosterdiginden, gseritlerle yapilan HI testinde, serumiar igin bagisiklik gostergesi
olarak kabul edilen 7 kriteri gibi kesin bir deger belirlenememistir.

Girig

Newcastle hastaligi, basta her vagtaki tavuk ve hindiler olmak iizere,
kanatli hayvanlarn, ¢ok bulasici, azdan % 100'e varan oranlarda mortaliteye sebep
olan viral bir infeksiyonudur (7,8,15,19,22). Infeksiyon, kanathlarin, ozellikle
solunum sistemleri olmak iizere, sindirim ve sinir sitemlerinde ( bilhassa beyinde)
bozukluklar meydana getirir ve yumurta verimlerinin ciddi sekilde diismesine
neden olur (1,6,7,17). New castle hastaligi; Yalanci tavuk vebasi, Asiatik tavuk
vebasi, Avian distemper, Ranikhet disease, avian pneumoencephalitis v.s. gibi
isimlerle de amlmaktadir (2.11).

Infeksiyona, tavuklar, hindiler, érdekler, gine tavuklari, giivercinler,
serqeler, kazlar, papaganlar, siiliinler ve diger tiim kanathilar duyarlidir (1,6,7,22).

Newcastle hastaligi, Doyle, Beach, Beaundeiie, Hitchner ve avirulent
enterik olmak iizere 5 klinik form géstermektedir (11).

Newcastle hastalifinda kesin teshisin daima laboratuvar muayeneleri
sonucu konulmasi gerekmektedir. Bu amagla , virusun izolasyon ve identifikasyonu
vapilir.

Newcastie hastalifn Virusu'nun teshisinde serolojik muayencler de
kullanilmaktadir. Bu maksatla gok gesitli testlerden faydalanilmaktadir. Virusun
alyuvarlan aglutine etme 6zelligine bagh olarak teshiste Hemaglutinasyon testi
uygulanmaktadir (3,12). Hastaligin indirek teghisinde serumda bulunan antikor
titresinin dlgiilmesi maksadi ile hemaglutinasyon-inhibisyon testi gelistirilmistir.
Tavuk ve hindilerde Newcastle hastaligina karsi olusan immunitenin 6lciilmesinde
HI testi gok elverisli, pratik, hizli, giivenli ve ekonomik bir metottur (9).

Serum ve kan numuneleri, kdgitlara emdirilip, kurutularak da serolojik
testlerde kullamilabilir. Newcastle hastalipinda da, serumda olusan antikorlarin Hi
testi ile belirlenmesinde, kan ve serum orneklerinin kdgitlara emdirilmesi iglemi
gesitli aragtinicilar tarafindan denenmistir (10,13,14,16,18,20,21). Beard ve Brugh
(10), Newcastle hastaliginda Hi testinde kullamilmak iizere Nobuto seritlerine 0.1
ml. kant emdirmisler, bunu HI testinde kullanmuglar ve bu metodun faydali ve
avantajl oldugunu bildirmislerdir. Yine Brugh ve Beard (13), NHV ve Avian
Influenza Virus antikorlarimin HI testi ile belirlenmesinde kam kurutulmus
kagitlara emdirerek, serum ornekleri ile birlikte teste tabi tutmuslar, sonuglarin
memnuniyet  verici  bir  gckilde birbirine benzer oldufunu  tespit
ctmiglerdir. Dimitrove (14), HI testinde Nobuto'nun filtre kdgidi teknigini
kullanmus, sonuglann yeterli ve tatmin edici oldugunu agiklamistir. Estudillo ve
ark. (16), Newcastle hastaliginda asilanmis tavuklarin kanimi filtre kégitlarina
emdirmis ve aym hayvanlardan alinan serum ornekleri ile birlikte karsilastirmali
HI testinde iki grubun sonuglam arasinda % 64'iin izerinde korelasyon
saptadiklarimi bildirmiglerdir. Park ve ark. (20) da , NHV ve EDS'76 Virusu'na



kargi olusan antikor aktivitesini o6lgmek icin tiim kam filtre kégitlarina
emdirmisler, filtre kifitlanindan elde edilen eliisyon sivilan ve aym hayvanlann
serum 6rneklerini birlikte karsilikli olarak HI testine tabi tutmuslar, sonuglan her
ikd hastalikta da birbirine ¢ok yakin olarak bulmuslar ve bu metedun HI testinde
her iki hastalikta da basan ile kullamlabilegini agiklamislardir. Ulloa ve ark. (21),
Newcastle hastalifina karsi agilanmis civeivlerin HI testi icin, kan numunelerini
kromatografik kigitlara emdirmisler, bu duruma farkh islemlerin etkisini
incelemigler, sonugta kan emdirilmis kdgitlarin polythene torbalara konup tercihen
serin yerde saklanmalarimt salik vermiglerdir. Jurazda ve ark, (18) da, HI testinde
vine aym: §rneklerinin ayni ciktifim, metodun yeterince duyarli, basit ve ucuz
oldugunu bildirmiglerdir.

Bu c¢aligmada, Newcastle hastahifma karst asilanmus tavuklarda
Hemaglutinasyon-Inhibisyon (HI) testinin, hem serum ve hem de kgt seritlere
emdirilen kandan elde edilen eliisyon sivi ile gergeklestirilerek, sonuglarin
karsilagtirmasinin yapiimasi, testin standardizasyonu ve eliisyon sivilarinin testte
kullanilabilirliginin ortaya konulmas: amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Caligmada, Tarim, Orman ve Kéyisleri Bakanlifi Yénetmeligine uygun
olarak Newcastle infeksiyonuna karsi agilanmig ve kan serumlarinda bu hastaliga
karsi antikor bulunan 245 adet tavuk serumundan yararlamlmigtir.

Numunelerin sayisi, hayvanlarin wki ve /Aeya yetistitme yéni,
numunelerin alindig: igletmeler Tablo-1'de gésterilmigtir.

Tablo-1. Cahigsmada kullamilan ve pozitif sonug veren tavuklarn
saglandigs kaynalkiar, sayilan ile irklar: ve/veya yatigtirme yonleri

Pozitif sonug veren tavuklann Say1 Tavuklarin ki vefveya
saglandifn kaynak vetistirme yonii

Ankara Universitesi Veteriner

Fakiittesi Deneme Uygulama ve 212 Ross -Brown, Yumurtact
Aragtirma Ciftligi

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Leghorn, yumurtaci

Zootckni Boliimii 20

Ar -Tavuk 10 Hybre, Damizlik
Bakteriyoloji Bilim Dali 3 Broiler

Toplam 245

Denemede, yapilan 6n calismayla sekli saptanan, 2x2 cm. boyutlarinda
tutamak lasm: ve bunun wcunda 4 cm. uvzunlugunda, lcm. genisliginde (4 sz)
emici serit kismi bulunan, yaklagik 71 mg. agirhiginda pembe renkli ticari kurutma
kagitlan kullanilmastir,

Newcastle hastaligma karst asilanmis tavuklarin kanlari, V.cutanea
ulnarisleri steril bir ifne ile delinerek hazrlanan kurutma kigitlarimn
tutamaklaninin uwcundaki serit kisimlara  her taraflanm kaplayacak sekilde



emdirilmigtir. Diger taraftan yine aym tavuklann kanlan, kaZi seritlere
emdirilmigtir. Diger tarafian yine aymi tavuklann kanlan, k&gt seritlere
emdirildikien sonra, silikonlu tiiplere alinmistir.

Kagt seritlerdeki  kurutulmug kanin eliisyonu iglemi i¢in Beard ve
Brugh (10) ile Park ve ark. lan (20) tarafindan bildirilen y&ntemlerden
yararlamimigtir. Bu amagla, 20 tavuk kullanilmugtir. Her tavuktan 6'sar gerite kan
emdirilmis ve her tavuk igin bir silikonlu tiipe kan alinmustir. 1/32 oraninda
sulandirma igin, icinde 1.24 ml. PBS bulunan fiplere, kan emdirilen gerit
seklindeki kisimlar , makasla 8 esit parga halinde kesilerek konmus ve asafidaki
tarzda 6n caligma islemine tabi tutularak en uygun clisyon siire ve isisi tayin
edilmistir.

20 tane tiip (seritli) 5 saat 4° Cde,
" " " " W " 220 C de,
" " 1" " b " 370 C de’
oo 18 saat 4° Cde,
" " " L] 1" " 220 C de’
- 1 " " L L " 379 C de’

cliisyon islemine tabi tutulmustur. Béylece en uygun cliisyon siire ve 1s1s1 tespit
edildikten sonra seritier her HI testinden dnce eliisyon islemine tabi tntulmuslardir.

Alsever soliisyonu, yikanmig tavuk eritrositi elde etmek igin, tavuklardan
kan alinmasi isleminde kullamlmigtir (5).

Kapit seritlerin eliisyonu isleminde, ayrnca HA ve HI testlerinde
sulandirma sivisi olarak PBS'den yararlamlmistir (3). .

HI testinde , Eilik Hayvan Hastaliklann Arastirma Enstitiisi'nden
saglanan NHV'nin LaSota susu, antijen olarak kullanilmigtir. Antijenin HA titresi
her denemede yeniden belirlenmistir HA ve HI testlerinde 3 defa yikanmig ve % 1
oramnda PBSile sulandinilmus tavuk eritrositleri kollanilmigtir.

Kan emdirilmis seritlerin ve ayrica serumiarin en uygun muhafaza
siiresinin tespiti igin 30 tavuk kullamlmstr. Her tavuktan 4'er serite kan
emdirilmis ve ayrica her tavuk igin bir silikonlu tiipe kan alinmgtir. Her tavuga ait
4 seritten biri, ilk degerlendirme igin kan emdirme ve kurutma igleminden sonra
22°C de 18 saat eliisyon iglemine tabi tutulmus, bu seritlerle ve aym hayvanlara
ait serum numuneleri de ilk degerlendirme igin 18 saat 4° C de bekletildikten
sonra karsilikh olarak HI testi gerceklestirilmistir. Diger 3 serit ise , 5,10,15 giin
- 4°C de muhafaza edildikien sonra elisyon igleminden gecirilip, yine aym
hayvanlara ait ve ilk degerlendirmeden sonra 5,10,15 giin 4° C de muhafaza edilen
serumlarla, aym anda karsilastirmali olarak HI testine tabi tutulmusglardir. Mikro
Hemoglutinasyon-inhibisyon (HI)Testi Anonim (3) ve Arda'min (4) bildirdigi
yonteme gore yapilmis ve virus 8 HAU'de sabit tutulmustur. (Virusun titresi Mikro
Hemoglutinasyon (HA) Testi ile belirlenmistir) Aym tavuBa ait serum ve kégt
seritlere emdirilmis kandan elde edilen eliisyon sivist drnekleri, birlikte olarak aym
mikroplate'lerde teste tabi tutulmuglardir. Béylece aym tavua ait serum Srnekleri
ve eliisyon sivis1 orneklerinin HI titreleri kargilikli olarak mukayese edilmis ve
sonuglar 2 log tabanina gore degerlendirilmigtir.
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Bulgular

Denemede kullanilan 245 tavufun serum ve sgerit eliisyon sivilan
arasindaki HI titre farldarinin dagilimi Tablo-2'de gosterilmigtir
Tablo -2 . Serum ile geritlerin HI tireleri arasindaki farklarin dagilimi

Serum ile serit titreleri arasindaki Say Yiizde (%)

farkiar {Serit eliisyon sivisi)

Titresi ayn olanlar L 31.43

1 titre diisitk olanlar 63 25.71

A ¢ 67 27.34

- = N 24 9.80

4 ® o= £ 10 4.08

5 ¢ 0« «“ 2 0.82

gus o« “ 2 0.82
TOPLAM : 245 100.00

Tablo -2'den de anlagilacag: tizere, titresi serumla aymi olan seritierin
sayist 77(% 31.43), serumdan 1 titre diisiik olan geritlerin sayis1 63(%25.71), 2 titre
diisiik olan seritlerin sayis1 67(% 27.34) olarak tespit edilmistir. Serumdan 3 titre
diisik olan seritlerin sayisi  10(% 4.08) olarak saptanmstir. Difer taraftan
serumdan 3 titre diisiik olan seritlerin sayis1 2(% 0.82), 6 titre diisiik olan seritlerin
sayist da yine 2 (% 0.82) olarak belirlenmistir,

Yine tablodan anlasilacaBy iizere, titresi serumla aymr olan ve 1 titre
diisiik olan seritlerin toplamunin 140 (% 57.14), yine titresi serumla aym olan, 1
titre disiik olan ve 2 titre disik olan seritlerin toplamunin 207 (%384.48) oldugu
goriillmektedir.

Diger taraftan incelenen 245 serumun ortalama HI titresi ; 11.16,245
seritin ortalama HI titresi ise; 9.81 olarak saptanmistir.

Muhafaza siiresinin tespifing yonelik calismada ise; kdgit seritierdeki
titrelerin, 5,10,15 giin muhafaza cdilen 16 numunede , aym: hayvanlara ait ilk
degerlendirilen seritlerie aym oldufu belirlenmistir, 5,10,15 giin muhafaza edilen 4
numunede ise, HI testinde titrenin, ilk degerlendirilen geritlere gore 1,4 numunede
ise, 5,10,15 giin muhafazadan sonra, ilk degerlendirilen seritlere gére 2 diigtiigii
saptanmistir, Geriye kalan 6 numunedeki degerler degiskenlik géstermistir.

Kan alimp elde edildikien sonra, 4° C de 18 saat bekletilip, tespit edilen
baslangictaki serum titrelerinin ise, 15 numunede ilk deferlendirmeden 510,15
giin sonra yapilan HI {esiindeki serum titreleri ile ayni oldugu tespit edilmistir. 4
numunede ilk degerlendirmeden, 5,10,15 giin sonrg fitrenin 1,3 numunede ise,
yine itk degerlendirmeden 3,10,15 giin sonra 2 diistigi saptanmigtir. Gerive kalan
8 numunedeki degerler degiskenlik gostermistir.
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Tartigma ve Sonug

Denemede aym tavuklara ait serum ve kan emdirilen kagit seritlerden
elde edilen eliisyon sivisi 6rnekleri ile kargilagtirmali olarak yapilan HI testinde, iki
drnek grubunun sonuglan arasinda % 84.48 oramnda uygunluk bulunmustur. Elde
edilen bu sonuglar, arastirscilanin bu konuda yaptiklan galismalann sonuclan ile
paralellik gosiermekiedir (13,16,18,20).

Bazi aragtinicilar (13,14,16,20), yaptikian ¢ahsmalarda serum ile serit
HI titrelerinin birbirlerine yakin oldugunu, diger baz arastincilar da (18)
inceledikleri serum ve serit numunelerinin ¢ogunda HI titrelerinin aym1 oldugunu
belirtmislerdir. Ancak aragtiricilar (13,14,16,18,20), bu durum ile ilgili olarak
gruplar bazinda sayisal bir genelleme yapmamuglardir. '

Bu ¢alismada, kan emdirilmis seritler ve aynica serumlar igin uygun bir
muhafaza siiresi tespit edilememis olup, kan emdirilen kagit seritlerin kurutulup,
hi¢ bekletilmeden 22°C de 18 saatlik  eliisyondan  somra HI testinin
gergeklestirilmesi ile en iyi sonuglar alinmaktadir. Yine serumlarin bu calismada,
4°C de 18 saat bekletilip test edilmesi de en iyi sonucu vermekiedir.

Serumla, kagit seritler arasindaki farkliiklanin meydana gelmesi;
optimal kosullar ¢ok dikkatlice saptansa ve uygulansa bile seritlere emdirilen
kanlarda bulunan antikorlarin tam olarak eliie olmamast ve buna bagh olarak da
reaksiyona istirak eden antikor miktaninin azligindan, kullanilan filtre kagulannn
emme ve clile etme yeteneklerinin farkli olmasindan, hayvanlarin irklari ve bireysel
farkliliklanindan  degerlendirilme hatalarindan kaynaklanabilecegi kamisina
vanlmgtir. Bu yéntemin, ancak, optimal kriterleri g¢ok iyi saptandikian sonra ve
konu iizerinde tecritbeli kisiler farafindan uygulanmak kaydiyla, kanin alinmasi ve
¢izilmesi, serumun ¢ikarilmasi, muhafazasi, gonderilmesi v.s. gibi islemlerin
zorluklar yaratacagi kogullarda, gergeklestirilmesi yerinde olur.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgular; tavuklarda Newcastle
hastalifina kars1 astlamadan sonra olusan immunitenin Slgiilmesinde, standardize
edilen ticari kurutma veya filtre kagitlannin HI testinde kullanilmasiin miimkiin
olabilecegini gdstermistir.

Kaynaklar

1. Akat,K.ve MayilmayiLA. (1971): Newcastle Hastaligi. Bornova
Vet.Arasg.Enst. Derg,, 20:217-253.

2. Akay,0. ve Arda,M. (1979): New castle Hastaligi. Ugiinedi Ulusal
Tavukeuluk Kongresi.13-14 Arahik Ankara.

3.Anonim, (1989): Manual of recommended diagnostic technigues and
requiremenis for biological products jfor lists A and B diseases. Office
Interna.isnal Des Epizooties, Vol: 1,Paris.

4.Arda,M. (1976): Hollanda'da Newcastle hastalig iizerinde calismalar
ve Hltestinin yeni yonteme gore degerlendirilmesi. Vet.Hek.Dern.Derg., 46 (1-2-
3): 19-28.

12



5.Arda,M.(1985): Genel Bakteriyoloji. Ugiincii Baska,
A.U.Vet.Fak.Yayn.: 402, Ankara Univ. Basimevi,Ankara.

6. Arda,M. (1986): Tavukliarn Onemli Hastaliklar: ve Korunma
Yollari. Afyon Yem San.A.S., Efitim Yayn. No.1, Ankara.

7. Bains, B.S. (1979): Newcastle disease. In: Hoffmann,F.:A manual of
poultry Diseases. La Roche Co. Limited Company, Basel, pp. 133-138.

8. Bagkaya,H. ve Minbay,A. (1981): Kimes Hayvan Hastalikiar:.
A.U.Vet.Fak.Yayn.: 379, Ders Kitabi, 277,Ankara Univ. Basimevi, Ankara.

9.Beard,C.W. and BrughJ.M. (1975): Immunity fo Newcastle
disease. AMLJ, Vet.Res., 36 (4): 509-512,

10. Beard,C.W. and BrughJ.M. (1977): Use of the Nobuto blood-
sampling paper strip for Newcastle disease serology. Avian Dis.,21(4): 630-636.,

11. Beard,C.W. and Hanson,R.P. (1984):Newcastle Disease. In:
Hofstad M.S.,Barnes, HJ.Calnek, B.W., Reid W.M: and Yoder,H. W.Jr.: Diseases of
Pouliry. 8th ed., pp. 452-470, Iowa State Univ. Press, Ames,lowa.

12.Beard,C.W.,Hopkins,S.R. and Hammond, J. (1975): Preparationof
Newcastle disease virus hemagglutination-inhibition test antfigen. Avian Dis., 19
(4): 692-699.

13. Brugh,M, and Beard, C.W, (1980): Collectionand processing of
blood samples dried on paper for microassay of Newcastle disease virus and avian
influenza virus antibodies. Am.J.Vet.Res., 41 (9): 1495-1498.

14. Dimitrova,E.(1984): Use of Nobuto's filter paper technique for
antibody assay in Newcastle disease Vet.Med. Nau.,21(1); 17-21.

15.Ergene, N.,Cotelioghu,U.,As,Y.,Giirel, A, ve lyisan,S. (1988):
Tavuklarda  Newcastle hastalifinda kan parametrelerinin  degisimi 1.0,
Vet.Fak.Derg., 14 (1) :91-106.

16. EstudilloJ.B.,Amarc, M.M. y Martinez,B.L. (1986): Evaluacion
del metodo de recolleccion, procesamiento y costo de muestras de sagre en papel
filtro para la inhibicion de la hemoaglutinacion en microplace contra la
enfermaded de Newcastle. Vet, Mex., 17(2): 92-96.

17. Giirsoy, N. (1987): Tavukculukta Temel Bilgiler ve Onemli
Hastaliklar. Tur Ofset., Istanbul.

18. Jurazda,V., Schmidtova,B. and Rybova,L. (1990): Use of filter
paper for blood specimen collection in poultry and detection of antibodies to New
castle disease virus. Vet.Med., 35(6): 357-363.

19. Lancester,J.E (1981): MNewcastle disease. Pathogenesis and
diagnosis . J.Wrld. Poult.Sei.Ass., 37(1):26-33.

20, ParkK.S, Kwon,J.H. and Kim,D.H. (1987): Defection of
antibodies to Newcastle disease virus and egg drop syndrome -76 virus by whaole
blood dried on filter paper.Res.Rept. RDA.Lives. Vet.Kor.Rep.,29(2): 54-58.

21.Ullos,J.,Rodriquez,M.,Cubilles,A. yErnst,S. (1987):/nfluencia de
diferentes procedimientos de manejo de sangre absorbida en papel en titulos de
anticuerpos inhibidores de la  hemoaglutinacion Arch.Med.Vet. Chi., 19(1):37-
43,

13



