Serolojik reaktifler — Aydin

KANATLI INFEKSIYONLARININ SEROLOJIK
TESHISI AMACIYLA KULLANILAN
REAKTIFLERIN STANDARDIZASYONU VE
ASI KONTROLU (**)

Do¢. Dr, Nejat AYDIN (*%)

GiRIS :

Serolojik testler, infeksiy6z hastaliklarin teshisinde yaygin ola-
rak kullaniimaktadir. Bu testlerin populer olma nedenleri; kan érnek-
lerinin kolay toplanmasi, testlerin kisa bir sire icerisinde sonuglan-
dirllmasi ve sonuclarin da genellikle, yiuksek spesifitede olmasidir.
infeksiydz hastaliktan salim sertifikasinin verilmesi gereken durum-
larda serolojik testlere mutlak gereksinim vardir ve genellikle, bu se-
kildeki uygulama ile pratik bir yaklasim saglanabilir. Bununla birlik-
te kullanilan serolcjik testlerle scnuca gidilemedigi durumlarda al-
ternatif teshis yontemlerinin uygulanma gereksinimi dogar. Ciger ta-
raftan serolojik testlerin usuliine uygun olarak dikkatli bir sekilde
uygularmasi ve uygulayicinin bu konuda bilingli olmasi, sonucla-
rin istenilen sekilde degerlendirilip pratige aktariimasini saglar. An-
cak, klinikciler cogu zaman laboratuvar sonuclarini elestirerek yo-
rum yaparlar. Bunda; laboratuvardan dogru olmayan sonuglarin top-
lanmasi, 6rneklerin alinmasi ve gdnderilmesinden ileri gelen hatalar
ve alet hatalari gibi faktodrler etkili olmaktadir.

(**) AU. Vet. Fak, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara - Tiirkiye
(* ) 24-27 Nisan 1984’de Pendik Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisiinde
diizenlenen Hizmet ici Egitim Seminerinde teblig olarak verilmistir,
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Herhangi bir analitik yontemde test sonuclari gercek degerin
etrafinda siralanir. Gnem tasiyan bir sapma testin tipine gdre degi-
siklik gosterir. Bu sapmayi yontemin kompleks olusuyla ilgili faktor-
ler, reaktiflerin reaksiyon zamani, pH’'si, isisi ve iyonik glicleri gibi
gerekli kontrol faktorleri de etkiler. Ornegin; cift kath sulandirma
sisteminde 1/10’luk bir titrede saptanmis bir serum 1/5ten blylk
1/20°den kicik bir titreye sahiptir. Sayet titrenin daha yakin bir yak-
lasimina gereksinim duyulursa diger sulandirmalarin teste sokulma-
si ve baska bir ydntemin uygulanmasi gerekir.

Ayrica kullanilan serolojik testin spesifite ve duyarliiginin da
yuksek olmasi zorunludur. Testin duyarhilidi; tiim infekte hayvanlar
icin bir testin yetensginin 6lcimu olarak tanimlanmakta ve soyle
formtle edilmektedir :

Test sonucu pozitif olan infekte hayvanlarin sayisi
Duyarlilik = x 100
Test edilen infekte hayvanlarin sayisi

Bir testin spesifikligi ise; infekte olmayan tim hayvanlari digar-
da birakma yetenegi olarak tanimlanmakta veya séyle formile edi-
lebilmektedir :

Test sonucu negatif olan infekte olmayan hayvan sayisi
Spesifite = x 100
Test edilen infekte olmayan hayvan sayisi

Ancak bu parametreler icinde, infeksiyonu atlatan fakat antikor
tasiyan hayvanlarin  «infekte hayvanlar» grubuna sokulmasi ya da
«infekte olmayan hayvanlar» grubuna sokulmasi tartisma konusu
olabilecedi gibi stpheli olmayan infekte hayvanlarin biylk bir po-
pulasyonunu teshis etmenin imkansizligini da distinmek gerekir. Ay-
rica infekte olmayan hayvanlarin tim populasyonlarini da saptamak
zor olabilir veya kros (capraz) reaksiyonlar araya girebilir. Duyarli-
ligin ve spesifikligin dizeyleri duruma bagh olarak degisiklik géste-
rebilir. Genellikle, % €9 duyarlilikta ve % 89.2 spesifiklikte clan bir
test, bir hastaligin eradikasyon kampanyasinda degerli bir teshis
yontemi olarak kullanilabilir. Nitekim iyi secilmis serolojik bir test,
hayvanin infeksiyon etkeni ile daha énceden az da olsa temas etti-
gini ortaya cikartir. Bu testin yeni bir infeksiyon olup clmadigini, hay-
vanin halen infekte olup olmadigini, portér ya da iyilesip iyilesmedi-
gini ve infeksiyon etkenini tamamen elimine edip etmedigini gos-
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termesi gerekli olmayabilir. Hastaligin 6zelligine goére titrenin degi-
sebilecegini géz onilinde tutarak testlerin tekrarlanmasi disinilme-
lidir. Bu arada hayvanin infeksiyon etkeni ile temas etmemesi, kul-
lanilan testin ¢ok az duyarli olusu, etkenin zayif antijenik oOzellik
gostermesi, hayvanin immunolojik yénden yetersiz olmas: veya to-
leransli olmasi ve infeksiyonun hicresel bir immun yanita yol ag-
mas! gibi faktérler antikor saptanmasi lzerinde etkili olur. Bu ne-
denle serolojik sonuclarin degerlendirilip yorumlanmasi kolay olmaz.
infeksiyonun gecmisi ile birlikte, hastaligin gelismesi, yayginhdi pa-
togenezisi ve klinik bulgularinin da degerlendirmede dusinuimesi
gereklidir.

Kanatli infeksiyonlarinin  teshisi amaciyla uygulanan serolojik
testler yaninda teshis icin kullanilan reaktiflerin de énemli oldugunu
unutmamak gerekir. Reaktifler asi Uretiminin kalite kontroliinde, in-
feksiyonlarin teshisinde veya asi programlarin dizenlenmesi ama-
ciyla kullaniimaktadir. Bu reaktifler ve bunlarla ilgjli test prosedir-
leri asi Uretiminde SPF sdlrdllerinin infeksiyondan uzak kalmalarini
ve astlarin saflik ve glvenilirliklerini saglamak gayesi ile kullanilir-
lar. Hastaligin takibi ve asiya karsi olusan immun yaniti gézlemek
icin de bircok teshis laboratuvarlari bilinen serolojik testleri kullan-
maktadirlar.

Reaktifler spesifitelerini, guvenilirliklerini ve duyarhliklarini ga-
ranti altina alan kurallara gore tretilmeli ve test edilmelidirler.

1) SPESIFITE :

Reaktiflerin  spesifitesinde referens susun secimi, kullanilar
substratlar, yabanci antijenik maddeler, kontrol serumu ve yakin ge-
lismelerin 6nemi bulunmaktadir.

Referens suslar : Antijen hazirlanmasinda kullanilan referens
bakteri veya virus suslan dikkatli bir sekilde identifiye edilmis, saf-
lastirilmis ve karakterize edilmis olmali ve pasajlarinda 6zen goste-
rilmelidir. Yapilan bir arastirmada, arastiricilar testlerde degdisik so-

nuclar veren bir IBV antijeni belirlemisler ve inceleme sonucu anti-
jenin baska bir virus icerdigini saptamiglardir, Bu noktanin dnemi,
klinik érneklerden veya kultlrlerden kaynaklanan yabanci viruslarin
izole edildigini bildiren raporlarla dogrulanmaktadir. Ornegin; 16yko-
zis olgusundan Adenovirus, Marek hastaligi virusundan Retikiloen-
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dotelyazis virusu, infeksiyoz bronsitis virusundan Newcastle hasta-
lig1 virusunun ve Gumboro bir Reovilus'un izolasyonunda oldugu gi-
bi. Parvovirus’lar genellikle kanatli Adenovirus’lari ile birlikte bulu-
nurlar. Bu nedenle Parvovirus teshisi icin Adenovirus’larin varhgini
da ortaya c¢ikartabilen bir testin kullanilmasi gelekmektedir.

Substrat (Materyal) : Antijen Uretilmesinde kullanilan substra-
tin yabanci etkenlerden arinmig olmasi gerekir. Viruslarin uretilme-
si icin genellikle, SPF siiriilerden secilen embryolu yumurtalar kul-
lanilmalidir. Mikoplazma, Salmonella, Adenovirus, Reovirus ve |0y-
kozis viruslan gibi ajanlar tarafindan kontaminasyonlar sik  sik
problemlers yol agcmaktadir. Avian ensefalomiyelitis virusu, infeksi-
ybz bronsitis virusu ve Newcastle virusu icin de ayni durum séz ko-
nusudur. Embryolardan hazirlanan hicre kiltirleri yumurta ijle ge-
cen kontaminantlari tasiyabilirler. Buna karsin civcivden hazirlanan
kilturler ayrica Marek hastaligi virusu gibi lateral olarak bulasabi-
len ajanlari da tasiyabilirler. Hicre kiltirlerinde kullanilan serum ve
tripsin de kontaminat virus ve bakterilerden arindiriimis olmaldir,

Bazi durumlarda, antijeni invivo olarak hazirlamak gerekebilir.
Crnegin; infeksiyéz bronsitis virusunun hiicre kiltiiriindeki treme-
sinin agar jel difflizyon testinde kullanilmak Uzere hazirlanacak an-
tijen icin yetersiz oldugu bildirilmistir. Ayrica saha salginlarindan
elde edilen materyalin de antijen hazirlanmasinda kullaniimasi sa-
kingalidir. Zira boyle bir materyal, diger etkenleri de icereczginden
testlerde kros reaksiyonlara ve yanlis sonuglara neden olabilir. Or-
nedin; Gumboro antijeninin hazirlanmasi icin SPF tavuklarin bursa
fabrisius’'u ve Hemorajik enteritis virusundan antijen hazirlamak icin
de SPF tavuklarin dalagdr kullaniimahdir.

Yabanrc: Antijenik Maddeler : Bazi viruslarin Uretilmesi ve asi
hazirlanmasi vs. sirasinda ortama sigir serumu katiimaktadir. Boy-
le materyaller test edildiginde hatali sonuclar ortaya cikabilmekte-
dir. Bu nedenle antijen hazirlanmasinda serum kullanmaktan sakin-
mali veya mimkiin degilse antijen dikkatli bir sekilde yikanarak se-
rum konsantrasyonu minimum dizeye indirilmelidir. Sayet tavuk
hastaliklarinin teshisi amaciyla kullanilan reaktifler arasinda sigir
serumu kullaniliyor ise bu noktayr unutmamak gerekir.

Arastirmalara goére; SPF tavuklardan ve saha sirilerinden elde
edilen serumda, Marek antijeni iginde bulunan triptoz fosfat buyyon
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ile agar jel diffuzyon testinde reaksiyon veren ayirt edilemeyen bir
faktorin bulundugu bildirilmistir.

Kentrol Serumlayi : Testlerd’s kullanillacak pozitif ve negatif
kontrol serumlarinin hazirlanisinda da dikkatli olunmalidir. Normal-
de, antiserum hazirlanmasinda kullanilan antijenle testlerde kulla-
nilan antijenin ayni olmamasi gerekir. Sayet ayni antijen kullanila-
cak olursa antijenle birlikte bulunan her kontaminant antikor yapi-
mini uyararak pozitif kontrollerde yalanci reaksiyona neden olabilir.

Serum hazirlamak i¢in kullanilan antijen mimkin oldugu kadar
saf olmalidir. Tavuklar, inokulum igindeki hicre kultliri materyaline
karsi saptanabilir diizeyde anti-tavuk antikorlari olusturmadiklari
halde besiyeri artiklarina karsi antikor olusturabilmektedirler. Bun-
dan sakinmak icin canli haldeki inokulum topikal yolla uygulanmali-
dir. Viruslarin cogu géze veya buruna damlatilarak infeksiyon olus-
turulabilir. Antijen bu yolla uygulandiginda sadece virusa karsi im-
mun yanit olusmakta fakat, artiklara karsi olusmamaktadir.

Pozitif kontrol serumunun spesifitesi hazirlama ydntemine gore
artirllabilir. Sekonder uyarimdan sonra veya adjuvant iginde antijsn
verilmesiyle elde edilen antiserumun spesifitesi tek dozla elde edi-
len antiserumdan daha genistir. Bazen de pozitif kontrol serumlari-
nin tavsan veya keci gibi hayvanlarda hazirlanmasi énerilmektedir.
Zira bu hayvanlar kanatl patojenlerine karsi dogal antikorlara sa-
hip degillerdir. Buna ragmen bodyle hayvanlar inokulumdaki embryo
veya hticre kulttrd materyaline karsi anti-tavuk antikorlari olustura-
bilirler.

Testlerde kullanilmak GOzere negatif antiseruma da gereksinim
vardir. Bu da pozitif seruma benzer yolla hazirlanir. Ancak pozitif
antijenin bakteri ve virus disindaki tim komponentlerini iceren ne-
gatif bir antijen kullanilir.

Antijen ve antiserum, diger tim antijen ve antiserumlarla kont-
rol edilerek kros reaksiyon olup olmadigi incelenmelidir. Ayrica bun-
lar, hazirlanan susun varyantlari ile de test edilerek kullanilan tes-
tin aktivitesi belirlenmelidir, Bircok kanath patojenlerinde serotiple-
rin énemi vardir. Bazi testler grup spesifik antikoilari belirlemesine
karsin, bazilari serotip spesifik veya sus spesifik antikorlari belirler.

Yakin Gelismeler : Yakin zamanlarda elde edilen yenilikler ve
gelismeler izlenmelidir. Ornegin; rekombinant DNA ve monoklonal
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antikor teknikleri ile sinirsiz sayidaki reaktifler ¢ok spesifik olarak
elde edilebilecektir.

2) DUYARLILIK :

Reaktiflerin elde edilmesi ve uygulamaya sokulmasinda deger-
lendirme, uygun prosediirler ve standardizasyonun énemi vardir.

Degderlendirme (Kalibrasyon) : Kalitatif testler igin testin duyar-
lihigl, gercek pozitiflerin  gogunlugunun saptanmasina dayandirilir.
Sayet tum pozitif olgularn saptamak gerekliyse testin duyarlhilidi; ba-
z1 testlerin non-spesifik veya yanlis pozitif sonuc verebilecedi bazi-
larinin ise, net bir ayrim yapabilecegi esasina gore ayarlanmalidir.

Antijenin konsantrasyonu genellikle, testin duyarhligini etkiler.
Sayet yogunlugu duslikse ylksek titreler, fazlaysa hatali negatif so-
nuc alinabilir. Bazi testlerde antijen yogunlugu ile antikor titresi ara-
sinda direkt bir iliski bulunmaktadir. Diger taraftan kalitatif testler-
de, pozitif kontrol serum sahadan eldz edilen serumun &zelliklerini
icermeli ve adjuvantsiz olarak tek doz inokulasyon ile hazirlanmali-
dir. Kantitatif testlerde pozitif serum bilinen titrede almalidir.

Uygun Presediirler : Test prosediirii mutlaka stantardize edil-
melidir. Bu amagcla, yayinlanmis yaygin yéntemler tercih edilmelidir.
Test sonuclarinin isi, inkubasyon siresi, kullanilan playtlerin tipi, di-
lusyon ydéntemi ve son noktanin secimi gibi faktérlerden etkilenebi-
lecegini unutmamak - gerekir. Sonuclari ayni zamanda kullanilan
komplement ve kan gibi materyallerin konsantrasyonu da énemli 6l-
cude etkiler.

Standardizasyon : Testlerin standardizasyonu igin gerekli olan
Ozellik, standart bir pozitif serumun kullaniimasidir. Mimkiinse ulus-
lararasi veya ulusal bir standart ile degerlendirme yapilabilir. Boyle
bir serum antijen yogunlugunun saptanmasinda ve test serumunun
titresini etkileyen faktorlerin bulunmasinda yararli olur. Test seru-
munun uluslararasi Unitelere gore titre edilmesi saglanir, Boylece
degisik laboratuvarlar tarafindan degisik kriterlerde sonuclarin elde
edilmesi onlenir ve hepsi ortak bir birim ile ifade edilir. Boyle stan-
dart serumlarin elde edilmesi mimkiin degilse, uygun titrede cok
miktardaki antiserum hazirlanarak, uygun miktarlarda ve titrenin
dusmeyecedi kosullarda saklanir. Buna ek olarak diger bir kalite
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kontrol uygulamasi da, ¢esitli laboratuvarlarin belirli serumlarla per-
yodik testleri islemesi ve sonuglar karsilastirmasidir.

3) GUVENILIRLIK :

Milmkiinse, antijen attenue bir susla hazirlanmall ve antijenik
yapisi etkilenmeyecek sekilde inaktive edilmelidir. Ozellikle, eksojen
patojenlerden arindiriimis olmalidir. S. gallinarum ile kontamine bir
S. pullorum antijeninin kullanilmasindan sonra tifo olgusunun orta-
ya. ciktigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Ayrica kontaminasyon
sansini azaltmak i¢cin ara¢ ve personelin kontroliine dikkat edilme-
lidir. Reaktifler ve diger materyaller kolaylikla ayirtedilebilecek se-
kilde 6zenle isaretlenmelidir.

UYGULAMADAKI TEST TiPLERI

1 — Agar-jel presipitasyon testi : Bu test genellikle, antikorla-
rin belirlenmesinde kullanilir. Influenza-A infeksiyonlarinda, agar-jel
presipitasyon antijeni tim tip A suslarinda bulunan ortak antijen re-
aksiyonu verdiginden HI testinden kullanishidir., Gumboro antikorla-
rinin belirlenmesinde test oldukca duyarlidir. Bu test Marek'te ve
Newcastle’da HI yerine kullanilabilir. Test Adenovirus ve Reovirus’la-
rin grup antijenlerinin saptanmasinda da kullanilabilirse de ¢ok du-
yarh degildir.

Agar-jel presipitasyon testi ayrica, bursa fabrisus’ta antijen bu-
lunmasi halinde Gumboro, kanda antijenin bulundugu durumlarda
Retikuloendotelyazis ve Pasteurellosis ve tly follikiillerinde antijen
bulunmasi halinde Marek hastaliginin teshisinde kullanilabilir. Diger
taraftan bu test, doku kiiltiiriinde infeksiydz laringotraheitis ve Ade-
novirus uremesinden sonra lize hicreler kullaniilmak suretiyle de uy-
gulanabilir.

Agar-jel presipitasyon testi basit, cabuk ve ekonomik oldugu
icin poptler bir testtir. Buna ragmen cok duyarl testlerin yaninda
tercih edilmez. Testin en ¢ok kullanilan sekli ¢ift yonlt diffuzyon
teknigidir. Cift yonlu diffizyon tekniginde tavuk serumu islenirken
agarda yuksek tuz konsantrasyonu (% 8’e kadar) gerektigi halde
diger kanath serumlarinin islenmesinde bu orana gerek yoktur. Bu
testin duyarlilidi; gukurun boyutlarindan, derinliginden ve boslugun-
dan etkilenir. Antijen konsantrasyonu testi etkilemezse de iyi bir ¢iz-
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gi gormek icin yeterli antijen bulunmalidir. Antijen olarak pargalan-
mis virus kullanmak daha iyidir. Zira agarda daha iyi diffuze olur.
Bazi durumlarda antijenin konsantre olmasi gerekebilir. Test seru-
munun bulundugu her cukurun yanindaki bir cukura pozitif kontrol
konulmasi testin duyarlihgini artinir. Bazi durumlarda, ozellikle, yash
kanatlilarin serumlarindaki lipidlerden dolayi non-spesifik bir presi-
pitasyon cizgisi goriilebilir. Sayet antijeni konsantre etmek icin poli
etilen glikol kullaniliyorsa agarda prezervatif olarak kullanilan fe-
nol ile reaksiyon verebilir. Ayrica testin degerlendiriimesinde dikkat-
lice presipitasyon cizgilerinin varhigi incelenmelidir.

2 — Aglutinasyon Testi : Bu test Salmonella ve Mycoplasma
antikorlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Test kalitatif olarak
cabuk lam testi seklinde, kantitatif olarak ise tip testi seklinde uy-
gulanabilir. Mycoplasma yoéniinden yapilan calismalarda sayet se-
rum dondurulmussa, kontamine olmusgsa. veya kanathlara cesitli asi-
lar uygulanmissa non-spesifik reaksiyonlar gértlebilir.

3 — Hemaglutinasyon inhibisyon Testi : Bu test; Newcastle,
infeksiyoz bronsitis, Egg Drop Syndrom’76, Adenovirus, influenza vi-
rusu ve Mycoplasma turlerine karsi olusan antikorlarin saptanma-
sinda. kullanihr. Mycoplasma ve Influenza’da antijen genis bir sero-
tip populasyonundan hazirlanmalidir. infeksiyéz bronsitis’in tiim sug-
lari test icin uygun degildir. Bu testin duyarhiliginda antijen ve erit-
rosit konsantrasyonu etkili olmaktadir.

4 — Passif Hemaglutinasyon : Bu testin pek kullanim alani
yoktur,

5 — Komplement Fikzasyon : Tavuk serumu kobay komple-
mentini fikse etmedigi icin test tavuklarda kullanish degildir. Bu ne-
denle testte, isitilmamis, taze normal tavuk serumu kullaniimalidir.
Komplement fikzasyon testinin infeksiydz bronsitis, Marek, Newcast-
le ve Loykozis teshisinde uygulandigi bildirilmistir. Ayrica Cofal testi
I6ykozis virusunun grup spesifik antijenlerinin saptanmasinda kulla-
nilmaktadir.

6 — Noétralizasyon Testi : Bu test embroyolu yumurta, doku
kultlrt ve zaman gerektiren bir testtir. Aslinda test cok duyarhidir ve
uzun bir peryot icinde olusmus antikorlar saptar. Kanatli Adenovi-
rus’larinin ve Reoviruslarinin bircok degisik serotipleri bu testle be-
lirlenmistir.
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7 — ELISA Testi : ELISA testi cok duyarl bir testtir. Fakat 6zel
ekipmana gereksinim gosterir. Testte kullanilan kitlerin hazirlanma-

‘s1 zordur ancak, ticari olarak saglamak mimkindir. Ayrica ELISA

cok basamakli bir islemdir, bu nedenle her basamagin spesifiteninin
belirlenmesi icin dnceden kontrolleri gerektirir. Bu test ile doku ke-
sitleri ve hiicre kulttrleri icindeki antijenler de saptanabilir. Kanath
loykozis virusu, Tavuk cigegi ve Derzsy hastaligi Parvo virusu ile
immunoperoksidaz testi uygulamalari bildirilmistir.

8 — Fiucrescn Antikor Testi : Bu test de cabuk sonug¢ veren
duyarli bir testtir. Fakat 6zel mikroskop gerektirir. Antijen veya anti-
korun saptanmasi amaciyla kullanilabilir. indirekt testle kullanilan
antiserum ticari olarak saglanabilir. Trahea’dan yapilan stirme pre-

“paratlarindaki viruslarin ve kanath Reovirus’larinin saptanmasinda

bu testten yararlaniimaktadir. Testin degeri kanatli dokularinda bu-
lunan = antijenin miktarina gére degisir. Bazi infeksiyonlarda diger
testlere gdre ustindur. Bu test de ¢cok asamali bir islemi gerektirir.
Testin uygulanisinda pozitif ve negatif kontrol substratlar ile se-
rumlarinin da iglenmesi gerekir.

9 — Radyo immiuncassay : Antijen veya antikor teshisinde kul-

- lanilan bu test oldukca duyarlidir. Fakat 6zel ekipmanlar gerektir-

diginden ¢ok sik kullaniimaz. Newcastle icin uygulamasi bildiril-
mistir.

10 — immun Elekiron Mikroskopi : Bu test, spesifik antikorlar
ile kiimeler olusturan. viruslari belirlemek amaciyla kullanilir. Bilin-
meyen veya daha 6nceden tanimlanmamis mikroorganizmalarin ya-
da viruslarin belirlenmesi, antikor olusmus yasl surilerden alinan

-~ serum kullanilarak gerceklestirilebilir.

STANDART REAKTIFLER

GlnlUmuzde teshis amaciyla uygulamada kullanilan ticari ola-

rak hazirlanmis reaktifler bulunmaktadir. Ozellikle, S. pullorum ve

Mycoplasma tiirlerinin saptanmasinda kullanilan testler ve ender
olarak ta bazi kanath hastaliklarinin Agar-jel presipitasyon teshisin-

‘de kullaniilmak Uzere hazir antijenler bulunmaktadir. Ayni sekilde

standardize edilmis antiserumlar da vardir.

_ Referens serumlar veya uluslararasi standartlar, ulusal stan-
dartlart kurmak icin sinirll  miktarda ve Ucretsiz olarak Weybridge
Merkez Veteriner Laboratuvarindan saglanabilmektedir.
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Uluslararasi bazi standart referensler arasinda anti-S. pullorum
serumu, anti-Newcastle serumu, anti-M. gallisepticum serumu bu-
lunmaktadir. Bunlarin da, hazirlanislari 6zetle :

a) Anti-S, pullorum serumu icin internasyonsl standarilar :
Aglutinasyon testinin standardizasyonunda; standart ve varyant sus-
lardan ibaret iki serum amacglanmistir. Bunlar 1000 1.0. lik ampuller-
de hazir duruma getirilmistir. Bu serumlar antijeni standardize et-
mek amaciyla kullanilabilir. Burada esas her serumun 0,5 i.U. ice-
ran 0,5 ml.sinin esit miktardaki antijen ile 35-40°C de 1 dakika. icin-
de oda isisinda % 50 aglutinasyon olusturmasidir.

b) Anti-Newcastle serumunun hczirlanisinda internasyenal re-
ferens : Bu hazirlanisa, HI testinin standardizasyonunda kullaniima
amacina yoneliktir. Antijen konsantrasyonunun ayarlanmasinda, test
kosullarinin sabitlestiriimesinde ve test serum degerlerinin i.U. bi-
rimi ile ifade edilmesinde basvurulabilir.

c¢) Anti-M. gallisepticum serumunun hazirianisinda uluslararasi
referens : Bu protokol, aglutinasyon ve HI testlerini standardize et-
mek icin kullanilabilir. Antijen konsantrasyonu, testin sabitlestiril-

mesi ve sonuclarin I.U. ile ifade edilmesinde bu protokolden yarar-
lantlir.

Bunlardan baska standart referensler de bulunmaktadir,

ASILARIN KONTROLU

Diger biyolojik maddelerde cldugu gibi asilarin kalitesi, ilk asa-
madan baslayarak uygulamanin her asamasinda ve bitmis durumda
olan son urin halindeyken kontrol edilmelidir. Asilarin immunojenik
kontrolleri, karakterlerinin kontrolli, mikrobiyel ve kimyasal kontrol-
leri gerekli oldugundan yetismis ve kalifiye elemana da gereksinim
vardir.

Asilar baslica; istenmeyen veya beklenmeyen reaksiyonlari
olusturmadigini saptamak, lretim kontroltiniin devamli etkinligini
saglamak ve her bir serinin kabul edilen tolerans limitleri iginde ori-
jinaline benzemesinin kontrolt amaciyla test edilmektedir.

Asi kontrolinde test sayisi asinin risk durumuna, ekonomik go-
risler ve etkinliginin kontroll igin gerekli masrafa gore degisir. An-
cak ¢ok pahali testler kullanmak gereksizdir. Yeni asilarda ilk test-
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ler genellikle, laboratuvarda ve muhtemelen laboratuvar deney hay-
vanlarinda yapilir. Ancak burada duyarli hayvanlarin segimi 6nem
tasir. IR AR LI R (H

Asilarin genellikle, c¢alisip calismadidinin alanda kontrol edil-
mesi gerekir. Ayrica ters ve olumsuz durumlari da sahada kolayca
saptamak mumkindir. Diger taraftan hayvanlar arasinda varyas-
yonlarin bulunmasi da asinin test edilmesini sinirlamaktadir. Canh
asilarda potens ve zararsizlik kontrolleri yanisira, diger énemli nok-
ta da, pasajlarda virulansin artmasi ve asilanmamis hayvanlar ara-

sinda yayiimasidir.

Asi kontroliinde rutin olarak uygulanacak islemler arasinda;
kontaminasyon ve yabanci patojenler yoniinden tohum Kkiltdrleri-
nin, embryolarinin ve hiicre kiltirlerinin kontrolleri, Gretim sirasinda
ise inaktivasyon ve antijen iceriklerinin kontrolli ve son urlnin de
potens, zararsizlik, kontaminasyon ve dayaniklilik testleri bulunmak-
tadir. Liyofilizasyon ara¢ ve islemlerinin iyi test edilmesi gereklidir.
Burada rutubet icerikleri ve iyi vakum olup olmadiginin kontrold
onemlidir,

1 — Sterilite Testi : Hem Uretimin baslangicinda hem de son
Griin Uzerinde sterilite kontrolleri yapilir. Kiglik o6rnekler lzerinde
yapilan strilite testleri son Uriintin steril olacagini garanti stmez.
Sterilite kontrolleri iyi malzeme bulunan ve tecriibeli elemana sahip
laboratuvarlarca yapilir. Kontaminasyon varsa bunun derecesi sap-
tanabilir. Kontaminasyon kontroli igin 2-3 uygun besi yeri kullanilir.
Ayrica laboratuvardaki herseye kontaminasyon yoniinden 6zen gos-
terilir ve gerekli dnlemler alinir,

2 — Yabanci Patojenler icin Test : Uriiniin yabanci patojenler-
den aritilmis olmasi ¢ok 6nemlidir. Bu amacla genellikle, en fazla
bulunabilen ve tehlikeli olan patojenleri saptamak icin en duyarli
ve ekonomik testler kullaniimalidir.

inaktif asilar, aktif olanlardan daha az risk tasirlar ve kullani-
lan inaktivan madde de non-spesifiktir. Buna karsilik 6zellikle tavuk-
larin canh asilart yumurta ve doku kiltirlerinde hazirlandiklarindan
patojenik olan diger etkenlerle kontaminasyon her an mimkiin ola-
bilmekte ve tehlikeli de olmaktadir. Burada patojenleri saptamak
icin gereken her sey yapilir ve pahali yéntemler uygulanir. Asinin
kontrolii yapilirken siriiniin de kontrolii gereklidir. Oncelikle siirti-
nin cesitli hastaliklardan salim olmasi sarttir, Zira bunlardan ali-
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nan yumurta ve hiicre de kontamine olmus olur. Ayrica serumlarinin
da antikorlar yénlinden kontroll gereklidir.

3— Potens Testi : Asilarin saha kosullarinda da etkili oldugu
ve bunun her seri icin boyle olmasi 6énemlidir. Bu durum {retimin
her asamasinin kontroli ve tohum virus ya da bakterisinin iyj test
edilmis olmasi ve boyle suslarin kullaniimasi ile mimkindir. Test
asili hayvanlar lzerinde eprivasyon suretiyle yapilir. Ekonomik ne-
denler disilnilerek bu islem laboratuvar derey hayvanlarinda da
gerceklestirilebilir. Fakat kanatli asilarin potens kontroli tavuklar
tzerinde yapilir. Bazi asilarda antikor cevabi da. asilarin immunojeni-
tesinin degerlendirilmesinde indirekt olarak basvurulan bir ydntem-
dir. Ayrica laboratuvarda yapilan testin saha kosullarina uydurulma-
s1 da énemlidir. Bu korelasyonu saglamak icin uygun testler lzerin-
de calismalar yapilmistir. Canli asilarin 6zellikle, viral asilarin prob-
lemleri fazladir. Bunlar asilanmis hayvanlarda da Urerler ve genis
dozlar kullaniimasini gerektirir ve bdylece asilarin duyarhliginda da
azalmalar olur. Sabit virus dozlarinin kullaniimasi bugiin bir¢cok asi-
larda gelistirilmektedir.

4 — Antijen iceriginin Kontrolii : Asilarin etkin olabilmesi icin
yeterince antijen icermesi ve antijenin de immunojenik 6zelliklerinin
iyi kalitede olmasi gereklidir. Canli  bakteri asilarinda sayim besi
yerlerinde viruslarda iss, doku kiltlrid ve embryolu yumurtalarda
yapilir. inaktif asilarda (Bakteriyel) opasite testi ve gerekirse spesi-
fik antiserumlarla reaksiyon yapilabilir.

5 — Zararsizhk Testi : Asilarin, Uretimi sirasinda herhangi bir
toksik ©zellik kazanmadigi her serinin uygun deneme hayvanlarina
verilmek suretiyle denenebilir. Bu islem birka¢ hayvan lzerinde ken-
di konakcisinda da yapilir. Bu, ya asilama dozu veya bu dozun bir-
kac kati miktardaki dozlarla gerceklestirilir.

6 — Daycniklilik Testi : lyi bir asi bekletiime, tasinma kosul-
lart ve liyofilize haldeyse sulandirildiginda etkinligini kaybetmemeli-
dir. Zira, bu dayanikhlik dretim hatalari vs. biylk 6l¢ctde etkiler. Bu
durumda ¢esitli saklama kosullarinda (+4°C buzdolabi, oda isisi,
37°C ve tasinma kosullari vs). potens tsstleri uygulanarak aradaki
farklar saptanir. Lizyofilize asilarda kontrol islemlerinde dikkatli o-
lunmalidir. Ozellikle Marek virusu ¢ok labil bir etken oldugundan ta-
sima kosullarinda, sulandirmadan sonra vs. birgok asamalarda kont-
rollerin yapilmasi gerekli olmaktadir.
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SONUC

Yukarda kisaca 6nemini vurgulamaya calistigimiz standart re-
aktifler ve asi kontrolli teshis yonunden oldugu kadar hastaliklar-
dan korunma ve eradikasyonda bliyiik kolayhklar ve yararlar sagla-
maktadir. Serolojik testlerde standardize edilmis reaktiflerin kulla-
nilmasi bu testlerin daha glvenilir olmasini ve laboratuvarlar arasin-
daki verilerin de dogru clarak karsilastiriimasiri mimkin kilmakta-
dir. Diger taraftan hastaliklarin teshisi icin ylkselen titreler goste-
rildigi gibi etken izolasyonuna da gidilebilir. Daha énceden olan bir
hastalik olgusundan, asilamadan veya bazi ézel ajanlardan (Adeno-
virus, Reovirus gibi) ileri gelen antikorlari géz énlinde tutmak gere-
kir. Serolojik testlerin uygulamasinda serum ve antijenlerin stan-
dart preparatlari icin ¢ok dikkatli olunmasi zorunlulugu vardir. Ay-
rica belirli calisma yoéntemleri ile sahadaki problemlerin de spesifik
teshisinde blylk yarar bulunmaktadir. Diger taraftan asilarin kalite
kontrol ydntemleri sayet standardize reaktiflerle gerceklestirilebilir-
se glvenilirlik daha da artar. Ayrica asilar kontrol edildigi gibi test-
ler de cesitli standartlarla kontrol edilmelidir. Ozellikle, potens test-
lerinde kullanilan deneme hayvaninin yasi, cinsi, cinsiyeti, beslenme
kosullari, genetik yapisi ve cevresel faktérler etkili olur. Bu nedenle
bu hayvanlarin standart olarak ayni irk ayni yas, ayni agirlikta, cin-
siyette vs. olmalari ve ¢zellikle SPF 6zellik tasimalari tercih edilir.
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