Sunus

Hayvancilik sektorii bakimindan biiyiik bir potansiyele sahip
olan iilkemizde bazi hayvan hastaliklarinin mevcudiyeti 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarla miicadelede
veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir teshis
yapilmast erken tedbir alinmasi agisindan son derece 6nemlidir.
Bu kapsamda veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinin alt
yapilar1 biitce imkanlar1 dogrultusunda siirekli iyilestirilmeye
caliglmaktadir. ~ Caligmalar ~ sonucunda,  Avrupa  Birligi
entegrasyonu icerisinde ulusal referans laboratuvar olusturulmus ve
Bakanligimiz Teshis ve Analiz Laboratuvarlarinin akreditasyonlar:
gerceklestirilmistir.

Son yillarda diinyada ve iilkemizde yeni hastaliklarin goriilmeye
baslamasi ve teknolojik gelismelere paralel olarak hastaliklarin
teshisinde yeni metotlar kullanilmaya baslanmistir. Gerek
tilkemizde kullanilan mevcut metotlarin gerekse uluslararasi kabul
gdrmiis yeni teshis metotlarinin tekrar gozden gecirilerek standart
operasyon prosediirlerin giincellenmesi amaciyla Bakanligimiz
yetkilileri, Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii
Uzmanlarmin koordineli olarak ¢alisacaklar: alt1 adet komisyon
olusturulmustur. Olusturulan komite tiyelerinin 6zverili calismalar:
sonucunda teshis metodu standart operasyon prosediirlerine son
hali verilmis ve tiim komisyonlarin ¢aligmalar1 bir araya getirilerek
“Teshiste Metot Birligi Kitab1” olusturulmustur. Tim Kamu ve
Ozel Veteriner Teshis ve Analiz Labaratuvarlar1 bu kitapta yer
alan bilimsel komitenin onayin1 almis teshis ve analiz metotlarin:
kullanacak ve bu suretle teshiste metot birligi saglanacaktir.

Gerek BakanlhigimizLaboratuvarlarindavegerekse Bakanligimizdan
ruhsatl Veteriner Teshis ve Analiz Laboratuvarlarda yayimlanmis
olan bu metotlar uygulanacak olup, analiz sonuglar1 ulusal referans
laboratuvarlar tarafindan dogrulandiktan sonra gegerli olacaktir.
Bilimsel komite iiyeleri belli zamanlarda bir araya gelip, gelismeleri
takip ederek biinyelerinde ¢aligmalarina devam edecek ve yeni
gelistirilen metotlarin mevcutkitabailavesiyle kitabin giincellenmesi
temin edilecektir. Yeni gelistirilen veya ilk defa kullanilacak bir
metodun Standart Operasyon Prosediirii olusturulup bilimsel
komitenin onayindan gegtikten sonra kullanilmaya baglanacaktir.
AB miiktesebatina uyumlagtirma ¢alismalarmin aktif olarak
yuritildigi bu giinlerde, Genel Midiirliigiimiiz, Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii Uzmanlarinin gayretli
calismalar1 sonucu hazirlanan Teshiste Metot Birligi kitabinin
tilkemize yararli olacagini umuyor ve bu konuda emegi gecenlere
tesekkiir ediyorum.

Dr. M. Mehdi EKER
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakan
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUSU
[ZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Avian Influenza Virusu (AIV)nun izolasyonu ve identifikasyonu islemlerinin yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Bu prosediir, AIV izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili her tiirlii analiz/muayene/kontrolii yapan
Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastaliklar ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

AI: Avian Influenza, kanathlarin ¢ok bulasici, akut seyirli, solunum sindirim ve sinir sistemlerini

etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.
PBS : Phosphate Buffered Saline
SPF (Specific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatl hastaliklarimin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlar1 tasimayan siirii.

Inokulum: Virus izolasyonu calismalarinda kullamlmak iizere organ ve doku &rneklerinin

par¢alanmastyla, ekim i¢in hazirlanmis olan materyal.
CAB: Korio-allantoik bosluk

CAS: Korio-allantoik siv1

ETY: Embriyolu tavuk yumurtasi

HA: Hemagliitinasyon

12 TESHISTE METOT BIRLIGI
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HI: Hemaglutinasyon-Inhibisyon
BGS-3: Biyogiivenlik Seviyesi 3
OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu prosediir, Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarina Avian Influenza Hastalig1 stiphesi ile
gelen kanath hayvanlardan alinan beyin, i¢ organ ornekleri, disk, trakeal ve kloakal sivap vb.
materyallerden viral etkenin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in yapilan tim islemlerin akis

sistemini anlatir.

Avian Influenza Hastaligi ve Newcastle Hastaligmin, kanatlilarda olusturdugu belirtiler
bakimindan birbirine benzedigi, anamnez ve nekropsi bulgularina goére ayirt edilemedigi i¢in
bu iki hastalik karistirilir ve ayirici tani icin ileri tetkikler gerekir. Bu yiizden siipheli kanathlarin
nekropsi islemleri, etkenin Avian Influenza Virusu olma ihtimali géz 6niinde bulundurularak en

tist diizeyde biyogtivenlik tedbirleri altinda ve her iki hastalik icin ortak yol izlenerek yapilir.

7.TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport

[0 Oliikanatlilardan alinan 6rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal stvaplar ve organ drnekleridir.
Organ ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[l Canlikanathlardan alinan drnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanathlarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu

icin bir alternatif olabilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik seviyesi en iist diizeyde hazirlanmis odalar
Biyogiivenlik Kabinleri ( Class II tip)
Santrifij
Kulugka makinesi
Mekanik parcalayici cihaz ve tiipleri / ultra turrax / blender
Elektrikli/sarjli pipettor
Yumurta kontrol lambasi

Steril keskin cerrahi makaslar, disli ve dissiz pensler

I s [ [ [ I [y

Santrifij tiipleri (15 ml'lik)

www.tarim.gov.tr 13
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[] Embriyolu yumurta i¢in ekim materyali (yumurta kabugu delicisi)
[] Steril enjektor (1 veya 2 cc. lik, 0.1 cc. taksimatlr)
[] Tek kullanimlik steril malzeme (pipetler, marazi madde kaplari, tiip vb.)

7.3. Kullanilan Kimyasallar
[] Steril PBS (pH 7.0-7.4)
[0 Yikanmus tavuk eritrositi %1 (v/v)

[] Antibiyotik soliisyonu: Penicillin (2000 iinite/ml)-Streptomycin (2 mg/ml), Gentamycin (50
mg/ml) ve Mycostatin (1000 iinite/ml). Digk: ve kloakal sivaplar i¢in bu oranlar 5 X hazirlanir.

[ %70’lik Ethanol / Tentiirdiyot

[ Yapistiricy; uhu, tirnak cilasy, eritilmis parafin vb.
Ayrica;

[J 9-11 giinliik SPF embriyolu tavuk yumurtasi.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
Numunenin Hazirlanmasi

Avian Influenza ve/veya Newcastle Hastalig1 siipheli kanatlilarda nekropsi islemi, Avian Influenza
ve Newcastle Hastaligi Siipheli Kanathilarda Nekropsi prosediiriine goére yapilarak etken
izolasyonu igin gerekli olan sivap ve organ ornekleri alinir. Avian Influenza virus izolasyonu ve
identifikasyonu islemleri miimkiin ise BGS-3 diizeyinde hazirlanmis odalarda, eger bu miimkiin
degilse biyogiivenlik seviyesi en iist diizeyde hazirlanmis odalarda ve Class II tip biyogiivenlik
kabinlerinde yapilmalidir.

7.5 Muayene/Analizin Yapilmasi
7.5.1 Hizh Test

[] Canl veya 6lii kanatlilardan, ikiser adet alinan trakeal, oro-farengeal ve/veya kloakal sivap
orneklerinden bir adedi hizl testte kullanilmak {izere isleme alinir. Virus varligini hizli bir
sekilde tespitini saglayan bu test Avian Influenza Viral Antijen Tespitine Dayal1 Hizli Test
Metodw’na gore uygulanir. Hizli testte Al pozitif ¢ikan hayvanlara ait 6rnekler, pozitifligin
teyidini saglamak ve virus tiplendirmesi amaciyla negatif ¢ikan hayvanlara ait 6rnekler gibi

asagida anlatildig: sekilde isleme alinir.
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7.5.2. Virus Izolasyonu

inokulum Hazirlama

[

Organ parcalarindan hazirlanacak inokulumun mekanik pargalayici cihaz kullanarak
parcalanmast en idealdir. Eger mekanik pargalayici cihaz yoksa, organ pargalar: ultra turrax,

blender veya steril makas yardimiyla iyice pargalanir.

Parcgalanmis doku % 10-20 (w/v) oraninda olacak sekilde hazirlanmis antibiyotik soliisyonu
icerisine konur ve iyice karigmasi saglanir.

Karisim, 3000 rpmde 10 dakika santrifiij edilerek tistteki siv1 alinir.

Trakeal, kloakal sivaplar ve diski materyalinden inokulum hazirlanirken, bu materyaller de
antibiyotik soliisyonu igine alinir.

Diski ve kloakal sivaplar i¢in kullanilacak antibiyotik soliisyonu, antibiyotik miktar1 yukarida
verilen oranlarin 5 kat1 artirilarak hazirlanir.

Siispansiyonlar oda sicakliginda 60 dakika ya da buzdolabinda bir gece bekletilir ve bu siire

sonunda isleme alinir. Hemen isleme alinmayacaksa derin dondurucuda muhafaza edilir.

Antibiyotik soliisyonunda bekleme siiresini tamamlayan siispansiyonlar 3000 rpmde 10 dakika

tekrar santrifiij edilir, iistteki siv1 alinarak inokulum olarak kullanilir.

Embriyolu Yumurtalarin Hazirlanmasi ve Inokulasyonu

SPF Tavuk Yumurtalarinin On-inkiibasyonu

i

Avian Influenza virusu ETY'da yiiksek titrede iiremektedir ve bu nedenle izole etmek igin tercih
edilen metot SPF embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyondur. On-inkubasyona konacak
SPF tavuk yumurtalar1 10-15°Cde min. 18 saat max. 10 giin saklanmis olmalidir.

Inkubatore yerlestirilen yumurtalar, potasyum permanganat + formol ile fumige edilir.
Inkubatorde 37.5 + 0.5°C ve %50-70 nispi nem (RN)de 6n-inkubasyona tabi tutulur.
On-inkubasyon siiresi 9-11 giindiir (Inkubatére konma giinii = giin 0).

9-11 giin inkube edilmis yumurtalar, yumurta kontrol lambas ile karanlik bir ortamda fertilite
ve canliik muayenesi yapilir ve asagida anlatildig sekilde ayirt edilir;

Olii embriyolu yumurtalar: Gériilebilir damar yok, agik sar1 yamurta stvisinda yiizen embriyo

gri-siyah kiitle gortiniimiinde,

Fertil olmayan yumurtalar: Embriyonun olmamasi, yalnizca yumurta sarisinin ayirt edilebilmesi

seklinde gozlenir.

Inokulasyon yerinin belirlenmesi:

[

Fertil olanlarda embriyonun yeri ve yumurtanin hava boslugu simir1 kursun kalem ile gizilir.
Inokulasyon yeri, embriyonun kars1 tarafinda, kan damarlarinin az oldugu bir noktada, hava

boslugu cizgisinin 2 mm kadar iizerinde isaretlenir.
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Yumurtalar, hava keseleri iiste gelecek sekilde viyollere yerlestirilir ve iizerlerine inokule
edilecek materyalin kod numarasi yazili. Her numune i¢in 3-5 yumurta kullanilir (ekim
yapilacak SPF ETY sayisy; eldeki toplam yumurta sayisi ve ¢alisilacak 6rnek sayis1 goz 6niinde
bulundurularak bir 6rnek i¢in en az 3 yumurta olacak sekilde hesaplanur).

SPF Embriyolu Tavuk Yumurtasina Ekim

[

Biyogiivenlik Kabini (Class II) igerisinde, inokulasyon noktasini da igine alacak sekilde
yumurtalarin st kisimlart %70 Ethanol yada seyreltilmis tentiirdiyot ile 1slatilmis pamuk
yardimiyla silinerek dezenfekte edilir.

Inokulasyonun yapilacagi bolgede daha énce isaretlenmis noktadan steril delici ile delik agilir.

Steril enjektor igerisine alman inokulum swvisi, 90%lik egim ile, 0.1-0.2 ml miktarinda

korioallantoik bosluga enjekte edilir.

Agilan delik, bir damla siv1 yapistirici yada eritilmis parafin ile kapatilir,

Inokulasyondan sonraki 24 saatlik gdzlem siiresinin sonunda élen embriyolu yumurtalar,
kaydedilerek degerlendirmeye alinmaz ve atilir.

Yumurtalarin 35-37°Cde 4-7 giin inkubasyonuna devam edilir. Bu siire icinde 24 saat
araliklarla yumurtalarin canlilik muayenesi yapilir. Olii veya 6lmekte olan embriyolari iceren

yumurtalar ve inkubasyon periyodunun sonunda canli kalan tiim yumurtalar buzdolabinda 1

gece bekletilir. Bu siirede 6lmeleri ve kan damarlarinin ¢ekilmesi saglanir.

Korio Allantoik Sivinin (CAS) Toplanmasi

[

16

Biyogiivenlik kabini icerisinde, steril malzemeler (egri uglu makas, pens, pipetler, tiipler vb.)

hazirlanir.

CASlar1 toplanacak yumurtalar, oncelikle iist kisimlari %70 Ethanol yada seyreltilmis
tentiirdiyot ile 1slatilmis pamuk yardimuiyla silinerek dezenfekte edilir.

Hava kesesini belirleyen ¢izginin 1-2 mm {izerinden makas yardimu ile kesilerek yumurta
kabugu kaldirilir

Hava boglugunu sinirlayan yumurta zari, yumurta sarisina zarar verilmeden agilir.

Elektrikli pipettor ve pipet yardimiyla korio-allantoik sivi (CAS), yumurta sarisina zarar

verilmeden toplanur.

Toplanan sv1 eritosit ve hiicre birikintilerinin uzaklastirlmast amaciyla 3000 rpmde 5 dk.

santrifiij edilir.

Ayrica, Avian Influenza ve Newcastle hastalig1 viruslart ¢ok sinirli sayida hiicre kiltiiriinde
tiremekle birlikte izolasyon calismalarinda primer hiicre kiltiirlerinden Civciv Embriyo
Fibroblast (CEF) hiicre kiiltiirii ve devamli hiicre hatti olan Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) hiicre hatt1 da kullanilir.

TESHISTE METOT BIRLIGI
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7.5. 3. Virus Identifikasyonu

[] Santriftij edilen korio-allantoik sivilar Avian Influenza Virusunun Teshisinde HA Test
Metodu’na gore HA aktivitesi varlig1 yoniinden test edilir. HA aktivitesinin varlig, yiiksek
ihtimalle Influenza A virusu ile enfeksiyonu gosterir. Izole edilen bu virusun identifikasyonu
amaciyla ayn1 CAS'lara Avian Influenza Virusunun Teshisinde HI Test Metodu’na gore

islemlere devam edilir ve tiim yapilan islemler ve sonuglar kayit edilir.

[] Hemaglutinasyon tespit edilemeyen materyallere ait inokulumlarin, negatif olarak

raporlanmadan 6nce gerekirse ETYda tekrar pasajlar1 yapilir.

[J Avian Influenza A Virusunun varligi, Avian Influenza Virusunun Teshisinde Agar Jel
Immunodiffusion (AGID) Testi’ne gore test yapilarak niikleokapsit veya matrix antijenlerinin
ortaya konulmasiyla da dogrulanir. Bu iki antijen biitiin influenza A viruslar i¢in ortaktir. Bu
testte kullanilacak antijen infekte olmus allantoik sivinin konsantre edilmesiyle veya korio-
allantoik membranin ekstraksiyonu ile elde edilir. Hazirlanan antijen bilinen pozitif ve negatif

serumlarla test edilir.

[] Ayrica alman sivap orneklerinden ve SPF ETY'na ekimler sonucu elde edilen allantoik
sivilardan Real Time RT-PCR testi ile hizli bir sekilde Avian Influenza Virus A Matrix,
H5, H7, N1, H5N1 Proteinlerinin Tespiti’ ne gore sonuca ulagilir. Real Time PCR testi ile
elde edilen sonuglarin, embriyolu SPF yumurtaya ekim ve HA-HI testi teshis yontemleri ile
dogrulamalar1 yapilir.

Intravenoz Patojenite Index Testi (IVPI)

Avian Influenza Virusunun izole edilmesi halinde bu hastaligin siirtiden en hizli bir sekilde

eradikasyonu yapilmalidir. Eradikasyon i¢in uygun stratejinin belirlenmesi agisindan, izole edilen

susun virulensinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle izole edilen viruslar Intravenoz

Patojenite Index Testi (IVPI)’ne gore patojenite testlerine tabi tutulur ya da H5/H7 proteinlerinin

boliinme bolgelerinin dizin analizi yapilir.

7.6. Sonuglarm Degerlendirilmesi

[zole edilen virusun HI testinde standart H5/H7 antiserumlari ile inhibe edilmesi ya da molekiiler

testlerde H5/H7 primerleri ile pozitif sonug alinmasi Influenza A virusunun varligini gosterir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

8.1.

[

o O O O &8 & O3

—

2.

I¢ Dokiimanlar

Avian Influenza ve Newcastle Hastalig1 Stipheli Kanatlilarda Nekropsi Prosediirii
Avian Influenza Viral Antijen Tespitine Dayali Hizli Test Metodu

Avian Influenza Virusunun Teshisinde HA Test Metodu

Avian Influenza Virusunun Teshisinde HI Test Metodu

Avian Influenza Virusunun Teshisinde Agar Jel Prespitasyon (AGP) Testi

Avian Influenza Virus A Matrix, H5, H7, N1, H5N1 Proteinlerinin Tespiti

Avian Influenza Virusunun Teshisinde Intravenoz Patojenite Index Testi (IVPI)
Di1s Kaynakli Dokiimanlar

Easterday,B.C., Hinshaw, V. S., Halvorson,D.A. Influenza. Diseases of Poultry, Boliim 22, 583-
605/ 10. Baski / 1997

Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Bolim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_AlLpdf.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

18

TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

AVIAN INFLUENZA (AI) VIRAL ANTIJEN
TESPITINE DAYALI HIZLI TEST METODU

1. AMAC
Avian Influenza (Al)dan siipheli kanathlardan alinan trakeal, orofarengeal, kloakal sivaplarda

ve korio-allantoik sivida Influenza A viral antijeninin varliginin bir tarama testi olan hizl test ile

saptanmasi amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Influenza A viral antijeninin varliginin bir tarama testi olan hizli test ile yapan tiim

boliim/laboratuvarlarda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastaliklar ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine

toplanmali ve otoklavlandiktan sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR
AlI: Avian Influenza, kanathlarin ¢ok bulasicy, akut seyirli, solunum, sindirim ve sinir sistemlerini
etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.

Immunokromotografik Yontem: Influenza A monoklonal antikor ile kapli test gubugunda aranan
Influenza A antijeninin baglanmasi ve bu komplekse altin ile isaretlenmis Influenza A monoklonal
antikor baglanmasi sonucu olusan kompleksin bu bolgede agiga ¢ikan renk degisimi ile varliginin

tespit edilmesi yontemidir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, Al viral antijeninin varliginin immunokromotografik yontemle kalitatif olarak kisa

siirede saptanmast i¢in kullanilan tarama testinin uygulanisini anlatir. Test uygulanacak drnekler;
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[] Trakeal, orofarengeal, kloakal sivap drnekleri,

[] Korio-allantoik siv1 6rnekleri (CAS),

Testte kullanilan test cubuklarinin test hattinda Test Bandi (T) ve Kontrol Bandi (C) olmak
tizere iki ¢izgi bulunmaktadir (Sekil 1). Kontrol ¢izgisi, eger test prosediirii dogru bir sekilde
gerceklestirildiyse ve test reaktifleri ¢alistyorsa, her zaman pembe/mor bant seklinde ortaya ¢ikar.
Eger numunede yeterli Al viral antijeni varsa Test Bandi pembe/mor bant seklinde gozlenir.
Numunede Al viral antijeni bulunmamasi durumunda yalnizca Kontrol Bandi pembe/mor bant
seklinde gozlenir, Test Band1 olugsmaz.

Test stribinde Influenza tip A virusuna spesifik 2 antikor kullanilir.

Monoklonal antikor (Mab) - Gold

Goat anti rabbit antikor - Gold

positive samples
{with Ag Influenza A}

Goat aniti Rahbit
Ah _ Gald

Y
i
R
CONTROL

band

&g Influenza & | Mab Gold
i /
‘1.
TEST band

Complex

Mab anti
influenza

Gold

Goat anti
B

(4

-

Mab - Gold

Sekil 1. Testin ¢alisma mekanizmast

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport

[] Sivap yardimiyla alinan trakeal, orofarengeal, kloakal 6rnekler ve korio-allantoik sivi
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Sekil 4. Sivap yardimiyla alinan kloakal 6rnek

7.2. Kullanilan Ekipman
Swvaplar

Test tiipleri ve kapaklar1

1 adet test tiipti sporu (5lik)
Plastik pipet

Test Kiti Kullanim Kilavuzu

I Y I [ |
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7.3.

[

Kullanilan Kimyasallar
Test cubuklar1 (monoklonal antikor kapli test stripleri)

Test Kiti, Kullanim Kilavuzunda belirtilen kosullarda saklanmalidur.

7.4.

O
O

7.5.

[

Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
Ornek sayisina gore test tiiplerine kitte belirtilen miktarda ekstraksiyon soliisyonu konur.

Bir sivap yardimiyla trakeal ve/veya oro-farengeal ornekler agiz boslugu dilin arkas: ve

trakeanin icinden alinir. Alinan 6rnek mukus ve kan icermemelidir.

Kloakal ornekler, goriiniir kanh bolge veya diskinin bulunmadigi bolgeden alimir. (sivap

ornekleri hemen kullanilmayacaksa buzdolabinda 24 saat saklanabilir)
Her bir sivap 6rnegi ekstraksiyon solusyonu iceren test tiipleri ierisine konur.

Siwvap, tiip igerisinde 5-10 kez dairesel hareketle dondiiriildiikten sonra {izerinde hi¢ sivi
kalmayacak sekilde tiip geperine bastirilarak ¢ikarilir (eger 6rnek kloakal sivap ise ve tiip
icerisinde diski partikiilleri bulunuyorsa supernatant plastik pipetle alinarak bagka bir test
tipiine aktarilir)

Ornek korio-allantoik sivi ise direk olarak test tiipii igerisine konur.

Test cubugu kutusundan, tutma yerinden tutarak ¢ikartilir ve direkt olarak 6rnek dolu tiiptin
icerisine daldirilir. Test cubugu, Kit Kullanim Kilavuzunda belirtilen siire ve sicaklikta 6rnek
dolu tiip icerisinde bekletilir.

Siire sonunda test cubugu sonu¢ okunmak {izere test tiipiinden ¢ikarilir.

Test gubugu belirtilen siireden daha fazla test tiipii icerisinde kalirsa Yanhs Pozitif sonug

verebilir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sonucu okumak i¢in Test band1 (T) ve Kontrol bandinin (C) oldugu merkez kismina (test
hattina) bakilur.

Kontrol bandi test gubugunun tist kisminda pembe/mor bant seklinde gozlenir.

Kontrol bandinin asagisinda yer alan Test bandinda pembe/mor renk olusumuna bakalir.

Negatif Influenza A virus:

Ustte kontrol ¢izgisinde tek bir pembe/mor bandin olugmas, test ¢izgisinde pembe/mor bandin

gozlemlenmemesi negatif sonug olarak degerlendirilir (Sekil 5).

22
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Pozitif Influenza A virus:

Ustte kontrol ¢izgisi ve alttaki test ¢izgisinin ikisinde de pembe/mor bandin olusmasi pozitif sonug
olarak degerlendirilir (Sekil 6).

[] Tiim bu ¢aligmalar kayit edilir.
[0 Sonug okunduktan sonra isi biten test gubugu tehlikeli atiklar kabina atilmalidir.

[0 Ustte bulunan kontrol cizgisinde pembe/mor bant olusmussa test gecerlidir. Eger kontrol

gizgisinde renk gozlenmiyorsa, test tekrar edilmelidir. (Sekil 7)

.
AN
S N

7 ::\\\\\_‘\, .r?:;:;: \\\\Q_‘-.
o | + i
e i -.\';‘;::__:: o ;:r

Sekil 5. Negatif Sonu¢  Sekil 6. Pozitif Sonug Sekil 7. Gegersiz Sonug
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Sekil 8. Pozitif Sonug Negatif Sonu¢  Pozitif Sonu¢ Negatif Sonug

8. ILGIiLi DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.

[] Avian Influenza Virus Type A Antigen Test Kit Kullanim Talimat

[J FluDetect™ Influenza Type A Antigen Test Kit Kullanim Talimat:

[] FASTest AIV Influenza Type A Antigen Test Kit Kullanim Talimat

[] Anigen Rapid AIV Ag/H5 AIV Ag Test Kit Kullanim Talimat:

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUSUNUN TESHISINDE
HEMAGLUTINASYON (HA) TEST METODU

1. AMAC

Avian Influenza virusunun (AIV) Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon Inhibisyon (HA-HI) test

metodu ile teshisinin yapilmas1 amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, AI virusunun teshisini HA-HI test ile yapan Kanatlh Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvarlarinda gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR
Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, 6l¢ti, miktar, titre gibi 6zellikleri

bilinen, uluslararasi bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal/
biyolojik madde gibi tiriinlerdir.
AI: Avian Influenza, kanathlarin ¢ok bulasici, akut seyirli, solunum sindirim ve sinir sistemlerini

etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.

SPF (Specific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatli hastaliklarinin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlari tagimayan siirii.
HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi
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OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saghk Orgiitii
CAS: Korio-allantoik sivi
PBS: Phosphate Buffered Saline

v/v : Volum/volum

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu test metodu, AIV varlig1 yoniinden siipheli materyalden SPF embriyolu tavuk yumurtasina

inokulasyon yontemi ile elde edilen infektif korio-allantoik sivinin, hemaglutinasyon aktivite

ozelliginin varlig1 veya yoklugunun saptanmasini anlatir.

Avian Influenza Virusunun varligr veya yoklugunun saptanmasy; Hemaglutinasyon aktivite
ozelligi gosteren CAS ve testte kullanilan Sertifikali Referans Standart (SRS) antiserumlarin

hemaglutinasyonu inhibe etme 6zelliginden yararlanilarak saptanur.

7.TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[] Test Materyali; Infektif korio-allantoik sivi

Sertifikali Referans Standart (SRS);

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen (AIV-H5)
Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen (AIV-H7)
Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum (AIV-H5)
Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum (AIV-H?7)

I s [ I [ B |

7.2. Kullanilan Ekipman

[] 96gozli U/V tabanh mikropleyt

[0 25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglar
[] Kivetler

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g
KCl 02g
KH, PO, 02¢g
Na HPO, 1.15 g (Susuz) veya 2.95 g (12 Sulu)
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Steril distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4¢

ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test igin gerekli

olan eritrosit siispansiyonunun hazirlanmas i¢in kullanilir. Buzdolabinda (5°C+3°C) raf 6mrd,
sisenin agz1 agilmadik¢a hazirlanmasindan sonra 2 yildir.

%1’lik Tavuk Eritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

[] 10 mllik enjektore 5 ml kan icin 5 ml antikoagulan (esit hacimde) ¢ekilir,

[] Kan alma hayvani olarak saglikli tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alt1
venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiirtilerek kanin antikoagulan ile iyice
karigmasi saglanur.

[J Kan enjektorden santrifijj tiiptine enjektoriin igne kismu ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

[J Antikoagulanl kan 1000-1500 rpmde 5-10 dakika santrifiij edilir ve ayrilan siipernatant
dikkatlice pipetle gekilir.

[] Tiptn dip kisminda kalan eritrositin tizeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavasca alt st
edilerek kanin PBS ile iyice karismasi saglanir, 5 dakika santrifijj edilir ve tistteki siv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

[l Son yikamadan sonra iistte kalan berrak svi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gokeltisinden 1 ml alinarak 99 ml PBS igerisine katilir. Boylece %1’lik eritrosit siispansiyonu
hazirlanmas olur.

[l Hazirlanan eritrosit stispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii i¢in U/V  tabanl
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gozlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml % I'lik tavuk
eritrosit stispansiyonu konulur.

[] Pleytin kenarlarina hafifge vurularak PBS ile tavuk eritrosit siispansiyonunun iyice karismasi
saglanir ve eritrositlerin ¢okmesi i¢in yaklagik 22°C+3°C de 40 dakika / 5°C+3°C ‘de 60 dakika
beklenir.

[] Calistlan gozdeki eritrositlerin belirgin bir diigme formasyonu olusturup, pleyt hafif¢e egimli
tutuldugunda gozyas: akintis tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit siispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Stipheli materyallerden izole edilen hemaglutinasyon aktivitesine sahip viral etkenin (infektif

korio-allantoik siv1), 4 HAU ne ayarlanmasi;

Hemaglutinasyon (HA) Testi
1) 96 gozlii V/U tabanlh mikropleytin ¢alisilacak gozlerine 25 ul PBS konulur,

2) Ik goze 25 l infektif allantoik stvi ilave edilir ve iki kath diliisyonu yapilarak son goze kadar
gidilir.
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3) Diliisyon yapilan tiim gozlere tekrar 25 pl PBS ilave edilir,
4) Aynigozlere 25 ul % 1'lik yikanmug tavuk eritrositi konulur,
5) Negatif kontrol (kan kontrol) icin ayrilan siradaki gozlere 25 ml PBS ve iizerine 25 ml % 1’lik

tavuk eritrosit siispansiyonu ilave edilir,

6) Pleytin kenarlarina hafifce vurularak iyice karigmasi saglanir ve reaksiyonun sekillenmesi i¢in
yaklasik 22°C+3°C de 40 dakika / 5°C+3°Cde 60 dakika ya da kontrol goziindeki eritrositler
belirgin bir diigme formasyonu olusturana kadar beklenir.

7) Bekleme siiresi sonunda pleyt gozlemlenerek dantela tarzinda kalan yani Hemaglutinasyon
sekillenen gozlerin varlig: saptanir. HA pozitif reaksiyonu tanimlama, HA (+) virus izolatina
ait siranin dantela tarzinda kalan son gézii %100 HA veren goz olarak kabul edilir. Bu son goz
1 HA Unitesini temsil eder (Sema 1) ve (Sema 2).

@BEE@®@®EE® O ®

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

T T
4 HAU 1 HAU
SON HA VEREN GOZ

Sema 1: HA (+) Test Sonucu Sematik Goriintii (4 HAU Hesaplanmast)

1.HA (+) 2. Eritrosit Kontroli

Sema 2: Hemaglutinasyon Olusma Mekanizmasi

Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;
Hemaglutinasyon sekillenen (dantela tarzinda kalan) gozler = Pozitif

Hemaglutinasyon sekillenmeyen (diigme formasyonu olusan) gozler = Negatif olarak ifade edilir.
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4 HAU ayarlanmasi;

[0 1 HAU si belirlenmis tiplendirmesi yapilacak HA (+) virus izolat1 (infektif CAS) ve pozitif
kontrol olan SRS Antijen (AIV-H5), SRS Antijen (AIV-H7),4 HAUne (Sema 1)’de gosterildigi
ve agagida anlatildig: gibi ayarlanir.

Orn: 1 HAU = 1/ 256 olan bir antijen/izolattan 4 HAU hazirlanmak icin ;
1. 256:4 =064, 63 mlPBS + 1ml HA (+) virus suspansiyonu ilave edilerek dilusyon hazirlanir.

2. 4HAUne ayarlanan HA (+) virus izolati ve SRS (AIV-H5), SRS Antijen (AIV-H?7)” in kontrolii
icin, ayni1 pleytte her 6rnek i¢in paralel iki sira olacak sekilde HA testi yapilir.

3. HA test sonucu 4 HAU olan antijen/izolat, HI testinde kullanilir. HA sonucu 4 HAU degil ise,
bulunan test sonucuna gére tekrar 4 HAU ayarlanur, tekrar kontrol edildikten sonra HI testine

devam edilir.

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

Negatif kontrol (kontrol): kan Bu siradaki gozlerin diigme seklinde dibe ¢dkmesi ve pleyt
egimli tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olugturmas,

Pozitif kontrol (SRS Antijen [APMV-1(NDV)]: Bu siradaki gozlerde eritrositin antijen ile
baglanip dantela tarzinda kalmasr, testin gegerliligini kanitlar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Easterday,B.C., Hinshaw, V. S., Halvorson,D.A. Influenza. Diseases of Poultry, Boliim 22, 583-
605/ 10. Baski / 1997

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUS H5 ve H7
PROTEINLERININ ONE STEP RT-PCR ILE TESPITI

1. AMAC

H5 ve H7 avian influenza (Al) suslarinin tespitinin yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teghis Laboratuvarlarinda Avian Influenza A hastaliginin teshisinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastaliklar ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ALI: Avian Influenza kanatlilarin ¢ok bulasici, viremi ile seyreden akut seyirli ve zoonoz
karakterde olan bir hastaligidir.

CAS: Korio-allantoik siv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniikleik Asit

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Avian Influenza Hastalig siiphesi ile gelen kanatl hayvanlardan alinan materyallerin embriyolu

Specific Pathogen Free (SPF) tavuk yumurtasina ekimini, viral etken izolasyonunu takiben Real
Time RT-PCR testi ile H5 ve H7 suslarinin tespiti yapilir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport

[] Olii kanathlardan alinan rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ érnekleridir.
Organ ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[] Canlikanathlardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal stvaplardir. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze digk: virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap drnekleri VIV (pH 7.2- 7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢alismanin yapilacagi laboratuvara gonderilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij
LightCycler 2.0
Derin Dondurucu (-30 £5°C, -70 £5°C)
Buzdolab1
1.5 ml mikrosantrifiij tiipti
Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller
Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglar1 ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

Steril cryovialler ve eppendorf tiipler

[ [y [ [ [ |

Steril santrifij tiipleri

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[ RNA ekstraksiyon kiti

[] OneStep RT-PCR Kiti

[l RRT-PCRKkiti

[1 Etkin dezenfektan

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Hemaglutinasyon aktivitesi goriilen embriyolu tavuk yumurtasina yapilan ekimlerden toplanan
korioallantoik sivilar RRT-PCR ile test edilerek etken identifikasyonu yapilir.
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RRT-PCR;
RNA ekstraksiyonu:

Total RNA eksraksiyonu korioallantoik sivi, organ homojenati, trakeal sivap, kloakal sivap ya da
diski 6rnegi kullanilarak RNA ekstraksiyon kitinin protokoliine gére manual ya da robotik sistem
kullanilarak yapilir. Pozitif kontrol olarak referans virusa ait korioallantoik stvi, negatif kontrol olarak
distile su kullanilarak kitin protokoliine gére RNA ekstraksiyonu yapilir. Eksrakte edilen RNA
materyali 24-48 saat icinde kullanilacaksa 1-8°Cde, kullanilmadan &nce ve/veya kullanildiktan

sonra daha uzun siire saklanacaksa -40°C ile -90°C arasinda porsiyonlanarak dondurulur.

One Step RT - PCR (Qiagen kit)

Asagidaki protokol OneStep RT-PCR kit (Qiagen, cat # 21012)kullanilarak yapilmaktadir.

Ayn tiip icerisinde cDNA sentezini takiben PCR testinin yapilacag1 yerde reaksiyon voliimii 50 pl

olacak sekilde master mix hazirlanir.

PCR Bileseni Final Bir reaksiyon i¢in gerekli
Konsantrasyon vol (ul)
RNase-free su - 28.8 ul
PCR buffer 5X (Qiagen OneStep RT-PCR Kit) 1X 10 pl
dNTPs Mix her biri 10mM (Qiagen OneStep RT- o
PCR Kit) Her biri 0.4 mM 2ul
Forward primer: 50 pmol/ ul (50 pM) 1 uM 1ul
Reverse primer: 50 pmol/ ul (50 uM) 1 uM 1ul
RNase inhibitor 40U/ ul (Promega) 8U 02ul
OneStep RT-PCR Enzim Mix (Qiagen Kit) 2ul
Hedeflenen Miktar 45l
5 pl (klinik 6rnekten)
RNA 2.5 Wl RNA+ 2.5 pl RNase
free su (CAS)
Final Reaksiyon Voliim 50 ul
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H5 PCR primerleri
[l H5KHA PCR

Yaklagik 300bp amplikon iiretir. Bu, direk olarak klinik 6rneklerden ekstrakte edilen H5 RNAnin
amplifikasyonunda oldukea hassas ve basarilidir. Ancak bazi1 H5 olmayan klinik 6rnekler benzer
biiytikliikte bantlar olusturabilir. Bu durumda 6rnegin H5 olup olmadiginin anlagilmasi icin sekans

analizi yapilmahdir.
[] J3/B2aPCR

Yaklagik 300bp amplikon tiretir. Bu HSKHA PCRdan daha az hassastir, fakat yiiksek titredeki klinik
orneklerden H5 amplikonlari iiretebilir. H5 spesifikligi ve genel saglamhigi KHAHS5 PCR formundan
dahaiyidir. Bu PCR tercihen CASdan ekstrakte edilen H5 AT RNAnn amplifikasyonunda kullanilir.

(] S1/B2aPCR

Boliinme bolgesi dizinini de kapsayan HA1 bolgesinin i¢inde oldugu yaklasik 1200 bp amplikon
tiretir. Normalde CASdan ekstrakte edilen H5 AI RNAnmn amplifikasyonunda kullanihr. Ayni
zamanda gok ytiksek titreli klinik 6rneklerin amplifikasyonunda da kullanilabilir.

H5 primer dizinleri:

H5 - kha - 1: CCT CCA GAR TAT GCM TAY AAA ATT GTC
H5 - kha - 3: TAC CAA CCG TCT ACC ATK CCY TG

Not: Dejenere niikleotidler koyu olarak belirtilmistir.

J3: GAT AAATTCTAG CAT GCCATT CC

B2a: TTT TGT CAA TGA TTG AGT TGA CCT TAT TGG

S1: AGC AGG GGT ATA ATCTCT CA

B2a: TTT TGT CAA TGA TTG AGT TGA CCT TAT TGG

H7 PCR primerleri
[ GK7.3/GK7.4:
Boliinme noktasini kapsayan yaklasik 200 -230 bp amplikon tiretir. Bunlar klinik H7 6rneklerden

amplifiye olabilen en hassas primer ¢iftidir.
0 397/391veH7.5/391:

Bu iki primer cifti sirasiyla yaklasik 600 ve 1100 bp amplikon iiretir. Bunlar boliinme boélgesi
sekansini da igeren HA 1 bolgesini kapsar. Normalde yumurtada ¢cogalan H7 AIdan ekstrakte edilen
H7 RNAda kullanilir, fakat ayn1 zamanda gok yiiksek titredeki klinik drneklerden de amplifiye

olabilir.
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H7 primer dizinleri:

397: ACATACAGTGGGATAAGAACC
391: TCTCCTTGTGCATTTTGATGCC
GK7.3: ATGTCCGAGATATGTTAAGCA
GK7.4: TTTGTAATCTGCAGCAGTTC

Dongii kosullar1 & amplikon tespiti
Iki primer ifti icin asagidaki sekilde uygulanir;
H5KHA dongii kosullar::
30 dakika 50°C } 1 déngii
15 dakika 94°C
30 saniye 94°C
1 dakika 58°C 40 dongii
2 dakika 68°C
Final uzatma basamag 7 dakika 68°C
Not: Bu H5KHA PCR ile muhtemel H5 olmayan amplikonlar agisindan dikkatli olunmalidir.

Stipheli durumlarda dizin analizi yapilmalidir.
J3 / B2a dongii kosullar::

30 dakika 50°C 1 dongii
15 dakika 95°C

45 saniye 94°C
45 saniye 50°C 35 dongii
2 dakika 72°C

Final uzatma basamag 10 dakika 68°C

S$1/B2a; 397/391; GK7.3 /GK7.4 &H7.5/391 dongii kosullar::
30 dakika 50°C 1 dongii
15 dakika 95°C}
45 saniye 94°C
45 saniye 50°C 35 dongii
2 dakika 72°C
Final uzatma basamag1 10 dakika 68°C

34 TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

PCR iirlinii % 2 - 2.5 agaroz jelde kosturulur ve ethidium bromide ile boyanarak UV 151k altinda

aranan DNA bantlarinin varlig1 incelenir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Easterday,B.C., Hinshaw, V. S., Halvorson,D.A. Influenza. Diseases of Poultry, Boliim 22, 583-
605/ 10. Baski / 1997

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3. 4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.

[J Qiagen Kit Kullanim Kilavuzu

[0 Qiamp Viral RNA Mini kit Handbook

[0 Roche Applied Science LightCycler 2.0 Instrument Operator’s Manual. Software version 4.05.

[J Veterinary Laboratory Agency. PCR protocols for the detection of avian influenza virus (AIV)
http://www.defra.gov.uk/vla/science/sci_ai_reflab_prot.htm

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUS MATRIX (M)
PROTEINININ REAL TIME RT-PCR ILE TESPITI

1. AMAC

Klinik 6rneklerde ve infekte CASda Avian influenza (AI) virusunun varliginin hizh bir sekilde

tespitinin yapilmasi i¢cin Real-Time PCR testinin kullanilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Influenza hastaliginin teshisinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ALI: Avian Influenza kanatlilarin ¢ok bulasici, viremi ile seyreden akut seyirli ve zoonoz
karakterde olan bir hastaligidr.

CAS: Korio-allantoik siv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniikleik Asit

c¢DNA: Komplementer DNA

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Avian Influenza stiphesi ile gelen kanath hayvanlardan alinan materyallerden Al virusunun Real
Time RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir. Avian Influenza virusunun tespiti i¢in oldukea hizls,

hassas ve spesifik bir metottur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport
[ Test Materyali; Infektif korio-allantoik siv1, trakeal, kloakal sivap, organ homojenati

[ Oliikanathlardan alinan 6rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ rnekleridir.
Organ Ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alman 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1
olarak islenir.

[] Canlikanatlilardanalinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap 6rnekleri VTV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢alismanin yapilacag laboratuvara gonderilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij ( 2ml tiipler i¢in rotoru olan)
Light Cycler 2.0
Software
Derin Dondurucu (-20 £5°C, -70 £5°C)
Buzdolab:
Vortex karistirict
1.5 ml mikrosantrifijj tiipti
Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller
Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglari ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar
Steril cryovialler ve eppendorf tiipler

Y s [ [y [ [ [ o |

Steril santrifijj tiipleri

7.3. Kullanilan Kimyasallar
[] RNA ekstraksiyon kiti

[J One Step RT-PCR Kiti

] RRT-PCRKkiti

[l Etkin dezenfektan
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Matrix Proteini i¢in primerler ve prob:

Sep 1 AGA TGA GTCTTC TAA CCG AGG TCG

Sep 2 TGC AAA AACATCTTC AAG TCT CTG

SePRO FAM - TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA - TAMRA

Matrix Proteini icin Real Time PCR master mix

Bu protokol OneStep RT-PCR kit (Qiagen, cat # 210212) kullanilarak yapilmaktadir. Kit ierisinde
bulunmayan reagentler diger saglayicilardan tedarik edilebilir. Asagida verilen voliimler 10x25 pl
reaksiyon icin yeterlidir, yani Master Mix 10 x 23 ul voliime béliiniir ve her birine 2 pl ekstrakte

edilen RNA eklenir.

PCR Bileseni Final Hacim
DEPC su ( RNAse- free) 137.5 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 50 pl
Rox ref.boya ( Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n diliie edilmis) 3.75ul
Qiagen dNTP mix 10 pl
Sep 1 (50uM) 2ul
Sep 2 (50uM) 2ul
SePRO (30uM) 2.5u
25 mM magnesium chloride 12.5 ul
RNAsin (40U/ pl) 1l
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 10wl
Toplam 231.25ul

Real Time PCR M proteini standartlar::

Bunlar titresibilinen infekte allantoik sividan ekstrakte edilen miktaribelirlenen RNA standartlaridir.

7.3. Prosediir / Metot

PCR master mix’in hazirlanmasi ve yiiklenmesi

- Master mix hazirlanmasi ve Real Time igin yiiklenmesi PCR temiz odada yapilmalidur.

- Test edilecek drnekler igin yeterli miktarda master mix hazirlanmalidir.

- master mix iyice karistirilip hava kabarciklarinin uzaklastirilmast icin 30 saniye santrifij

edilmelidir.
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- Real time kapillar tiiplere / pleyte her bir reaksiyon icin 23 pl master mix dagitilmalidir.

- Kapillar / pleyt kapaklar1 hafifce kapatilarak soguk blok ya da buz iizerinde temiz odadan
¢tkarilmali ve PCR yapilan alanda RNA 6rnekleri ve kontroller eklenmelidir.

H5 RNA kontrollerinin hazirlanmasi
RNA standartlarinin hazirlanmasi
- Uygun bir metot kullanilarak RNA ekstraksiyonu yapilir

- RNAnm 10°% 10', 10%10%10*arast seri dilusyonlar1 hazirlanir. Her dilusyon vortex ile iyice
karigtirldiktan sonra kisa bir santrifiij yapilir. Bunlar tiiplere dagitilarak -70 °Cde saklanur.
RNAnin hassas yapisindan dolay1 en fazla 3 kez dondurulup ¢ozdiiriilebilir.

Orneklerin ve standartlarin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 ul master miks iizerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA
ornegi ilave edilir.

Bu asamada Ornekler arasinda c¢apraz bulasmadan kaginmak igin dikkat edilmelidir.
Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarini yanlis kapillar / tiip / pleyt gozlerine
degdirilmemelidir.

Real Time PCR standartlarinin tiiplerine 2 pl standart olarak hazirlanmis RNA 6rneklerinden
ilave edilir. Negatif kontrol tiipiine (NTC) 2 ul H,O ilave edilir.

RNA ilave edilen tiiplerin kapaklar1 kapatilir.

Real Time ekipmanmna yerlestirilmeden once tiiplerin kapaklarinin dogru sekilde ve sikica
kapatilmis olmasina dikkat edilmelidir.

Test hemen baslatilmayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda bekletilmelidir.
Reverse transcription (RT) ve PCR

Real Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.

Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkube edilir.

RT agsamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C
PCR agamasy;
95°Cde 10saniye
54°Cde 30 saniye 40 dongii
60°Cde 20 saniye

Not: Floresan data 60°C basamagin sonunda ROX ve FAM filtreleri kullanilarak toplanir.

Testin tamamlanmasi yaklasik 2 saat siirer, bu siire kullanilan cihaza bagl olarak degisebilir.
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7.4. Sonuglarin degerlendirilmesi
Influenza A virus M gen Tagman Real Time RT-PCR sonuglar1 530 numarali kanalda okunur. Test

sonuglarini analiz etmek i¢in analiz digmesine basilir ve kalitatif analiz secilir. Analize ait floresan
bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir. Paralel ¢alisilan 6rneklerle test 6rnekleri
karsilastirilarak sonuglar analiz edilir. Referens 6rnekten standartlar hazirlanmigsa standart curve
analizi yapilarak PCRn etkinligi saptanir. LightCycler icin optimum etkinlik 2.0 olmalidir. Fakat
gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger elde edilir.

1. Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle kargilagtirilarak degerlendirilir.
2. Pozitif 6rneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz
bir floresans ¢izgisi izlenmelidir.

3. Bir drnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct
degeri 30-35 arasinda ise ve sigmoid logaritmik bir egri ise zayif pozitif , Ct degeri >35 ise ve

amplifikasyon egrisi linear bir yapida ise negatif olarak kabul edilir.

4. Stpheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir 6rnekten hazirlanan standart dilusyonlari
ile stipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR yenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik

konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilagtirilarak karar verilir.

5. Floresans data 60°Cde 530 kanalinda FAM filtresi yardimiyla toplanur.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.

[J Spackman E, Senne D A, Myers T ], Bulaga L L, Garber L P, Perdue M L, Lohman K, Daum
L T,Suarez D L. 2002. Development of a real time reverse transcriptase PCR assay for Type A
influenza virus and the avian H5 and h7 Haemagglutination subtypes. J. Clin. Microbiol. 40,
3256-3260

[] Chang-Won Lee, Suarez D L. 2004. Application of real time RT_PCR for the quantification
and competitive replication study of H5 and H7 subtype avian influenza virus. ].Virol
Methods.119,151-158.

[] Veterinary Laboratory Agency. PCR protocols for the detection of avian influenza virus (AIV)
http://www.defra.gov.uk/vla/science/sci_ai_reflab_prot.htm

[0 Roche Applied Science LightCycler 2.0 Instrument Operator’s Manual. Software version 4.05.

[0 Qiamp Viral RNA Mini kit Handbook

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUS N1 PROTEINININ
REAL TIME RT-PCR ILE TESPITI

1. AMAC
Avian influenza (AI) Virus N1 proteininin Real-Time PCR ile tespitinin yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Influenza (AI) Virusunun N1 geninin
tespitinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastaliklar ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminimn
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Al Avian Influenza kanathlarin gok bulasici, viremi ile seyreden akut seyirli ve zoonoz
karakterde olan bir hastaligidir.

CAS: Korio-allantoik sivi

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniikleik Asit

c¢DNA: Komplementer DNA

N: Neuraminidase

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Avian Influenza Hastaligi stiphesiile gelen kanatlihayvanlardan alinan materyallerden Al virusunun
N1 proteininin Real Time RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir. AI virusu N1 proteininin tespiti
i¢in oldukea hizl, hassas ve spesifik bir metottur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport
[ Test Materyali; Infektif korio-allantoik siv1, trakeal, kloakal sivap, organ homojenati

[ Oliikanathlardan alinan 6rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ rnekleridir.
Organ Ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alman 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1
olarak islenir.

[] Canhkanathlardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal svaplardur. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap 6rnekleri VTV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢alismanin yapilacag laboratuvara gonderilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij

LightCycler 2.0

Software

Vortex karistirict

Derin Dondurucu (-20+5°C, -70+5°C)
Buzdolab:

1.5 ml mikrosantrifij tiipii

Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller

Tek kullanimlik steril pipetler

Mikropipet uglar1 ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

Steril cryovialler ve eppendorf tiipler

I s [ [y [ [ [y [ I [y |

Steril santrifij tiipleri

7.3. Kullanilan Kimyasallar
[] RNA ekstraksiyon kiti

[ OneStep RT-PCR Kiti

[] RRT-PCRKkiti
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[] Etkin dezenfektan

N1 Proteini i¢cin primerler ve hydrolysis (“TaqMan”) MGB probu;
N1F2 (forward primer) : 5 - GTT TGA GTC TGT TGCTTG GTC -3’
N1R1 (reverse primer) : 5 - TGA TAG TGT CTGTTATTATGCC3
N1 prob: 5’ - VIC - TTG TAT TTC AAT ACA GCCAC-MGB 3

N1 Geni Real Time PCR master mix
Bu protokolde OneStep RT-PCR kit (Qiagen, cat # 210212) kullanilarak yapilmaktadir. Kit

icerisinde bulunmayan reagentler diger saglayicilardan tedarik edilebilir. Asagida verilen voliimler

10 x 25 pl reaksiyon igin;

PCR Bileseni Final Hacmi
DEPC su ( RNAse- free) 139 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 50 pl
Rox ref.boya ( Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n diliie edilmis) 3.75u
Qiagen dNTP mix 10 pl
NI1F2 (50uM) 2ul
N1RI (50uM) 24
N1 prob (30uM) 1.25ul
25 mM magnesium chloride 125 ul
RNAsin (40U/ pl) 1
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 10wl
Toplam 231.5ul

N1 Kontrolleri:

Negatif kontrol

En az iki “no template kontrol” (NTC) olmalidir. Bu amagla iki tiipe RNA yerine 2 pl RNase free

su eklenmelidir.
Pozitif kontrol

Miktar1 belirlenmis N1 olarak teyit edilmis bir Al viriisii.

7.4. Prosediir / Metot
PCR master mix’in hazirlanmasi ve yiiklenmesi

- Master mix hazirlanmasi ve real time i¢in yiiklenmesi PCR temiz odada yapilmalidur.
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- Test edilecek drnekler icin yeterli miktarda master mix hazirlanmalidur.

- master mix iyice karistirilip hava kabarciklarinin uzaklastirilmas: i¢in 30 saniye santrifij

edilmelidir.
- Real time kapillar tiiplere / pleyte her bir reaksiyon i¢in 23 pl master mix dagitilmalidir.

- Kapillar / pleyt kapaklari hafifce kapatilarak soguk blok ya da buz iizerinde temiz odadan
¢ikarilmali ve PCR yapilan alanda RNA 6rnekleri ve kontroller eklenmelidir.

Orneklerin ve standartlarin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 ul master miks iizerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA
ornegi ilave edilir.

Bu asamada Ornekler arasinda c¢apraz bulasmadan kaginmak igin dikkat edilmelidir.
Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarini yanlis kapillar / tiip / pleyt gozlerine
degdirilmemelidir.

Real Time PCR kontrol tiiplerine 2 ul kontrol 6rneklerinden ilave edilir.

RNA ilave edilen tiiplerin kapaklar1 kapatilir.

Real Time ekipmanma yerlestirilmeden once tiiplerin kapaklarinin dogru sekilde ve sikica

kapatilmis olmasina dikkat edilmelidir.

Test hemen baslatilmayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda bekletilmelidir.
Reverse transcription (RT) ve PCR

Real Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.

Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkiibe edilir.

RT agsamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C

PCR agamasi 15 saniye 95°C
30 saniye 55°C 40 dongii
40 saniye 72°C

Not: Floresan data 55°C annealing basamaginin sonunda ROX ve HEX filtreleri kullanilarak
toplanur.

Testin tamamlanmasi yaklasik 2 saat siirer, bu siire kullanilan cihaza bagli olarak degisebilir.
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7.5.

Sonuglarin degerlendirilmesi

Sonuglara kanal 530'da Quantification analizi yapilarak bakilmalidir. Analiz diigmesine basilarak

kalitatif analiz segilir. Analize ait floresan bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir.

Paralel calisilan 6rneklerle test rnekleri karsilagtirilarak sonuglar analiz edilir. Referens 6rnekten

standartlar hazirlanmigsa standart curve analizi yapilarak PCR1n etkinligi saptanir. LightCycler

icin optimum etkinlik 2.0 olmalidir. Fakat gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger

elde edilir.

1. Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle kargilagtirilarak degerlendirilir.

2. Pozitif 6rneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz
bir floresans ¢izgisi izlenmelidir.

3. Bir drnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct
degeri 30-35 arasinda ise zayif pozitif , Ct degeri >35 ise ve amplifikasyon egrisi linear bir
yapida ise negatif olarak kabul edilir.

4. Sipheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir drnekten hazirlanan standart dilusyonlari
ile stipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR yenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik
konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilagtirilarak karar verilir.

5. Floresans data 54°C de 530 kanalinda Fam filtresi yardimiyla toplanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf
[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.
[] Veterinary Laboratory Agency. PCR protocols for the detection of avian influenza virus (AIV)
http://www.defra.gov.uk/vla/science/sci_ai_reflab_prot.htm
[0 Roche Applied Science LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual. Software version 4.05.
[] Qiagen One Step RT-PCR kit Handbook
[0 Qiamp Viral RNA Mini kit Handbook
9.REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUS H5 PROTEINININ
REAL TIME RT-PCR ILE TESPITI

1. AMAC

Avian influenza (AI) H5 virusunun Avrupa-Asya izolatlarin Real-Time PCR ile tespitinin

yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Influenza A H5 virus suslarinin tespitinde

kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ALI: Avian Influenza kanatlilarin ¢ok bulasici, viremi ile seyreden akut seyirli ve zoonoz
karakterde olan bir hastaligidir.

CAS: Korio-allantoik siv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniikleik Asit

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Avian Influenza Hastalig siiphesi ile gelen kanatli hayvanlardan alinan Avrupa-Asya orijinli H5

Avian Influenza virus suslarinin Real-Time RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir. AI H5 susunun

tespiti i¢in oldukga hizly, hassas ve spesifik bir metottur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal
[ Test Materyali; Infektif korio-allantoik siv1, trakeal, kloakal sivap, organ homojenati

[ Oliikanathlardan alinan érnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ rnekleridir.
Organ Ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[] Canlikanatlilardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze digk: virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap 6rnekleri VTV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢calismanin yapilacag laboratuvara gonderilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini (Class II tip)
Mikrosantrifiij
Light Cycler 2.0
Software
Vortex karistict
Derin Dondurucu (-20+5°C, -70+5°C)
Buzdolab1
1.5 ml mikrosantrifijj tiipti
Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller
Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglar1 (bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar
Steril cryovialler ve eppendorf tiipler
Steril santrifijj tiipleri
.3. Kullanilan Kimyasallar
RNA ekstraksiyon kiti
One Step RT-PCR Kiti
RRT-PCR kiti
Etkin dezenfektan

N OO OO ooOoOoOOooOoo@OQoooOo@Oo@QOo@b.O &
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primerler ve prob (dejenere nukleotidler koyu renk gosterilmistir)
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H5LH1: ACA TAT GACTAC CCA CARTAT TCA G
H5RH1: AGA CCA GCT AYC ATG ATT GC
H5PRO: FAM - TCW ACA GTG GCG AGT TCC CTA GCA - TAMRA

H5 Real Time PCR master mix
Bu protokol OneStep RT-PCR kit (Qiagen, cat # 210212) kullanilarak yapilmaktadir. Kit icerisinde
bulunmayan reagentler diger saglayicilardan tedarik edilebilir. Asagida verilen volimler 10x25 pl

reaksiyon i¢in yeterlidir, yani Master Mix 10x23 pl volume boéliiniir ve her birine 2 pl ekstrakte
edilen RNA eklenir.

PCR Bileseni Final Hacim
DEPC su ( RNAse- free) 137.5 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 50 pl
Rox ref.boya ( Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n diliie edilmis) 3.75u
Qiagen dNTP mix 10 pl
H5LH1 (50uM) 24l
H5RHI (50uM) 2ul
H5PRO (30uM) 250l
25 mM magnesium chloride 12.5ul
RNAsin (40U/pl) 1l
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 10w
Toplam 231.25ul

H5 Kontrolleri:

Negatif kontrol

En az iki “no template kontrol” (NTC) olmalidir. Bu amagla iki tiipe RNA yerine 2 ul RNase free

su eklenmelidir.
Pozitif kontrol

Miktar1 belirlenmis H5 6rnegi orn. inaktive edilmis, liyofilize H5N1 A/chicken/Scotland/59
ektraksiyon kontrolii olarak kullanilabilir.

7.4. Prosediir / Metot
PCR master mix’in hazirlanmasi ve yiiklenmesi
- Master mix hazirlanmast ve real time i¢in yiiklenmesi PCR temiz odada yapilmalidir.

- Test edilecek drnekler icin yeterli miktarda master mix hazirlanmalidir.
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- master mix iyice karistirilip hava kabarciklarmin uzaklastirilmas: icin 30 saniye santrifij

edilmelidir.
- Real time kapillar tiiplere / pleyte her bir reaksiyon i¢in 23 pl master mix dagitilmalidir.

- Kapillar / pleyt kapaklar1 hafifce kapatilarak soguk blok ya da buz iizerinde temiz odadan
¢tkarilmali ve PCR yapilan alanda RNA 6rnekleri ve kontroller eklenmelidir.

H5 RNA kontrollerinin hazirlanmasi

- H5 pozitif kontrol olarak kullanilacak 6rnegin RNA’: kit kullanim kilavuzunda belirtildigi
sekilde ekstrakte edilir.

- Her H5 Real Time testinde ayni pozitif kontrol 6rneginden iki adet kullanilmalidir.
Orneklerin ve standartlarin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 pl master miks tizerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA
ornegi ilave edilir.

Bu asamada oOrnekler arasinda ¢apraz bulasmadan kaginmak icin dikkat edilmelidir.
Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarini yanhs kapillar / tiip / pleyt gozlerine
degdirilmemelidir.

Real Time PCR kontrol tiiplerine 2 ul kontrol 6rneklerinden ilave edilir.

RNA ilave edilen tiiplerin kapaklar1 kapatilir.

Real Time ekipmanma yerlestirilmeden once tiiplerin kapaklarinin dogru sekilde ve sikica
kapatilmis olmasina dikkat edilmelidir.

Test hemen baglatilmayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda bekletilmelidir.
Reverse transcription (RT) islemi ve PCR

Real-Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.

Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkube edilir.

cDNA sentezi: 50°Cde 30 dk. 1 dongii
PCR aktivasyonu: 95°Cde 15 dk. 1 dongii
Amplifikasyon: 95°Cde 10 saniye

54°Cde 30 saniye 40 dongii
72°Cde 10 saniye
Cooling: 40°Cde 30 saniye 1 dongii

Not: Floresan data 54°Cde annealing basamaginin sonunda ROX ve FAM filtreleri kullanilarak

toplanir.
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Avrupa-Asya orijinli Avian Influenza A virus H5 Tagman Real Time RT-PCR sonuglar1 530
numarali kanalda okunur. Analize ait floresan bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir.
Paralel caligilan 6rneklerle test rnekleri karsilagtirilarak sonuglar analiz edilir. Referens 6rnekten
standartlar hazirlanmigsa standart curve analizi yapilarak PCRn etkinligi) saptanir. LightCycler
icin optimum etkinlik 2.0 olmalidir. Fakat gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger
elde edilir.

1. Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle kargilagtirilarak degerlendirilir.

2. Pozitif 6rneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif drneklerde linear bir

floresans ¢izgisi izlenmelidir.

3. Bir drnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct
degeri 30-35 arasinda ise zayif pozitif , Ct degeri >35 ise ve amplifikasyon egrisi linear bir yapida
ise negatif olarak kabul edilir.

4. Sipheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir drnekten hazirlanan standart dilusyonlari
ile stipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR yenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik

konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilagtirilarak karar verilir.

5. Floresans data 54°Cde 530 kanalinda FAM filtresi yardimiyla toplanur.

Sonuglari etkileyebilcek faktorler;

1- Yetersiz RNA ekstraksiyonu

2- RNase kontaminasyonuna dikkat edilmesi

3- Kullanilan kitlerin son kullanma tarihlerinin takibi

4-Kullanilan kitlere ait {iretici firma tavsiyelerine dikkat edilmesi

5-Kullanilan su 6zellikleri

6-Plastik ve sarf malzemelerin DNase RNase ve Protease yoniinden temiz olmasi
7- Stoklamalarin uygun 1s1 derecelerinde yapilmasi

8- Kontaminasyon 6nlemlerine dikkat edilmesi

9- Problarin 1giktan etkilenmesi
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[

Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_AlLpdf.

Spackman E, Senne D A, Myers T ], Bulaga L L, Garber L P, Perdue M L, Lohman K, Daum
L T,Suarez D L. 2002. Development of a real time reverse transcriptase PCR assay for Type A
influenza virus and the avian H5 and H7 Haemagglutination subtypes. J. Clin. Microbiol. 40,
3256-3260

Veterinary Laboratory Agency. PCR protocols for the detection of avian influenza virus (AIV)
http://www.defra.gov.uk/vla/science/sci_ai_reflab_prot.htm

Slomka, M. ., Pavlidis, T., Banks, J., Shell, W., McNally, A., Essen, S., Brown, I. H.,2007. Validated
H5 Eurasian real-time reverse transcriptase—polymerase chain reaction and its application in
H5NT1 outbreaks in 2005-2006. Avian Dis. 51, 373-377.

Roche Applied Science LightCycler 2.0 Instrument Operator’s Manual. Software version 4.05.
Qiamp Viral RNA Mini kit Handbook
Qiagen OneStep RT-PCR kit Handbook
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUS H7 PROTEINININ
REAL TIME RT-PCR ILE TESPITI

1. AMAC

Avian influenza (AI) H7 virusunun Avrupa-Asya izolatlarmin Real-Time PCR ile tespitinin
yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Influenza (AI) H7 suslarmin teshisinde
kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ALI: Avian Influenza kanatlilarin ¢ok bulasici, viremi ile seyreden akut seyirli ve zoonoz
karakterde olan bir hastaligidir.

CAS: Korio-allantoik stv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniikleik Asit

c¢DNA: Komplementer DNA

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Avian Influenza Hastalig stiphesi ile gelen kanatli hayvanlardan alinan materyallerden AI H7 virus
susunun Real Time RT-PCR testi ile tespiti i¢cin kullanilir. AT H7 virus susunun tespiti i¢in oldukca

hizly, hassas ve spesifik bir metottur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport
[ Test Materyali; Infektif korio-allantoik siv1, trakeal, kloakal sivap, organ homojenati

[ Oliikanathlardan alinan érnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ rnekleridir.
Organ Ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[] Canlikanatlilardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze digk: virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap 6rnekleri VTV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢calismanin yapilacag laboratuvara gonderilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij
LightCycler 2.0
Software
Vortex karistirict
Derin Dondurucu (-30+5°C, -70+5°C)
Buzdolab1
1.5 ml mikrosantrifijj tiipti
Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller
Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglari ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar
Steril cryovialler ve eppendorf tiipler
Steril santrifijj tiipleri
.3. Kullanilan Kimyasallar
RNA ekstraksiyon kiti
One Step RT-PCR Kiti
RRT-PCR kiti
Etkin dezenfektan

N OO OO ooOoOoOOooOoo@OQoooOo@Oo@QOo@b.O &
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HA?2 H7 Proteini i¢in primerler ve prob;
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LH6H7: 5 - GGC CAG TAT TAG AAA CAACACCTATGA -3

RH4H7:5 - GCC CCG AAG CTA AACCAA AGTAT -3

H7pro 11: 5 - FAM- CCG CTG CTT AGT TTG ACT GGG TCA ATCT - BHQ- 3
Bu probun 5’FAM ve 3’ Black Hole Quencher (BHQ) ile isaretlidir.

I s [ |

HA2 H7 Real Time PCR master mix
Bu protokolde OneStep RT-PCR kit (Qiagen, cat # 210212) kullanilarak yapilmaktadir. Kit

icerisinde bulunmayan reagentler diger saglayicilardan tedarik edilebilir. Asagida verilen voliimler

10 x reaksiyon i¢in;
PCR Bilesenleri Final Hacim
DEPC su ( RNAse- free) 139 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 50 pl
Rox ref.boya ( Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n diliie edilmis) 3.75u
Qiagen dNTP mix 10 pl
LH6H7 (50pM) 2ul
RH4H7 (50puM) 2l
H7pro 11 (30uM) 1.25 ul
25 mM magnesium chloride 125 ul
RNAsin (40U/ pl) 1l
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 10 pl
Toplam 2315l

H7 Kontrolleri:

Negatif kontrol:

En az iki “no template kontrol” (NTC) olmalidir. Bu amagla iki tiipe RNA yerine 2 pl RNase free

su eklenmelidir.

H?7 ekstraksiyon kontrolii (pozitif):

Inaktive edilmis ve miktar1 belirlenmis H7 6rnegi. Bu 6rnek RNA ekstraksiyon kontrolii olarak
kullanilir. Bu 6rnegin Ct degeri 6nceden belirlenmis olmali ve RNA ekstraksiyonunda olugabilecek
bir problemin tespiti agisindan tercihen “diigiik pozitif™ titreli olmalidir. “Yiiksek pozitif™ titreli
ornekler ayn1 zamanda diger 6rnekler i¢in kontaminasyon riski olusturabilir.

H7 RNA dilusyon serisi:
Herhangibir Avrupa-Asya H7 virusunun bulundugu CASdan X10 katl: seri dilusyon hazirlanir
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(en az 4 dilusyon). Bu dilusyon serisi “standartlar” olarak kaydedilir ve H7 Real Time PCR testinin
etkinligini belirlemek icin kullanilir. Testte diisiik pozitif (RNA izolasyonundan 6nce AIV H7
orneginden ~10 EID_/ml ve 100 EID, /ml kullanilmasit H7 Real Time PCR poxzitif/negatif cutoft

degerlerinin belirlenmesi i¢in)

7.4. Prosediir / Metot

PCR master mix’in hazirlanmasi ve yiiklenmesi

- Master mix hazirlanmast ve real time i¢in yiiklenmesi PCR temiz odada yapilmalidir.
- Test edilecek drnekler igin yeterli miktarda master mix hazirlanmalidir.

- master mix iyice karistirilip hava kabarciklarmin uzaklastirilmasi icin 30 saniye santrifij

edilmelidir.
- Real time kapillar tiiplere / pleyte her bir reaksiyon i¢in 23 pl master mix dagitilmalidir.

- Kapillar / pleyt kapaklar1 hafifce kapatilarak soguk blok ya da buz iizerinde temiz odadan
¢tkarilmali ve PCR yapilan alanda RNA 6rnekleri ve kontroller eklenmelidir.

H7 RNA kontrollerinin hazirlanmasi

- H7 pozitif kontrol olarak kullanilacak drnegin RNAs: kit kullanim kilavuzunda belirtildigi
sekilde ekstrakte edilir.

- Her H7 Real Time testinde ayni pozitif kontrol 6rneginden iki adet kullanilmalidur.
Orneklerin ve standartlarin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 ul master miks iizerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA
ornegi ilave edilir.

Bu asamada oOrnekler arasinda c¢apraz bulagsmadan kaginmak icin dikkat edilmelidir.
Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarimi yanhs kapillar / tiip / pleyt gozlerine
degdirilmemelidir.

Real Time PCR kontrol tiiplerine 2 ul kontrol 6rneklerinden ilave edilir.

RNA ilave edilen tiiplerin kapaklar1 kapatilir.

Real Time ekipmanma yerlestirilmeden once tiiplerin kapaklarinin dogru sekilde ve sikica
kapatilmis olmasina dikkat edilmelidir.

Test hemen baslatilmayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda bekletilmelidir.
Reverse transcription (RT) ve PCR

Real Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.

Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkube edilir.
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RT asamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C
PCR agamast: 10 saniye 95°C
30 saniye 54°C 40 dongii

10 saniye 72°C

Not: Floresan data 54°Cde annealing basamaginin sonunda ROX ve FAM filtreleri kullanilarak

toplanur.

Testin tamamlanmasi yaklasik 2 saat siirer, bu siire kullanilan cihaza bagh olarak degisebilir.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Influenza A virus H7 Tagman Real Time RT-PCR sonuglar1 530 numarali kanalda okunur.
Analiz diigmesine basilarak kalitatif analiz segilir. Analize ait floresan bilgileri analiz sirasinda ve
sonrasinda da izlenebilir. Paralel ¢alisilan 6rneklerle test 6rnekleri karsilastirilarak sonuglar analiz
edilir. Referens drnekten standartlar hazirlanmigsa standart curve analizi yapilarak PCR'n etkinligi
saptanir. LightCycler icin optimum etkinlik 2.0 olmalidir. Fakat gergekte ¢ogu zaman bu degerden
daha diisiik bir deger elde edilir.

1. Orneklere ait elde edilen sonuglar porzitif ve negatif kontrolle kargilagtirilarak degerlendirilir.
2. Pozitif 6rneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz
bir floresans ¢izgisi izlenmelidir.

3. Bir drnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct
degeri 30-35 arasinda ise zayif pozitif , Ct degeri >35 ise ve amplifikasyon egrisi linear bir

yapida ise negatif olarak kabul edilir.

4. Sipheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir 6rnekten hazirlanan standart dilusyonlari
ile stipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR yenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik

konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilagtirilarak karar verilir.

5. Floresans data 54°Cde 530 kanalinda FAM filtresi yardimiyla toplanur.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[l Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_AlLpdf.

[J Spackman E, Sene D A, Myers T J, Bulaga L L, Garber L P, Perdue M L, Lohman K, Daum L
T,Suarez D L. 2002. Development of a real time reverse transcriptase PCR assay for Type A
influenza virus and the avian H5 and H7 Haemagglutination subtypes. J. Clin. Microbiol. 40,
3256-3260

[] Veterinary Laboratory Agency. PCR protocols for the detection of avian influenza virus (AIV)
http://www.defra.gov.uk/vla/science/sci_ai_reflab_prot.htm

[0 Roche Applied Science LightCycler 2.0 Instrument Operator’s Manual. Software version 4.05.
[] Qiagen One Step RT-PCR kit Handbook
[0 Qiamp Viral RNA Mini kit Handbook

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA A (AI) VIRUSUNUN
TESHISINDE AGAR JEL IMMUNODIFFUSYON
(AGID) TESTI

1. AMAC

Kanatlilarda, Avian Influenza Virus (AIV) siipheli infeksiyonlardan izole edilen viral etkenlerin

identifikasyonu ve Al virusuna karsi olusmus antikorlarin tespiti amaci ile kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Avian Influenza siipheli virus izolatlariin identifikasyonunu ve viral etkenlere
kars1 olusan antikorlarin tespitini Agar Jel Immunodiffusion testi ile yapan tiim Kanatli Hastaliklari

Teshis Laboratuvarinda gegerlidir

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ALI: Avian Influenza, kanatlilarin ¢ok bulasici, akut seyirli, solunum sindirim ve sinir sistemlerini
etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.

AGID: Agar Jel Immunodiffusion.

Antikor (Ab): Antikor, ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemi tarafindan;

kendi organizmalarina ait olmayan organik yapilara kars1 gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag): Antijen, viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisikhik sistemince antikor

olusturulmasina neden olan molekiillerdir.
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SPF (Specific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatl hastaliklarinin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlar tagimayan siirii.
PBS: Phosphate Buffered Saline

CAM: Korio-Allantoik Membran

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Agar Jel Immunodiffusion testi, antijen ve antikor molekiillerinin birbirine dogru yayilabildigi
jel gibi yar1 kat1 ortamlarda yapilir. Boyle bir ortamda birbirine dogru yayilan antijen ve antikor
optimal oranda bulunduklar: bolgelerde karsilastiklarinda antijen-antikor kompleksi olusturarak
presipitasyon bandi halinde jel igerisinde goriiniir hal alr.

AGID Test Metodu temel olarak iki sekilde kullanilir;

[] Kan serumunda viral etkenlere karsi olusan presipitan antikorlarm varligini tespit etmek
ya da yapilan asillamalara kars1 olugsmus immun yanitin seviyesini belirlemek amacryla kan

serumlarinin bilinen standart antijenlerle test edilmesi.

[] Virolojik teshis metodu olarak, hasta ve/veya hastaliktan siipheli hayvanlardan alinan doku
orneklerinden elde edilen homojenatin, izolasyon amaciyla uygun ortamlarda iiretilmesi

sonucu elde edilen materyal ile bilinen standart pozitif antiserumlar ile test edilmesi.
7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport
[0 Avian Influenza siipheli virus izolat1 (infekte korio-allantoik siv1 - CAS)
[0 Stpheli serumlar
[] Standart Antijen
[] Standart pozitif ve negatif kontrol serumlari
7.2. Kullanilan Ekipman
[0 Degisik dlciilerde petriler,
Otomatik pipet ve pipet uglari,
Vidal kapakl siseler,

I S B |

delici, ince uglu kiirdan

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.0-7.2)

Hazirlanmast:

NaCl 80g
KCl 02g
KH, PO, 02g
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Na,HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95 g (12 Sulu)

Steril distile su ile 1000 mI'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2%ye
ayarlandiktan sonra +4°Cde 3 ay siire ile saklanabilir.

Noble Agar Hazirlanmast:

[] Testte genellikle 100 ml PBS icerisinde 1 gr Noble agar / Agaroz ve 7.2 gr NaCl eritilerek

hazirlanan agar kullanilr.

[] Hazirlanan agar 100 °C’ de eritilir ve otoklavda buhar agik sekilde 15 dak. steril edilir veya

mikrodalga firinda orta derecede 3-4 dakika iyice erimesi saglanur.

[J Agar kullanimdan 24 saat 6nce petrilere dokiilerek hazirlanir (9 cmlik petrilere 20 ml agar
dokiildiigiinde 3 mm yiiksekliginde agar elde edilir). Agar dokiilmiis petriler +4 °Cde 7 giine

kadar saklanabilir.
7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Testin Yapilmasi
Siipheli Serumlarin Hazirlanmasi
[0 2 mllik tiipler icerisinde laboratuvara getirilen kanlar oda 1sisinda bekletilir.

[] Bu bekleme siirecinde kanin pihtilagarak serumunun ayrilmas: saglanir (bu siireci kisaltip
kanin hemoliz olmasini engellemek ve kan pihtilastiginda serumun rahatga ayrilabilmesini
saglamak icin kan pihtisi ile tiip ¢eperi arasindaki baglant1 kesilecek sekilde ¢izilerek oda

1s1sinda bekletilir).
[] Daha sonra serum kan pihtisindan ayrilarak temiz bir tiipe alinur.

[l Non-spesifik reaksiyonlar: nlemek amaciyla analiz edilecek tiim siipheli serumlar 56°Cde 30
dak. inaktive edilir.

[ Inaktive edilmis olan serumlar hemen test edilmeyecekse + 4°Cde saklanir.

Siipheli Materyalin Hazirlanmasi
[] Avian Influenza Virus (AIV) enfeksiyonlarindan siiphelenilen hayvanlardan alinan organ

orneklerinden etken izolasyonu icin hiicre kiiltiirii veya SPF embriyolu tavuk yumurtasina

ekimler yapilir.

[0 Yapilan ekimler sonucu elde edilen siipheli materyalle infekte olmus allantoik sivinin (antijen)

direkt ya da konsantre edilmesiyle veya korio-allantoik membranin ekstraksiyonu ile teste
kullanihr.

7.5. Testin Uygulanmasi

[] Boru seklinde bir delici yardimiyla ¢ap1 5-7 mm ve ¢ukurlar arasi mesafe 2-5 mm olan ortada

bir ve kenarlarda alt1 daire bulunan sablon kullanilarak agar da ¢ukurlar agihr.
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Cukurlardaki agar bir kiirdan ile gukurun duvarlarini zedelemeden dikkatlice ¢ikarilir.
Her ¢ukura esit miktarda, yaklasik 0.050 ml test materyali konulur.
Siipheli serumlar test edilecekse; Ortaya standart antijen, etraftaki cukurlara siipheli serumlar

ve uygun ¢ukurlara standart pozitif ve negatif kontrol serumlar1 konulur.

Siipheli materyal test edilecekse; Ortaya standart pozitif serum, etraftaki cukurlara ise CAM
veya hiicre kiiltiirinden hazirlanan inokulum ve uygun ¢ukurlara standart pozitif ve negatif

kontrol serumlar1 konulur.

Tiim bu ¢alismalar kayzt edilir.

Petriler 22°C-37°C arasinda, rutubetli bir ortamda 24-48 saat stire ile inkiibe edilir,

Presipitin bantlar1 yaklasik 24-48 saat sonra goriilebilir hale gelirler. Ancak bu siire, antikor ve
antijenin konsantrasyonlarina bagli olarak degisebilir.

Olusan presipitin bantlarinin degerlendirmesi en iyi sekilde, arkadan 1sik verilip koyu bir

zemine karsi gozlenerek yapilir.

7.6. Test Sonuglarmin Degerlendirilmesi

[

Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin bant1 olusan ¢ukurlardaki
stipheli serum/materyal = Pozitif ( Sekil 1) ve (Sekil 2),
Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin bant1 olusmamis olan

gukurlardaki siipheli serum /materyal = Negatif olarak ifade edilir.

Bu sonuglara gore;

O
O
[
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Avian Influenza Virusuna karsi olusmus olan antikor varligi/yoklugu tespit edilir.
Sahadan izole edilmis virus izolatlarinin identifikasyonu yapalir.

Petride uygun ¢ukurlara konulmus olan standart pozitif serum ile standart antijen arasinda

olusan presipitin bantlarinin varligi,

Negatif kontrol serum ile standart antijen arasinda presipitin bandinin olusmamasina gore

degerlendirilir.
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ekil 1. Ortadaki urdaki standart antijen ile arasinda presipitin banti olusan kenarlardaki
kil 1. Ortadaki qukurdaki d jen il da presipitin b lusan ke lardaki
cukurlardaki siipheli serumlar Pozitif olarak degerlendirilir.

Sekil 2. Ortadaki gukurdaki Standart pozitif serum ile arasinda presipitin bant: olusan
kenarlardaki ¢ukurlardaki siipheli materyal Pozitif olarak degerlendirilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[l Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_AlLpdf.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUSUNA KARSI
OLUSMUS ANTIKORLARIN ENZYM LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

TESTI iLE TESPITI

1. AMAC

Bu test metodu, kanathlarda Avian Influenza virusuna (AIV) karsi olusan antikorlarin ELISA test

metodu ile tespitinin yapilmasi amaglanmaktadr.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Avian Influenzadan siipheli kanatlilarda bu etkene karsi olusan antikorlarin

tespitini ELISA testi ile yapan Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°Cde muhafaza ediniz.
Tiim reagentlar kullanilmadan 6nce 18-25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.

Tiim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

Ll S

Kullanilmamus pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢inde 2-8°Cde saklanmalidur.

5. Farkl serilerdeki (farkli zamanlarda iiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:

karistirlmamalidir.
6. Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit kullanilmamalidir.
7. Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleyte hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.
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9. Substrat soliisyonu gz, solunum sistemi ve deri {izerinde tahris edici etkisi vardir. Deri ve

gozlerle temasindan kaginilmalidir.
10. Stop soliisyonu kuvvetlibirasit olup, yaniklara sebep olabilen H,SO, igerir. Dikkatli caligtimalidur.
11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12. Bu kit sadece in-vitro teshis amaciyla kullanilur.
13. Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

AlI: Avian Influenza, kanatlilarin ¢ok bulasici, akut seyirli, solunum sindirim ve sinir sistemlerini

etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.
ELISA: Enzym Linked Immunosorbent Assay
Antikor (Ab): Antikor, ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemi tarafindan;

kendi organizmalarina ait olmayan organik yapilara karsi gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag): Antijen, viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor
olusturulmasina neden olan molekiillerdir.

Konjugat: Bir enzim ile isaretlenmis ikinci ajan, enzim ile isaretlenmis antiglobiilin.

Substrat: Biyokimyada enzimlerin tepkimelerinde islenen maddelere verilen addir. ELISA
da konjugeyte bagli olan enzime 6zgii alt tabakaya substrat denir. Sisteme (Ag-Ab kompleksi)
baglanmis konjugata bagl enzim uygun kromojen substrati parcaladiginda ortaya ¢ikan renk,

yapilacak kolorimetrik yontemlerle olgiilerek baglanmis olan enzim dolayisiyla baglanmis olan
antikor hakkinda fikir verecektir.

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, kanathilarda Avian Influenza virusuna (AIV) kars1 olusan antikorlarin varliginin
ELISA testi ile tespitini anlati. ELISA, kat1 bir faza bagh olarak Antijen-Antikor (Ag-Ab)
kompleksinin olusabilmesi ve enzim ile isaretlenmis konjugat olarak isimlendirilen ikinci ajan ve
uygun bir substrat ile reaksiyon sonucunda renkli son iiriin seklinde Ag-Ab kompleksinin varligin

saptanmasl i¢in uygulanan test metodudur (Tablo 2).
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Tablo 2: ELISA Test Metodunun $ematik Anlatimi

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal
Test edilecek kanath kan serumlar1
7.2. Kullanilan Ekipman
96 gozlii U tabanl mikropleyt
Otomatik mikropipetler ( tek kanalli ve 8-12 kanall1 )
Mikropipet uglar1
ELISA okuyucusu
Vortex
7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
ELISA Kiti

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.
Bunlarin bir kismu kit igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismu ise
kullanimdan 6nce hazirlanmasi gerekir. Kullanimdan 6nce hazirlanmasi gereken reagentlerin

dilusyonlar1 kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentlar kitte belirtilen siire ve
sicaklikta saklanir.

Teste baglamadan 6nce biitiin gerekli reagentler oda sicakligina (21-27°C) gelene kadar bekletilir.
7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
Numunenin Hazirlanmasi

Testte kullanilacak 6rnek miktari, test reagentlerinin kullanim konsantrasyonlar: ve inkubasyon

siireleri, tercih edilen ticari ELISA kitinin protokoliine uygun olarak ayarlanur.
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Genel olarak ELISA testinin temel basamaklar1 asagida agiklanmustir. Teste baslamadan once
antijen kapli ELISA pleytine konulacak kontrol ve test serumlarmin pleyt tizerindeki konumu

kayt edilir.

Muayene/Analizin Yapilmasi

1. Negatif ve Pozitif kontrol serumlarindan kitin protokoliine uygun hacimde ve dilusyonda
2’ser veya 3er goze (Ornegin; A1-A2 negatif kontrol, H11-H12 pozitif kontrol veya A1-A2-A3
pozitif,negatif,pozitif kontrol H10-H11-H12 negatif, pozitif, negatif kontrol olacak sekilde)
konulur.

2. Referans kontrol serumu 1 veya 2 géze konur. Referans kit kontrol serumlar1 kitin protokoliine
uygun hacimde ve dilusyonda kullanilir.

3. ELISA pleytinin kontroller disindaki her bir goziine kitin protokoliine uygun hacimde diluent
konur ve {izerine dnceden hazirlanmis olan dilue serumlardan belirli hacimde ilave edilerek
test serumlari kitte belirtilen final sulandirma oraninda hazirlanmus olur.

4. Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.

5. Siire sonunda igerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde 6nerilen
konsantrasyonda hazirlanmis olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanur.

6. Son yikamadan sonra pleyt ters ¢evrilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice
emdirilmesi saglanir.

7. Belirtilen hacimde Konjugat Soliisyonu tiim gozlere ilave edilir.

8. Uzeri kapatilmus olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.

9. Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig gibi tekrarlanir.

10. Her goze protokole uygun miktarda Substrat Solusyonu konur ve kit protokoliine uygun
sicaklik ve siirede inkube edilir

11. Reaksiyonu durdurmak igin her géze belirtilen hacimde Stop Solusyonu ilave edilir.

12. Test protokoliinde verilen dalga boyunda ELISA okuyucu ile OD degerleri saptanir ve bilgisayar
¢iktisi alinir. Kit protokoliinde verildigi sekilde sonuglar yorumlanir.

7.5. Sonuglari Degerlendirilmesi:

Test edilen ornekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri i¢in okunan OD degerleri ile kit
protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gegerli sinirlar
icerisinde ise test edilen 6rnekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/veya kantitatif

olarak degerlendirilir.

Testte kullanilan pozitif, negatif ve referans kontrollerin beklenilen standart seviyelerde ¢ikmasi
halinde test gegerli olarak kabul edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen
OD degerleri ile dlgiilen OD degerleri karsilastirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.

[1 BioChek Test Kiti Kullanim Talimati

[] Synbioticks Test Kiti Kullanim Talimat

[] Idexx Kiti Kullanim Talimati

[0 Guildhay Kiti Kullanim Talimati

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFLUENZA (AI) VIRUSUNUN
TESHISINDE HEMAGLUTINASYON INHIBISYON
(HI) TEST METODU

1. AMAC

Avian Influenza virusunun (AIV) Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon Inhibisyon (HA-HI) test

metodu ile teshisinin yapilmas1 amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, AI virusunun teshisini HA-HI test ile yapan Kanatlh Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvarlarinda gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, ol¢li, miktar, titre gibi 6zellikleri
bilinen, uluslararasit bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal/
biyolojik madde gibi tirtinlerdir.

AlI: Avian Influenza, kanathlarin ¢ok bulasici, akut seyirli, solunum sindirim ve sinir sistemlerini
etkileyen ve zoonoz karakterde olan viral bir hastaligidir.

HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi

OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii
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CAS: Korio-allantoik siv1

PBS: Phosphate Buffered Saline

v/v : Voliim/volim

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, viral kanath hastaliklari yoniinden siipheli materyallerden izole edilen
hemaglutinasyon aktivite 6zelligi gosteren viral etkenin (infektif korio-allantoik sivinin), testte
kullanilan Sertifikali Referans Standart (SRS) antiserumlarin hemaglutinasyonu inhibe etme
oOzelligin den yararlanilarak Avian Influenza Virusunun varlig1 veya yoklugunun saptanmasini

anlatir.

7.TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[] Test Materyali; 4 HAU’ ne ayarlanmis viral etken (Infektif korio-allantoik stv1)
Sertifikali Referans Standart (SRS);

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen (AIV-H5)

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen (AIV-H7)

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum (AIV-H5)

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum (AIV-H?7)

I I [ |

7.2. Kullanilan Ekipman

[J 96gozlii U/V tabanl mikropleyt

[0  25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglar1
[l Kivetler

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g

KCl 02g

KH, PO, 02g

Na HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95 g (12 Sulu)

Steril distile su ile 1000 mI'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4¢
ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test igin gerekli

olan eritrosit siispansiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilir. Buzdolabinda (5°C +3°C) raf 6mrd,
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sisenin agz1 agilmadik¢a hazirlanmasindan sonra 2 yildir.

%1’lik Tavuk Eritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

O
O

10 m!’ lik enjektdre 5 ml kan i¢in 5 ml antikoagulan (esit hacimde) ¢ekilir,
Kan alma hayvani olarak saghkh tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alti

venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiirtilerek kanin antikoagulan ile iyice

karigmas saglanur.
Kan enjektorden santrifiij tiipiine enjektoriin igne kismi ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

Antikoagulanli kan 1000-1500 rpmde 5-10 dakika santriflij edilir ve ayrilan siipernatant
dikkatlice pipetle gekilir.

Tiptin dip kisminda kalan eritrositin {izeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavasca alt st
edilerek kanin PBS ile iyice karigmasi saglanir, 5 dakika santrifiij edilir ve tistteki siv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

Son yikamadan sonra iistte kalan berrak sivi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gokeltisinden 1 ml alinarak 99 ml PBS igerisine katilir. Boylece %1’lik eritrosit siispansiyonu

hazirlanmis olur.

Hazirlanan eritrosit siispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii igin U/V  tabanl
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gézlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml %1’lik tavuk

eritrosit stispansiyonu konulur.

Pleytin kenarlarina hafifce vurularak PBS ile tavuk eritrosit siispansiyonunun iyice karigmasi
saglanir ve eritrositlerin ¢okmesi i¢in yaklasik 22°C+3°C de 40 dakika 5°C +3°Cde 60 dakika
beklenir.

Calisilan gozdeki eritrositlerin belirgin bir diigme formasyonu olusturup, pleyt hafifce egimli
tutuldugunda gozyas1 akintist tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit stispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

Stipheli materyallerden izole edilen hemaglutinasyon aktivitesine sahip viral etkenin (infektif

korio-allantoik siv1), 4 HAU” ne ayarlanir. HA test sonucu 4 HAU olan antijen/izolat, HI testinde

kullanilir. HA sonucu 4 HAU degil ise, bulunan test sonucuna gore tekrar 4 HAU ayarlanir, tekrar

kontrol edildikten sonra HI testine devam edilir.

7.5. Muayene/Analizin Yapilmasi

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi

1) 96 gozlii V veya U tabanl mikropleytin ¢alisilacak tiim gozlerine 25 pl PBS konulur,

2) Tiplendirmesi yapilacak virus izolatinin ¢alisilacag: siralardan 1. siranin ilk goziine 25 ul SRS

72

Antiserum (AIV-H5), 2. siranin ilk goziine ise 25 pl SRS Antiserum (AIV-H7) konulur,

TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

3) SRS Antiserumlarin iki kath seri dilusyonlar1 yapilir ve bu siradaki her bir géze 4 HAU virus

siispansiyonundan,

4) Porzitif kontrol i¢in ayrilan iki siradan SRS Antiserum (AIV-H5)un dilusyonu yapilan siranin
her bir goziine 4 HAU SRS Antijen (AIV-H5)’ den,

5) SRS Antiserum (AIV-H7)’un dilusyonu yapilan siranin her bir goziine ise 4 HAU SRS Antijen
(AIV-H7)’ den 25 pl konulur,

6) Pleytin kenarlarina hafifce vurularak iyice karismasi saglanir ve daha sonra yaklagik 22°C +3°
Cde 15-30 dakika 5°C +3°Cde 60 dakika beklenir.

7) Bekleme siiresi bitiminde tiim gozlere %1’ lik tavuk eritrositinden 25 pl eklenir ve hafifce
karistirldiktan sonra eritrositlerin ¢okmesi igin 22°C+3°C de 40 dakika 5°C +3°Cde 60 dakika

negatif kontrol goziindeki bariz bir diigme formasyonu goriiliinceye kadar beklenir.,

8) Bu son bekleme siiresi bitiminde ise pleyt gozlemlenerek diigme formasyonu olusan yani

Hemaglutinasyonun inhibe oldugu, HI (+) gozlerin varlig1 saptanir (Sema 1).

9) Virus izolatinin, SRS Antiserum (AIV-H5) veya SRS Antiserum (AIV-H7) den biri ile tam
olarak inhibisyon gostermesi o antiserum ile HI (+) oldugunu gosterir. Bu sonuglara gore virus

izolatnin teshisi ile ilgili degerlendirme yapilir.

@@@@.

1/2 1/ 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

Sema 1 : HI (+) Test Sonucu Sematik Goriintii

Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;
Inhibisyon (diigme formasyonu) olan gozler = Pozitif

Inhibisyon (diigme formasyonu) olmayan, dantela tarzinda kalan gézler = Negatif olarak ifade
edilir (Sema 2).
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Sema 2 : HI (+) ve HI (-) pleyt goriiniimii

7.6. Sonuglarin degerlendirilmesi

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi

Negatif kontrol (kan kontrol): Bu siradaki gozlerde eritrositin antijen ile baglanip dantela
tarzinda kalmasi,

Pozitif kontrol [(SRS Antiserum (AIV-H5) ve SRS Antijen (AIV-H5)]: Bu siradaki gozlerin digme
formasyonu verip pleyt egimli tutuldugunda gozyasi akintis1 vermesi testin gecerliligini kanitlar.

Pozitif kontrol [(SRS Antiserum (AIV-H7) ve SRS Antijen (AIV-H7)]: Bu siradaki gozlerin digme
formasyonu verip, pleyt egimli tutuldugunda gozyas: akintisi tarzinda sekil olusturmas: testin
gecerliligini kanitlar

8. ILGILi DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Easterday,B.C., Hinshaw, V. S., Halvorson,D.A. Influenza. Diseases of Poultry, Boliim 22, 583-
605 / 10. Baski / 1997

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.4.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.04_ALpdf.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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NEWCASTLE DISEASE VIRUS (NDV)
[ZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Newcastle Disease Virus (NDV) izolasyonu ve identifikasyonu islemlerinin yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Bu prosediir, NDV izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili her tiirlii analiz/muayene/kontrolii yapan
Kanatl Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ND: Newcastle Disease, kanatlilarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, olduk¢a

bulasic1 ve 6ldiiriicii karakterde olan viral bir hastaligidir.
PBS : Phosphate Buftered Saline
SPF (Specific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatl hastaliklarimin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlar1 tagimayan siiri.

Inokulum: Virus izolasyonu calismalarinda kullamlmak iizere organ ve doku &rneklerinin

par¢alanmasiyla, ekim i¢in hazirlanmis olan materyal.
CAB: Korio-allantoik bosluk

CAS: Korio-allantoik siv1

ETY: Embriyolu tavuk yumurtasi

HA: Hemaglutinasyon
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HI: Hemaglutinasyon-Inhibisyon
BGS-3: Biyogiivenlik Seviyesi 3
OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu prosediir, Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarina Newcastle Hastalig siiphesi ile gelen kanatli
hayvanlardan alinan beyin, i¢ organ 6rnekleri, diski, trakeal ve kloakal sivap vb. materyallerden

viral etkenin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in yapilan tiim islemlerin akis sistemini anlatir.

Avian Influenza Hastaligi ve Newcastle Hastaligimin, kanatlilarda olusturdugu belirtiler
bakimindan birbirine benzedigi, anamnez ve nekropsi bulgularina goére ayirt edilemedigi i¢in
bu iki hastalik karistirilir ve ayirici tani icin ileri tetkikler gerekir. Bu yiizden siipheli kanathlarin
nekropsi islemleri, etkenin Avian Influenza Virusu olma ihtimali géz 6niinde bulundurularak en

tist diizeyde biyogtivenlik tedbirleri altinda ve her iki hastalik icin ortak yol izlenerek yapilir.

7.TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport

[0 Oliikanatlilardan alinan 6rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ drnekleridir.
Organ 6rnekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alman 6rnekler ayr1 ayri veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak iglenir.

[] Canlikanathlardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanathlarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu

i¢in bir alternatif olabilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik seviyesi en iist diizeyde hazirlanmis odalar
Biyogiivenlik Kabinleri ( Class II tip)
Santrifiyj
Kulugka makinesi
Mekanik parcalayici cihaz ve tiipleri / ultra turrax / blender
Elektrikli/sarjli pipettor
Yumurta kontrol lambasi
Steril keskin cerrahi makaslar, disli ve dissiz pensler

Santrifij tiipleri (15 m!’ lik)

I [ [y [ [ I [ B

Embriyolu yumurta i¢in ekim materyali (Yumurta kabugu delicisi)
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[] Steril enjektor (1 veya 2 cc. lik, 0.1 cc. taksimatlr)
[] Tek kullanimlik steril malzeme (pipetler, marazi madde kaplari, tiip vb.)
7.3. Kullanilan Kimyasallar
[J Steril PBS (pH 7.0-7.4)
0 Yikanmus tavuk eritrositi %1 (v/v)
[] Antibiyotik soliisyonu: Penicillin (2000 iinit/ml)-Streptomycin (2 mg/ml), Gentamycin (50
mg/ml) ve Mycostatin (1000 iinite/ml). Diski ve kloakal svaplar i¢in bu oranlar ~ 5x hazirlanir.
[0 %70lik Ethanol / Tentiirdiyot
[0 Yapistiricy; uhu, tirnak cilasy, eritilmis parafin vb.
Ayrica;
[] 9-11 giinliik SPF embriyolu tavuk yumurtasi.
7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
Numunenin Hazirlanmasi

Avian Influenzave/veya Newcastle Hastaligi sipheli kanatlhilarda nekropsiislemi, Avian Influenzave
Newcastle Hastalig1 Siipheli Kanatlilarda Nekropsi prosediiriine gore yapilarak etken izolasyonu
icin gerekli olan svap ve organ ornekleri alinir. Al virus izolasyonu ve identifikasyonu islemleri
miimkiin ise BGS-3 diizeyinde hazirlanmis odalarda, eger bu miimkiin degilse biyogiivenlik

seviyesi en st diizeyde hazirlanmis odalarda ve Class II tip biyogiivenlik kabinlerinde yapilmalidir.
Muayene/Analizin Yapilmasi
Hizh Test

[] Canli veya olii kanathlardan, ikiser adet alinan trakeal, oro-farengeal ve/veya kloakal svap
orneklerinden bir adedi hizh testte kullanilmak tizere isleme alinir. Virus varligini hizl bir
sekilde tespitini saglayan bu test Avian Influenza Viral Antijen Tespitine Dayali Hizli Test
Metodu’ na gore uygulanir. Hizli testte Al pozitif ¢ikan hayvanlara ait 6rnekler, pozitifligin
teyidini saglamak ve virus tiplendirmesi amaciyla negatif ¢ikan hayvanlara ait rnekler gibi

asagida anlatildig sekilde isleme alinur.
Virus Izolasyonu
Inokulum Hazirlama

[ Organ parcalarindan hazirlanacak inokulumun mekanik parcalayici cihaz kullanarak
parcalanmasi en idealdir. Eger mekanik pargalayici cihaz yoksa, organ pargalar: ultra turrax,
blender veya steril makas yardimuyla iyice pargalanur.

[] Parcalanmis doku %10-20 (w/v) oraninda olacak sekilde hazirlanmis antibiyotik soliisyonu

icerisine konur ve iyice karigmasi saglanr.

[J Karisim, 3000 rpmde 10 dakika santrifiij edilerek iistteki stv1 alinir.
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Trakeal, kloakal sivaplar ve diski materyalinden inokulum hazirlanirken, bu materyaller de
antibiyotik sollisyonu igine alinir.

Diska ve kloakal stvaplar i¢in kullanilacak antibiyotik soliisyonu, antibiyotik miktar: yukarida
verilen oranlarin 5 kat1 artirilarak hazirlanir.

Stispansiyonlar oda sicakliginda 60 dakika ya da buzdolabinda bir gece bekletilir ve bu siire
sonunda isleme alinir. Hemen isleme alinmayacaksa derin dondurucuda muhafaza edilir.
Antibiyotik soliisyonunda bekleme siiresini tamamlayan siispansiyonlar 3000 rpmde 10 dakika
tekrar santrifiij edilir, istteki siv1 alinarak inokulum olarak kullanilir.

Embriyolu Yumurtalarin Hazirlanmas ve inokulasyonu
SPF Tavuk Yumurtalarinin On-Inkiibasyonu

[

Newcastle Hastalig1 Virusu ETY’ da yiiksek titrede tiremektedir ve bu nedenle izole etmek
icin tercih edilen metot SPF embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyondur. On-inkubasyona
konacak SPF tavuk yumurtalar1 10-15°Cde min. 18 saat max. 10 giin saklanmis olmalidir.
Inkubatore yerlestirilen yumurtalar, potasyum permanganat + formol ile fumige edilir.
Inkubatérde 37.5+0.5°C ve %50-70 nispi nem (RN)de én-inkubasyona tabi tutulur.
On-inkubasyon siiresi 9-11 giindiir (Inkubatére konma giinii = giin 0).

9-11 giin inkube edilmis yumurtalar, yumurta kontrol lambast ile karanlik bir ortamda fertilite
ve canlilik muayenesi yapilir ve asagida anlatildig: sekilde ayirt edilir;

Olii embriyolu yumurtalar: Gériilebilir damar yok, agik sar1 yumurta sivisinda yiizen embriyo

gri-siyah kiitle gértiniimiinde,

Fertil olmayan yumurtalar: Embriyonun olmamasi, yalnizca yumurta sarisinin ayirt edilebilmesi

seklinde gozlenir.

Inokulasyon yerinin belirlenmesi:

[

Fertil olanlarda embriyonun yeri ve yumurtanin hava boslugu simir1 kursun kalem ile gizilir.
Inokulasyon yeri, embriyonun kars: tarafinda, kan damarlarinin az oldugu bir noktada, hava
boslugu ¢izgisinin 2 mm kadar tizerinde isaretlenir.

Yumurtalar, hava keseleri iiste gelecek sekilde viyollere yerlestirilir ve iizerlerine inokule
edilecek materyalin kod numarasi yazilir. Her numune i¢in 3-5 yumurta kullanilir.

SPF Embriyolu Tavuk Yumurtasina Ekim

[

78

Biyogiivenlik kabini i¢erisinde, inokulasyon noktasini da igine alacak sekilde yumurtalarim iist
kisimlart %70 Ethanol yada seyreltilmis tentiirdiyot ile 1slatilmis pamuk yardimryla silinerek
dezenfekte edilir.

Inokulasyonun yapilacagi bélgede daha dnce isaretlenmis noktadan steril delici ile delik agilir.

Steril enjektor icerisine alinan inokulum swvisi, 90”lik egim ile, 0.1-0.2 ml miktarinda
korioallantoik bosluga enjekte edilir.
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Agilan delik, bir damla siv1 yapistirici yada eritilmis parafin ile kapatilir,

Inokulasyondan sonraki 24 saatlik gozlem siiresinin sonunda élen embriyolu yumurtalar,
kaydedilerek degerlendirmeye alinmaz ve atilir.

Yumurtalarin 35-37°Cde 4-7 giin inkubasyonuna devam edilir. Bu siire i¢inde 24 saat
araliklarla yumurtalarin canlilik muayenesi yapilir. Olii veya 6lmekte olan embriyolar1 iceren
yumurtalar ve inkubasyon periyodunun sonunda canli kalan tiim yumurtalar buzdolabinda 1
gece bekletilir. Bu siirede 6lmeleri ve kan damarlarinin ¢ekilmesi saglanir.

Korio Allantoik Sivinin (CAS) Toplanmasi

[J Biyogiivenlik kabini icerisinde, steril malzemeler (egri u¢lu makas, pens, pipetler, tiipler vb.)
hazirlanir.

[] CASlan toplanacak yumurtalar, 6ncelikle Gist kistmlar1 %70 Ethanol yada seyreltilmis
tentiirdiyot ile 1slatilmig pamuk yardimiyla silinerek dezenfekte edilir.

[] Hava kesesini belirleyen ¢izginin 1-2 mm {izerinden makas yardimu ile kesilerek yumurta
kabugu kaldirilir

[l Hava boslugunu sinirlayan yumurta zari, yumurta sarisina zarar verilmeden agilir.

[] Elektrikli pipettor ve pipet yardimiyla korio-allantoik sivi (CAS), yumurta sarisina zarar
verilmeden toplanir.

[] Toplanan sv1 eritosit ve hiicre birikintilerinin uzaklagtirilmasi amaciyla 3000 rpmde 5 dk.
santrifijj edilir.

[] Ayrica, Avian Influenza ve Newcastle hastalig1 viruslar1 ¢ok sinirli sayida hiicre kiiltiiriinde
tiremekle birlikte izolasyon calismalarinda primer hiicre kiiltiirlerinden Civciv Embriyo
Fibroblast (CEF) hiicre kiiltiirii ve devamli hiicre hatti1 olan Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) hiicre hatt1 da kullanilur.

Virus Identifikasyonu

[l Santriftij edilen korio-allantoik sivilar Newcastle Hastaligi Virusunun Teshisinde HA
Test Metodu’na gore HA aktivitesi varlig1 yoniinden test edilir HA aktivitesinin varli,
yitksek ihtimalle bir Avian Paramyxovirus ile enfeksiyonu gosterir. Izole edilen bu virusun
identifikasyonu amaciyla ayn1 CASlara Newcastle Hastaligi Teshisinde HI Test Metodu’na
gore islemlere devam edilir ve tiim yapilan islemler ve sonuglar kayit edilir.

[] Hemaglutinasyon tespit edilemeyen materyallere ait inokulumlarin, negatif olarak
raporlanmadan 6nce gerekirse ETYda tekrar pasajlar yapilir.

[J Ayricaalinansivap 6rneklerinden ve SPF ETY na ekimler sonucu elde edilen allantoik sivilardan

Real-Time PCR testi ile hizli bir sonuca ulasilir. Real-Time PCR testi ile elde edilen sonuglarin,
embriyolu SPF yumurtaya ekim ve HA-HI testi ile dogrulamalar1 yapilir.
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Virusun Virulensinin Belirlenmesi

Newcastle Hastalig1 Virusunun izole edilmesi halinde bu hastaligin siirtiden en hizh bir sekilde
eradikasyonu yapilmalidir. Eradikasyon i¢in uygun stratejinin belirlenmesi agisindan, izole edilen
susun virulensinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle izole edilen viruslar Intravenoz
Patojenite Index Testi (IVPI), Intracerebral Patojenite Index Testi (ICPI)’ne gore patojenite
testlerine tabi tutulur yada virusun fusion (F) proteininin béliinme bdlgesinin dizin analizi yapilir.

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

Izole edilen hemaglutinasyon aktivitesi pozitif etkenin standart APMV-1 (NDV) antiserumu ile
inhibe edilmesi ya da molekiiler testlerde NDV Matrix (M) / polymerase (L) ve fusion (F) proteinine
spesifik primerler ile pozitif sonug vermesi.

8.ILGIL DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

8.1. i¢ Dokiimanlar

[l Avian Influenza ve Newcastle Hastalig1 Stipheli Kanatlilarda Nekropsi Prosediirii

[J Avian Influenza Viral Antijen Tespitine Dayali Hizli Test Metodu

[] Newcastle Hastalig1 Virusunun Teshisinde HA Test Metodu

[l Newcastle Hastalig1 Virusunun Teshisinde HI Test Metodu

[] Newcastle Hastalig1 Virusunun Teshisinde Intravenoz Patojenite Index Testi (IVPI)
8.2. D1s Kaynakli Dokiimanlar

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Bolim 2.3.14.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14_ NEWCASTLE_
DIS.pdf

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] Easterday,B.C., Hinshaw, V. S., Halvorson,D.A. Influenza. Diseases of Poultry, Béliim 22, 583-
605 / 10. Baski / 1997

[ Dennis J. Alexandar Newcastle Disease and other Avian Paramyxoviridae Infections. Diseases
of Poultry, Boliim 20, 541-569

9. REVIiZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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NEWCASTLE HASTALIGI VIRUSUNUN (NDV)
TESHISINDE HEMAGLUTINASYON
(HA) TEST METODU

1. AMAC

Newcastle hastalig1 virusunun (APMV-1/NDV) Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon Inhibisyon
(HA-HI) test metodu ile teshisinin yapilmas1 amaglanmaktadur.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, ND virusunun teshisini HA-HI test ile yapan Kanath Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvarlarinda kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, 6l¢ii, miktar, titre gibi ozellikleri
bilinen, uluslararasi bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal/
biyolojik madde gibi tiriinlerdir.

ND: Newcastle hastalig1, kanatlilarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, olduk¢a
bulasici ve oldiiriicti karakterde olan viral bir hastaligidir.

APMV-1: Avian Paramyxovirus Tip1

HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi
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OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saghk Orgiitii
CAS: Korio-allantoik sivi

PBS: Phosphate Buffered Saline

SPEF: Specific Pathogen Free

v/v : Volum/volim

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, Newcastle hastaligi virusunun varlig1 yoniinden siipheli materyalden SPF
embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyon yontemi ile elde edilen infektif korio-allantoik stvinin,

hemaglutinasyon aktivite 6zelliginin varlig1 veya yoklugunun saptanmasini anlatir.

Newecastle hastalig virusunun varligi veya yoklugunun saptanmasi; Hemaglutinasyon aktivite
ozelligi gosteren CAS ve testte kullanilan Sertifikali Referans Standart (SRS) antiserumlarin

hemaglutinasyonu inhibe etme 6zelligin den yararlanilarak saptanir.

7.TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[ Test Materyali; Infektif korio-allantoik stv1

[] Sertifikali Referans Standart (SRS);

[] Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen [APMV-1(NDV)]

[] Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum [APMV-1(NDV)]
7.2. Kullanilan Ekipman

[] 96 gozli U/V tabanh mikropleyt

[0 25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglar

[] Kuvetler

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g

KCl 02g

KH, PO, 02g

Na,HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95 g (12 Sulu)
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Steril distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Otoklavda 121 °Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4’

e ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test i¢in gerekli

olan eritrosit siispansiyonunun hazirlanmasi icin kullanilir. Buzdolabinda (5°C +3°C) raf 6mrd,

sisenin agz1 agilmadik¢a hazirlanmasindan sonra 2 yildir.

%1’lik Tavuk Eritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

[J 10 ml lik enjektore 5 ml kan icin 5 ml antikoagulan (esit hacimde) ¢ekilir,

[] Kan alma hayvani olarak saglikli tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alt1
venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiirtilerek kanin antikoagulan ile iyice
karigmasi saglanir.

[J Kan enjektorden santrifijj tiiptine enjektoriin igne kismu ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

[0 Antikoagulanl kan 1000-1500 rpmde 5-10 dakika santrifiij edilir ve ayrilan siipernatant
dikkatlice pipetle gekilir.

[] Tiptn dip kisminda kalan eritrositin tizeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavasca alt st
edilerek kanin PBS ile iyice karismasi saglanir, 5 dakika santrifiij edilir ve tistteki siv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

[l Son yikamadan sonra iistte kalan berrak svi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gokeltisinden 1 ml alinarak 99 ml PBS igerisine katilir. Boylece %1’lik eritrosit siispansiyonu

hazirlanmis olur.

[l Hazirlanan eritrosit stispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii i¢in U/V  tabanl
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gozlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml % I'lik tavuk

eritrosit stispansiyonu konulur.

[] Pleytin kenarlarina hafifge vurularak PBS ile tavuk eritrosit siispansiyonunun iyice karismasi
saglanir ve eritrositlerin ¢okmesi icin yaklagik 22°C +3°Cde 40 dakika 5°C +3°Cde 60 dakika
beklenir.

[0 Calisilan gozdeki eritrositlerin belirgin bir diigme formasyonu olusturup, pleyt hafifce egimli
tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit stispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.

Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Stipheli materyallerden izole edilen hemaglutinasyon aktivitesine sahip viral etkenin (infektif

korio-allantoik siv1), 4 HAU ne ayarlanmasi;

Hemaglutinasyon (HA) Testi

1) 96 gozlii V veya U tabanh mikropleytin ¢alisilacak gozlerine 25 ul PBS konulur,

2) Tlk goze 25 l infektif allantoik stvi ilave edilir ve iki kath diliisyonu yapilarak son goze kadar
gidilir.

3) Dilusyon yapilan tiim gozlere tekrar 25 pl PBS ilave edilir,
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4) Aynigozlere 25 ul % 1’lik yikanmug tavuk eritrositi konulur,
5) Negatif kontrol (kan kontrol) i¢in ayrilan siradaki gozlere 25 ml PBS ve {izerine 25 ml % 1’ lik

tavuk eritrosit siispansiyonu ilave edilir,

6) Pleytin kenarlaria hafifce vurularak iyice karigmasi saglanir ve reaksiyonun sekillenmesi icin
yaklasik 22°C+3°C de 40 dakika / 5°C+3°C * de 60 dakika ya da kontrol goziindeki eritrositler
belirgin bir diigme formasyonu olusturana kadar beklenir.

7) Bekleme siiresi sonunda pleyt gozlemlenerek dantela tarzinda kalan yani Hemaglutinasyon
sekillenen gozlerin varlig: saptanir. HA pozitif reaksiyonu tanimlama, HA (+) virus izolatina
ait stranin dantela tarzinda kalan son gozii %100 HA veren goz olarak kabul edilir. Bu son goz
1 HA Unitesini temsil eder (Sema 1) ve (Sema 2).

DEEEE®®® OO

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

T 1
4 HAU 1 HAU
SON HA VEREN GOZ

Sema 1: HA (+) Test Sonucu Sematik Goriintii (4 HAU Hesaplanmast)

1.HA (+) 2. Eritrosit Kontroli

Sema 2: Hemaglutinasyon Olusma Mekanizmasi
Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;
Hemaglutinasyon sekillenen (dantela tarzinda kalan) gozler = Pozitif
Hemaglutinasyon sekillenmeyen (diigme formasyonu olusan) gozler = Negatif olarak ifade edilir.
4 HAU ayarlanmasy;

[0 1 HAU si belirlenmis tiplendirmesi yapilacak HA (+) virus izolat1 (infektif CAS) ve pozitif
kontrol olan SRS Antijen [APMV-1(NDV)], 4 HAU  ne (Sema 1)’ de gosterildigi ve asagida
anlatildig gibi ayarlanir.
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Orn: 1 HAU = 1/ 256 olan bir antijen/izolattan 4 HAU hazirlanmak igin ;

1.
2.

256:4 =64, 63 ml PBS + 1ml HA (+) virus siispansiyonu ilave edilerek diliisyon hazirlanur.
4 HAU  ne ayarlanan HA (+) virus izolat1 ve SRS Antijen [APMV-1(NDV)]’ in kontrolii i¢in,
ayni pleytte her 6rnek icin paralel iki sira olacak sekilde HA testi yapilir.

HA test sonucu 4 HAU olan antijen/izolat, HI testinde kullanilir. HA sonucu 4 HAU degil ise,
bulunan test sonucuna gore tekrar 4 HAU ayarlanir, tekrar kontrol edildikten sonra HI testine
devam edilir.

7.4. Sonuglarin degerlendirilmesi

Negatif kontrol (kan kontrol): Bu siradaki gozlerin diigme seklinde dibe ¢cokmesi ve pleyt

egimli tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olugturmas,
Pozitif kontrol (SRS Antijen [APMV-1(NDV)]: Bu siradaki gozlerde eritrositin antijen ile

baglanip dantela tarzinda kalmass, testin gegerliligini kanitlar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[

Alexander, D.J. & Senne D.A. (2008a). Newcastle Disease, Other Avian Paramyxoviruses, and
Pneumovirus Infections. In: Diseases of Poultry, 12.Baski, Saif Y.M., Fadly A.M., Glisson J.R.,
McDougald L.R., Nolan LK. & Swayne D.E., eds. Iowa State University Press, Ames, lowa,
USA, 75-116.

Alexander, D.J. & Senne D.A. (2008b), Newcastle Disease and Other Avian Paramyxoviruses.
In: A Laboratory Manual for the Isolation, Identification and Characterization of Avian
Pathogens, Dufour-Zavala L. (Editor in Chief) Swayne D.E., Glisson J.R., Jackwood M.W,,
Pearson J.E., Reed W.M, Woolcock PR., 4th ed., American Association of Avian Pathologists,
Athens, GA, 135-141.

Dennis J. Alexandar Newcastle Disease and other Avian Paramyxoviridae Infections.Diseases
of Poultry, Béliim 20, 541-569

Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Bolim 2.3.14.

http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14_NEWCASTLE_
DIS.pdf

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

www.tarim.gov.tr 85




‘ N\ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Zepimees | TESHISTE METOT BIRLIGI

AVIAN PARAMYXOVIRUS TiP 1 (APMV-1)
SUSLARININ POLYMERASE (L) GENI TESPITI
ICIN REAL TIME RT-PCR

1. AMAC
Avian Paramyxovirus Tip 1 (APMV-1) izolatlarinin Real-Time PCR ile tespitinin yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Paramyxovirus Tip -1 suslarmin teshisinde
kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

APMV-1: Avian Paramyxovirus Tip-1 kanatlilarda hafiften siddetliye kadar degisen farkli formlarda
hastalik olusturan bir virus gurubudur.

ND: Newcastle Hastalig1

CAS: Korio-allantoik siv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RNA: Riboniikleik Asit

VTV: Viral tasima vasati

L geni: Polymerase
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Newcastle hastalig: siiphesi ile gelen kanath hayvanlardan alian materyallerden APMV-1 virus

susunun Real-Time RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir. APMV-1 susunun tespiti i¢in olduk¢a

hizly, hassas ve spesifik bir metottur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal ve transport

[ Olii kanathlardan alinan érnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ érnekleridir.
Organ ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayri ayr1 veya

birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan drnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak iglenir.

[] Canlikanathlardan alinan drnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanathlarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu
i¢in bir alternatif olabilir. Alinan sivap drnekleri VIV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde
en seri sekilde ¢alismanin yapilacagi laboratuvara gonderilir.

7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)

Mikrosantrifiij

LightCycler 2.0

Software

Vortex karistirict

Derin Dondurucu (-30+5°C, -70+5°C)
Buzdolabi

1.5 ml mikrosantrifiij tiipti

Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde

Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglari ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar
Steril cryovialler ve eppendorf tiipler
Steril santrifij tiipleri
3. Kullanilan Kimyasallar
RNA ekstraksiyon Kkiti
One Step RT-PCR Kiti
RRT-PCR kiti

O

[

O

O

O

O

O

O

O

[] Otomatik pipet kontroller
O

O

[

O

O

7.

O

O

[

[] Etkin dezenfektan
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APMV-1 Proteini i¢in primerler ve prob;

- NDF : GAGCTAATGAACATTCTTTC

- NDR: AATAGGCGGACCACATCTG

- NDprol [FAM] TCATTCTTTATATAGAGGTATCTTCATCATA [BHQ1]
- NDpro2 [FAM] TCATACACTATTATGGCGTCATTCTT [BHQ1]

* Bu probun 5’FAM ve 3’ Black Hole Quencher (BHQ) ile isaretlidir.

NDV rRT - PCR Kontrolleri:
No template control

Sadece master mix igeren en az bir no template kontrol olmalidir. “NTC” olarak kodlanir. Bu master

mix’in kontaminasyonunun kontrolii i¢indir.

Negatif ekstraksiyon kontrol

En az bir negatif ekstraksiyon kontrolii olmaldir. Bu kontrol 6érnegin calisilmasi esnasinda
olusabilecek ¢apraz bulagmanin kontroli i¢indir.

Pozitif ekstraksiyon kontrolleri

Bir adet avirulent APMV-1 (6rn. Ulster) ve bir adet virulent bir APMV-1 (6rn. AG68) olmak tizere

en az iki pozitif ekstraksiyon kontrolii olmalidir. Bunlarin Ct degerleri 28-32 arasinda olacak sekilde
6n dilusyonlar1 yapilmalidir. Bu kontroller RNA ekstraksiyonunun etkinligini gormek i¢indir.

Pozitif RNA kontrolleri

Onceden hazirlanmis ve Ct degeri 28-32 arasinda ayarlanmis olan pozitif RNA érnekleri kullanilir.
Cihazin programinda “ Standartlar” olarak kaydedilir. Bu kontroller master mix'in performansinin

goriilmesi icindir.

7.4. Prosediir / Metot
Kontrollerinin hazirlanmasi

[] Birkezkullanilacak sekilde hazirlanmis ve saklanmus olan iki adet pozitif ekstraksiyon kontrolii
testte kullanilmak tizere Ct degeri 30 dolayinda olacak sekilde sulandirilir.

[] Viral RNAdan asagidaki sekilde iki adet pozitif RNA kontrolii hazirlanir.

- Virulent ve avirulent APMV-1den ekstrakte edilen RNAlarin 10 katli seri dilisyonlar hazirlanir
ve rRT-PCR ile test edilir.

- Herikivirusaait RNA Ct degeri 28-32 arasinda olacak sekilde 5ul/ml RNasin iceren AE elusyon
buffer (Qiagen RNA elution buffer) ya da benzeri ile kullanilarak sulandirilir.
- Her iki RNA diliisyonundan 10 ul miktarinda porsiyonlanarak iizerleri virulent ve avirulent

olarak etiketlenir ve -70°Cde saklanir. Bunlar virulent ve avirulent RNA kontrolleridir.
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- Her iki kontrol grubundan birer porsiyon alinarak énce kullanilmis olan seri ile birlikte test

edilir. Uzerlerine seri no ve Ct degeri yazilarak stoklanir.

- BuCtdegeribeklenen sonug degeridir ve bu yapilan testlerin gecerliligini degerlendirmede
kullanihr.

- Sonuglar uygun sekilde kaydedilir.

NDYV Real-Time PCR Mastermix

PCR Bileseni Final Hacim
DEPC H,0 ( RNAse- free) 7 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 5ul
ROX ref.boya (Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n dilue edilmis) 1l
dNTP mix ( Her biri 10 uM) 1
NDF (12.5uM) 1l
NDR (12.5uM) 1l
ND Prol (5uM -TE buffer i¢inde) 1
ND Pro2 (5uM -TE buffer iginde) 1l
25 mM MgCl, 3ul
RNAsin (40U/ pl) ( 1/10 sulandirilmais) 1l
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 1

[ Mastermix hazirlanirken tiim reagentler tamamen erimis ve iyice karismis olmali ve test say1st

icin yeterli miktarda olmalidir.

[l Mastermix iyice karistirildiktan sonra her drnek icin 23 pl olacak sekilde kapillar / tiip / pleyt
dagitilmalidir.

[0 Kapaklar: hafifce kapatiimalidir

[0 Ornekler temiz odadan alinip ve PCR yapilan alanda iizerlerine RNA érnekleri ve kontroller

ilave edilmelidir.

Orneklerin ve kontrollerin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 pl mastermiks tizerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA
ornegi ilave edilir.

Bu asamada Ornekler arasinda c¢apraz bulasmadan kaginmak igin dikkat edilmelidir.

Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarini yanlis kapillar / tiip / pleyt gozlerine
degdirilmemelidir.
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- mastermix iyice karigtirtlp hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi icin 30 saniye santrifij

edilmelidir.

Test hemen baslatiimayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda ya da +4°Cde bekletilmelidir.

Reverse transcription (RT) ve PCR
Real Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.
Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkube edilir.

RT asamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C

PCR agamast 10 saniye 95°C
30 saniye 50°C 40 dongii
30 saniye 72°C

Not: Floresan data 50°Cde annealing basamaginin sonunda okunur.

Sonuglar uygun bir dosyaya kaydedilir.

7.4. Sonuglarm Degerlendirilmesi
Newecastle Diseases M gen Tagman Real Time RT-PCR sonuglar1 530 numarali kanalda okunur.

Deney sonuglarini analiz etmek i¢in analiz diigmesine basilir ve kalitatif analiz secilir. Analize
ait floresan bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir. Paralel ¢alisilan 6rneklerle test
ornekleri kargilagtirilarak sonuglar analiz edilir. Referens ornekten standartlar hazirlanmigsa
standart curve analizi yapilarak PCRn etkinligi (Efficiency) saptanir. LightCycler i¢in optimum
efficieny 2.0 olmalidir. Fakat gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger elde edilir.

Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle kargilastirilarak degerlendirilir.
Pozitif drneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz bir
floresans ¢izgisi izlenmelidir.Bir 6rnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct
degeri <30 ise pozitif, Ct degeri 30-35 arasinda ise ve sigmoid logaritmik bir egri ise zayif pozitif
Ctdegeri >35 ise ve amplifikasyon egrisi linear bir yapida ise negatif olarak kabul edilir. Siipheli bir
durum varsa pozitif oldugu bilinen bir érnekten hazirlanan standart diliisyonlar: ile siipheli 6rnek
kullanilarak rRT-PCR vyenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik konsantrasyondaki pozitif
ornek ile incelenen 6rnek karsilastirilarak karar verilir. Floresans data 60°Cde 530 kanalinda FAM

filtresi yardimiyla toplanir
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AVIAN PARAMYXOVIRUS TiP-1 (APMV-1)
SUSLARININ MATRIX (M) PROTEINININ TESPITI
ICIN REAL TIME RT-PCR

1. AMAC

Avian Paramyxovirus Tip 1 izolatlarinin Real-Time PCR ile tespitinin yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Paramyxovirus Tip suglarinin teshisinde
kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
saghiga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

APMV-1: Avian Paramyxovirus Tip 1 kanathlarda hafiften siddetliye kadar degisen farkli formlarda
hastalik olusturan virus gurubudur.

ND: Newcastle Hastalig1

CAS: Korio-allantoik siv1

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RNA: Riboniikleik Asit

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Newcastle hastalig: siiphesi ile gelen kanath hayvanlardan aliman materyallerden APMV-1 virus
susunun Real-Time RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir, APMV-1 susunun tespiti i¢in oldukca

hizly, hassas ve spesifik bir metottur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal ve transport

[] Olii kanathlardan alinan rnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ érnekleridir.
Organ ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[] Canlikanathlardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal stvaplardir. Kiigiik ve narin
kanatlilarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze digk: virus izolasyonu
icin bir alternatif olabilir. Alinan sivap 6rnekleri VTV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢alismanin yapilacagi laboratuvara gonderilir.
7.2. Kullanilan Ekipman
Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij
LightCycler 2.0
Software
Vortex karistirict
Derin Dondurucu (-30+5°C, -70+5°C)
Buzdolab1
1.5 ml mikrosantrifiij tiipii
Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller
Tek kullanimlik steril pipetler
Mikropipet uglari (bariyerli)
Mikrosantrifiij tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

Steril cryovialler ve eppendorf tiipler

R [ s [ s s N |

Steril santrifij tiipleri
7.3. Kullanilan Kimyasallar
[] RNA ekstraksiyon kiti

[1 One Step RT-PCR Kiti

] RRT-PCRkiti

[] Etkin dezenfektan
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NDV real-time RT-PCR probe and primer dizinleri

Primer/prob ismi -

Hedef Gen Genomic hedef Dizin
_ ok
APMV-1 M+4100* (forward 5-AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3’
(matrix) primer)
M+4169**

: 5[FAM]TTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC[BHQ]-3
(matrix prob)

M-4220%* (reverse
primer)

5-CCTGAGGAGAGGCATTTGCTA-3

NDV rRT - PCR Kontrolleri:
No template control

Sadece master mix iceren en az bir no template kontrol olmalidir. “NTC” olarak kodlanir. Bu master

mix’in kontaminasyonunun kontrolii i¢indir.
Negatif ekstraksiyon kontrol

En az bir negatif ekstraksiyon kontrolii olmalidir. Bu kontrol 6rnegin ¢aligilmasi esnasinda

olusabilecek ¢apraz bulasmanin kontroli i¢indir.
Pozitif ekstraksiyon kontrolleri

Bir adet avirulent APMV-1 (6rn. Ulster) ve bir adet virulent bir APMV-1 (6rn. AG68) olmak {izere
en az iki pozitif ekstraksiyon kontrolii olmalidir. Bunlarin Ct degerleri 28-32 arasinda olacak sekilde
6n dilusyonlar1 yapilmalidir. Bu kontroller RNA ekstraksiyonunun etkinligini gérmek igindir.

Pozitif RNA kontrolleri

Onceden hazirlanmig ve Ct degeri 28-32 arasinda ayarlanmug olan pozitif RNA érnekleri kullanilir.
Cihazin programinda “ Standartlar” olarak kaydedilir. Bu kontroller mastermix’in performansinin

goriilmesi icindir.

7.4. Prosediir / Metot
Kontrollerinin hazirlanmasi

[] Birkezkullanilacak sekilde hazirlanmis ve saklanmis olan iki adet pozitif ekstraksiyon kontrolii
testte kullanilmak tizere Ct degeri 30 dolayinda olacak sekilde sulandirilir.

[] Viral RNAdan asagidaki sekilde iki adet pozitif RNA kontrolii hazirlanir.

- Virulentveavirulent APM V-1 ‘den ekstrakte edilen RNAlarin 10 katli seri dilusyonlar hazirlanir
ve rRT-PCR ile test edilir.

- Herikivirusaait RNA Ct degeri 28-32 arasinda olacak sekilde 5ul/ml RNasin iceren AE eliisyon
buffer (Qiagen RNA elution buffer) ya da benzeri ile kullanilarak sulandirilir.

94 TESHISTE METOT BIiRLIGI



T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Her iki RNA dilusyonundan 10 pl miktarinda porsiyonlanarak tizerleri virulent ve avirulent

olarak etiketlenir ve -70°Cde saklanir. Bunlar virulent ve avirulent RNA kontrolleridir.

Her iki kontrol grubundan birer porsiyon alinarak énce kullanilmis olan seri ile birlikte test

edilir. Uzerlerine seri no ve Ct degeri yazilarak stoklanur.

Bu Ctdegeribeklenen sonug degeridir ve bu yapilan testlerin gecerliligini degerlendirmede
kullanilir.

Sonuglar uygun sekilde kaydedilir.

NDYV Real Time PCR master mix

PCR Bilesenleri Final Hacim
DEPC H,O ( RNAse- free) 7 ul
(x5) Qiagen OneStep RT PCR buffer 5ul
ROX ref.boya (Stratagene stoktan DEPC su ile 1:500 6n dilue edilmis) 1l
dNTP mix ( Her biri 10 uM) 1l
M+4100%* (forward primer) (12.5uM) 1l
M-4220** (reverse primer) 1l
M+4169** (matrix prob) 1l
25 mM MgCl, 3ul
RNAsin (40U/ul) ( 1/10 sulandirilmis) 1l
OneStep RT-PCR Enzim mix (Qiagen Kit) 1l
[ Mastermix hazirlanirken tiim reagentler tamamen erimis ve iyice karismis olmali ve test say1si
icin yeterli miktarda olmaliduir.
[l Mastermix iyice karistirildiktan sonra her drnek icin 23 pl olacak sekilde kapillar / tiip / pleyt
dagitilmalidir.
[l Kapaklari hafifce kapatiimalidir
[0 Ornekler temiz odadan alinip PCR yapilan alanda iizerlerine RNA 6rnekleri ve kontroller ilave

edilmelidir.

Orneklerin ve kontrollerin ilavesi

Her bir kapillar / pleyt goziinde bulunan 23 pl master miks {izerine 2 pl ekstrakte edilmis RNA

ornegi ilave edilir.

Bu asamada Ornekler arasinda c¢apraz bulasmadan kaginmak igin dikkat edilmelidir.

Eldivenler siklikla degistirilmeli RNA iceren pipet uglarini yanlis kapillar / tiip / pleyt gozlerine

degdirilmemelidir.
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- Mastermix iyice karigtirilip hava kabarciklarinin uzaklastirilmas: i¢in 30 saniye santrifij

edilmelidir.

Test hemen baslatiimayacaksa tiipler test edilinceye kadar buzda ya da +4°Cde bekletilmelidir.
Reverse transcription (RT) ve PCR

Real Time tiipleri uygun Real Time ekipmanina yerlestirilir.

Reaksiyon asagidaki dongii profili ile inkiibe edilir.

RT asamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C

PCR asamasi 10 saniye 95°C
30 saniye 50°C 40 dongii
30 saniye 72°C

Not: Floresan data 50°Cde annealing basamagimin sonunda okunur.

Sonuglar uygun bir dosyaya kaydedilir.

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

Newcastle Diseases M gen Tagman Real Time RT-PCR sonuglar1 530 numaral kanalda okunur.
Deney sonuglarini analiz etmek i¢in analiz digmesine basilir ve kalitatif analiz segilir. Analize
ait floresan bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir. Paralel ¢alisilan 6rneklerle test
ornekleri karsilastirilarak sonuglar analiz edilir. Referens 6rnekten standartlar hazirlanmissa
standart curve analizi yapilarak PCR1n etkinligi saptanir. LightCycler i¢in optimum etkinlik 2.0
olmalidir. Fakat gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger elde edilir.

Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle kargilagtirilarak degerlendirilir.
Pozitif drneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz bir
floresans ¢izgisi izlenmelidir.

Bir 6rnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct degeri
30-35 arasinda ise ve sigmoid logaritmik bir egri ise zayif pozitif, Ct degeri >35 ise ve amplifikasyon
egrisi linear bir yapida ise negatif olarak kabul edilir.

Stipheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir 6rnekten hazirlanan standart diliisyonlar
ile siipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR vyenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en disiik

konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilastirilarak karar verilir.

Floresans data 60°Cde 530 kanalinda Fam filtresi yardimiyla toplanur.
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NEWCASTLE HASTALIGI VIRUSUNUN
(NDV) FUSION (F) PROTEINININ
REAL-TIME PCR TESTI ILE TESPITI

1. AMAC

Klinik 6rneklerden ve infekte amnioallantoik sividan izole edilen RNAdan Newcastle Hastalig

virusunun fusion (F) proteininin hizla tespitinin yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu NDV’nin Real-Time PCR testi ile teshisini yapan Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvarinda uygulanmaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

APMYV-1: Avian paramyxovirus tip 1

ND: Newcastle Hastaligi, kanathlarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, olduk¢a
bulasici ve oldiiriicti karakterde olan viral bir hastaligidir.

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniicleik Asit

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, Newcastle Hastalig1 Virusu Fusion proteini (F proteini) tespitinin Real-Time PCR

testi ile yapilmasi islemlerini anlatir.
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7.TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Kullanilan Ekipman

Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)

LightCycler 2.0

Mikrosantrifiij

Derin Dondurucu (en az -70°C’lik)

Mikropipetler (degisik voliimde)

Mikropipet uglar1 (steril Rnase free, hava bariyerli)
PCR tiipleri (degisik voliimde)

Vorteks karistirict

RNA ektraksiyon kiti

Soguk Blok

Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

s [ [ [ I [ |

7.3. Kimyasallar ve reagentlar

[l Primerler ve problar
RT6 CGCAGGATMCAAGRGTCTG
RT7 GGAGGATGTTGGCAGC

VRP1[FAM] CCTATAAAICGITTCTGICTCCTTCC[BHQ1]
ARP3[HEX]CCTATAAGICGICCCTGTITCCC[BHQ1]

Se¢meli Lin 6 probe
ARP6 [HEX] CCTACCAAACGCTCCTGCCGTTC[BHQ1]

NOT: I=inosine

Koyu ve alt1 ¢izili baz = Locked nucleic acid (LNA)
Reagentler

Molekiiler kalitede su — herhangi bir tedarik¢iden
Qiagen 1 step RT-PCR kit - ya da emsal kalitede

Rox referans boya (1/1500) — Stratagene ya da muadili
25mM magnesium chloride — Promega ya da muadili

RNAsin (40U/pl) (6n diliisyon 1/10) - Promega ya da muadili
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NDV rRT-PCR Kontrolleri
No template control

Sadece master mix eklenerek testte en azindan bir no template control bulunmalidir. Bu cihazin
programina “NTC” olarak kaydedilmelidir. NTC master mix’in kontaminasyonunun kontrolii igin
kullanilmaktadir.

Negatif ekstraksiyon kontrolii

Testte en azindan bir adet negatif ekstraksiyon kontrolii bulunmalidir. Bu cihazin programina
“NAC” (nonamplification control) olarak kaydedilmelidir. Bu kontroller drneklerin ¢alisilmasi
esnasinda olugabilecek herhangi bir ¢apraz bulagmayi ortaya koymak i¢in kullanilmaktadur.

iki adet pozitif kontrol

Teste; Ct degeri 28-33 arasinda olacak sekilde 6nceden belirli oranda diliie edilmis olan, bir adet
avirulent APMV-1 (6rn. Ulster), bir adet virulent tip PMV-1 (6rn. AG68) viruslarin iceren iki
adet pozitif ekstraksiyon kontrolleri ilave edilmelidir. Bu kontroller cihazin programina “FAM
pozitif kontrol” olarak kaydedilmelidir. Bunlar RNA ekstraksiyonunun etkinliginin kontrolii igin
kullanilmaktadir.

iki adet pozitif RNA kontrolii

Teste; Ctdegeri 28-33 arasinda olacak sekilde onceden belirli oranda diliie edilmis ve porsiyonlanmus
olan, oOnceki testlerde pozitif olarak bulunan RNA o6rnekleri dahil edilmelidir. Bu kontroller
cihazin programma “STANDARTLAR” olarak kaydedilmelidir. Bu kontroller, master mix’in
performansinin kontrolii i¢in kullanilmaktadur.

7.4 Metot

Kontrollerin hazirlanmasi

Avirulent (6rn. Ulster) ve virulent (6rn.AG68) suslarinin stok RNAs1 hazirlanir.

Her iki virusun RNAsinin 10 katli seri diliisyonlar1 hazirlanir ve rRT-PCR kullanilarak test edilir.

Her iki virusun RNASs1 28-32 arasinda bir Ct degeri olusturacak sekilde sulandirilir. Sulandirma
icin 5ul/ml RNasin igeren elusyon buffer AE (Qiagen RNA elution bufter) ya da muadili kullanilir.
Sulandirilmis olan stok RNAlardan 200 ul'lik porsiyonlar hazirlanir. Virulent ve avirulent
karakterdeki bu RNAlar etiketlendikten sonra -70°C’ de saklanir. Bunlar virulent ve ekstraksiyon
kontrolleridir.

Her iki RNA diliisyonundan da 10 ul'lik porsiyonlar hazirlanir. Virulent ve avirulent karakterdeki
bu RNAlar etiketlendikten sonra -70°Cde saklanir. Bunlar virulent ve avirulent pozitif RNA
kontrolleridir.

Onceki serinin kontrollerinin yaninda, amaca uygun olup olmadigini garanti etmek icin, her bir

kontrolden bir porsiyon alinarak test edilir. Seri numaralar ve Ct degerleri yazilarak kayda alinr.
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PCR Master mix’in hazirlanist

PCR Master mix’in hazirlanisi ve real-time i¢in kapillarlara/ pleyte yiiklenmesi islemi PCR temiz

odada yapilmalidir.
Reagent Voliim
Molekiiler derecede su ( RNAse-free) 9ul
(5x) Qiagen 1 step RT PCR buffer 5ul
Rox ref dye (molekiiler derecede su icerisinde 1/500 oraninda diliie edilmis) * 1l
dANTP mix (10uM her biri) 1l
RT6 (10pM molekiiler derecede su igerisinde ) 1l
RT7 (10uM molekiiler derecede su igerisinde ) 1l
VRP1 (5uMTE buffer igerisinde) 7 ul
ARP3 (5uMM TE buffer icerisinde) 1l
25mM MgCl, 3ul 3ul
RNasin (40U/pl) (molekiiler derecede su icerisinde 1/10 oraninda diliie edilmis) 1l
Qiagen 1 step RT PCR enzyme mix 1l

* Roche LightCycler cihazi kullanildiginda Rox boyasinin kullanilmasina gerek yoktur. Onun
yerine gerekli miktarda su kullanilmalidir.

Tiim reagentler uygun sekilde tamamen eritilip karistirildiktan sonra tabloda verilen miktarlar
kullanilarak test sayisina gore hesaplanarak master mix hazirlanir.

Master mix’in tamamen karismasi saglandiktan sonra bu karisimdan 23pl alinarak tiim real - time
PCR kapillar /pleyt gozlerine dagitilir.

Kapillar / pleyt kapaklari gevsek olarak kapatilir.

Master mixin hazirlandig1 temiz odanin diginda kapillar / pleyte RNA 6rnekleri ve kontroller ilave
edilir.

Orneklerin ve kontrollerin eklenmesi

Karosel / pleyt yerlesimine gore, test edilen 6rneklerin RNAsindan 2 pl alinarak 23l master mix
tizerine eklenir.

Bu agamada 6rneklerin ¢apraz bulagmasindan kaginmak icin ¢ok dikkatli olunmalidir. Oncelikle
test orneklere ait RNAlar dagitilmali, kontrollerin haricindekilerin kapaklar1 kapatilmalidir. Real-
time PCR cihazina konulmadan 6nce tiim kapillar / pleyt kapaklarinin siki ve dogru bir sekilde

kapanmis olmasi saglanmalidur.

Yerlesim planina uygun olarak kontrollerden ( negatif kontrol ekstraksiyonu 6ncelikle olmak iizere)

2w, 23 pl master mix iizerine ilave edilir.
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Tiiplere hava kabacigi olusmasi durumunda, maksimum devirde spin yaparak kabarcigin

giderilmesi saglanir.

Real-time kapillar / pleytleri test edilinceye kadar oda 1sisinda tutulabilir.. Eger test edilmeden 6nce

uzun siire bekletilecekse buz iizerinde ya da +4°Cde tutulmalidir.

Reaksiyonlarin ¢alistiriimasi

Real-time PCR cihaz1 agilarak karosel / pleyt cihazin 6zelligine gore yerlestirilir.

Real-time yazilim programi agilir ve kapillar/pleyt yerlesim planina gore tiim drnekler kayit edilir.
FAM ve HEX reporter boya olarak secilmelidir.

Test 6rnekleri bilinmeyen olarak kaydedilir. Kontroller ise; sadece master mix olan =NTC, negatif
ekstraksiyon=NAC, pozitif extraksiyon kontrolleri = FAM pozitif kontrol, virulent pozitif RNA
kontrol= Standart, avirulent pozitif RNA kontrol= Standart,olarak kaydedilir.

Test icin dongii kosullars;
50°Cde 30 dakika
95°Cde 15 dakika

95°Cde 10 saniye
50°Cde 30 saniye 40 dongii
72°Cde 20 saniye

30 saniye 50°Cdeki final uzatma basamag (annealing) sonunda floresan okunur.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Bu test ¢ok sonuglu bir testtir. Bir cift primer tim APMV-1 izolatlarini amplifiye ederek ve daha
sonra degisik problar tarafindan ayird edilir. Virulent boliinme bélgesine sahip tiim izolatlar FAM

problary, avirulent izolatlar HEX problar ile arastirilir.

Sonugta; kontroller i¢in rapor edilen Ct degerlerini asagidaki sekilde kontrol edilmelidir.

Gegerli bir test icin alt1 NDV RRT-PCR kontrolii asagidaki kosullarla 6rtiismelidir:

1. Template kontrolii yok - FAM ve HEX kanallarinin her ikisinde de “Ct olmamal1 ya da Ct 237
olmalidir,

2. Negatif ektraksiyon kontrolii - FAM ve HEX kanallarinin her ikisinde de “Ct olmamali ya da Ct
>37 olmalidir,

3. Iki pozitif ekstraksiyon kontrolii — Her bir extraksiyon ekstraksiyon kontroliiniin Ct degeri
onceden belirlenen Ct degeri serisinin ikisi arasinda olmalidir. Ornegin avirulent virus serisinin

onceden belirlenmis Ct degeri 30 ise ve virulent virus serisinin énceden belirlenmis Ct degeri
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29 ise, gegerli bir testte avirulent HEX Ct 28-32 arasinda, FAM kanalinda Ct olmamals, virulent
AG68 FAM igin 27-31 arasinda olmali ve HEX kanali i¢in Ct olmamali dir.

4. Tki pozitif RNA kontrolii -~ RNA kontrollerinin Ct degerleri ekstraksiyon kontrollerinde

belirlendigi sekilde 6nceden belirlenmis Ct serisinin bu iki Ct degeri arasinda olmalidir.

Pozitif bir 6rnek <37 Ct degeri olusturmalidir. Negatif sonuglar Ct olusturmazlar. Ct degerinin >37
Ct olmasi durumu yorumlanamayacak bir sonuctur ve konfirmasyon i¢in testin tekrarlanmasi
gerekir. Tekrarlanan testte de >37 bir Ct degeri alinmigsa sonug negatif olarak raporlanir. Virulent
ornekler FAM kanalinda pozitif Ct olustururken, avirulent 6rnekler HEX kanalinda pozitif Ct

olustururlar.

CGalisma pozitif ve negatif kontrollerle calisilan 6rneklerin beklenen degerler arasinda olup

olmamasina gore gegerli sayilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] Chad M. Fuller, Lina Brodd, Richard M. Irvine, Dennis J. Alexander and Elizabeth W. Aldous.

2010. Development of an L gene real-time Reverse- Transcription PCR assay for the detection
of Avian Paramyxovirus type 1 RNA in clinical samples. Archives of Virology, (2010) 155:817-
823

[l Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Bolim 2.3.14.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14_NEWCASTLE_
DIS.pdf

[0 Qiagen one-step RT-PCR kit Kullanim Kilavuzu
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NEWCASTLE HASTALIGI VIRUS (NDV)
PATOTIPLERININ REAL-TIME PCR TESTI ILE
BELIRLENMESI

1. AMAC

Klinik 6rneklerden ve infekte amnioallantoik sividan izole edilen RNAdan Newcastle Hastalig

virusunun fusion (F) proteininin hizla tespitinin yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu NDV’nin Real-Time PCR testi ile teshisini yapan Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvarinda uygulanmaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

APMYV-1: Avian paramyxovirus tip 1

ND: Newcastle Hastaligi, kanathlarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, olduk¢a
bulasic ve 6ldiiriicii karakterde olan viral bir hastaligidir.

rRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA: Riboniicleik Asit

F: Fusion Proteini
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, Newcastle Hastalig1 Virusu Fusion proteini (F proteini) tespitinin Real-Time PCR

testi ile yapilmasi islemlerini anlatir.

7.TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal
7.1. Materyal ve transport

[0 Oliikanathlardan alinan Grnekler; trakeal, oro-farengeal, kloakal sivaplar ve organ érnekleridir.
Organ ornekleri hazirlanirken solunum sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya
birlikte, sindirim sistemi organlarindan alinan 6rnekler ayr1 ayr1 veya birlikte, beyin ise ayr1

olarak islenir.

[l Canlikanathlardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir. Kiigiik ve narin
kanathlarda sivapla 6rnegi almak hayvana zarar verebileceginden taze diski virus izolasyonu
i¢in bir alternatif olabilir. Alinan sivap drnekleri VIV (pH 7.2-7.4) igerisinde, soguk zincirde

en seri sekilde ¢alismanin yapilacag: laboratuvara gonderilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)

LightCycler 2.0

Mikrosantrifiij

Derin Dondurucu ( en az -70°C’lik)

Mikropipetler (degisik voliimde)

Mikropipet uglar: ( steril Rnase free, hava bariyerli)
PCR tiipleri (degisik voliimde)

Vorteks karistirict

RNA ektraksiyon kiti

Soguk Blok

Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

I s [ s [y [ [ [ I [ |

7.3. Kimyasallar ve reagentlar

[] Primerler ve problar
RT6 CGCAGGATMCAAGRGTCTG
RT7 GGAGGATGTTGGCAGC
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VRP1[FAM] CCTATAAAICGITTCTGICTCCTTCC[BHQ1]
ARP3[HEX]CCTATAAGICGICCCTGTITCCC[BHQ1]

NOT: I =inosine

Koyu ve alt1 ¢izili baz = Locked nucleic acid (LNA)
Reagentler

Molekiiler kalitede su — herhangi bir tedarik¢iden
Qiagen 1 step RT-PCR kit — ya da emsal kalitede

Rox referans boya (1/1500) — Stratagene ya da muadili
25mM magnesium chloride - Promega ya da muadili

RNAsin (40U/pl) (6n diliisyon 1/10) - Promega ya da muadili

NDYV rRT-PCR Kontrolleri
No template control

Sadece master mix eklenerek testte en azindan bir no template control bulunmalidir. Bu cihazin

programina “NTC” olarak kaydedilmelidir. NTC master mix’in kontaminasyonunun kontrolii igin
kullanilmaktadur.

Negatif ekstraksiyon kontrolii

Testte en azindan bir adet negatif ekstraksiyon kontrolii bulunmalidir. Bu cihazin programina
“NAC” (nonamplification control) olarak kaydedilmelidir. Bu kontroller érneklerin ¢alisilmasi

esnasinda olugabilecek herhangi bir ¢apraz bulasmay1 ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir.
iki adet pozitif kontrol

Teste; Ct degeri 28-33 arasinda olacak sekilde 6nceden belirli oranda diliie edilmis olan, bir adet
avirulent APMV-1 (6rn. Ulster), bir adet virulent tip PMV-1 (6rn. AG68) viruslarini igeren iki adet
pozitif ekstraksiyon kontrolleri ilave edilmelidir. Bu kontroller cihazin programina virulent sus i¢in
“FAM porzitif kontrol’, avirulent sus icin “HEX pozitif kontrol” olarak kaydedilmelidir. Bunlar RNA
ekstraksiyonunun etkinliginin kontrolii i¢in kullanilmaktadir.

iki adet pozitif RNA kontrolii

Teste; Ctdegeri 28-33 arasinda olacak sekilde onceden belirli oranda diliie edilmis ve porsiyonlanmius
olan, oOnceki testlerde pozitif olarak bulunan RNA o6rnekleri dahil edilmelidir. Bu kontroller
cihazin programma “STANDARTLAR” olarak kaydedilmelidir. Bu kontroller, master mix’in

performansinin kontrolii i¢in kullanilmaktadur.
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7.4 Metot

Kontrollerin hazirlanmasi

Avirulent (6rn. Ulster) ve virulent (6rn.AG68) suslarinin stok RNAs1 hazirlanir.

Her iki virusun RNAsinin 10 katli seri diliisyonlar1 hazirlanir ve rRT-PCR kullanilarak test edilir.

Her iki virusun RNASs1 28-32 arasinda bir Ct degeri olusturacak sekilde sulandirilir. Sulandirma
icin 5ul/ml RNasin igeren elusyon bufter AE (Qiagen RNA elution bufter) ya da muadili kullanilir.

Sulandirilmis olan stok RNAlardan 200 ul'lik porsiyonlar hazirlanir. Virulent ve avirulent
karakterdeki bu RNAlar etiketlendikten sonra -70°C’ de saklanir. Bunlar virulent ve ekstraksiyon

kontrolleridir.

Her iki RNA diliisyonundan da 10 pl'lik porsiyonlar hazirlanir. Virulent ve avirulent karakterdeki
bu RNAlar etiketlendikten sonra -70°C’ de saklanir. Bunlar virulent ve avirulent pozitif RNA

kontrolleridir.

Onceki serinin kontrollerinin yaninda, amaca uygun olup olmadigini garanti etmek icin, her bir

kontrolden bir porsiyon alinarak test edilir. Seri numaralari ve Ct degerleri yazilarak kayda alinir.
PCR Master mix’in hazirlanisi

PCR Master mix’in hazirlanisi ve real-time igin kapillarlara/ pleyte yiiklenmesi islemi PCR temiz

odada yapilmalidir.
Reagent Voliim
Molekiiler derecede su ( RNAse-free) 9ul
(5x) Qiagen 1 step RT PCR buffer 5ul
Rox ref dye (molekiiler derecede su icerisinde 1/500 oraninda diliie edilmis) * 1l
dNTP mix (10pM her biri) 1l
RT6 (10uM molekiiler derecede su igerisinde ) 1l
RT7 (10pM molekiiler derecede su igerisinde ) 1l
VRP1 (5uMTE buffer igerisinde) 7 ul
ARP3 (5uMM TE buffer icerisinde) 1l
25mM MgCl, 3ul 3ul
RNasin (40U/ul) (molekiiler derecede su igerisinde 1/10 oraninda diliie edilmis) 1l
Qiagen 1 step RT PCR enzyme mix 1l

* Roche LightCycler cihazi kullanildiginda Rox boyasinin kullanilmasina gerek yoktur. Onun
yerine gerekli miktarda su kullanilmalidir.

Tiim reagentler uygun sekilde tamamen eritilip karistirildiktan sonra tabloda verilen miktarlar

kullanilarak test sayisina gore hesaplanarak master mix hazirlanir.
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Master mix’in tamamen karismasi saglandiktan sonra bu karisimdan 23pl alinarak tiim real - time
PCR kapillar /pleyt gozlerine dagitilir.

Kapillar / pleyt kapaklari gevsek olarak kapatilir.

Master mixin hazirlandig1 temiz odanin diginda kapillar / pleyte RNA 6rnekleri ve kontroller ilave
edilir.

Orneklerin ve kontrollerin eklenmesi

Karosel / pleyt yerlesimine gore, test edilen 6rneklerin RNAsindan 2 pl alinarak 23pl  master mix

tizerine eklenir.

Bu agamada 6rneklerin ¢apraz bulagmasindan kaginmak icin ¢ok dikkatli olunmalidir. Oncelikle
test orneklere ait RNAlar dagitilmali, kontrollerin haricindekilerin kapaklar1 kapatilmalidir. Real-
time PCR cihazina konulmadan 6nce tiim kapillar / pleyt kapaklarinin siki ve dogru bir sekilde

kapanmis olmasi saglanmalidur.

Yerlesim planina uygun olarak kontrollerden ( negatif kontrol ekstraksiyonu 6ncelikle olmak tizere)

2 pl, 23 ul master mix iizerine ilave edilir.

Tiiplere hava kabacigi olusmasi durumunda, maksimum devirde spin yaparak kabarcigin

giderilmesi saglanir.

Real-time kapillar / pleytleri test edilinceye kadar oda 1sisinda tutulabilir.. Eger test edilmeden 6nce

uzun siire bekletilecekse buz iizerinde ya da +4°Cde tutulmahdir.

Reaksiyonlarin ¢alistiriimasi

Real-time PCR cihazi agilarak karosel / pleyt cihazin 6zelligine gore yerlestirilir.

Real-time yazilim programi agilir ve kapillar/pleyt yerlesim planina gore tiim 6rnekler kayit edilir.
FAM ve HEX reporter boya olarak secilmelidir.

Test 6rnekleri bilinmeyen olarak kaydedilir. Kontroller ise; sadece master mix olan =NTC, negatif
ekstraksiyon=NAC, pozitif extraksiyon kontrolleri = FAM pozitif kontrol, virulent pozitif RNA
kontrol= Standart, avirulent pozitif RNA kontrol= Standart,olarak kaydedilir.

Test icin dongii kosullar;
50°Cde 30 dakika
95°Cde 15 dakika

95°Cde 10saniye
50°Cde 30 saniye 40 dongii
72°Cde 20 saniye

30 saniye 50°Cdeki final uzatma basamag (annealing) sonunda floresan okunur.
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Bu test ¢ok sonuglu bir testtir. Bir ¢ift primer tim APMV-1 izolatlarini amplifiye eder ve bu daha
sonra degisik problar tarafindan ayird edilir. Virulent béliinme bolgesine sahip tiim izolatlar FAM

problari, avirulent izolatlar HEX problari ile arastirilir.
Sonugta; kontroller i¢in rapor edilen Ct degerlerini asagidaki sekilde kontrol edilmelidir.
Gegerli bir test igin altt NDV RRT-PCR kontrolii asagidaki kosullarla ortiismelidir:

1. Template kontrolii yok - FAM ve HEX kanallarinin her ikisinde de “Ct olmamali ya da Ct =37
olmaldr,

2. Negatif ektraksiyon kontrolii - FAM ve HEX kanallarinin her ikisinde de “Ct olmamali ya da Ct
>37 olmaldir,

3. Iki porzitif ekstraksiyon kontrolii — Her bir extraksiyon ekstraksiyon kontroliiniin Ct degeri
onceden belirlenen Ct degeri serisinin ikisi arasinda olmalidir. Ornegin avirulent virus serisinin
onceden belirlenmis Ct degeri 30 ise ve virulent virus serisinin énceden belirlenmis Ct degeri
29 ise, gegerli bir testte avirulent HEX Ct 28-32 arasinda, FAM kanalinda Ct olmamals, virulent
AG68 FAM igin 27-31 arasinda olmali ve HEX kanali i¢in Ct olmamali dir.

4. 1ki pozitif RNA kontrolii -~ RNA kontrollerinin Ct degerleri ekstraksiyon kontrollerinde

belirlendigi sekilde 6nceden belirlenmis Ct serisinin bu iki Ct degeri arasinda olmalidir.

Pozitif bir 6rnek <37 Ct degeri olusturmalidir. Negatif sonuglar Ct olusturmazlar. Ct degerinin >37
Ct olmasi durumu yorumlanamayacak bir sonugtur ve konfirmasyon igin testin tekrarlanmasi
gerekir. Tekrarlanan testte de >37 bir Ct degeri alinmigsa sonug negatif olarak raporlanir. Virulent
ornekler FAM kanalinda pozitif Ct olustururken, avirulent rnekler HEX kanalinda pozitif Ct

olustururlar.

Calisma pozitif ve negatif kontrollerle ¢alisilan 6rneklerin beklenen degerler arasinda olup

olmamasina gore gecerli sayilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] Fuller, CM., Collins,M.S., Alexander, D.J. (2009). Development of a real-time Reverse-

Transcription PCR for the detection and simultaneous pathotyping of Newcastle Diseases
Virus isolates using a novel probe. Arch Viro, 154 (6)929-937.

[l Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Bolim 2.3.14.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14_NEWCASTLE _
DIS.pdf

[] Qiagen one-step RT-PCR kit Kullanim Kilavuzu

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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NEWCASTLE DISEASE VIRUS (NDV)
ANTIKORLARININ TESPITI ICIN ELISA

TEST METODU

1. AMAC

Bu test metodu, kanatlilarda Newcastle Hastalig1 (ND) etkenine kars: olusan antikorlarm ELISA
testi ile tespitinin yapilmasidur.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Newcastle Hastalig1 stipheli kanathlarda bu etkene karsi olusan antikorlarin
tespitini ELISA testi ile yapan Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tim reagentlar1 2-8°Cde muhafaza ediniz.
Tiim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakhigina getirilmelidir.

Tiim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

Ll S

Kullanilmamus pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢inde 2-8°Cde saklanmalidur.

5. Farkl serilerdeki (farkli zamanlarda iiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:

karistirllmamalidir.
6. Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit kullanilmamalidir.
7. Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleyte hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.
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9. Substrat soliisyonu gz, solunum sistemi ve deri {izerinde tahris edici etkisi vardir. Deri ve

gozlerle temasindan kaginilmalidir.
10. Stop soliisyonu kuvvetlibirasit olup, yaniklara sebep olabilen H,SO, igerir. Dikkatli caligtimalidur.
11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12. Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanihr.

13. Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

ND: Newcastle Hastalig1, kanathilarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, oldukea

bulasic ve 6ldiiriicii karakterde olan viral bir hastaligidir.
ELISA: Enzym Linked Immunosorbent Assay
Antikor (Ab): Antikor, ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemi tarafindan;

kendi organizmalarina ait olmayan organik yapilara kars1 gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag): Antijen, viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor
olusturulmasina neden olan molekiillerdir.

Konjugat: Bir enzim ile isaretlenmis ikinci ajan, enzim ile isaretlenmis antiglobulin.

Substrat: Biyokimyada enzimlerin tepkimelerinde islenen maddelere verilen addir. ELISA
da konjugeyte bagli olan enzime 6zgii alt tabakaya substrat denir. Sisteme (Ag-Ab kompleksi)
baglanmis konjugeyte bagh enzim uygun kromojen substrat1 parcaladiginda ortaya ¢ikan renk,

yapilacak kolorimetrik yontemlerle olgiilerek baglanmis olan enzim dolayisiyla baglanmis olan
antikor hakkinda fikir verecektir.

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, kanathlarda Newcastle Diseases Virus (NDV) etkenine karsi olusan antikorlarin
varliginin ELISA testi ile tespitini anlatir. ELISA, kat1 bir faza bagli olarak Antijen- Antikor (Ag-Ab)
kompleksinin olusabilmesi ve enzim ile isaretlenmis konjugeyt olarak isimlendirilen ikinci ajan ve
uygun bir substrat ile reaksiyon sonucunda renkli son iiriin seklinde Ag-Ab kompleksinin varligin

saptanmasl i¢in uygulanan test metodudur (Tablo 2).
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Tablo 2: ELISA Test Metodu’ nun Sematik Anlatimi

VAN mee YL O

Antikor Antijen Konjugeyt Substrat

SONKE RN R pe—

Yikama + Konjugeyt Yikama + Subsirat

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

[] Testedilecek kanatli kan serumlar1
7.2. Kullanilan Ekipman

[ 96 gozlii U tabanh mikropleyt

[] Otomatik mikropipetler ( tek kanalli ve 8-12 kanall )
[0 Mikropipet uglart

[] ELISA okuyucusu

[] Vortex

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
] ELISAKiti

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.
Bunlarin bir kismu kit igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismui ise
kullanimdan 6nce hazirlanmas: gerekir. Kullanimdan énce hazirlanmasi gereken reagentlerin

dilusyonlari kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentler kitte belirtilen stire ve
sicaklikta saklanur.

Teste baglamadan 6nce biitiin gerekli reagentler oda sicakligina (21-27°C) gelene kadar bekletilir.
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7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

Testte kullanilacak 6rnek miktar, test reagentlerinin kullanim konsantrasyonlar: ve inkubasyon

siireleri, tercih edilen ticari ELISA kitinin protokoliine uygun olarak ayarlanur.

Genel olarak ELISA testinin temel basamaklar1 asagida agiklanmustir. Teste baglamadan 6nce

antijen kapli ELISA pleytine konulacak kontrol ve test serumlarinin pleyt iizerindeki konumu
kaydedilir.

Muayene/Analizin Yapilmasi

1.

10.

11.
12.

Negatif ve Pozitif kontrol serumlarindan kitin protokoliine uygun hacimde ve dilusyonda
2’ser veya 3er goze (0rnegin; A1-A2 negatif kontrol, H11-H12 pozitif kontrol veya A1-A2-A3
pozitif,negatif,pozitif kontrol H10-H11-H12 negatif, pozitif, negatif kontrol olacak sekilde)

konulur.

Referans kontrol serumu 1 veya 2 goze konur. Referans kit kontrol serumlari kitin protokoliine

uygun hacimde ve dilusyonda kullanilir.
ELISA pleytinin kontroller disindaki her bir goziine kitin protokoliine uygun hacimde diluent

konur ve {izerine dnceden hazirlanmis olan dilue serumlardan belirli hacimde ilave edilerek

test serumlari kitte belirtilen final sulandirma oraninda hazirlanmis olur.
Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.

Siire sonunda igerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde 6nerilen

konsantrasyonda hazirlanmis olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanr.

Son yikamadan sonra pleyt ters cevrilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice

emdirilmesi saglanir.

Belirtilen hacimde Konjugat Solusyonu tiim gozlere ilave edilir.

Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.
Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig: gibi tekrarlanur.

Her géze protokole uygun miktarda Substrat Solusyunu konur ve kit protokoliine uygun
sicaklik ve siirede inkube edilir

Reaksiyonu durdurmak i¢in her goze belirtilen hacimde Stop Solusyonu ilave edilir.

Test protokoliinde verilen dalga boyunda ELISA okuyucu ile OD degerleri saptanir ve bilgisayar

¢iktisi alinir. Kit protokoliinde verildigi sekilde sonuglar yorumlanir.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Test edilen ornekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri i¢in okunan OD degerleri ile kit

protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gecerli sinirlar

icerisinde ise test edilen 6rnekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/veya kantitatif

olarak degerlendirilir.
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Testte kullanilan pozitif, negatif ve referans kontrollerin beklenilen standart seviyelerde ¢ikmasi
halinde test gegerli olarak kabul edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen
OD degerleri ile dlgiilen OD degerleri karsilagtirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
BioChek Test Kiti Kullanim Talimat:

Guildhay Kiti Kullanim Talimat1

Idexx Kiti Kullanim Talimat:

Synbioticks Test Kiti Kullanim Talimat:

O O o &8O &3

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.14.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14 NEWCASTLE_
DIS.pdf

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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NEWCASTLE DISEASE VIRUS (NDV) TESHISINDE
HEMAGLUTINASYON INHIBISYON (HI)

TEST METODU

1. AMAC

Newcastle Hastalig1 virusunun (APMV-1/NDV) Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon Inhibisyon
(HA-HI) test metodu ile teshisinin yapilmas1 amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, ND virusunun teshisini HA-HI test ile yapan Kanath Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvarlarinda kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiy6z materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, ol¢ti, miktar, titre gibi 6zellikleri
bilinen, uluslararas1 bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal /
biyolojik madde gibi tirtinlerdir.

ND: Newcastle hastaligi, kanatlilarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerini etkileyen, oldukea
bulasici ve oldiiriicti karakterde olan viral bir hastaligidir.

APMYV-1: Avian Paramyxovirus-1

HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi
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OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saghk Orgiitii
CAS: Korio-allantoik siv1
PBS: Phosphate Buffered Saline

v/v : Volum/volum

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, viral kanathi hastaliklar1 yoniinden siipheli materyallerden izole edilen
hemaglutinasyon aktivite 6zelligi gosteren viral etkenin (infektif korio-allantoik sivinin), testte
kullanilan Sertifikali Referans Standart (SRS) antiserumlarin hemaglutinasyonu inhibe etme
oOzelliginden yararlanilarak Newcastle hastalig1 virusunun varligi veya yoklugunun saptanmasini

anlatir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[] Test Materyali; Infektif korio-allantoik sivi

[] Sertifikali Referans Standart (SRS);

[] Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen [APMV-1(NDV)]
[] Sertifikali Referans Standart (SRS) Antiserum [APMV-1(NDV)]
7.2. Kullanilan Ekipman

[ 96gozlii U/V tabanlh mikropleyt

[0  25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglar1

[]  Kuvetler

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g

KCl 02g

KH, PO, 02¢g

Na HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95g (12 Sulu)

Steril distile su ile 1000 mI'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4e
ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test igin gerekli
olan eritrosit stispansiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilir. Buzdolabinda (5°C+3°C) raf dmrdi,

sisenin agz1 agilmadikea hazirlanmasindan sonra 2 yildir.
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%1’lik Tavuk Eritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

O
O

10 m!’ lik enjektdre 5 ml kan i¢in 5 ml antikoagulan (esit hacimde) ¢ekilir,
Kan alma hayvani olarak saglikli tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alt1

venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiiriilerek kanin antikoagulan ile iyice

karigmast saglanir.
Kan enjektorden santrifiij tiipiine enjektoriin igne kismi ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

Antikoagulanl kan 1000-1500 rpm’ de 5-10 dakika santrifiij edilir ve ayrilan siipernatant
dikkatlice pipetle gekilir.

Tiptin dip kisminda kalan eritrositin {izeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavagca alt st
edilerek kanin PBS ile iyice karigmasi saglanir, 5 dakika santrifiij edilir ve tstteki swv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

Son yikamadan sonra iistte kalan berrak sivi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gokeltisinden 1 ml alinarak 99 ml PBS icgerisine katilir. Boylece %1’lik eritrosit siispansiyonu

hazirlanmas olur.

Hazirlanan eritrosit siispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii i¢in U/V  tabanli
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gozlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml % 1’ lik

tavuk eritrosit siispansiyonu konulur.

Pleytin kenarlarina hafifce vurularak PBS ile tavuk eritrosit stispansiyonunun iyice karigmasi
saglanir ve eritrositlerin ¢okmesi i¢in yaklagik 22°C+3°C de 40 dakika 5°C +3°C “ de 60 dakika
beklenir.

Galisilan gozdeki eritrositlerin belirgin bir digme formasyonu olusturup, pleyt hafifce egimli

tutuldugunda gozyas: akintis tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit siispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

Stipheli materyallerden izole edilen hemaglutinasyon aktivitesine sahip viral etkenin (infektif
korio-allantoik siv1), 4 HAU” ne ayarlanir. HA test sonucu 4 HAU olan antijen/izolat, HI testinde

kullanilir. HA sonucu 4 HAU degil ise, bulunan test sonucuna gore tekrar 4 HAU ayarlanir, tekrar

kontrol edildikten sonra HI testine devam edilir.

Muayene/Analizin Yapilmasi

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi

1) 96 gozlii V veya U tabanl mikropleytin ¢alisilacak tiim gozlerine 25 pl PBS konulur,

2) Tiplendirmesi yapilacak virus izolatinin ¢alisilacag: siranin ilk goziine 25 ul SRS Antiserum
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3) SRS Antiserumun iki katl seri diliisyonlar: yapilir ve bu siradaki her bir géze 4 HAU virus
sispansiyonundan,

4) Pozitif kontrol i¢in ayrilan sirada da SRS Antiserum [APMV-1(NDV)’]'un diliisyonu yapilarak,
siranin her bir goziine 4 HAU SRS Antijen [APMV-1(NDV)]den konulur,

5) Pleytin kenarlarina hafifce vurularak iyice karigmasi saglanir ve daha sonra yaklasik 22°C+3°C
de 15-30 dakika / 5°C+3°Cde 60 dakika beklenir.

6) Bekleme siiresi bitiminde tiim gozlere %1’ lik tavuk eritrositinden 25 pl eklenir ve hafifce
karistirldiktan sonra eritrositlerin gokmesi i¢in 22°C+3°Cide 40 dakika 5°C +3°Cde 60 dakika
negatif kontrol goziindeki bariz bir diigme formasyonu goriiliinceye kadar beklenir.,

7) Bu son bekleme siiresi bitiminde ise pleyt gozlemlenerek diigme formasyonu olusan yani
Hemaglutinasyonun inhibe oldugu, HI (+) gozlerin varlig1 saptanir (Sema 1).

8) Virus izolatinin, SRS Antiserum [APMV-1(NDV)] ile tam olarak inhibisyon géstermesi

o antiserum ile HI (+) oldugunu gosterir. Bu sonuglara gore virus izolatinin teshisi ile ilgili

degerlendirme yapilir.
1/2 1/4 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

Sema 1 : HI (+) Test Sonucu Sematik Goriintii

Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;
Inhibisyon (digme formasyonu) olan gozler = Pozitif

Inhibisyon (diigme formasyonu) olmayan, dantela tarzinda kalan gozler = Negatif olarak ifade
edilir (Sema 2).

HI Test Sonucu
" {w\ @ @@ @ @ G) HI ()
1 666@ e 0@

Sema 2 : HI (+) ve HI (-) pleyt gortiniimii
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7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

Negatif kontrol (kan kontrol): Bu siradaki gozlerde eritrositin antijen ile baglanip dantela

tarzinda kalmas,

Pozitif kontrol (SRS Antiserum [APMV-1(NDV)] ve SRS Antijen [APMV-1(NDV)]: Bu

siradaki gozlerin diigme formasyonu verip, pleyt egimli tutuldugunda gozyas: akintist

tarzinda sekil olusturmasi testin gegerliligini kanitlar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[

Alexander, D.J. & Senne D.A. (2008a). Newcastle Disease, Other Avian Paramyxoviruses, and
Pneumovirus Infections. In: Diseases of Poultry, 12.Baski, Saif Y.M., Fadly A.M., Glisson J.R.,
McDougald L.R., Nolan LK. & Swayne D.E,, eds. Iowa State University Press, Ames, lowa,
USA, 75-116.

Alexander, D.J. & Senne D.A. (2008b), Newcastle Disease and Other Avian Paramyxoviruses.
In: A Laboratory Manual for the Isolation, Identification and Characterization of Avian
Pathogens, Dufour-Zavala L. (Editor in Chief) Swayne D.E., Glisson J.R., Jackwood M.W,,
Pearson J.E., Reed W.M, Woolcock PR., 4th ed., American Association of Avian Pathologists,
Athens, GA, 135-141.

Dennis J. Alexandar Newcastle Disease and other Avian Paramyxoviridae Infections.Diseases
of Poultry, Béliim 20, 541-569

Glisson J.R., Jackwood M.W., Pearson J.E., Reed W.M, Woolcock PR., 4th ed., American
Association of Avian Pathologists, Athens, GA, 135-141.

Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
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OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.14.

http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.14_ NEWCASTLE_
DIS.pdf

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS
VIRUSU (IBV) IZOLASYONU

1. AMAC

Avian infectious bronchitis virusunun (IBV) izolasyonu ve identifikasyonu islemlerinin yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Bu prosediir, IBV izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili her tiirlii analiz/muayene/kontrolii yapan
Kanatl Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

IB: Infectious bronchitis kanathilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulasic1 bir
hastaliktir.

PBS : Phosphate Buftered Saline
SPF (Specific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatli hastaliklarimin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlar1 tagimayan siiri.

Inokulum: Virus izolasyonu calismalarinda kullamlmak iizere organ ve doku &rneklerinin

par¢alanmastyla, ekim i¢in hazirlanmis olan materyal.
CAB: Korio-allantoik bosluk

CAS: Korio-allantoik siv1

ETY: Embriyolu tavuk yumurtasi

HA: Hemaglutinasyon
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HI: Hemaglutinasyon-Inhibisyon

TOC: Tracheal Organ Culture

BGS-3: Biyogiivenlik Seviyesi 3

OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu prosediir, Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarina IB hastalig1 siiphesi ile gelen kanath
hayvanlardan alan, i¢ organ 6rnekleri, diski, trakeal ve kloakal sivap vb. materyallerden viral

etkenin izolasyonu i¢in yapilan tiim islemlerin akis sistemini anlatir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Canli kanathilardan alinan 6rnekler, trakeal, oro-farengeal ve kloakal sivaplardir.

Klinik olarak hastalik siiphesi goriildiigiinde hemen IB'nin goriilen formuna uygun olarak érnekler
alinmahdir. Ornekler soguk tasima vasati igerisine alinip hemen dondurulmali ve soguk zincirde
laboratuvara ulagtirilmalidir. Akut solunum sistemi hastalig1 icin canli kanathlardan tist solunum
yollarindan sivaplar ya da 6len kanatlilardan trachea ve akcigerlerden 6rnekler alinarak icerisinde
antibiyotik bulunan (Penicillin (10.000 Unit/ml)-Streptomycin (10 mg/ml), tasima vasati vasatlarina
alinir ve dondurulur. Solunum sistemi 6rneklerine ilaveten nefritis problemi olan hayvanlardan
bobreklerden, yumurta veriminde problem olan siiriilerden ise oviducttan da 6rnekler alinmalidir.
Bazi durumlarda virusizolasyonuna gerek olmadan RT-PCR testiile IBV identifikasyonu yapilabilir.
Bu islem i¢in sadece trakeal ya da kloakal sivap siv1 tasima vasatina konulmadan gonderilebilir.
IB kaynakli nefritisten siipheli olgularda virus izolasyon ¢alismalari i¢in kullanilmak iizere taze
karkaslardan 6rnekler alinmalidir. En yiiksek virus izolasyon orani sekal tonsiller ve diskidan
oldugu bildirilmistir.

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Biyogiivenlik Kabinleri ( Class II tip)

Santrifiyj

Kulugka makinesi

Mekanik parcalayici cihaz ve tiipleri / ultra turrax / blender

Elektrikli/sarjli pipettor

Yumurta kontrol lambasi

Steril keskin cerrahi makaslar, disli ve dissiz pensler

I [ [ [ B |

Santriftyj tiipleri (15 ml)
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Embriyolu yumurta i¢in ekim materyali (yumurta kabugu delicisi)
Steril enjektor (1 veya 2 cc. lik, 0.1 cc. taksimatlr)
Tek kullanimlik steril malzeme (pipetler, marazi madde kaplari, tiip vb.)

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[
O
O

O
O

Steril PBS (pH 7.0-7.4)

Yikanmuis tavuk eritrositi %1 (v/v)

Antibiyotik soliisyonu: Penicillin (2000 {init/ml)-Streptomycin (2 mg/ml), Gentamycin (50
mg/ml) ve Mycostatin (1000 tinite/ml). Diski ve kloakal svaplar i¢in bu oranlar 5 X hazirlanir.
%70’lik Ethanol / Tentiirdiyot

Yapistiricy; uhu, tirnak cilasy, eritilmis parafin vb.

Ayrica;

[

9-11 giinlitk SPF embriyolu tavuk yumurtast.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

IB Hastaligr siipheli kanathlarda nekropsi islemi, Kanatlilarda Nekropsi prosediiriine gore

yapilarak etken izolasyonu i¢in gerekli olan sivap ve organ drnekleri alinir.

Muayene/Analizin Yapilmasi

Virus Izolasyonu

inokulum Hazirlama

[

Organ parcalarindan hazirlanacak inokulumun mekanik pargalayici cihaz kullanarak
parcalanmast en idealdir. Eger mekanik parcalayici cihaz yoksa, organ pargalar ultra turrax,

blender veya steril makas yardimiyla iyice pargalanir.

Parcalanmis doku %10-20 (w/v) oraninda olacak sekilde hazirlanmis antibiyotik soliisyonu
icerisine konur ve iyice karigmasi saglanir.

Karisim, 3000 rpmde 10 dakika santrifiij edilerek tistteki siv1 alinir.

Trakeal, kloakal sivaplar ve diski materyalinden inokulum hazirlanirken, bu materyaller de
antibiyotik soliisyonu igine alinir.

Diski ve kloakal sivaplar i¢in kullanilacak antibiyotik soliisyonu, antibiyotik miktar1 yukarida
verilen oranlarin 5 kat1 artirilarak hazirlanir.

Siispansiyonlar oda sicakliginda 60 dakika ya da buzdolabinda bir gece bekletilir ve bu siire

sonunda isleme alinir. Hemen isleme alinmayacaksa derin dondurucuda muhafaza edilir.

Antibiyotik soliisyonunda bekleme siiresini tamamlayan suspansiyonlar 3000 rpmde 10 dakika

tekrar santrifiij edilir, iistteki siv1 alinarak inokulum olarak kullanilir.
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Embriyolu Yumurtalarin Hazirlanmasi ve Inokulasyonu

SPF Tavuk Yumurtalarinin On-inkiibasyonu

[

Infectious bronchitis virusu ETYda iiremektedir ve bu nedenle izole etmek igin tercih edilen
metot SPF embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyondur. On-inkiibasyona konacak SPF tavuk
yumurtalar1 10-15°Cde min. 18 saat max. 10 giin saklanmis olmahdir.

Inkubatore yerlestirilen yumurtalar, potasyum permanganat + formol ile fumige edilir.
Inkubatorde 37.5+ 0.5°C ve %50-70 nispi nem (RN)de 6n-inkubasyona tabi tutulur.
On-inkubasyon siiresi 9-11 giindiir (Inkubatére konma giinii = giin 0).

9-11 giin inkube edilmis yumurtalar, yumurta kontrol lambast ile karanlik bir ortamda fertilite
ve canlilik muayenesi yapilir ve asagida anlatildig sekilde ayirt edilir;

Olii embriyolu yumurtalar: Gériilebilir damar yok, agik sar1 yumurta sivisinda yiizen embriyo

gri-siyah kiitle gértiniimiinde,

Fertil olmayan yumurtalar: Embriyonun olmamasi, yalnizca yumurta sarisinin ayirt edilebilmesi

seklinde gozlenir.

Inokulasyon yerinin belirlenmesi:

[

Fertil olanlarda embriyonun yeri ve yumurtanin hava boslugu sinir1 kursun kalem ile ¢izilir.
Inokulasyon yeri, embriyonun kars1 tarafinda, kan damarlarinin az oldugu bir noktada, hava
boslugu ¢izgisinin 2 mm kadar tizerinde isaretlenir.

Yumurtalar, hava keseleri iiste gelecek sekilde viyollere yerlestirilir ve iizerlerine inokule

edilecek materyalin kod numarasi yazilir. Her numune i¢in 3-5 yumurta kullanilir.

SPF Embriyolu Tavuk Yumurtasina Ekim

[
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Biyogiivenlik kabini i¢erisinde, inokulasyon noktasini da igine alacak sekilde yumurtalarm iist
kisimlart %70 Ethanol ya da seyreltilmis tentiirdiyot ile 1slatilmis pamuk yardimaiyla silinerek
dezenfekte edilir.

Inokulasyonun yapilacag: bolgede daha once isaretlenmis noktadan steril delici ile delik acilir.

Steril enjektdr igerisine alman inokulum swvisi, 90”lik egim ile, 0.1-0.2 ml miktarinda

korioallantoik bosluga enjekte edilir.

Agilan delik, bir damla siv1 yapistirici yada eritilmis parafin ile kapatilir,

Inokulasyondan sonraki 24 saatlik gdzlem siiresinin sonunda élen embriyolu yumurtalar,
kaydedilerek degerlendirmeye alinmaz ve atilir.

Yumurtalarin 35-37°Cde 4-7 giin inkubasyonuna devam edilir. Bu siire icinde 24 saat
araliklarla yumurtalarin canlilik muayenesi yapilir. Olii veya 6lmekte olan embriyolari iceren

yumurtalar ve inkubasyon periyodunun sonunda canli kalan tiim yumurtalar buzdolabinda 1

gece bekletilir. Bu siirede 6lmeleri ve kan damarlarinin ¢ekilmesi saglanir.
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Korio Allantoik Sivinin (CAS) Toplanmasi

[] Biyogiivenlik kabini icerisinde, steril malzemeler (egri u¢lu makas, pens, pipetler, tiipler vb.)

hazirlanir.

[] CASlan toplanacak yumurtalar, oncelikle Gst kisimlar1 %70 Ethanol ya da seyreltilmis
tentiirdiyot ile 1slatilmis pamuk yardimuiyla silinerek dezenfekte edilir.

[] Hava kesesini belirleyen ¢izginin 1-2 mm {izerinden makas yardimu ile kesilerek yumurta
kabugu kaldirilir

[ Havaboglugunu sinirlayan yumurta zari, yumurta sarisina zarar verilmeden agilir.

[J Elektrikli pipettor ve pipet yardimiyla korio-allantoik sivi (CAS), yumurta sarisina zarar

verilmeden toplanur.

[l Toplanan s eritrosit ve hiicre birikintilerinin uzaklastirilmas: amaciyla 3000 rpmde 5 dak.

santrifiij edilir.

7.5. Sonuglari degerlendirilmesi
Saha susunun yumurtaya adapte bir sus olmadig1 durumlarda ilk pasajda genellikle makroskopik

lezyonlar sinirhdir. Inokulasyondan 3 giin sonra tiim yumurtalarin korioallantoik sivilari toplanarak
bir araya getirilir. Bu siv1 1/5 ya da 1/10 antibiyotik soliisyonu ile dilue edildikten sonra tekrar pasaji
yapilir ve bu sekilde 3-4 kez pasaj edilir. Saha suglar1 2-4 pasajdan sonra embriyolarda tipik olarak
gelisim bozuklugu, kivrilma, titylerde distrofi ve mezonefronlarda iirat birikimleri olusturabilir.
Daha ileri pasajlarda sus embriyoya adapte olmaya basladiktan sonra embriyo 6liimleri olusabilir.
Solunum sisteminde yaygin olarak bulunabilen adenovirus gibi diger viruslarda embriyolarda
IBV ile benzer lezyonlar olustururlar. Avian infectious bronchitis virusunun sinirli sayida suslari
tavuk eritrositlerini aglutine etme (HA) yetenegi olup diger bir¢ok susu bu 6zellige sahip degildir.
Bu nedenle IBV'nin izolasyonu serotiplendirme ve genotiplendirme ile teyit edilmelidir. Infekte
korioallantoik sivilar kisa siireli saklamalar i¢in -20°C, uzun siireli saklamalar i¢in -60°Cde ya da
liyofilize edildikten sonra 4°Cde tutulabilir.
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS (IBV)
TESPITINDE HEMAGLUTINASYON

TEST METODU

1. AMAC

Avian Infectious Bronchitis virusuna (IBV) karsi olusan antikorlarm Hemaglutinasyon ve

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HA-HI) test metodu ile tespiti amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, IB virusuna karsi olusan antikorlarin tespitini HA-HI test ile yapan Kanatli

Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, 6l¢ti, miktar, titre gibi 6zellikleri
bilinen, uluslararasi bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal/
biyolojik madde gibi tirtinlerdir.

IB: Avian Infectious Bronchitis kanatlilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulagic1 bir
hastaliktir.

HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi

OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii
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CAS: Korio-allantoik siv1
PBS: Phosphate Buffered Saline
SPF: Specific Pathogen Free

v/v : Volim/voliim

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, Sertifikali Referans Standart (SRS) antijenler kullanilarak bu antijenlerin stipheli

serumlarda IB virusuna karsi olusan antikorlar1 hemaglutinasyonu inhibe etme ozelliginden

yararlanilarak saptanir.

7.TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

i

I s |

Test Materyali; Infektif korio-allantoik sivi

Sertifikali Referans Standart (SRS);

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen [IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)]
Sertifikali Referans Standart(SRS) Antiserum [IBV-1(M41,793/B,QX,IT-02,D274 vb.)]
Sertifikal1 Referans Standart (SRS) Negatif serum (SPF)

7.2. Kullanilan Ekipman

OO0 O0O@O0Oo@O0@O@Oo@O& @3
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96 gozlii V/ U tabanli mikropleyt

25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglari
Kiivetler

Pipet ve sarjli pipettor

Degisik olciilerde vidali kapakl siseler

Santrifij

Enjektor

Santrifiij tipii

Buzdolab:

Laboratuvar saati
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7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g

KCl 02g

KH, PO, 02g

Na,HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95g (12 Sulu)

Steril distile su ile 1000 mI'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4€

ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test igin gerekli

olan eritrosit siispansiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilir. Buzdolabinda (5°C+3°C) raf 6mri,

sisenin agz1 agilmadik¢a hazirlanmasindan sonra 2 yildir.

%1’lik Tavuk FEritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

[
[

10 m!’ lik enjektore 5 ml kan i¢in 5 ml antikoagulan (esit hacimde) gekilir,
Kan alma hayvani olarak saglikli tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alti

venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiiriilerek kanin antikoagulan ile iyice

karigmasi saglanur.
Kan enjektorden santrifiyj tiipiine enjektoriin igne kismi ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

Antikoagulanli kan 1000-1500 rpmde 5-10 dakika santrifiij edilir ve ayrilan siipernatant
dikkatlice pipetle ¢ekilir.

Tipiin dip kisminda kalan eritrositin tizeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavasca alt tist
edilerek kanin PBS ile iyice karismasi saglanir, 5 dakika santrifiij edilir ve iistteki siv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

Son yikamadan sonra iistte kalan berrak sivi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gOkeltisinden 1 ml alinarak 99 ml PBS icerisine katilir. Béylece % 1lik eritrosit siispansiyonu

hazirlanmas olur.

Hazirlanan eritrosit stispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii icin U/V tabanl
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gozlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml % I'lik tavuk

eritrosit siispansiyonu konulur.

Pleytin kenarlarina hafifce vurularak PBS ile tavuk eritrosit siispansiyonunun iyice karigmasi
saglanir ve eritrositlerin ¢cokmesi i¢in 5°C+3°Cde yaklasik 30 dakika beklenir.

Calisilan gozdeki eritrositlerin belirgin bir diigme formasyonu olusturup, pleyt hafifce egimli

tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit stispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.
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7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Antijenin 4 HAU’ ne ayarlanmasy;

Hemaglutinasyon (HA) Testi

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

96 gozlii V veya U tabanl mikropleytin ¢alisilacak gozlerine 25 ul PBS konulur,

[k gdze 25 pl Standart Antijen (IBV-M41) ilave edilir ve iki kath diliisyonu yapilarak son goze
kadar gidilir.

Diliisyon yapilan tiim gozlere tekrar 25 pl PBS ilave edilir,

Ayni gozlere 25 ul % 1’lik yikanmus tavuk eritrositi konulur,

Negatif kontrol (kan kontrol) icin ayrilan siradaki gozlere 25 ml PBS ve iizerine 25 ml % 1’lik

tavuk eritrosit siispansiyonu ilave edilir,

Pleytin kenarlarina hafifce vurularak iyice karigmasi saglanir ve reaksiyonun sekillenmesi
icin 5°C+3°Cde yaklasik 30 dakika ya da kontrol goziindeki eritrositler belirgin bir digme
formasyonu olusturana kadar beklenir.

Bekleme siiresi sonunda pleyt gozlemlenerek dantela tarzinda kalan yani Hemaglutinasyon
sekillenen gozlerin varlig: saptanir. HA pozitif reaksiyonu tanimlama, HA (+) virus izolatina
ait siranin dantela tarzinda kalan son gézii %100 HA veren goz olarak kabul edilir. Bu son goz
1 HA Unitesini temsil eder (Sema 1) ve (Sema 2).

2EEE®®®® O

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1,512 1/1024

T 1
4 HAU 1 HAU
SON HA VEREN GOZ

Sema 1: HA (+) Test Sonucu Sematik Goriintii (4 HAU Hesaplanmast)

1.HA (+) 2. Eritrosit Kontrolii

Sema 2: Hemaglutinasyon Olusma Mekanizmasi
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Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;

Hemaglutinasyon sekillenen (dantela tarzinda kalan) gozler = Pozitif

Hemaglutinasyon sekillenmeyen (diigme formasyonu olusan) gozler = Negatif olarak ifade edilir.
4 HAU ayarlanmasy;

1 HAUsi belirlenmis SRS Antijen [IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)] 4 HAUne (Sema 1)’
de gosterildigi ve asagida anlatildig: gibi ayarlanir.

Orn: 1 HAU = 1/ 256 olan bir antijen 4 HAU hazirlanmak igin ; 256 : 4 = 64, 63 ml PBS + 1ml SRS
Antijen [IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)] ilave edilerek diliisyon hazirlanir.

4 HAU’ ne ayarlanan SRS Antijen [[IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)]’ in kontrolii i¢in,
ayni pleytte her 6rnek icin paralel iki sira olacak sekilde HA testi yapilir.

1. HA test sonucu 4 HAU olan antijen, HI testinde kullaniir. HA sonucu 4 HAU degil ise,
bulunan test sonucuna gore tekrar 4 HAU ayarlanir, tekrar kontrol edildikten sonra HI testine

devam edilir.
7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi
Negatif kontrol (kan kontrol): Bu siradaki gozlerin diigme seklinde dibe ¢okmesi ve pleyt
egimli tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olugturmas,
Pozitit kontrol (SRS Antijen [IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)]: Bu siradaki gozlerde

eritrositin antijen ile baglanip dantela tarzinda kalmas, testin gegerliligini kanitlar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Cavanagh,D., Naqi,S. (2003). Infectious Bronchitis. Diseases of Poultry, 11. Basku. Saif, Y.M.,
Barnes, H.J,, Glisson, J.R., Fadly,A.M., McDougald,L.R., Swayne,D.E., eds. Ames Iowa 101-119.
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS (IBV)
SUSLARININ NESTED REVERSE TRANSCRIPTASE
POLYMERASE CHAIN REACTION (NESTED
RT-PCR) ILE TESPITI

1. AMAC

Kanatlilarda Infectious Bronchitis (IB) hastaligina sebep olan etkenin molekiiler olarak tespitinin

yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian Infectious Bronchitis viruslarinin tespitinde
kullanihr.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
saghiga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

IB: Infectious Bronchitis kanatlilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulasict bir
hastaliktir.

CAS: Korio-allantoik siv1
RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RNA: Riboniikleik Asit
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Avian Infectious Bronchitis hastalig1 siiphesi ile gelen kanatli hayvanlardan alinan materyallerden
IB virus susunun RT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir. Stipheli 6rneklerden viral RNA elde edilir.

Elde edilen RNA spesifik primerler yardimiyla thermalcyclerda amplifiye edilir. Agarose jel

elektroforezis yardimiyla elde edilen PCR {iriinlerinde IB virusu i¢in spesifik bant varlig1 aranir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal ve transport

Organ 6rnegi, trakeal sivap ornegi

7.2. Kullanilan Ekipman

[

N O OO OoooOoOooOoo@oOooo@OoOo@Oo .8

[ [ s [

Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij

Vortex karistict

Derin Dondurucu (-20+5°C, -70+5°C)
Buzdolab1

1.5 ml mikrosantrifiij tiipii

Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller

Tek kullanimlik steril pipetler

Mikropipet uglari ( bariyerli)
Mikrosantrifiij tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar
Steril cryovialler ve eppendorf tiipler

Steril santrifij tiipleri

Thermalcycler

Elektroforez sistemi ve gii¢ kaynagi

Jel goriintiileme sistemi

.3. Kullanilan Kimyasallar

RNA ekstraksiyon kiti
RT-PCR Kiti

Primerler

DNA molekiil agirhik markeri
Agarose

Ethidium Bromide
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[J Tris—-EDTA Asetat tamponu

[ Loading dye

[l Etkin dezenfektan

RNA Izolasyonu

IBV total RNASs: ticari kitler kullanilarak infekte dokulardan / trakeal sivilardan / korioallantoik

stvidan ekstrakte edilir.
MASTER MIX: RT - PCR Infectious Bronchitis (IBV)

IBV - §1 geninin varhgimnin tespiti igin viral RNA nested RT-PCR kullanilarak taranur.

Kullanilan Reagentlar
REAGENT Saklama Kosullar1
QuantiTect Probe RT-PCR Kit -20°C (+210)°C
FOR1 (5 - CTT TTG TTT GCA CTA TGT AG-3’) -20°C (+210)°C
RE3 (5’ - TAA TAA CCA CTC TGA GCT GT-3’) -20°C (+210)°C
Ultrapure H O Oda sis1 /-20° C (+210)°C
REAGENT Saklama Kosullar1
QuantiTect Probe RT-PCR Kit 20°C (+210)°C
FOR2 (5" -CAG TGT TTG TCA CAC ATT GT-3’) -20°C (+210)°C
RE2 (5-CCA TCT GAA AAA TTG CCA GT-3°) -20°C (+210)°C
Ultrapure H,O Oda 1s1s1 /-20° C (+210)°C
Hazirlanist:

Enzim disinda diger reagentlar eritilir.
Reagentlar iyice karistirilir ve birkag saniye santrifiij edilir

Asagidaki tabloya gore, steril eppendorf icinde reaksiyon karisimi hazirlanir.

REAGENT Final Konsantrasyon ml x 1 Reaksiyon
Ultrapure steril su / 10,55
PCR Buffer 5X 1X 5
dANTPs mix 10mM 0,8SmM 2
Primer FOR1 100 mM 2,5mM 0,625
Primer RE3 100 mM 2,5mM 0,625
RNase Inhibitor 40U/ml 8U 0,2
OneStep RT-PCR Enzime Mix 1
Toplam volum 20
Ornek RNA 5
Final Reaksiyon voliimii 25
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Karigimi vortexlenir ve birkag saniye santrifiij edilir
Karisimdan 0.2 mI'lik tiiplere 20ml dagitilir

Uzerlerine RNA eklenir
Amplifikasyon Dongiisii
RT agsamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 94°C
PCR asamast; 94°Cde 30saniye
57°Cde 30 saniye 35 dongti
72°Cde 30 saniye
Agar jel elektroforezis
[] %L.5 lik agar TBE buffer i¢inde hazirlanir. Mikrodalga firinda eritilir ve igersine 0.5ug/ml
Ethidium bromide eklenir. Jel kast1 hazirlanir tarak yerlestirilir ve hazirlanan agar igine dokiiliir.
[] Agarkuruyunca jel tanki icine yerlestirilir ve jel tanki agarin iizerini 6rtecek sekilde TBE buffer
ile doldurulur.
[] PCRiiriiniinden 5 ulalinir Imljelloading dyeile karistirilir ve agar iizerinde taragin olusturdugu
gukurlara doldurulur.
[ Ik qukura DNA merdiveni yiiklenir.
[0 Ornekler 60Voltta agarin 2/3iinii gecene kadar yiiriitiiliir.
[] UV sik altinda aranan DNA bantlarinin varhig1 incelenir.

7.4 Sonuglarin degerlendirilmesi

[

Agar UV 15181 altinda incelenir. Beklenen ilk nested RT-PCR fiiriinii olan 878 bp, ikinci iiriini
olan 400-bp bantlar IB virusunun varligini gosterir.
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS
(IBV) SUSLARININ REALTIME REVERSE
TRANSCRIPTASE POLYMERASE CHAIN
REACTION (RRT-PCR) ILE TESPITI

1. AMAC
Avian infectious bronchitis izolatlarinin OneStep Real-Time RT- PCR ile tespitinin yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Kanathi Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarinda Avian infectious bronchitis viruslarinin tespitinde
kullanihr.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

IB: Infectious bronchitis kanatlilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulasic1 bir
hastaliktir.

CAS: Korio-allantoik siv1

RRT-PCR: Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RNA: Ribonukleik Asit

c¢DNA: Komplementer DNA
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Infectious bronchitis hastalig: stiphesi ile gelen kanatl hayvanlardan alinan materyallerden IB virus

susunun RRT-PCR testi ile tespiti i¢in kullanilir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Stipheli organ drnekleri ya da CAS.

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Biyogiivenlik Kabini ( Class II tip)
Mikrosantrifiij

LightCycler 2.0

Software

Vortex karistici

Derin Dondurucu (-20+5°C, -70+5°C)
Buzdolabi

1.5 ml mikrosantrifij tiipii

Tek kanalli Mikropipetler; degisik voliimde
Otomatik pipet kontroller

Tek kullanimlik steril pipetler

Mikropipet uglar1 ( bariyerli)
Mikrosantrifijj tiipleri i¢in uygun biiyiikliikte sehpalar

I s [ [ [ [ |

Steril cryovialler ve eppendorf tiipler
[ Steril santrifij tiipleri

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[] RNA ekstraksiyon kiti

[] One Step RT-PCR Kiti

[] Etkin dezenfektan

RT- PCR master mix
Bu protokolde OneStep RT-PCRkit (Qiagen, cat # 210212)kullanilarak yapilmaktadir. Kit ierisinde
bulunmayan reagentler diger saglayicilardan tedarik edilebilir. Asagida verilen voliimler 10x25 pl

reaksiyon igin yeterlidir, yani Master Mix 10x23 pl volume boliiniir ve her birine 2 pl ekstrakte
edilen RNA eklenir.
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MASTER MIX: RealTime ONE STEP Infectious Bronchitis (IBV 5’-UTR gen)
Reagentler

Reagent Saklama Kosullar1

Sonda FAM IBV 5°G BHQ1

, , -20°C (+2-10)°C
(5- CACCACCAGAACCTGTCACCTC-3")

Primerler: IBV 5> GU391

(5- GCTTTTGAGCCTAGCGTT-3") -20°C (+2-10)°C

Primerler: IBV 5° GL533

(5- GCCATGTTGTCACTGTCTATTG -3’) -20°C (+2-10)°C

QuantiTect Multiplex RT-PCR kit 2X -20°C (+2-10)°C

Oda Isis1/-20° C (+2

Steril Ultrapure H,0 101°C
Hazirlanisy;
Enzim disinda diger reagentler ¢ozdiirtilerek sogukta bekletilir
Reagentler iyice karigtirilir ve birkag saniye santrifiij edilir
Asagidaki tabloya gore, steril eppendorf icinde reaksiyon karigimi hazirlanir.
Reagent Final Konsantrasyon |mlx 1 Reaksiyon
Steril Ultrapure H,0 / 3,25
Primer IBV5’GU391 10pM 300 nM 0,75
Primer IBV5'GL533 10pM 300 nM 0,75
2x RT-PCR master mix 1X 12,5
Sonda IBV 5°G 1uM 100 nM 2,5
Enzim mix 0,25
Total Volim 20ul
Ornek RNA 5ul
Final Reaksiyon voliimii 25ul

Karisim vortexlenir ve birkag saniye santriftjj edilir.

Karisimdan 0.2 mI'lik tiiplere 20 pl dagtilir.
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Amplifikasyon Dongiisii

RT asamast: 30 dakika 50°C
15 dakika 95°C

PCR agamast; 94°Cde 20 sn T 50 dongii
60°Cde 60 sn J

7.4. Sonuglari degerlendirilmesi

Infectious bronchitis virus S geni Real Time RT-PCR sonuglar1 530 numarali kanalda okunur. Test
sonuglarini analiz etmek i¢in analiz diigmesine basilir ve kalitatif analiz segilir. Analize ait floresan
bilgileri analiz sirasinda ve sonrasinda da izlenebilir. Paralel ¢alisilan 6rneklerle test 6rnekleri
karsilastirllarak sonugclar analiz edilir. Referens 6rnekten standartlar hazirlanmigsa standart curve
analizi yapilarak PCRn etkinligi saptanir. LightCycler icin optimum etkinlik 2.0 olmalidir. Fakat
gercekte cogu zaman bu degerden daha diisiik bir deger elde edilir.

1. Orneklere ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrolle karsilagtirilarak degerlendirilir.
2. Pozitif 6rneklerde yiikselen bir egri gozlenirken negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diimdiiz
bir floresans ¢izgisi izlenmelidir.

3. Bir 6rnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken Ct degeri <30 ise pozitif, Ct
degeri 30-35 arasinda ise ve sigmoid logaritmik bir egri ise zayif pozitif , Ct degeri >35 ise ve

amplifikasyon egrisi linear bir yapida ise negatif olarak kabul edilir.

4. Siipheli bir durum varsa pozitif oldugu bilinen bir 6rnekten hazirlanan standart dilusyonlari
ile stipheli 6rnek kullanilarak rRT-PCR yenilenir. Yiikselen bir egri olusturan en diisiik

konsantrasyondaki pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilastirilarak karar verilir.

5. Floresans data 60°Cde 530 kanalinda FAM filtresi yardimiyla toplanur.
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INFECTIOUS BRONCHITIS (IB) VIRUSUNA KARSI
OLUSMUS ANTIKORLARIN ENZYM LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) TESTI ILE
TESPITI

1. AMAC

Bu test metodu, kanatlilarda Infectious Bronchitis virusuna (IBV) kars1 olusan antikorlarin ELISA

test metodu ile tespitinin yapilmasi amag¢lanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Avian Infectious Bronchitisden siipheli kanathlarda bu etkene karsi olusan

antikorlarin tespitini ELISA testi ile yapan Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°Cde muhafaza ediniz.

2. Tim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.

3. Tim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

4. Kullanilmamus pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba icinde 2-8°Cde saklanmalidur.

5. Farkl serilerdeki (farkli zamanlarda iretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitap¢iklar:

karistirlmamalidir.
6. Reagentlarla calisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi gegmis kit kullanilmamalidir.
7. Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleyte hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.

142 TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

9. Substrat soliisyonu gz, solunum sistemi ve deri {izerinde tahris edici etkisi vardir. Deri ve

gozlerle temasindan kaginilmalidir.
10. Stop soliisyonukuvvetlibirasit olup, yaniklara sebep olabilen H,SO, igerir. Dikkatli caligrimalidur.
11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12. Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanihr.

13. Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

IB: Avian Infectious Bronchitis kanatlilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulagic1 bir
hastaliktir.

ELISA: Enzym Linked Immunosorbent Assay
Antikor (Ab): Antikor, ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemi tarafindan;

kendi organizmalarina ait olmayan organik yapilara kars1 gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag): Antijen, viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor

olusturulmasina neden olan molekiillerdir.

Konjugat: Bir enzim ile isaretlenmis ikinci ajan, enzim ile isaretlenmis antiglobiilin.

Substrat: Biyokimyada enzimlerin tepkimelerinde islenen maddelere verilen addir. ELISA
da konjugeyte bagli olan enzime 6zgii alt tabakaya substrat denir. Sisteme (Ag-Ab kompleksi)
baglanmis konjugeyte bagh enzim uygun kromojen substrati parcaladiginda ortaya ¢ikan renk,

yapilacak kolorimetrik yontemlerle olgiilerek baglanmis olan enzim dolayisiyla baglanmis olan
antikor hakkinda fikir verecektir.

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu test metodu, kanathilarda Infectious Bronchitis (AIV) kars1 olusan antikorlarin varliginin ELISA
testi ile tespitini anlatir. ELISA, kat1 bir faza bagh olarak Antijen-Antikor (Ag-Ab) kompleksinin
olugabilmesi ve enzim ile isaretlenmis konjugeyt olarak isimlendirilen ikinci ajan ve uygun bir
substrat ile reaksiyon sonucunda renkli son tiriin seklinde Ag- Ab kompleksinin varligin saptanmasi

icin uygulanan test metodudur (Tablo 2).
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Antikor Antijen Konjugeyt Substrat
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Yikama + Konjugeyt Yikama + Subsirat

<3

Tablo 2: ELISA Test Metodunun $ematik Anlatimi

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[] Testedilecek kanatli kan serumlar1

7.2. Kullanilan Ekipman

[0 96 gozli U tabanh mikropleyt

[] Otomatik mikropipetler ( tek kanalli ve 8-12 kanall1 )
[0 Mikropipet uglart

[J ELISA okuyucusu

[l Vortex

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
[] ELISA Kiti

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.
Bunlarin bir kismu kit icerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismu ise
kullanimdan 6nce hazirlanmasi gerekir. Kullanimdan 6nce hazirlanmas: gereken reagentlerin

dilusyonlari kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentlar kitte belirtilen stire ve
sicaklikta saklanr.

Teste baglamadan once biitiin gerekli reagentler oda sicakligima (21-27°C) gelene kadar bekletilir.
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7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

Testte kullanilacak 6rnek miktar, test reagentlerinin kullanim konsantrasyonlar: ve inkubasyon

siireleri, tercih edilen ticari ELISA kitinin protokoliine uygun olarak ayarlanur.

Genel olarak ELISA testinin temel basamaklari asagida agiklanmustir. Teste baslamadan 6nce

antijen kapli ELISA pleytine konulacak kontrol ve test serumlarinin pleyt iizerindeki konumu

kayit edilir.
Muayene/Analizin Yapilmasi

1.

10.

11.
12.

Negatif ve Pozitif kontrol serumlarindan kitin protokoliine uygun hacimde ve dilusyonda
2’ser veya 3er goze (Ornegin; A1-A2 negatif kontrol, H11-H12 pozitif kontrol veya A1-A2-A3
pozitif,negatif,pozitif kontrol H10-H11-H12 negatif, pozitif, negatif kontrol olacak sekilde)

konulur.

Referans kontrol serumu 1 veya 2 goze konur. Referans kit kontrol serumlar1 kitin protokoliine

uygun hacimde ve dilusyonda kullanilir.
ELISA pleytinin kontroller disindaki her bir goziine kitin protokoliine uygun hacimde diluent

konur ve {izerine dnceden hazirlanmis olan dilue serumlardan belirli hacimde ilave edilerek

test serumlari kitte belirtilen final sulandirma oraninda hazirlanmis olur.
Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.

Siire sonunda igerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde 6nerilen

konsantrasyonda hazirlanmis olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanur.

Son yikamadan sonra pleyt ters cevrilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice

emdirilmesi saglanir.

Belirtilen hacimde Konjugat Soliisyonu tiim gozlere ilave edilir.

Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkube edilir.
Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig gibi tekrarlanir.

Her gbze protokole uygun miktarda Substrat Solusyonu konur ve kit protokoliine uygun
sicaklik ve siirede inkube edilir

Reaksiyonu durdurmak i¢in her goze belirtilen hacimde Stop Solusyonu ilave edilir.

Test protokoliinde verilen dalga boyunda ELISA okuyucu ile OD degerleri saptanir ve bilgisayar
¢iktisi alinir. Kit protokoliinde verildigi sekilde sonuglar yorumlanir.
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Test edilen 6rnekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri igin okunan OD degerleri ile kit
protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gegerli sinirlar
icerisinde ise test edilen 6rnekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/veya kantitatif
olarak degerlendirilir.

Testte kullanilan pozitif, negatif ve referans kontrollerin beklenilen standart seviyelerde ¢ikmasi
halinde test gegerli olarak kabul edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen
OD degerleri ile dlgiilen OD degerleri karsilastirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.2 .
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.02_AIB.pdf.

[l BioChek Test Kiti Kullanim Talimat1
[J Synbioticks Test Kiti Kullanim Talimati
[] Idexx Kiti Kullanim Talimati
[0 Guildhay Kiti Kullanim Talimati
9. REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUSUNA
(IBV) KARSI OLUSMUS ANTIKORLARIN
TESPITINDE HEMAGLUTINASYON INHIBISYON
(HI) TEST METODU

1. AMAC

Avian Infectious Bronchitis virusuna (IBV) karsi olusan antikorlarin Hemaglutinasyon ve

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HA-HI) test metodu ile tespiti amaglanmaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Avian Infectious Bronchitis viral antikorlarinin HA-HI test ile tespitini yapan Kanatli Hastaliklar

Teshis Laboratuvarlarinda kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR
Sertifikali Referans Standart (SRS): Referans olarak alinan, 6l¢ii, miktar, titre gibi ozellikleri

bilinen, uluslararasi bir kurulus tarafindan izlenebilirligi olan, sertifikalandirilmis kimyasal/
biyolojik madde gibi tirtinlerdir.

IB: Infectious Bronchitis kanatlilarda coronaviruslar tarafindan olusturulan akut, bulasici bir
hastaliktir.

HA: Hemaglutinasyon

HI : Hemaglutinasyon-Inhibisyon
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HAU: Hemaglutinasyon Unitesi

OIE: Office International des Epizooties = Diinya Hayvan Saglik Orgiitii
PBS: Phosphate Buffered Saline

SPF: Specific Pathogen Free

v/v : Volum/volim

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu test; kullanilan Sertifikali Referans Standart (SRS) antijenlerden yararlanilarak Infectious

Bronchitis virusununa ya da bu virusa kars1 yapilan asilamalara olusan immun yanitin varlig1 veya

yoklugu ile seviyesini tespit etmek icin uygulanir.

7.TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[] Test Materyali; kan serumu

Sertifikali Referans Standart (SRS);

Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen [IBV-1(M41,793/B, QX, IT-02, D274 vb.)]
Sertifikali Referans Standart(SRS) Antiserum [IBV-1(M41,793/B,QX,IT-02,D274 vb.)]
Sertifikali Referans Standart (SRS) Negatif serum (SPF)

.2. Kullanilan Ekipman

N O O &8 &8

96 gozlii U/V tabanlh mikropleyt
25-50 ml kapasiteli Otomatik Mikropipetler ve uglar
Kiivetler

Pipet ve sarjli pipettor

Degisik olciilerde vidali kapakl siseler

Santrifij

Enjektor

Santrif(j tiipii

Buzdolab1

OO0 O0O@O0Oo@O0@O@Oo@O& @3

Laboratuvar saati
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7.3.Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.2-7.4 Hazirlanmast:

NaCl 80g

KCl 02g

KH, PO, 02g

Na,HPO, 1.15 g (Susuz) veya
2.95g (12 Sulu)

Steril distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Otoklavda 121°Cde 15 dakika steril edilir ve pH 7.2-7.4€

ayarlanir. Testin uygulanmasi esnasinda tampon soliisyon olarak ve ayni zamanda test igin gerekli

olan eritrosit stispansiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanihr. Buzdolabinda (5°C+3°C) raf omrdi,

sisenin agz1 agilmadik¢a hazirlanmasindan sonra 2 yildir.

%1’lik Tavuk FEritrosit Siispansiyonu (v/v) Hazirlanmast:

O
O

10 ml'lik enjektdre 5 ml kan i¢in 5 ml antikoagulan (esit hacimde) ¢ekilir,

Kan alma hayvani olarak saglikli tavuklar kullanilir. Tavugun kalbinden veya kanat alt1
venasindan kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiirtilerek kanin antikoagulan ile iyice
karigmasi saglanur.

Kan enjektorden santrifiyj tiipiine enjektoriin igne kismi ¢ikarilmis halde yavasca aktarilir,

Antikoagulanli kan 1000-1500 rpmde 5-10 dakika santrifiij edilir ve ayrilan stipernatant
dikkatlice pipetle gekilir.

Tiptin dip kisminda kalan eritrositin {izeri PBS ile doldurulur. Daha sonra yavagca alt st
edilerek kanin PBS ile iyice karigmasi saglanir, 5 dakika santrifiij edilir ve tstteki siv1 atilir. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

Son yikamadan sonra istte kalan berrak sivi dikkatlice alinip atilir ve dipte kalan eritrosit
gOkeltisinden 1 ml almarak 99 ml PBS igerisine katilir. Boylece %1’lik eritrosit siispansiyonu

hazirlanmas olur.

Hazirlanan eritrosit siispansiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii i¢in U/V  tabanli
mikropleytin kontrol i¢in ¢alisilacak siranin gozlerine 25 ml PBS ve tizerine 25 ml %1’ lik tavuk
eritrosit siispansiyonu konulur.

Pleytin kenarlarina hafifce vurularak PBS ile tavuk eritrosit siispansiyonunun iyice karigmasi
saglanir ve eritrositlerin ¢okmesi i¢in yaklagik 22°C+3°Cde 40 dakika / 5°C +3°Cde 60 dakika
beklenir.

Galigilan gozdeki eritrositlerin belirgin bir digme formasyonu olusturup, pleyt hafifce egimli
tutuldugunda gozyas: akintis tarzinda sekil olusturmasi, hazirlanan eritrosit siispansiyonun
HA-HI testinde kullanilabilecegini gosterir.
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7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Numunenin Hazirlanmasi

Kan serumu

Antijen: Sertifikali Referans Standart (SRS) Antijen [IBV (M41)] sulandirildiktan sonra

4 HAU' ne ayarlanir. HA test sonucu 4 HAU olan antijen, HI testinde kullanilir. HA sonucu

4 HAU degil ise, bulunan test sonucuna gore tekrar 4 HAU ayarlanur, tekrar kontrol edildikten

sonra HI testine devam edilir.

Muayene/Analizin Yapilmasi

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi

1) 96 gozlii V veya U tabanli mikropleytin ¢ahsilacak tiim gozlerine 25 ul PBS konulur, Test
pleytinin ¢alisilacag siranin ilk goziine 25 pl test serumu konulur,

2) Test serumun iki katli seri dilusyonlar: yapilir ve bu siradaki her bir géze 4 HAU virus
siispansiyonundan, Pozitif kontrol i¢in ayrilan sirada da SRS Antiserum [IBV (M41)]" un
dilusyonu yapilarak, siranin her bir goziine 4 HAU SRS Antijen [IBV (M41)]’ den konulur,

3) Pleytin kenarlarina hafifge vurularak iyice karismasi saglanir ve daha sonra + 4°Cde yaklagik
30 dakika beklenir.

4) Bekleme siiresi bitiminde tiim gozlere %1’lik tavuk eritrositinden 25 ul eklenir ve hafifce
karigtirildiktan sonra eritrositlerin ¢okmesi i¢in + 4°Cde yaklagik 30 dakika ya da negatif

kontrol goziindeki bariz bir diigme formasyonu goriiliinceye kadar beklenir.

5) Bu son bekleme siiresi bitiminde ise pleyt gozlemlenerek diime formasyonu olusan yani

Hemaglutinasyonun inhibe oldugu, HI (+) gozlerin varlig1 saptanir (Sema 1).

Virus izolatinin, SRS Antiserum [IBV (M41)] ile tam olarak inhibisyon gdstermesi o antiserum ile

HI (+) oldugunu gosterir. Bu sonuglara gore virus izolatinin teshisi ile ilgili degerlendirme yapilir.

HDOOOEE®EREE®®

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
Sema 1 : HI (+) Test Sonucu Sematik Gortintii

Sonuglarin kalitatif degerlendirilmesi;
Inhibisyon (diigme formasyonu) olan gozler = Pozitif

Inhibisyon (digme formasyonu) olmayan, dantela tarzinda kalan gozler = Negatif olarak ifade
edilir (Sema 2).
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Sema 2 : HI (+) ve HI (-) pleyt gortiniimii
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Negatif kontrol (kan kontrol): Bu siradaki gozlerde eritrositin antijen ile baglanip dantela
tarzinda kalmasi, Pozitif kontrol (SRS Antiserum [IBV (M41,793/B,QX, IT-02, D274 vb.)]

ve SRS Antijen [IBV (M41793/B, QX, IT-02, D274 vb.)]: Bu siradaki gozlerin diigme formasyonu
verip, pleyt egimli tutuldugunda gozyas1 akintisi tarzinda sekil olusturmasi testin gegerliligini

kanatlar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] Cavanagh,D., Naqi,S. (2003). Infectious Bronchitis. Diseases of Poultry, 11. Basku. Saif, Y.M.,
Barnes, H.J,, Glisson, J.R., Fadly,A.M., McDougald,L.R., Swayne,D.E., eds. Ames Iowa 101-119.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Boliim 2.3.2 .
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.02_AIB.pdf.
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TAVUK EMBRIYO PRIMER HUCRE
KULTURLERINDE SUPHELI MATERYALDEN
INFEKSIYOZ LARINGOTRAKEITIS (ILT,
INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS)
VIRUSUNUN IZOLASYONU

1. AMAC:

Infeksiydz Laringotrakeitis (ILT) hastahginin teghisi igin laboratuvara génderilen evcil veya yabani
kanatlilarin otopsi sonrasi alinan doku ve svap 6rneklerinden hazirlanan inokulum sivilarinin
tavuk embriyo hiicre kiiltiirlerinde izolasyonu amaciyla yapihr.

2. UYGULAMA ALANI:

Kanatli Hastaliklar1 Teshis laboratuarina sahadan gelen kanatli hayvanlarda ILT hastaliginin teshisi
veya rutin kontrolleri amacryla yapilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminn
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiy6z materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

(ILT): Infectious laryngotracheitis; Tavuklarin iist solunum yollarinda hastaliga neden olan bulagici
ve 6ldiirticii bir viriis ve bu virusun neden oldugu hastaliga verilen isimdir.

(CEF): Tavuk embriyo primer hiicre kiiltiirii; 9-11 giinlitk SPF yumurtalardan elde edilen hiicreleri.
SPF: Spesific Pathogen Free

Inokulum: Virus izolasyon ¢aligmalarinda kullanilmak iizere organ ve kanat tiiylerinden alinan
orneklerinin parcalanmasiyla hazirlanmis materyal

CPE: Sitopatik etki
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6. TEST METODUN KISA TANIMI:
Virolojik teshis metodu olarak hasta veya hastaliktan stipheli kanatlilardan alinan materyallerden

viral etken izolasyonu i¢in hazirlanan stipernatantin tavuk embriyo primer hiicre kiiltiiriine inokule

edilmesidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Olii Kanathlardan trake, trakel svap alimir. Bu érnekler Viral Transport Medium (izotonik PBS,
pH 7,0-7,4 hazirlanip icersine koruyucu olarak %10 glycerol, antibiyotik (penicillin 10.000 U/ml,
streptomcin 10 mg/ml ve gentamycin 250 pg/ml) ve Mycostatin 1000 tinite/ml

katilir.) iginde laboratuara soguk zincir icerinde gonderilir.
7.2. Kullanilan ekipman

[1 Yumurta kontrol kutusu

Steril delici

Steril enjektor (1 veya 2 cc. lik, 0.1 cc. taksimatlr)
15 ml'lik steril tiipler ve tiip spor

Silinmeyen 6zellikte kalem,

Laminar flow cabinet

Etiv

Buzdolab1

Steril egri uglu kii¢iik makas

Tek disli kiigiik pens

Otomatik pipeti

Tek kulanimlik steril pastor pipeti

CO, etiiv

Invert mikroskop

Flask

.3. Kullanilan Kimyasallar

Fosfat Buffer Saline

N O OO OoOooOoOooOoOoo@oOo@Ooo@Oo@Oo O .8

Viral Transport Medium
Penicilinle-Streptomycine stok soliisyonun (500X)

Gentamycin

O O o &8O &3

Mycostatin
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[] DMEM F12 Ham vasat

[l Fotal dana serum

[0 %70lik Ethanol / Tentiirdiyot

[ Dezenfektan

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz / Test / Muayenesinin Yapilmasi

Dokulara Uygulanacak Islemler

[ Organ pargalari (ortalama 1 gr) steril havan konur.

[] Cokaz miktarda steril kum iizerine dokiiliir ve steril havanda ile ezilir.

[] Organlar yeteri kadar homojenize edildikten sonra antibiyotik soliisyonu [Penisilin (2000iinit/
ml)-Streptomycin (2mg/ml), Gentamysin (50pg/ml) ve Mycostatin (1000 tinit/ml)] iceren 10
ml vasata eklenir ve yeniden homojenize edilir.

[] Organhomojenizenizasyonu steril 10 ml'lik santrifiij tiiptine aktarilir ve 2500 rpmde 10 dakika
santrifiij edilir.

[] Santriftij sonunda elde edilen siipernatant tavuk embriyo primer hiicre kiiltiirii inokiilasyonu
icin steril tiipe alinir ve saklanir.

[] 1-2 saat oda sicakliginda beklemeye birakilir. Eger bu miimkiin degilse birkag giin +4°Cde
saklanabilir.

[] Bakteriyal kontaminasyona kars1 inokiilasyondan 6nce 0.2pmlik filtrelerden gegirilir.

Tavuk embriyo primer hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

[J 3 tane 9-11 giinliik yumurtalar, yumurta kontrol kutusu ile karanlik bir ortamda fertilite
muayenesine tabi tutulup, fertil olanlarda embriyonun yeri ve yumurtanin hava boslugu
kursun kalem ile ¢izilir. .

[] Steril kabin (Lamin-air) ierisinde, yumurtalarin iist kisimlar1 %70 ethanol ya da seyreltilmis
tentiirdiyot ile pamuk yardimiyla silinerek dezenfekte edilir.

[l Hava kesesini belirleyen ¢izginin 1-2 mm makas yardimi ile kesilerek yumurta kabugu
kaldirilir.

[l Embriyolar steril petri kutularina alinarak, bas, ayak ve kanat kisimlari steril makasla kesilerek
uzaklagtirilir.

[0 Geriye kalan kisimlar makasla kii¢iik parcalara ayrilir. Daha sonra igerisinde 20 ml PBS
bulunan tiiplere aktarilarak yikanir. Bu islem 3 defa tekrar edilir. Ust kisim atilir.

[0 Yikanmis doku pargalar: steril bir kagik yardimu ile igerisinde manyetik ¢ubuk bulunan
erlanmayerlere aktarilir.

[0 Uzerine 37°Cde ilitilmis % 0.05 tripsin iceren 20 ml versen soliisyonu ilave edilerek oda
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Buislem 3 veya 4 defa tekrar edilir.

Her etabin sonunda hiicre siispansiyonlar steril tiilbentten siiziilmek suretiyle alinarak bir sise
de toplanir ve siseye esit miktarda % 10 dana serumlu DMEM F-12 Ham besiyeri konur.
Toplanan hiicre siispansiyonu steril cift kath tiilbentlerden santrifijj tiipiine siiziiliir. 1500 rpm
de 5 dakika santrifijj edilir.

Santrifiij sonras: tistteki sivi dokiiliir, dipte kalan hiicreler %10 dana serumlu DMEM F-12
Ham besiyeri konur.

200 pl hiicre siispansiyonu 200 pl %0,4 trypanblue ile boyandiktan sonra haemacytometer ile
hiicre sayimi yapilarak her mIde 300-500.000 hiicre bulunacak sekilde sulandirihr.

Sulandirilan hiicre siispansiyonu 25 cm’lik flasklara almarak 10 ml %10 dana serumlu DMEM
F-12 Ham ilave edilerek etiive (37°C) kaldirilir.

Organ ve svaplardan hazirlanan inokulumun ekilmesi

Hiicreler monolayer olunca serumsuz vasatla yiizeyleri yikanir ve 0.2 ml siipheli inokulum hiicreye
ilave edilir. Uzerine 10 ml %10 dana serumlu DMEM F-12 konur. Ayni islem kontrol olarak
kullanilacak hiicrede de yapilir ve 37°C deki etiive konulur. 24 saat araliklar ile CEF mikroskop
altinda CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir

CEF Toplanmasinda Uygulanacak Islemler

[

24 saat araliklar ile CEF mikroskop altinda CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir. 2 giin aralikla
vasat1 degistirilir. 3-5 giin arasinda CPE goriildiigii zaman flasklar -30°Cde dondurulur. 2 defa
dondurulup ¢ozdiiriiliir. 5000 rpmde 10 dk. santrifiij edilir.

Dezenfekte edilmis steril kabin (Lamin-air) icerisinde, santrifiij sonrasi iist stv1 3 ml'lik cryo
viallere alinarak -80°Cde saklanir.

7.5 Sonuglarin degerlendirilmesi:

[

Inokulasyon yapilan CEF 24 saat araliklar ile mikroskop altinda 3-5 giin icerisinde
CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir. CPE goriilmedigi zaman en fazla 7-10 giin iginde
degerlendirilir. Hiicre kontrol olarak kullanilan flaskta CPEnin gériilmemesi, inokule edilen
hiicrede CPE'nin goriilmesi gerekmektedir.

AGID ile tespit edilemeyen materyal inokulumlarin, negatif olarak raporlanmadan 6nce en az

2 kez daha CEFde pasaj yapilmalar gereklidir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:

[l OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian Infectious
Laryngotracheitis, Boliim 2.3.3.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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AVIAN INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS
(ILT, INFEKSIYOZ LARINGOTRACHEITIS
HASTALIGI)’IN PCR ILE TESHISI

1. AMAC

Kanatlilarda, Infeksiyoz laringotrakeit hastaligi (ILT)'ndan  siipheli hayvanlardan elde edilen
trakea homejenati, tracheal, kloakal ve oro-nasal sivap 6rneklerinden PCR ile ILTV’nin tespit

edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarr'nda ILT hastaliginin teshisinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiy6z materyalle ve
sagliga zararl kimyasallarla alistlhirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

ILT: Tavuklarin larinks ve @ist solunum yollarinda infeksiyona yol agan, mortalite ve morbiditesi
yiiksek bulasici viral infeksiyonudur.

ILTV: Infectious Laryngotracheitis Virus
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI:

Kanatli trakea homejenati ve tracheal, kloakal ve oro-nasal svap drneklerinden ve standardart ILTV
antijeninden DNA extraksiyonun yapilmasi, ILTV spesifik primerler yardimiyla PCR yapilmasi ve
PCR iirtinlerinin agar jel elektroforeziste yiiriitiilmesinden sonra iiriin boyutunun bp olarak tespit

edilmesidir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Trake homejenati

Tracheal, kloakal ve oro-nasal svap 6rnekleri
CAS sivist

Standart ILT Antijen

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Santrifijj

Otomatik pipet ve pipet uglar
1.5 ml DNaz RNaz ependorf tiip
0.2 ml ependorf tiip

PCR cihazt

Elektroforez tanki

Gii¢ kaynag

Goriintiileme cihazt

Laminal flow

Su banyosu

DNA ektraksiyon kiti

Vortek

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[] TaqDNA Polymerase

[] DNase RNase free distile su

[ [ [ [ I [

[l Primerler

ILTp32 U2; 5’-CTACGTGCTGGGCTCTAATCC-3’
ILTp32L2; 5-AAACTCTCGGGTGGCTACTGC-3’
Hedef DNA

Ethidium bromide

TAE / TBE buffer

DNA ladder

I Y [ |

Loading dye
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7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonu
Orneklerin hazirlanmasi DNA ekraksiyon kitindeki protokole gore yapilir.
PCR
Her PCR reaksiyonu 50 pl olarak hazirlanir. Pozitif kontrol olarak ILTV DNAS1, negatif kontrol
olarak su kullanilir.
PCR Bilesenleri
[l 10xReaction buffer 5ul
[0 MgCl, 1.5 mM
[0 dNTPs 200 uM of each
[] Taq Polymerase enzimi 2.5 unit
(] Primer 1 10 pmol
[ Primer2 10 pmol
[l DNA template 0.1-1.0 pg (2 ul)
Steril DNaz RNaz distilesu ~ile 50 pl'ye tamamlanir
PCR basamaklar1
[lk denatiirasyon 95°Cde 5 dk. 1 siklus
Amplifikasyon 94°Cde 30 sn.
55°Cde 30 sn. 35 siklus
72°Cde 30 sn.
olarak DNA amplifiye edilir.
Elektroforez
[] %2 lik agar TAE buffer iginde hazirlanir. Mikrodalga firinda eritilir ve igersine 0.5 ug/ml
Ethidium bromide eklenir. Jel kast1 hazirlanir tarak yerlestirilir ve hazirlanan agar i¢ine dokiiliir.
[l Agar mat renk alinca jel tanki igine yerlestirilir ve jel tanki agarin {izerini 6rtecek sekilde TAE
buffer ile doldurulur.
[] PCR iiriiniinden 10ul alimir 1,5 pl jel loading dye ile karistirthr ve agar iizerinde taragin
olusturdugu deliklere doldurulur.
[ Ilk delige de DNA ladderi yiiklenir.

Ornekler 60Voltta agarin 2/3{inii gecene kadar yiiriitiiliir
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7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi
Agar UV 15181 altinda incelenir. 588 bp’lik bant ILT virusunun varligini gosterir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:
[] Andrea Vogtlin, Lukas Bruckner, Hans-Peter Ottiger (1999). Use of polymerase chain reaction

(PCR) for the detection of vaccine contamination by infectious laryngotracheitis virus. 2501-
2506.

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian Infectious
Laryngotracheitis, Boliim 2.3.3.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLILARDA AVIAN METAPNEUMOVIRUS
INFEKSIYONLARININ TESHISINDE
RT-PCR TESTI

1. AMAC

Kanatlilarda, avian metapneumovirus infeksiyonlarrna kars ist solunum kanalindan alinan klinik
ve nekrospi 6rneklerinde etken RNAsinin N genine spesifik primerlerle saptanmasinda kullanilan

RT-PCR testinin standart bir sekilde yapilmasini saglamaktir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, avian metapneumovirus infeksiyonu siipheli kanatli hayvanlarin iist solunum
kanalindan alinan klinik ve nekropsi 6rneklerinde viriis RNAsinin RT-PCR ile tespitini yapan tiim
Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarrnda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.
Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

aMPV: Avian metapneumovirus, hindi ve tavuklarda yiiksek oranda bulagic1 st solunum
kanali infeksiyonuna neden olan akut bir viral hastaliktir. Hastaligin hindilerdeki formu hindi
rhinotracheitisi, tavuklardaki formu ise sigskin bag sendromu (swollen head syndrome, SHS) olarak
da bilinmektedir.

c¢DNA: Komplementer deoksiribonukleik asit
RNA: Ribonukelik asit
RT: Reverz Transkripsiyon
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RT-PCR: Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
TBE: Tris Borate EDTA

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

RT-PCR Testi, viral RNAnmn farkli materyallerde (standart suslar, klinik 6rnekler, nekropsi
materyalleri, vb.) saptanmasina yonelik molekiiler bir tekniktir. Bu teknik, RNA izolasyonu
(ekstraksiyonu), RT asamasi ile cDNA eldesi, PCR ile elde edilen cDNAdaki spesifik bolgelerin
amplifikasyonu (¢ogaltilmasi) ve bu islemler sonucunda elde edilen dirtinlerin elektroforeze

edilerek goriintiilenmesi agamalarindan olugmaktadir.

7.TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Virus sadece sinuslar ve turbinatlarda ve ¢ok kisa bir siire i¢in bulunabileceginden, virus deteksiyonu
amactyla orneklerin infeksiyonun erken agamalarinda toplanmasi énem arz etmektedir. Ideal
olarak, hastaligin akut devresindeki kanathlardan steril svablar kullanilarak tist solunum kanalindan
ornekleme yapilmasi gerekmektedir. En uygun ornekler, nazal eksudatlar, koanal yarik svablar,
sinus ve turbinat dokusu kazinti 6rnekleridir. Virus infekte hindi palazlarinin trakea ve akcigerleri

ve nadiren i¢ organlarindan da 6rneklenebilmektedir.

Orneklerin teshis laboratuvarina bekletilmeden soguk zincirde transportu onemlidir. Ug
giinden uzun siirecek olan gecikmeler s6z konusu oldugunda ise drnekler gonderilmeden 6nce
dondurulmalidir. PCR analizi i¢in alinan svab érnekleri ise kuru sekilde, ancak yine buz iizerinde

ya da dondurulmus olarak gonderilmelidir.

Testte kullanilacak diger materyaller ise;

[l Pozitif kontrol RNA (Asi1 suslarindan ekstrakte edilmis Avian metapneumovirus RNAS1)
[] Negatif kontrol (Steril distile su, PCR grade water, Template DNA icermeyen PCR karisimz)
7.2 Kullanilan ekipman

[] Steril kabin (Laminar flow, Class II tip)

Thermal cycle

Derin Dondurucu (en az -70°C’lik)

Otomatik pipetler ve bunlarla uyumlu DNase RNase ari filtreli steril pipet uglari,
Elektroforez tanki ve gii¢ kaynag1

Buz kutulari (ice box)

Kuru 1sitma bloklar1

I s [ [y [ B |

Sogutmali santrifij
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Vorteks

UV transilluminator veya bilgisayar baglantili biyogériintiileme sistemleri

O O &8

RNA ekstraksiyon kitleri (spin kolon teknolojisi kullanan)

] RT-PCRkitleri

7.3. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

RNA izolasyonu

RT-PCRda kullanilacak template RNA, homojenize dokulardan, trakeal sivap, supernatant ve

siniis stvisindan silika kolon kullanan ticari kitler veya manyetik boncuk kullanan ticari RNA
ekstraksiyon soliisyonlariyla kit protokoliindeki talimatlara uyularak ekstrakte edilebilmektedir.

Primerler

Tablo 1. Avian metapneumovirus altgruplarindan A, B, C ve D'nin N geninin saptanmasina

kullanilan primerler.
Hedef Gen Primer ismi | 5°-3’ Dizisi Pozisyonu Uriin buytikligii
Nc TTCTTTGAATTGTTTGAGAAGA 632-653 RT-primeri
N Geni Nx CATGGCCCAACATTATGTT 830-812 115
Nd AGCAGGATGGAGAGCCTCTTTG 716-737 115
RT-PCR’1n Uygulanmasi

RT-PCR testi, RT ve PCR reaksiyonlarinin ayni tiipte sekillendigi tek asamali bir sekilde (one step
RT-PCR) veya 6nce RT asamasinin bunu takiben de PCR'n uygulandig: 2 asamali (two step RT-
PCR) sekilde kit protokollerine uygun olarak gerceklestirilebilmektedir. Her iki yonteme yonelik
ticari kitler bulunmaktadir.

[ Bu amagla, izole edilen RNAdan komplementer DNA (cDNA) sentezi 20pl'lik final hacim
icerisinde Nc RT primeri ve (ya da oligodT veya PCRda kullanilacak olan primer ciftinin
reverse primeri ile) tercih edilecek RT enzimi (ayr1 olarak temin edilebilen ya da ticari kitle
birlikte gelen) ile gerceklestirilebilir.

[] Bundan sonra PCR amplifikasyonu Taq DNA polimeraz enzimi kullanilarak tretici ve/veya
kullanilan kit protokol énerilerine uygun bir sekilde uygulanur.

[0 Amplifikasyon kosullar1 su sekildedir: 15 dk. 94°Cde 6n denatiirasyonu takiben 94°Cde 20
sn, 51°Cde (Nd/Nx primer cifti icin) 45 sn., 72°Cde 45 sn’lik 30 siklusluk amplifikasyon
sonrasinda 72°Cde 10 dk. final ekstansiyon.

Elektroforez

Bu agama diger tiim asamalardan ayr1 bir oda veya bélmede yapilir.

Agarozjel, 0.5xTBE buffer icinde %1.50 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final konsantrasyonu
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0.5 pug/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir. Jel, donmasini takiben
running buffer olarak 0.5xTBE buffer igeren elektroforez tankina yerlestirilir. PCR tiriinleri (10
ul), 6xloading buffer (2 pl) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Ayrica uygun molekiiler
marker (100bp) da yiiklenir. Elekrotlar aras1 mesafeye gore her bir cmye 5-10 V hesabiyla dogru
akim uygulanir.

Elektroforezi takiben jel UV transilliminator altinda veya bir jel goriintiileme sisteminde gozlenir.
7.4. Sonuglarm Degerlendirilmesi

Jelde pozitif kontrol ve test 6rneklerinde 115 bp’lik bantlarin goriilmesi, negatif kontrolde ise
herhangi bir bant goriilmemesi test 6rneklerinin aMPV RNASs1 yoniinden pozitif oldugunu ortaya
koymaktadir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2009), Turkey
Rhinotracheitis (avian metapneumovirus infections), Boliim 2.3.15.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

[] Bayon-Auboyer MH, Jestin V, Toquin D, Cherbonnel M, Eterradossi N (1999). Comparison

of F-, G-, and N-based RT-PCR protocols with conventional virological procedures for the
detection and typing of turkey rhinotracheitis viriis. Arch. Virol. 144, 1091-1109.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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TAVUKLARDA AVIAN METAPNEUMOVIRUS
(aMPV) INFEKSIYONLARININ ELISA TESTI ILE
SEROLOJIK TESHISI

1. AMAC

Tavuklarda avian metapneumovirus (aMPV) infeksiyonlarinin serolojik teshisi ve tavuk kan
serumlarinda aMPV (ART) antikorlarinin miktarinin belirlenmesinde ELISA testinin standart bir
sekilde yapilmasini saglamaktir.

2. UYGULAMA ALANI

Agiklanan yontem, tavuklarmn kan serumlarinda aMPV antikorlarmm miktarimin ELISA ile

saptanmasinda kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastaliklar ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

ELISA ile ilgili uyar1/6nlemler/dikkat edilecek hususlar:

Kit ve biitiin reagentler 2-8°Cde muhafaza edilmelidir.

Son kullanma tarihi gegmis kitler ve ilgili reagentler kullanilmamalidur.

Farkli serilerdeki kitlerin malzemeleri ve reagentlar karistirilarak kullanilmamalidir.
Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidur.

Substrat solusyonu oksidan ajanlarla ve kuvvetli 1518a maruz birakilmamalidir.

R [ [ I [

Agizla pipetleme yapilmamalidur.
Test sirasinda ¢ikan atiklar toksik madde igerebildiginden bunlar ayr bir yerde toplanarak Atik

Imha Prosediiriine gére imha edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

aMPV: Avian metapneumovirus, hindi ve tavuklarda yiiksek oranda bulasici st solunum
kanal infeksiyonuna neden olan akut bir viral hastaliktir. Hastaligin hindilerdeki formu hindi
rhinotracheitisi, tavuklardaki formu ise tavuk rhinotracheitisi (ART) veya siskin bas sendromu
(swollen head syndrome, SHS) olarak da bilinmektedir.

ART: Avian Rhinotracheitis

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
IgG: Immunglobulin G

pNPP: p-Nitrophenyl fosfat

SHS: Swollen Head Syndrome

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

ART siipheli tavuk kan serumlarinda bu etkene kars: olusan antikorlar: tespit etmeye yonelik bir
indirekt ELISA test yontemidir. Bu yontemle hastaligin serolojik tanisi yapilabildigi gibi antikor
diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi ve biiyiik siiriilerin bagisiklik durumunun izlenmesi de
miimkiindiir. ELISA, kat1bir faza bagli olarak Antijen- Antikor (Ag-Ab) kompleksinin olusabilmesi
ve enzim ile isaretlenmis konjugeyt olarak isimlendirilen ikinci ajan ve uygun bir substrat ile
reaksiyon sonucunda renkli son iiriin seklinde Ag-Ab kompleksinin varligin saptanmast icin

uygulanan test metottur.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal: Tavuklarda aMPV infeksiyonlarinin serolojik teshisi ve ART (aMPV) antikorlarinin

miktar ve homojenitesinin belirlenmesi i¢in uygulanan ELISA testinde tiim siiriiyii temsilen 20-24
(optimal numune sayist 23 olarak belirlenmistir) hayvandan kan serumlar1 6rneklenerek bunlar
laboratuvara soguk zincirde gonderilir. Hemolizli kontamine vb serumlar test i¢in kullanilmaz.
Serumlar hemen test edilmeyecekse +4°Cde 3 giin siireyle -20°Cde yillarca saklanabilir.

7.2. Kullanilan ekipman:
[J Ticari ELISA kitleri (ART kapl plateler, konjugat, substrat, substrat tamponu, stop soliisyonu,

ornek sulandirma sivisi, yikama tamponu, negatif ve pozitif kontroller)
8 ya da 12 kanalli otomatik pipet

Otomatik pipetler (1-10 u/10-100 p, 100-1000 pl)

Numune dilusyonlari i¢in plastik ependorf tiipler (1.5-2 ml)

O &8Oo &8 &3

Distile ya da deiyonize su
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Kit protokoliinde dnerilen filtreli mikrotitre plate okuyucu
Mikro titre plate yikayici
Bilgisayar

Sonuglarmn degerlendirilmesinde kullanilan bilgisayar yazilimi

7.3. Kullanilan kimyasallar:

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.

Bunlarin bir kismu kit igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismu ise

kullanimdan 6nce hazirlanmasi gerekir. Kullanimdan 6nce hazirlanmasi gereken reagentlerin

dilusyonlar1 kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentlar kitte belirtilen siire ve
sicaklikta saklanir.

Reagentlar kullanilmadan 6nce 1silar1 oda sicakligina (18-25°C) ulasincaya kadar beklenmelidir.

Test i¢in uygun oda sicakligi ELISA Kitleri arasinda farklilik gosterebilir.

7.4. Testin Uygulanmasi

[

O O &g &3

Her bir test numunesini (serumlart) sulandirma sivist kit protokoliinde belirtilen oranda
sulandirilir.

ART virus antijenleri ile kaplanmis olan plateleri posetlerinden ¢ikarilir ve her bir numunenin
nereye eklendigini kaydedilir.

Pleytteki A1 ve B1 gozlerine kit protokoliinde belirtilen hacimde negatif kontrol eklenir.
Pleytteki C1 ve D1 gozlerine kit protokoliinde belirtilen hacimde negatif kontrol eklenir.

Baz kitlerde bulunan referans kontrol serumu gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde

konur

Sulandirilmis test edilecek serum 6rneklerinden gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde

konur.
Uzeri kapatilmig olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

Siire sonunda igerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde 6nerilen

konsantrasyonda hazirlanmis olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanur.

Son yikamadan sonra pleyt ters gevirilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice

emdirilmesi saglanir.

Belirtilen hacimde Konjugat Soliisyonu tiim gozlere ilave edilir.

Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.
Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig1 gibi tekrarlanir.

Her goze protokole uygun miktarda Substrat Soliisyunu konur ve kit protokoliine uygun

sicaklik ve siirede inkiibe edilir

Reaksiyonu durdurmak icin her goze belirtilen hacimde Stop Soliisyonu ilave edilir.
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Test sonuglar1 bir ELISA okuyucuda kit protokiiliinde 6nerilen dalga boyunda okunur.

ELISAda test edilen 6rnekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri icin okunan OD degerleri
ile kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gegerli
sinirlar icerisinde ise test edilen ornekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/
veya kantitatif olarak degerlendirilir. Degerlendirmede kite ait hazir bilgisayar programlar1 da
kullanilabilir.

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi

ELISAda testte kullamilan pozitif, negatif ve varsa referans kontrollerin beklenilen standart
seviyelerde ¢ikmasi halinde test gegerli olarak kabul edilir. Referans serum yok ise laboratuvarin
kendisine ait standart pozitif kontrol ve negatif kontrollerin beklenen degerler i¢inde olup olmadig:
kontrol edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri ile dlgiilen

OD degerleri karsilastirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.

Degerlendirme sonuglar1 kaydedilir.

8. ILGIL DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] Idexx, Biochek veya Synbiotics gibi Tiirkiyede kullanim igin izin veya ruhsat almus kitlere ait kit
kullanim kilavuzu.

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2009), Turkey

Rhinotracheitis (avian metapneumovirus infections), Boliim 2.3.15.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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TAVUKLARDA INFECTIOUS BURSAL DISEASE
VIRUS (IBDV, INFEKSIYOZ BURSAL HASTALIK
VIRUSU)’UN RT-PCR TESTI ILE

MOLEKULER TANISI

1. AMAC

Tavuklarda, Infeksiyéz Bursal Hastalik (IBD)’ye neden olan viruslarin tespiti ve tiplendirilmesinde
kullanilan RT-PCR testinin standart bir sekilde yapilmasini saglamaktir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD) siipheli tavuklarin bursa Fabriciuslarinda viriis
RNAsinin RT-PCR ile tespitini yapan tiim Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarrnda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiyoz materyalle ve
sagliga zararl kimyasallarla alistlirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

IBD: Infeksiyoz Bursal Hastalik (Gumboro Hastaligi, IBD), 3-6 haftalik yastaki gen¢ tavuklarda
oliimler ve immunosupresyon ile karakterize bulasici bir viral hastaliktir.

IBDV: Infeksiyoz Bursal Hastalik Virusu

c¢DNA: Komplementer deoksiribonukleik asit

DMSO: Dimetil siilfoksit

RNA: Ribonukelik asit

RT: Reverz Transkripsiyon

RT-PCR: Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

RT-PCR tig¢ adimda gergeklestirilmektedir: ¢alistlan 6rnekten niikleik asitlerin ekstraksiyonu, IBDV
RNAsinin cDNAYya reverz transkripsiyonu (RT) ve elde edilen cDNAnin PCR ile amplifikasyonu.
Son iki asama i¢in aragtirmaci primerler adi verilen viriis spesifik niikleotid diziye komplementer
kisa diziler belirlemelidir. Primerlerin segildigi lokasyona bagl olarak genomun farkl bolgeleri
gogaltilabilmektedir. Asagidaki 6rnekte dis kapsid proteini olan VP2’yi kodlayan genin orta orta
1/3’likk kisminin amplifikasyonunu saglamaktadir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1 Materyal

Hastaligin akut asamasindaki siipheli 5 tavuktan aseptik olarak bursa Fabriciuslar elde edilir.
Bursalar ¢ift bistiiri kullanilarak parcalanir. Az miktarda steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ya da
PBS (phosphate buffered saline) eklenerek bursalar doku homojenizatériinde homojenize edilir.
Homojenat 3000 gde 10 dk. santrifijje edilir. Supernatant siv1 agagida tanimlanan incelemelerde
kullanilmak tizere toplanur.

[l Pozitif kontrol IBDV RNA (Intermediate as1 suslari, D78 susu)

[] Negatif kontrol

7.2 Kullanilan ekipman:

[] Steril kabin (Laminar flow, Class II tip)

Thermal cycle

Derin Dondurucu (en az -70°C’lik)

Otomatik pipetler ve bunlarla uyumlu DNase RNase ari filtreli steril pipet uglari,
Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi

Buz kutulari (ice box)

Kuru 1sitma bloklar1

Sogutmali santrifij

Vorteks

UV transilluminator veya bilgisayar baglantili biyogériintiileme sistemleri
RNA ekstraksiyon kitleri (spin kolon teknolojisi kullanan)

RT-PCR kitleri

[ sy s [ [ [ |

7.3 Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

RNA Izolasyonu

IBDV RNAs1 bazi firmalardan elde edilebilen ticari kitler (spin kolon teknolojisi, guanidinium
thiocyanate igeren hazir soliisyonlar) kullanilarak infekte dokulardan ekstrakte edilebilir.

Alternatif olarak, 700 pl viriis siispansiyonlarina (bursal doku homojenatlar1) %1 (agirlik/hacim
final konsantrasyonu) lik sodyum dodesil siilfat ve 1mg/ml proteinaz K ilave edilerek IBDV RNA's1
ekstrakte edilebilir. 37°Cde 60 dk. beklenir. Daha sonra standart bir fenol/kloroform ekstraksiyon
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protokolii (fenol toksik oldugundan dikkatli calisiimali ve uzaklastirilmalidir) kullanilarak niikleik
asitler elde edilebilir. Nukleik asit final siv1 fazdan etanol presipitasyonu ile toplanir ve RNAse-
ari distile su icerisinde yeniden siispanse edilir. Suda dilue edilen RNA -20°Cden daha diistik bir
sicaklikta kullanilana kadar saklanmalidur.

RT-PCR Testi

Primerler

IBDV’nin dis kapsid proteini olan VP2’yi kodlayan genin orta 1/3’liik kisminin amplifikasyonunda

kullanilan primerler asagida gosterilmistir.

[0 (Segment Ada VP2 genine spesifik olan) U3 ve L3 IBDV-spesifik PCR primerlerinin niikleotid
dizileri:

Upper U3: 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-GCA-TGC-GGT-ATG-TGA-GGC-TTG-GTG-

AC-3

Lower L3: 5-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-GAA-TTC-GAT-CCT-GTT-GCC-ACT-CTT-

TC-3

[0 (Segment Bde VP1 genine spesifik olan) +226 ve -793 IBDV-spesifik PCR primerlerinin
niikleotid dizileri:

Upper +290: 5-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-GAA-TTC-AGA-TTC-TGC-AGC-CAC-

GGT-CTC-T-3

Lower -861: 5-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-CTG-CAG-TTG-ATG-ACT-TGA-GGT-TGA-

TTT-TG-3

U3 ve L3 primerleri 44 niikleotid uzunlukta iken, +290 ve -861 primerleri 46 ve 47 niikleotid

uzunluktadir.

Bu 4 primerin tamami IBDV-spesifik 3’ ucuna sahip (yukarida italik gosterilen diziler) olup, U3

ve L3 primerleri sirastyla IBDV A segmentinin 657-676 ve 1193-1212 nukleotid pozisyonlarina

karsilik gelirken (Aksesyon No. X84034 P2 susunun A segmenti); +290 ve -861 primerlerinin

IBDV B segmentinin 290-311. niikleotid pozisyonlar1 ve 861-883. niikleotid pozisyonlarina karsilik

gelmektedir (Aksesyon No. D6948 susunun B segmenti).

IBDV-spesifik ucu upper ve lower primerlerinin M13 ve RM13 universal primerlerine denk

gelen non-IBDV 5’ ucu (dizide kalin puntolu kisim)na baglanmaktadir. M13 ve RM13 universal

primerleri DNA dizileme reaksiyonlarinda primerler olarak kullanilmaktadir.

U3/L3 ve +290/-861 primer ciftleri ile amplifikasyon sonucunda elde edilen saflagtirilmis PCR

tirtinleri her iki yonde kolaylikla dizilenebilmektedir.

U3/L3 primer cifti 604 bplik tirtin meydana getirirken, bunun 516 bplik kismi gogaltilan IBDV

dizisine spesifik olup, VP2 proteininin ¢ok degisken (hipervariable) bdlgesini kodlayan bolgeyi

kapsamaktadir.

+290/-861 primer cifti ise 642 bplik iiriin meydana getirmekte, bunun 549 bplik kismi ¢ogaltilan
IBDV dizisine spesifiktir.

Her iki iiriin de filogenetik analize uygun genomik bolgelerden elde edilmistir
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Reverz Transkripsiyon (RT)

Ticari olarak farkli reverz transkritaz enzimleri ve RT-PCR Kkitleri bulunmaktadir. RT reaksiyon
karigiminin hazirlanmasinda iireticinin direktiflerine uyulmas: yeterlidir. Reverz transkripsiyon
icin reverse primer (antisense/lower primer) kullanilmalidir. Alternatif olarak cDNA sentezini
baglatmak i¢in random primerler (heksanukleotidler) de kullanilabilir.

RT reaksiyon karigimimna transfer edilmeden 6nce IBDV RNA matriksinin denature edilmesi
gerekmektedir. Hacim olarak bir birim molekiiler biyoloji derecesinde dimetilsiilfoksidin (DMSO)
4 birim ¢6zdiiriilmiis IBDV RNAsina eklenmesi gerekmektedir. Bu karigim 92°Cde 3 dk. isitilir
ve buz tizerinde hizla dondurulur. Gerekli hacimdeki denature matriks reaksiyon karisimina ilave
edilir. Enzim treticinin 6nerileri dogrultusunda sonraki islemler (inkubasyon siire ve sicakliklar1)
gerceklestirilir.

RT agsamasindan sonra elde edilen cDNA soliisyonu -20°C’nin altinda (Orn.-70°C) bir sicaklikta
dondurulmus olarak saklanmalidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR igin uygun olan farkli gesitte DNA polimeraz enzimleri ve PCR kitleri ticari olarak bulunmaktadir.
PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmas tiretici 6nerilerine gore gerceklestirilmektedir. Ornegin,

U3/L3 ve +290/-861 PCR primer iftleri, sirastyla, serotip 1 IBDV suglarinin A segmentindeki
VP2 geninin orta 1/3’litk kisminin ve segment Bnin 5" ucundaki bir bélgenin amplifikasyonunda
basarili olup dnerilmektedir.

PCR amplifikasyonuna ilk olarak 6n denatiirasyon adimu ile baglanir. Bunu 35 siklusluk her biri bir
denaturasyon, bir primer baglanma ve bir de uzama agamalarin: igeren amplifikasyon protokolii
takip eder. Denaturasyon 95°Cde 30 sn., primer baglanmasi 64°Cde 45 sn. (bu asama hem U3/
L3 ve hem de +290/-861 primer iftleri i¢in ortaktir. Uzama adiminin parametreleri kullanilan kit
protokol 6nerilerine gore diizenlenmelidir.

Her bir cDNA 6rnegi i¢in karisimlarda olast PCR inhibitorlerine bagh yanlis negatif sonuglarin
elimine edilmesi i¢in 3 PCR reaksiyonu (direkt, 10 ve 100 kath sulandirimis olmak iizere)
gerceklestirilmelidir.

Her bir PCR negatif ve pozitif kontrol reaksiyonlar1 igermelidir.

Elektroforez

Bu asama diger tiim agsamalardan ayr1 bir oda veya bolmede yapilir.

Agarozjel, 0,5xTBE buffer iginde %1,50 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final konsantrasyonu
0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir. Jel, donmasini takiben
running buffer olarak 0,5xTBE buffer igeren elektroforez tankina yerlestirilir. PCR ftriinleri (10
ul), 6xloading buffer (2 pl) ile karistirtlarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Ayrica uygun molekiiler
marker (100bp) da yiiklenir. Elekrotlar aras1 mesafeye gore her bir cm’ye 5-10 V hesabiyla dogru
akim uygulanir.

Elektroforezi takiben jel UV transilliminator altinda veya bir jel goriintiileme sisteminde gozlenir.

Ethidium bromid’in toksik ve karsinojenik oldugu ve dikkatli ¢alisilip uzaklastirilmas: gerektigi
unutulmamalidur.
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7.4 Sonuglarin Degerlendirilmesi

U3/L3 primer ciftinin kullanildig1 PCR 604 bp’lik iiriin meydana getirirken, bunun 516 bp'lik kismi
gogaltilan IBDV dizisine spesifik olup, VP2 proteininin ¢ok degisken (hipervariable) bolgesini

kodlayan bdlgeyi kapsamaktadir.

+290/-861 primer ifti ise 642 bp’lik tiriin meydana getirmekte, bunun 549 bplik kismi ¢ogaltilan
IBDV dizisine spesifiktir.
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INFECTIOUS BURSAL DISEASE (IBD, INFEKSIYOZ
BURSAL HASTALIK, GUMBORO)’IN AGAR JEL
IMMUNODIFUZYON (AGID) TESTI ILE TESHISI

1. AMAC

Kanatlilarda, Infeksiyoz Bursal Hastalik Virusu (IBDV)'na karsi serumdaki spesifik antikorlarin
ya da bursal dokulardaki viral antijen veya antikorlarin saptanmasinda kullanilan Agar Jel

Immunodifiizyon testinin standart bir gekilde yapilmasini saglamaktr.

2. UYGULAMA ALANI

Butest metodu, IBD siipheli tavuk serumlarinda IBDV’lere karsi olusan antikorlarin ve/veya stipheli
tavuk bursa Fabriciuslarinda IBDV antijen ve antikorlarinin tespitini Agar Jel Immunodifiizyon

testi ile yapan tiim Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarr'nda gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
IBD: Infeksiyoz Bursal Hastalik (IBD), 3-6 haftahk geng yastaki tavuklarda olimler ve

immunosupresyon ile karakterize bulasic1 bir viral hastaliktir.

IBDV: Infeksiyoz Bursal Hastalik Virusu

AGP (AGID): Agar Jel Immiinodifiizyon.

SPF (Spesific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatli hastaliklarinin etkenlerini ve bu etkenlere

kars1 olusmus antikorlar1 tagimayan siirii.

PBS: Phosphate Buffered Saline
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Agar Jel Presipitasyon testi, antijen ve antikor molekiillerinin birbirine dogru yayilabildigi jel
gibi yar1 kat1 ortamlarda yapilir. Boyle bir ortamda birbirine dogru yayilan antijen ve antikor
optimal oranda bulunduklar: bolgelerde karsilastiklarinda antijen-antikor kompleksi olusturarak

presipitasyon band1 halinde jel icerisinde goriiniir hal alir.
AGID Test Metodu temel olarak iki sekilde kullanilir;

Kan serumunda viral etkenlere karsi olusan presipitan antikorlarin varligini tespit etmek ya da
yapilan asilamalara kars1 olusmus immun yanitin seviyesini belirlemek amaciyla kan serumlarinin

bilinen standart antijenlerle test edilmesi.

Virolojik teshis metodu olarak, hasta ve/veya hastaliktan siipheli hayvanlardan alinan bursa
Fabricius ve/veya diger doku orneklerinden elde edilen homojenat ile bilinen standart pozitif

antiserumlar ile test edilmesi.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Hastalikta serolojik tan1 amaciyla, kan numuneleri miimkiin oldugunca erken alinmal ve ilk
orneklemeyi takiben 3 hafta sonra da ikinci serum 6rnekleri alinmalidir. Viriis hizla yayildigindan

stiriiyii temsilen az sayidaki rnegin (20-24 6rnek) alinmast yeterlidir.

Bursa Fabricius'taki antijenin saptanmast i¢in hastaligin akut déonemindeki yaklasik 10 tavuktan
bursalar aseptik olarak ¢ikartilmalidir.

Test amacryla alinan materyalin en kisa siirede soguk zincirde laboratuvara gonderilmesi
gerekmektedir.

Standart Antijen

Standart pozitif ve negatif kontrol serumlar1

7.2. Kullanilan Ekipman

[J Degisik dlciilerde petriler,

[] Otomatik pipet ve pipet uglari,

[l Vidali kapakli siseler,

[J Sablon, boru seklinde kesici, ince uglu kiirdan

7.3. Agar Jel Immunodifiizyon (AGID) Test Metodu
Agarin Hazirlanmasi

Bir litre distile su igerisinde 80 g sodyum kloriir ve 5 g fenol (fenol toksik oldugu i¢in dikkatli bir
sekilde kullanilmali ve uzaklastirilmalidir). Bu karisima 12.5 g agar (Noble Agar) eklenir ve agar
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¢oziilene kadar 1sitilir. Fenoliin neden olabilecegi saglik ve cevresel hasarin dnlenmesi i¢in baska bir

agar hazirlama yontemi su sekildedir:

Sodyum kloriir (80 g), kalsiyum dihidrojenfosfat (0.45 g), sodyum hidrojenfosfat dihidrat (1.19 g),
agar (10 g) tartilarak distile su ile 1 litrelik final hacime tamamlanir (20-25°Cde pH 7.1 olmalidur).
Bu soliisyon karistirilarak sicakligi 90°Cye ¢ikartilir. Karisim halen gok sicakken seliiloz filtreden
gecirilir ve 20ml’lik cam siselere paylastirilir. Fenol igermeyen agar 115°Cde 15 dk. otoklavlanabilir.
Siseler 4°Cde kullanilana kadar saklanir.

Testin Uygulanmasi

Pleytler kullanilmadan 24 saat ila 7 glin dncesinden hazirlanmalidir. Agarlar sicak su banyosunda
veya Koch cihazinda 1sitilmak suretiyle ¢ozdiiriiliir. Siselere su girmesi dnlenmelidir. Her bir sise
icerigi diiz bir zemin tizerine yerlestirilmis 9 cmylik plastik petri kaplarina dokiiliir. Petri kaplarinin
kapaklar1 kapatilarak agarin donmasi beklenir, daha sonra petriler 4°C’ye kaldirilir. Dokiilmiis
petriler 4°Cde 7 giin saklanabilmektedir. Eger petriler dokiildiikleri giin kullamilacaklarsa bunlar
37°Cde kapaklari tizerinde ters gevrilerek 30 dk.-1saat boyunca kurutulmalidir. Bir sablon ve bir
tubuler kesici kullanilarak birbirinden 3 mm uzaklikta ve 6 mm ¢apinda 3 vertikal sira halinde
kuyular/gozler hazirlanir. Gozlerden kesilen agarlar aspirasyon ya da bir kalem kullanilarak gozlere
zarar vermeyecek bir sekilde uzaklastirlmalidir. Bir pipet yardimiyla 50pl test serumu Sekil 1de
gosterilen sekilde kuyucuklara eklenir.

AB ) = Pozitif Antiserum AG) = Pozitif Antijen

@g@
.@.
@.@
...
@.@
.Q.
@ = Test serumu @ = Test dokulari

Sekil 1. Antikorlarin test edilmesine Sekil 2. Antijenlerin test edilmesine
yonelik protokol yonelik protokol

>
(0]

=
[==]
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=
@)
Q
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Notlar:
Yukaridaki test diizeni disinda altigen test diizeni de kullanilabilir. Bu test diizeninde doku

homojenatlarinda IBDV antijeni aranirken ortaya pozitif kontrol serum ¢evredeki gozlere pozitif

kontrol antijeni ve test ornekleri, serum 6rneklerinde IBDV antikorlari aranirken ise ortaya pozitif
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kontrol antijeni ¢evredeki gozlere ise pozitif kontrol antiserumu ve test serumlari eklenir.
Gozlerin derinligi 3mm, ¢ap1 6mm birbirine uzaklig ise 6mm olmalidir.
Ya da bursadaki antijenlerin saptanmast igin,

[] Kigiik bursa pargalar1 ince kivrik uglu pens yardimiyla Sekil 2de gosterilen sekilde gozlere
eklenir. Alternatif olarak, parcalanmis dokularin dondurulup ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen
eksudat ile gozler doldurulabilir.

[] Pozitif ve negatif antijenler 50 pl'lik hacimlerde iliskili gozlere ilave edilir.

[] Petri pleytler nemli atmosferde 22-37°C’lerde agarlarin kurumasi engellenerek 48 saat inkube
edilir.

[] 24-48 saat sonra pleytler koyu zemin iizerinde bir oblik 151k kaynaginda incelenir.

Eger altigen test diizeni uygulanacak ise;

0 Siipheli serumlar test edilecekse; Ortaya standart antijen, etraftaki ¢ukurlara stipheli

serumlar ve uygun ¢ukurlara standart pozitif ve negatif kontrol serumlari konulur.

0 Siipheli materyal test edilecekse; Ortaya standart pozitif serum, etraftaki ¢ukurlara ise
IBDV siipheli hayvanlara ait bursal dokulardan hazirlanan inokulum ve uygun ¢ukurlara standart

pozitif ve negatif kontrol serumlar1 konulur.
[J Tim bu ¢aligmalar kayt edilir.
[] Petriler 22°C-37°C arasinda, rutubetli bir ortamda 24-48 saat siire ile inkiibe edilir,

[l Presipitin bantlar1 yaklasik 24-48 saat sonra goriilebilir hale gelirler. Ancak bu siire, antikor ve

antijenin konsantrasyonlarina bagli olarak degisebilir.

[J Olusan presipitin bantlarinin degerlendirmesi en iyi sekilde, arkadan 1sik verilip koyu bir

zemine kars1 gozlenerek yapilir.
7.4. Sonuglarmin Degerlendirilmesi

[] Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin banti olusan g¢ukurlardaki

stipheli serum/materyal = Pozitif,

[] Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin banti olusmamis olan

cukurlardaki siipheli serum /materyal = Negatif olarak ifade edilir.
Asagidaki kriterler karsilandiginda test gegerli olur:

[] Petride uygun ¢ukurlara konulmus olan standart pozitif serum ile standart antijen arasinda

olusan presipitin bantlarinin varligy,

[] Negatif kontrol serum ile standart antijen arasinda presipitin bandinin olusmamasina goére

degerlendirilir.
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Sekil 1. Ortadaki cukurdaki standart antijen ile arasinda presipitin banti olusan kenarlardaki
cukurlardaki siipheli serumlar Pozitif olarak degerlendirilir.

Sekil 2. Ortadaki cukurdaki Standart pozitif serum ile arasinda presipitin banti olugan
kenarlardaki ¢ukurlardaki stipheli materyal Pozitif olarak degerlendirilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Infectious Bursal

Disease (Gumboro disease), Boliim 2.3.12.

[l Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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TAVUKLARDA INFECTIOUS BURSAL DISEASE
(IBD, INFEKSIYOZ BURSAL HASTALIK)’NIN ELISA
TESTI ILE SEROLOJIK TESHISI

1. AMAC

Tavuklarda Infectious Bursal Disease (Infeksiyoz Bursal Hastalik, IBD)'in serolojik teshisi ve
IBD antikorlarinin miktarinim belirlenmesinde ELISA testinin standart bir sekilde yapilmasini

saglamaktir. Bu test ayn1 zamanda IBD’ye karsi optimal asi giiniiniin belirlenmesinde de
kullanmaktadur.

2. UYGULAMA ALANI
Agiklanan yontem, tavuklarin kan serumlarmnda IBD antikorlarnin miktarinin ELISA ile

saptanmasinda kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

ELISA ile ilgili uyar1/6nlemler/dikkat edilecek hususlar:

Kit ve biitiin reagentler 2-8°Cde muhafaza edilmelidir.

Son kullanma tarihi ge¢mis kitler ve ilgili reagentler kullanilmamalidir.

Farkli serilerdeki kitlerin malzemeleri ve reagentlar1 karistirlarak kullanilmamalidir.
Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidur.

Substrat solusyonu oksidan ajanlarla ve kuvvetli 1518a maruz birakilmamahdir.

s [ [ I [

Agizla pipetleme yapilmamalidir.
Test sirasinda ¢ikan atiklar toksik madde igerebildiginden bunlar ayr bir yerde toplanarak Atik

Imha Prosediiriine gére imha edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

IBD: Infeksiy6z Bursal Hastalik (Gumboro Hastalig1, IBD), 3-6 haftalik yastaki tavuklarda 6liimler
ve immunosupresyon ile karakterize bulagici bir viral hastaliktir.

IBDV: Infeksiyoz Bursal Hastalik Virusu

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

IgG: Immunglobulin G

pNPP: p-Nitrophenyl fosfat

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

IBD stipheli tavuklardan 6rneklenen kan serumlarinda bu etkene karst olusan antikorlar: tespit
etmeye yonelik bir indirekt ELISA test yontemidir. Bu yontemle hastaligin serolojik tanisi
yapilabildigi gibi antikor diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi ve biiyiik siiriilerin bagisiklik
durumunun izlenmesi de miimkiindiir. ELISA, kat1 bir faza bagh olarak Antijen- Antikor (Ag-Ab)
kompleksinin olusabilmesi ve enzim ile isaretlenmis konjugeyt olarak isimlendirilen ikinci ajan ve
uygun bir substrat ile reaksiyon sonucunda renkli son tiriin seklinde Ag-Ab kompleksinin varligin
saptanmasl i¢in uygulanan test metottur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal: Tavuklarda IBD'nin serolojik teshisi, IBD antikorlarinin miktar ve homojenitesinin
belirlenmesi ve/veya optimal as1 giinii tayini i¢in uygulanan ELISA testinde tiim siiriiyli temsilen
20-24 (optimal numune sayist 23 olarak belirlenmistir) hayvandan kan serumlar1 6rneklenerek
bunlar laboratuvara soguk zincirde gonderilir. Hastalik teshisi s6z konusu oldugunda infeksiyon
stirtide hizla yayildigi icin siiriiyli temsilen az sayidaki 6rnekleme bile yeterli olmaktadir. Hemolizli
kontamine vb serumlar test i¢in kullanilmaz. Serumlar hemen test edilmeyecekse +4°Cde 3 giin
stireyle -20°Cde yillarca saklanabilir.

7.2. Kullanilan ekipman:

[] Ticari ELISA kitleri (IBD kapli plateler, konjugat, substrat, substrat tamponu, stop soliisyonu,
ornek sulandirma sivisy, yikama tamponu, negatif ve pozitif kontroller)

8 ya da 12 kanalli otomatik pipet

Otomatik pipetler (1-10 pl/10-100 pl, 100-1000 pl)

Numune dilusyonlari i¢in plastik ependorf tiipler (1.5-2 ml)

Distile ya da deiyonize su

405 nm filtreli mikrotitre plate okuyucu

Mikro titre plate yikayict

N s s [ [ R N |

Bilgisayar
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[] Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan bilgisayar yazilimi

7.3. Kullanilan kimyasallar:

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.
Bunlarin bir kismu kit icerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismu ise
kullanimdan 6nce hazirlanmasi gerekir. Kullanimdan énce hazirlanmasi gereken reagentlerin
dilusyonlari kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentlar kitte belirtilen stire ve
sicaklikta saklanr.

Reagentlar kullanilmadan 6nce 1silar1 oda sicakligma (18-25°C) ulagincaya kadar beklenmelidir.
Test igin uygun oda sicakligi ELISA Kitleri arasinda farklihk gosterebilir.

7.4. Testin Uygulanmasi

[l Her bir test numunesini (serumlar1) sulandirma sivis1 kit protokoliinde belirtilen oranda
sulandirilir.

[] IBD virus antijenleri ile kaplanmis olan plateleri posetlerinden ¢ikarilir ve her bir numunenin
nereye eklendigini kaydedilir.

[] Plateteki Al ve B1 gozlerine kit protokoliinde belirtilen hacimde negatif kontrol eklenir.

[] Plateteki C1 ve D1 gozlerine kit protokoliinde belirtilen hacimde negatif kontrol eklenir.

[ Baz kitlerde bulunan referans kontrol serumu gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde
konur

[J Sulandirilmus test edilecek serum 6rneklerinden gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde
konur.

[0 Uzeri kapatilmus olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

[] Siire sonunda igerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde onerilen
konsantrasyonda hazirlanmus olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanr.

[] Son yikamadan sonra pleyt ters gevirilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice
emdirilmesi saglanir.

Belirtilen hacimde Konjugeyt Soliisyonu tiim gozlere ilave edilir.
Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig1 gibi tekrarlanir.

I [ |

Her goze protokole uygun miktarda Substrat Soliisyunu konur ve kit protokoliine uygun
sicaklik ve siirede inkiibe edilir

[l Reaksiyonu durdurmak icin her goze belirtilen hacimde Stop Soliisyonu ilave edilir.

[] Testsonuglar1 bir ELISA okuyucuda kit protokiiliinde énerilen dalga boyunda okunur.

ELISAda test edilen 6rnekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri i¢in okunan OD degerleri
ile kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gecerli
sinirlar icerisinde ise test edilen ornekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/

veya kantitatif olarak degerlendirilir. Degerlendirmede kite ait hazir bilgisayar programlar1 da
kullanilabilir.
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

ELISAda testte kullanilan pozitif, negatif ve varsa referans kontrollerin beklenilen standart
seviyelerde ¢ikmasi halinde test gecerli olarak kabul edilir. Referans serum yok ise laboratuvarin
kendisine ait standart pozitif kontrol ve negatif kontrollerin beklenen degerler icinde olup olmadig:
kontrol edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri ile 6l¢iilen
OD degerleri karsilastirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.

Degerlendirme sonuglar1 kaydedilir.

Agili ya da agilanmamus siiriiler i¢in her laboratuvar kendi kriterlerini uygulamalidir.

Genel olarak siiriiniin izlenmesi ve S/P oranlarinin hesaplanmast i¢in IBD kitleri ile kullanilabilecek
uygun bilgisayar yazilim programikitleri tireten firmalardan elde edilebilmektedir. Bu programlarla
elde edilen sonuglar ayni zamanda optimal as1 giinii tayini i¢in de kullanilabilmektedir. Ayrica,

optimal a1 giinii tayinine yonelik bilgisayar yazilimlar1 da bulunmaktadur.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER
[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Infectious Bursal

Disease (Gumboro disease), Bolum 2.3.12.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition. (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

[] Idexx, Biochek veya Synbiotics gibi Tiirkiyede kullanim i¢in izin veya ruhsat almis ELISA
kitlere ait kit kullanim kilavuzu.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

182 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ a g
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

TAVUK EMBRIYO PRIMER HUCRE
KULTURLERINDE SUPHELI MATERYALDEN
MAREK’S DISEASE VIRUS (MDV) IZOLASYONU

1. AMAC

Kanatlilarda Marek Hastaligi (MD)nin teshisi i¢in Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisiinne gelen evcil veya yabani kanatlilarin otopsi sonrasi alinan doku
ve kanat tityii 6rneklerinden hazirlanan inokulum sivilarinin tavuk embriyo hiicre kiiltiirlerinde

izolasyonu amacryla yapilir.

2. UYGULAMA ALANI

Kanath Hastaliklar1 Teshis laboratuarina sahadan gelen kanatli hayvanlarda MD hastaliginin teshisi
veya rutin kontrollar1 amaciyla yapilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminn
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiy6z materyalle ve
sagliga zararl kimyasallarla ahisihirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Marek Hastaligi (MD): Tavuklarin gesitli organ (karaciger, dalak, bobrek, yumurtalik, testis,
pankreas, bursa fabrisius) ve dokularinda (deri, kas) tiimérlere neden olan bulasic ve oldiiriict
viral bir hastaligidir.

Tavuk embriyo primer hiicre kiiltiirii (CEF): 9-11 giinliik SPF yumurtalardan elde edilen
hiicreleri

SPEF: Spesific Pathogen Free

Inokulum: Virus izolasyon ¢aligmalarinda kullaniimak iizere organ ve kanat tiiylerinden alinan

orneklerinin parcalanmasiyla hazirlanmis materyal

CPE: Sitopatik etki
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6. TEST METODUN KISA TANIMI:

Virolojik teshis metodu olarak hasta veya hastaliktan stipheli kanatlilardan alinan materyallerden

viral etken izolasyonu i¢in hazirlanan stipernatantin tavuk embriyo primer hiicre kiiltiiriine inokule

edilmesidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal ve viral tasima vasati

Olii Kanatlilardan karaciger, dalak,bobrek,bursa fabrisius alinir. Bu ornekler Viral Transport

Medium (Izotonik PBS, pH 7,0-7,4 hazirlanip icersine koruyucu olarak %10 glycerol, antibiyotik

(penicillin 10.000 U/ml, streptomcin 10 mg/ml ve gentamycin 250 pg/ml) ve Mycostatin 1000

tinite/ml katilir.) icinde laboratuara soguk zincir igerinde gonderilir. Canli kanatlilardan alinan

kanat tityleri ve heparinli kandan elde edilen l6kositler kullanilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

[

OO O OO0 O0O0OO0O0C 0000000080 O.O &8 &8
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Otopsi malzemesi (makas, disli pens, otopsi masasi, marazi madde kaplar1 vb.)
Steril Havan ve tokmagi

Steril Kum

Santrifiij tiipii (10 ml lik)

Santrifiyj

Minisart 0.2um’lik filtre. Steril enjektor (5 cc’lik veya 10 cc’lik )
Yumurta kontrol kutusu

Steril delici

Steril enjektor (1 veya 2 cc. lik, 0.1 cc. taksimatlr)
15 ml'lik steril tiipler ve tiip spor

Silinmeyen o6zellikte kalem,

Laminar flow cabinet

Etiv

Buzdolab1

Steril egri uglu kiigiik makas

Tek disli kiigiik pens

Otomatik pipeti

Tek kulanimlik steril pastor pipeti

CO, etiv

Invert mikroskop

Flask
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7.3. Kullanilan Kimyasallar

O
O
O
[
O
O
O
O

[

Fosfat Buffer Saline

Viral Transport Medium
Penicilinle-Streptomycine stok soliisyonun (500x)
Gentamycin

Mycostatin

DMEM F12 Ham vasat

Fotal dana serum

%70’lik Ethanol / Tentiirdiyot

Dezenfektan

7.4. Metot
Dokulara Uygulanacak slemler

O
O
[

[

Organ parcalari (ortalama 1 gr) steril havan konur.
ok az miktarda steril kum tizerine dokiiliir ve steril havanda ile ezilir.

Organlar yeteri kadar homojenize edildikten sonra antibiyotik soliisyonu [Penisilin (2000 {init/
ml)-Streptomycin (2mg/ml), Gentamysin (50pg/ml) ve Mycostatin (1000 tinit/ml)] igeren 10
ml vasata eklenir ve yeniden homojenize edilir.

Organ homojenizenizasyonu steril 10 ml'lik santriftij tiiptine aktarilir ve 2500 rpm’ de 10
dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant tavuk embriyo primer hiicre kiiltiirii inokiilasyonu
icin steril tiipe alinir ve saklanir.

1-2 saat oda sicakhiginda beklemeye birakilir. Eger bu miimkiin degilse birka¢ giin +4°Cde
saklanabilir.

Bakteriyal kontaminasyona kars1 inokiilasyondan 6nce 0.2pmlik filtrelerden gegirilir.

Heparinli Kanda Uygulanacak Islemler

Kan ornekleri EDTA iceren antikuagulanli 10 ml'lik tiiplere alinacak ve 2000 rpm’ de 10 dakika
stireyle santrifiij edilerek 16kositler ayrilacak ve 3 defa PBS ile yikanmalarinin ardindan 1 ml PBS

ile sulandirilarak hazirlanacaktir.

Tavuk embriyo primer hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

[

3 tane 9-11 giinliik yumurtalar, yumurta kontrol kutusu ile karanlk bir ortamda fertilite
muayenesine tabi tutulup, fertil olanlarda embriyonun yeri ve yumurtanin hava boslugu
kursun kalem ile cizilir. .

Steril kabin igerisinde, yumurtalarin {ist kisimlar1 %70’lik etanol ya da seyreltilmis tentiirdiyot

ile pamuk yardimiyla silinerek dezenfekte edilir.
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Hava kesesini belirleyen ¢izginin 1-2 mm makas yardimi ile kesilerek yumurta kabugu
kaldirilir.

Embriyolar steril petri kutularina alinarak, bas, ayak ve kanat kisimlari steril makasla kesilerek
uzaklastirilir.

Geriye kalan kisimlar makasla kii¢iik parcalara ayrilir. Daha sonra igerisinde 20 ml PBS
bulunan tiiplere aktarilarak yikanir. Bu islem 3 defa tekrar edilir. Ust kisim atilir.

Yikanmis doku pargalar: steril bir kasik yardimu ile icerisinde manyetik ¢ubuk bulunan
erlanmayerlere aktarilir.

Uzerine 37°Cde 1litilmig % 0.05 tripsin iceren 20 ml versen soliisyonu ilave edilerek oda
derecesinde 30 dk. veya tercihen 37°Cde 15 dakika bir manyetik déndiiriicii iizerinde 6n
tripsinizasyona birakilir.

Buislem 3 veya 4 defa tekrar edilir.

Her etabin sonunda hiicre siispansiyonlar: steril tiilbentten siiziilmek suretiyle alinarak bir
sisede toplanir ve siseye esit miktarda % 10 dana serumlu DMEM F-12 Ham besiyeri konur.
Toplanan hiicre stispansiyonu steril ¢ift katl tiilbentlerden santrifiij tiiptine stiziiliir.

1500 rpmde 5 dk. santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi Gstteki siv1 dokiiliir, dipte kalan hiicreler %10 dana serumlu DMEM F-12
Ham besiyeri konur.

200 pl hiicre siispansiyonu 200 pl %0.4 trypanblue ile boyandiktan sonra haemacytometer ile
hiicre sayimi yapilarak her mlde 300-500.000 hiicre bulunacak sekilde sulandirilir.

Sulandirilan hiicre stispansiyonu 25 cnrlik flasklara alinarak 10 ml %10 dana serumlu DMEM
F-12 Ham ilave edilerek etiive (37°C) konur.

Doku, l6kosit ve kanat tiiylerinden hazirlanan inokulumun ekilmesi

Hiicreler monolayer olunca serumsuz vasatla yiizeyleri yikanir ve 0,2 ml siipheli inokulum hiicreye
ilave edilir. Uzerine 10 ml %10 dana serumlu DMEM F-12 konur. Ayni islem kontrol olarak
kullanilacak hiicrede de yapilir ve 37°Cdeki etiive konulur. 24 saat araliklar ile CEF mikroskop
altinda CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir

CEF Toplanmasinda Uygulanacak iglemler

i
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24 saat araliklar ile CEF mikroskop altinda CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir. 2 giin aralikla
vasat1 degistirilir. 3-5 giin arasinda CPE goriildiigii zaman flasklar -30°C’ de dondurulur. 2 defa
dondurulup ¢ozdiiriiliir. 5000 rpmde 10 dk. santrifiij edilir.

Dezenfekte edilmis steril kabin icerisinde, santrifiij sonrast iist stvi 3 ml'lik cryo viallere alinarak
-80°Cde saklanir.
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7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi:

[0 Inokulasyon yapilan CEF 24 saat araliklar ile mikroskop altinda 3-5 giin igerisinde
CPE goriiliinceye kadar kontrol edilir. CPE goriilmedigi zaman en fazla 7-10 giin iginde
degerlendirilir. Hiicre kontrol olarak kullanilan flaskta CPEnin goriilmemesi, inokule edilen
hiicrede CPEnin goriilmesi gerekmektedir.

[] AGID ile tespit edilemeyen materyal inokulumlarin, negatif olarak raporlanmadan 6nce en az
2 kez daha CEFde pasaj yapilmalari gereklidir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2010), Marek’s Disease,
Boliim 2.3.13.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLILARDA MAREK HASTALIGI (MAREK’S
DISEASE)’NIN PCR ILE TESHISI

1. AMAC

Kanathlarda, Marek Hastalig1 (MD) siipheli hayvanlardan elde edilen organ homejenatlari, kan
ve marek siipheli etkenle infekte primer hiicre kiiltiirii iist stvisindan PCR ile Marek Hastalig
virusunun (MDV) tespit edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, tiim Kanath Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarlarrnda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Marek: Tavuklarin gesitli organ (karaciger, dalak, bobrek, yumurtalik, testis, pankreas, bursa

fabrisius) ve dokularinda (deri, kas) tiimorlere neden olan bulasici ve ldiiriicii viral bir hastaligidir.

MDYV: Marek’s Disease Virus

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

6. TEST METODUN KISA TANIMI:

Kanath i¢ organ homejenatlari, kan, Marek siipheli etkenle infekte primer hiicre kiiltiirii st
swvist ve standart Marek antijeninden DNA extraksiyonun yapilmasi, Marek spesifik primerler
kullanilarak PCR yapilmasi ve PCR {iriinlerinin agar jel elektroforeziste yiiriitiilmesinden sonra

tirtin boyutunun bp olarak tespit edilmesidir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

[] Marek sitipheli primer hiicre kiiltiirii siipernatant
[] Orhan homejenati

[] Kan

[] Standart Marek Antijen

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Santrifijj

Otomatik pipet ve pipet uglar
1.5 ml DNaz RNaz ependorf tiip
0.2 ml ependorf tiip

PCR cihazt

Elektroforez tanki

Gii¢ kaynag

Goriintiileme cihazt

Laminal flow

Su banyosu

DNA ektraksiyon kiti

Vortek

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[] TaqDNA Polymerase

[] DNase RNase free distile su

s [ [ [ I [ |

[l Primerler
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MDV (Beck)-F 5-TACTTCCTATATAGATTGAGACGT-3’
MDV (Beck)-R 5-GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA-3’

Hedef DNA
Ethidium bromide
TAE / TBE buffer
DNA ladder

I [ |

Loading dye
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7.4. Metot
DNA izolasyonu

Orneklerin hazirlanmast DNA ekraksiyon kitindeki protokole gore yapilir.

PCR

Her PCR reaksiyonu 50 pl olarak hazirlanir. Pozitif kontrol olarak Marek (Charles River), negatif

kontrol olarak su kullanilir.
PCR Bilesenleri
10xReaction buffer
MgCI2
dNTP’s
Taq Polymerase enzimi
Primer 1
Primer 2
DNA template
Steril DNaz RNaz distile su
PCR basamaklar1
[lk denatiirasyon

Amplifikasyon

Son zincir uzamast

olarak DNA amplifiye edilir.

Elektroforez:

%2 lik agar TAE buffer icinde hazirlanir. Mikrodalga firinda eritilir ve igersine 0.5 pg/ml
Ethidium bromide eklenir. Jel kast: hazirlanir tarak yerlestirilir ve hazirlanan agar igine dokiiliir.

Agar mat renk alinca jel tanki icine yerlestirilir ve jel tanki agarin iizerini ortecek sekilde TAE

buffer ile doldurulur.

PCR iriiniinden 10 ul alinir 1,5 ul jel loading dye ile karistirlir ve agar iizerinde taragin

54l
1.5mM

200 uM of each
2.5 unit

0.2 nmol

0.2 nmol
0,1-1,0 pg (2 pb)

ile 50 pl'ye tamamlanir.

95°Cde 1dak.
94°Cde 1dak

55°Cde 1dak.
72°Cde 1dak
72°Cde 5 dak

olusturdugu deliklere doldurulur.
[k delige de DNA merdiveni yiiklenir.

Ornekler 60Voltta agarin 2/3iinii gecene kadar yiiriitiiliir

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

Agar UV 15181 altinda incelenir. 132bp ve katlar1 seklindeki bantlar Marek virusunun varligini

gosterir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2010), Marek’s Disease,
Boliim 2.3.13.

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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MAREK HASTALIGI (MAREK’S DISEASE)’NIN AGAR
JEL PRESPITASYON (AGP) TESTI ILE TESHISI

1. AMAC

Kanathlarda, Marek Hastaligi (MD) siipheli kanathlardan izole edilen viral etkenlerin
identifikasyonu ve Marek virusuna karst olusmus antikorlarin tespiti amaci ile kullanilan Agar Jel
Presipitasyon testinin standart bir sekilde yapilmasini saglamaktir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, Marek siipheli virus izolatlarmin identifikasyonunu ve viral etkenlere kars
olusan antikorlarin tespitini Agar Jel Presipitasyon testi ile yapan tiim Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvarinda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiy6z materyalle ve
sagliga zararl kimyasallarla cahisthirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.
Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Marek: Tavuklarin gesitli organ (karaciger, dalak, bobrek, yumurtalik, testis, pankreas, bursa
fabrisius) ve dokularinda (deri, kas) timérlere neden olan bulasic1 ve dldiiriicii viral bir hastaligidur.
AGP (AGID): Agar Jel Presipitasyon, Agar Jel Immiinodifiizyon.

Antikor (Ab): Cok hiicreli hayvansal organizmalarin bagisiklik sistemi tarafindan; kendi
organizmalarina ait olmayan organik yapilara kars: gelistirilen glikoprotein yapisindaki molekiillerd
Antijen (Ag): Viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor olugturulmasina
neden olan molekiillerdir.

SPF (Spesific Pathogen Free) Siirii: Onemli kanatli hastaliklarinin etkenlerini ve bu etkenlere
kars1 olusmus antikorlar1 tagimayan siirii.

PBS: Phosphate Buffered Saline
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6. TEST METODUN KISA TANIMI:

Agar Jel Presipitasyon testi, antijen ve antikor molekiillerinin birbirine dogru yayilabildigi jel

gibi yar1 kat1 ortamlarda yapilir. Boyle bir ortamda birbirine dogru yayilan antijen ve antikor

optimal oranda bulunduklar1 bolgelerde karsilastiklarinda antijen-antikor kompleksi olusturarak
presipitasyon band1 halinde jel icerisinde goriiniir hal alir.

AGP Test Metodu temel olarak iki sekilde kullanilir;

[ Kan serumunda viral etkenlere karsi olusan presipitan antikorlarin varligini tespit etmek
ya da yapilan asilamalara karst olusmus immun yanitin seviyesini belirlemek amaciyla kan
serumlarinin bilinen standart antijenlerle test edilmesi.

[] Virolojik teshis metodu olarak, hasta ve/veya hastaliktan siipheli hayvanlardan alman bursa
Fabricius ve/veya diger doku 6rneklerinden elde edilen homojenatin, izolasyon amaciyla uygun
ortamlarda iiretilmesi sonucu elde edilen materyal ile bilinen standart pozitif antiserumlar ile

test edilmesi.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

[ Marek stipheli primer hiicre kiiltiirii siipernatanti
[0 Sipheli serumlar

[] Standart Antijen

[] Standart pozitif ve negatif kontrol serumlar1
7.2. Kullanilan Ekipman

[0 Degisik dlciilerde petriler,

[] Otomatik pipet ve pipet uglari,

[] Vidali kapakl siseler,

[l Sablon, boru seklinde kesici, ince uglu kiirdan
7.3. Kullanilan Kimyasallar

Fosfat Buffer Saline

Noble Agar

Hazirlanmast:

[] Testte genellikle 100 ml PBS igerisinde 1 gr Noble agar / Agaroz ve 7.2 gr NaCl eritilerek
hazirlanan agar kullanilr.

[l Hazirlanan agar 100°Cde eritilir ve otoklavda buhar agik sekilde 15 dk. steril edilir veya
mikrodalga firinda orta derecede 3-4 dakika iyice erimesi saglanir.

[J Agar kullanimdan 24 saat 6nce petrilere dokiilerek hazirlanir (9 cilik petrilere 20 ml agar
dokiildiigiinde 3 mm yiiksekliginde agar elde edilir). Agar dokiilmtis petriler +4°Cde 7 giine
kadar saklanabilir.
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7.4. Metot
Siipheli Serumlarin Hazirlanmasi
[ 2ml lik tiipler igerisinde laboratuvara getirilen kanlar oda 1sisinda bekletilir.

[] Bu bekleme siirecinde kanin pihtilagarak serumunun ayrilmasi saglanir (bu siireci kisaltip

kanin hemoliz olmasini engellemek ve kan pihtilagtiginda serumun rahatca

[] ayrilabilmesini saglamak i¢in kan pihtist ile tiip ¢eperi arasindaki baglant1 kesilecek sekilde
cizilerek oda 1s1sinda bekletilir).

[] Daha sonra serum kan pihtisindan ayrilarak temiz bir tiipe alinir.

[ Non-spesifik reaksiyonlar1 nlemek amaciyla analiz edilecek tiim siipheli serumlar 56°Cde 30
dk. inaktive edilir.

[] Inaktive edilmis olan serumlar hemen test edilmeyecekse + 4°Cde saklanur.
Siipheli Materyalin Hazirlanmasi

[ Marek (MD enfeksiyonlarindan siiphelenilen hayvanlardan alinan organ, tity 6rneklerinden

etken izolasyonu i¢in primer hiicre kiiltiiriine ekimler yapilir.

[0 Yapilan ekimler sonucu elde edilen siipheli materyalle infekte olmus primer hiicre kiiltiirii Gist

sivist teste kullanilir.
Testin Uygulanmasi

[l Boru seklinde bir delici yardimiyla ¢ap1 5-7mm ve ¢ukurlar arast mesafe 2-5mm olan ortada

bir ve kenarlarda alt1 daire bulunan sablon kullanilarak agar da gukurlar agilir.
[J Cukurlardaki agar bir kiirdan ile gukurun duvarlarini zedelemeden dikkatlice ¢ikarilir.
[] Her gukura esit miktarda, yaklagik 0.050 ml test materyali konulur.

Siipheli serumlar test edilecekse; Ortaya standart antijen, etraftaki cukurlara stipheli serumlar ve

uygun ¢ukurlara standart pozitif ve negatif kontrol serumlar1 konulur.

Siipheli materyal test edilecekse; Ortaya standart pozitif serum, etraftaki ¢ukurlara ise hiicre
kiiltiirtinden hazirlanan inokulum ve uygun ¢ukurlara standart pozitif ve negatif kontrol serumlari
konulur.

[J Tiim bu ¢aligmalar kayit edilir.

[] Petriler 22°C -37°C arasinda, rutubetli bir ortamda 24-48 saat siire ile inkiibe edilir,

[] Presipitin bantlar1 yaklasik 24-48 saat sonra goriilebilir hale gelirler. Ancak bu siire, antikor ve

antijenin konsantrasyonlarina bagh olarak degisebilir.

[] Olusan presipitin bantlarinin degerlendirmesi en iyi sekilde, arkadan 151k verilip koyu bir

zemine karsi gozlenerek yapilir.
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7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi:

[] Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin banti olusan ¢ukurlardaki

stipheli serum/materyal = Pozitif olarak kabul edilir.

[] Standart antijen/pozitif kontrol serumu ile arasinda presipitin banti olusmamis olan

cukurlardaki siipheli serum /materyal = Negatif olarak ifade edilir.
[] Busonuglara gore;

[] Petride uygun ¢ukurlara konulmus olan standart pozitif serum ile standart antijen arasinda

olusan presipitin bantlarinin varligi,

[J Negatif kontrol serum ile standart antijen arasinda presipitin bandinin olusmamasina gore

degerlendirilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2010), Marek’s Disease,
Boliim 2.3.13.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI CICEGI (FOWLPOX)’NIN
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
(PCR) ILE TESHISI

1. AMAC

Kanatlilarda, Kanatli Cigek Viriisii (KCV) ile infekte oldugundan siiphelenilen hayvanlardan elde
edilen trakea homejenaty, trakeal, kloakal ve oro-nazal sivap 6rneklerinden PCR ile KCV’nin tespit

edilmesisidir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu, Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarrnda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiyoz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR
KCV: Kanatlh Cigek Virusu
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

6. TEST METODUN KISA TANIMI:

Kanath trake homejenati ve tracheal, kloakal ve oro-nasal svap orneklerinden ve standart KCV
antijeninden DNA extraksiyonun yapilmasi, KCV spesifik primerler kullanilarak PCR yapilmasi
ve PCR iiriinlerinin agar jel elektroforeziste yiiriitiilmesinden sonra {iriin boyutunun bp olarak

tespit edilmesidir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Trake homejenati

Tracheal, kloakal ve oro-nasal svap 6rnekleri

Standart KCV Antijen

7.2. Kullanilan Ekipman

Santrifij

Otomatik pipet ve pipet uglar

1.5 ml DNaz RNaz ependorf tiip

0.2 ml ependorf tiip

PCR cihazt

Elektroforez tanki

Giig kaynag:

Goriintilleme cihazi

Laminal flow

Su banyosu

DNA ektraksiyon kiti

Vortek

7.3. Kullanilan Kimyasallar

Taq DNA Polymerase

DNase RNase free distile su

Primerler FPV P15-CAGCAGGTGCTAAACAACAA-3
FPV P2 5-CGGTAGCTTAACGCCGAATA-3

Hedef DNA

Ethidium bromide

TAE / TBE buffer

DNA ladder

Loading dye

7.3. Metot

DNA izolasyonu

Orneklerden DNA izolasyonu DNA ekstraksiyon kiti protokoliine gore yapilir.
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PCR
Her PCR reaksiyonu 50 pl final hacimde hazirlanir. Pozitif kontrol olarak KCV (Charles River),

negatif kontrol olarak su kullanilir.

PCR Bilesenleri

[J 10xReaction buffer 5ul

0 MgCl 1.5 mM

[ dNTPs 200 uyM

[] TaqPolymerase enzimi 1 iinite

[ Primer 1 10 pmol

[l Primer2 10 pmol

[] DNA template 10u

Steril DNaz RNaz distile su ile 50 ul'ye tamamlanir.

PCR basamaklar1

[lk denatiirasyon 95°C de 5dk. 1 siklus

Amplifikasyon 94°Cde 30 sn.
55°Cde 1 dk. 34 siklus
72°Cde 2 dk.

olarak DNA amplifiye edilir.
Elektroforez:

[0 %2 lik agar TAE/TBE buffer iginde hazirlanir. Mikrodalga firinda eritilir ve igersine 0.5pg/ml

ethidium bromide eklenir. Jel kast1 hazirlanir tarak yerlestirilir ve hazirlanan agar i¢ine dokiiliir.

[ Agar mat renk alinca jel tanki icine yerlestirilir ve jel tanki agarin tizerini 6rtecek sekilde TAE/
TBE bufter ile doldurulur.

[] PCR friiniinden 10 pl almir 1,5 pl jel loading dye ile karistirilir ve agar tizerinde taragin
olusturdugu deliklere doldurulur.

[ Ik delige de DNA merdiveni yiiklenir.
00 Ornekler 60 Voltta agarin 2/3iinii gecene kadar yiiriitiiliir

7.4. Sonuglarin degerlendirilmesi

Agar UV 15181 altinda incelenir. 578 bp biiytikliigiindeki bant KCV nin varligini gosterir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER:

[l OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Fowlpox, Boliim
2.3.10.

[l LeeLH, Lee KH (1997). Application of the polymerase chain reaction for the diagnosis of fowl
poxvirus infection. Journal of Virological Methods, 63, 113-119.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI iC ORGANLARINDAN
SALMONELLA GALLINARUM iZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Salmonella Gallinarum’un kanath i¢ organlarindan (karaciger ve dalak) izolasyonu ve serolojik,

biyokimyasal yontemler ile identifikasyonunu kapsar.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli Hastaliklar1 Teshis laboratuvarina getirilen kanath cinsi hayvanlarda Kanath Tifosu
hastaliginin teshisinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Salmonella Gallinarum: Enterobacteriaceae familyasindan, gram negatif, hareketsiz, sporsuz,
kapsiilsiiz ve asido-rezistans olmayan bir mikroorganizmadir. Neden oldugu Tavuk Tifosu Hastalig

ihbar1 mecburidir.
Biyokimyasal 6zellik: Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal 6zellikler.
I¢ organ: Bakterilerin aranacag1 yeni 6lmiis kanatli i¢ organlaridur.

Besiyeri: Bakterinin siipheli materyalden izolasyonuna ya da biyokimyasal reaksiyonlarin

saptanmasina imkan saglayan bakterinin iiremis oldugu ortam.
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI:

o e——

Kanatlihayvanlarda Salmonella Gallinarum'un etken izolasyonu ve etkenin serolojik ve biyokimyasal

testlerle identifikasyonunu kapsamaktadir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal : Enfeksiyondan siipheli kanath hayvanlara ait i¢ organlar (karaciger ve dalak)

Gonderilecek materyalin miimkiin oldugunca en kisa siirede soguk zincirde laboratuvara

ulastirilmasi gerekmektedir.

7.2. Kullanilan Ekipman:

[

N OO @OOoOoOoOoOooOo@Oo@Ooo@oOooOoOooOdo 3

OO O OO0OO@O0O@OQO@.d /&3

Otoklav

Etav

Analitik teraziler (+ 0.1 g ve + 0.1 mg hassasiyette)

Su banyosu (35-100°C’ler arasinda +1°C hassasiyette ayarlanabilen)
pH metre (en az 0.1 birim gostergeli)

Bunzen beki

Steril bigak, pens, spatiil, v.b. malzemeler

Tiip karistirict

Ozeler

Plastik steril petriler

Steril pipetler, 1 ml (0.01 ml bolmeli), 5 ve 10 ml (0.1 ml bolmeli)
Deney tiipleri (16150 mm) ve tiip tastyicilari

Erlen, beher, meziir v.b. standart laboratuvar cam malzemesi

.3. Kullanilan besi yerleri, solusyonlar, ayira¢ ve Salmonella O anti serumu

Salmonella Omnivalent antiserum

Salmonella O antiserum D1 grup, faktor 1,9, 12 igeren
Kanli Agar (B.37)

XLD (B.93)

Brilliant Green Novobiocin (BGN) Agar (B.80)
Nutrient Agar (B.92)

Triple Sugar Iron (TSI) Agar (B.72)

Tryptophan medyum (B.94)

Lysine Iron agar (B.06):

Ure Agar (B.07)

Arginin ve ornitin dekarboksilaz besi yerleri (B.08)
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Karbonhidrat fermentasyon besi yeri (B15)
%10 Glikoz Soliisyonu (S.34)

%10 Dulcitol Soliisyonu (S.84)

%10 Maltoz Soliisyonu (S.51)

%10 Mannitol Soliisyonu (S.50)
Glikoz fermentasyon besi yeri (B96)
Dulcitol fermentasyon besi yeri (B98)
Maltoz fermentasyon besi yeri (B97)
Mannitol fermentasyon besi yeri (B99)
Kovaks ayiraci (R.01)

Fizyolojik Tuzlu Su (S.28)

7.4. Metot

I s [ s [ [ O

—

Gelen materyaller +4 + 2°Cde saklanmalidir. Ornekler donmus halde ise analiz edilene kadar

donmus olarak saklanmalidur.
Izolasyon

Otopsi yapildiktan sonra T(P 17)02 kanatlilarin karaciger ve dalaklarindan direkt kanl agara
(B.37), Brillant Green Novobiocin Agara (B.80) ve XLD Agara (B.93) ekim yapilir. Besiyerleri
37+1°Cde aerobik kosullarda 24-48 saat inkube edilir.

Salmonellalar kanli agarda 1-2 mm ¢apinda yuvarlak, parlak, piiriizsiiz ve kubbe seklinde, XLD
Agarda besiyeri ile ayn1 renkte, yar1 saydam, bazen siyah merkezli koloniler seklinde, BGN Agarda
pembe koloniler halinde tireme gosterirler. Serolojik teyit icin her petriden 5 tipik yada stipheli
koloni Salmonella Omnivalent antiserum ile lam teknigi kullanilarak inceleme yapilir. 5 kolonide
agliitinasyon olusmamus ise test negatif olarak degerlendirilir ve ileri kontrol muayenelerine devam
edilmez. 5 kolonide agliitinasyon olusmus ise test pozitif olarak degerlendirilir ve ileri kontrol

muayenelerine devam edilir.

Salmonella siipheli kolonilerden nutrient agarda saf kiiltiir icin 37+1°Cde aerobik kosullarda 20-24
saat inkube edilir.

Salmonella oldugu tespit edilen suslar Salmonella O antiserum D1 grup, faktor 1, 9, 12 igeren
antiserum ile serolojik teste tabi tutulur. Serolojik test pozitif sonug verirse hareket muayenesi icin
yar1 kati agara ekilir ve suslarin hareketsiz oldugu tespit edildiginde S. Gallinarum ve S. Pullorum’un
biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1de gosteridigi gibi ayrimi yapilir.

Identifikasyon

Dogrulama: Agarl besiyerinde tireyen tipik koloniler Nutrient Agara (B.92), tek koloni diigmesi
saglayacak sekilde ekilir ve 37°Cde 20-24 saat inkiibe edilir. Nutrient Agar tizerinde iireyen koloniler

dogrulama testlerinde kullanilir.
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Biyokimyasal Testler:
Hareket muayenesi: Yar1 kat1 besiyerine (B.03) siipheli koloniden ekim yapilir. 37°Cde 20-24 saat

edilir. Hareketsiz suslar besiyerinin tam ortasinda inokulasyon hatt1 boyunca sinirh bir tireme
goster. Hareketli suslar tiipiin her tarafinda homojen iireme gériilmesi hareketin miispet oldugunu

gosterir. Salmonella Gallinarum hareketsizdir.

TSI Agar Testi: Ozeyle alinan kiiltiir 6nce besiyerinin (B.72) dip kismina daha sonra yiizeye
stirtilerek ekim yapilir. 24-48 saat 37°Cde inkiibe edilir. Olusan degisiklikler sdyle yorumlanur.

Dip Kisim Nedeni

Sar1 renk Glukozun fermantasyonu

Kirmiz1 veya renk degisikligi Glukozun fermente olmamasi

Siyah renk Hidrojen siilfir olusumu

Gaz kabarciklar Glukozdan gaz olusumu

Yiizey kisim

Sar1 renk Laktoz ve/ veya sukrozun fermentasyonu

Kirmizi veya renk degisikligi yok Laktoz ve/ veya sukrozun fermente olmamasi
Salmonella Gallinarum glukozu fermende eder ve laktoz, sakkarozu fermente etmez.

Urenin hidrolizi: Siipheli koloniden iire agara (B.07) ekim yapilir. 37°Cde 24 saat inkiibe
edilir. Reaksiyon 2-4 saat sonra gerceklesir, eger reaksiyon iireaz varlig1 yoniinden pozitif olarak
gerceklesirse; iire, amonyak agiga ¢ikartir, renginin saridan kirmiziya donisiir. Salmonella

Gallinarum tireyi hidroliz etmez.

indol olusumu: Siipheli koloniden 5 ml tryptophan medyumu (B.94) iceren tiipe ekim yapilir.
37°Cde 24 ( +3) saat inkiibe edilir. Daha sonra 1 ml Kovacs reaktifi ilave edilir. Kirmiz1 halka
pozitif reaksiyon, sar1-kahverengi bir halkanin olusmasi negatif reaksiyonun olarak degerlendirilir.

Salmonella Gallinarum indol Giretmez.

Lizin Dekarboksilaz Testi: Stipheli koloniden Lysine Iron agara (B.06) ekim yapihr. ~ 37°Cde
24 ((£3) saat inkiibe edilir. Mor renk olusumu pozitif reaksiyon olarak, sar1 renk negatif reaksiyon

degerlendirilir. Salmonella Gallinarum lizin dekarboksilaz enzimine sahiptir.

Ornitin dekarboksilaz testi: Ornitin iceren dekarboksilaz (B.08) besiyerine siipheli koloni ile
inokule edilerek 37°C ‘de 3-4 giin inkube edilir. Besiyerinin renginin koyulagmasi pozitif, agilmasi

negatif olarak degerlendirilir. Salmonella Gallinarum ornitin dekarboksilaz enzimine sahip degildir.
Seker fermentasyon testi: Brom creosol purple ve ayr1 ayr1 % 1 oraninda karbonhidratlar

(glikoz, maltoz, dulsitol ve mannitol) igeren peptonlu su (B96, B97, B98, B99) igeren tiiplere ekilir
ve karistirildiktan sonra 37°Cde 48 saat inkiibe edilir. Sar1 renk olusumu sekerlerin fermentasyon
acisindan pozitif olarak degerlendirilir. Salmonella Gallinarum glikoz, maltoz, dulsitol ve mannitolu

fermende ederler.
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Gaz Olusturma Testi: Durham tiiplii brom creosol purple iceren karbonhidratli (glikoz, maltoz,
dulsitol ve mannitol) besiyerinde inkiibasyondan sonra durham tiiplerinde gaz birikmesi pozitif

olarak degerlendirilir. Salmonella Gallinarum glikoz, mannitoldan gaz olusturmaz.
Serolojik Testler

Otoagglutinasyon yapmayan saf kolonilerin (O) antijenleri varhiginin tespiti i¢in Salmonella O

antiserum D1 grup, faktor 1, 9, 12 igeren antiserum ile lam teknigi kullanilarak inceleme yapihr.

Salmonella Polyvalent (O) Testi : Lam ikiye ayrilir ve ayrilan her iki kisma birer damla fizyolojik
tuzlu su konur. Uzerine nutrient agardaki 24-48 saatlik kolonilerden 3 mm’lik zesinin yarist dolu
olarak alinir ve karistirilir. Lamun bir kenari birinin tizerine 1 damla Salmonella O antiserum D1
grup, faktor 1, 9, 12 iceren antiserum damlatilir. 30 sn.-1 dk. kadar rotasyon hareketi ettirilerek
karigtirilir. Siyah zemine kargi incelenir. Eger kiiltiir + fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi + polyvalent serum
karigiminda agliitinasyon olusmus, kiiltiir + fizyolojik tuz su ¢ozeltisi karisiminda agliitinasyon
olugmamus ise test pozitif olarak degerlendirilir.

Tablo 1. S. Pullorum ve S. Gallinarum’un biyokimyasal 6zellikleri

Test S.Pullorum  S. Gallinarum
TSI Glikoz fermantasyonu (asit olusturma) + +
TSI Glikoz (gaz olusturma) v -

TSI Laktoz fermantasyonu (Asit Olusturma) - -
TSI Sakkaroz fermantasyonu (Asit Olusturma) - -

TSI Hidrojen sulfit v v
Glikozdan gaz olusumu (Durham tiiplii kiiltiirde) + -
Urenin hidrolizasyonu - -
Lysine decarboxylation + +
Ornithine decarboxylation + -
Maltoz fermantasyonu (Asit Olusturma) - veya ge¢ + +
Dulsitol fermantasyonu (Asit Olusturma) - +
Mannitol fermantasyonu (Asit Olusturma) + +

Mannitoldan gaz olusumu (Durham tiipli kiiltiirde) — + -
Indol olusumu - -
Hareket - -
+=1veya 2 glin igcinde % 90 veya daha fazla pozitif reaksiyon

- = negatif reaksiyon

v = degisken reaksiyon
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7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

i

Talimatin etkinligi Standart S. Gallinarum susu, Etlik Merkez Veteriner Kontrol Arastirma
Enstitiisit Bakteriyolojik Teshis Laboratuvari ile yapilan karsilastirmali dogrulama testi ile

ispatlanir.

[zolasyonda kullanilan besiyerlerinin Salmonella spp. tiretebilme yetenegi ve identifikasyonda
kullanilan her bir besi yeri ile her bir testin ¢alisip calismadigl, standart ve sertifikali S.
Gallinarum susu (NCTC 10532) ve E. coli susu (ATCC 25922) ile kontrol edilir.

Laboratuvar sartlar: gerektirdiginde hastalikli materyalden S. Gallinarum susunun izolasyon
ve identifikasyou Vitek Compact 2 cihazi kullanilarak da yapilir ancak bu durumda akredite

yontem sayilmaz ve analiz raporunda ‘Akredite analiz isareti’ kullanilmaz.

Analizi yapan kisi; testi, yapilan mikroorganizma adini, kullanilan besiyerini, inkiibasyon

siiresini, 1s1s1n1 ve sonuglari laboratuvar analiz defterine kaydeder.
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KANATLI PARATIFO
INFEKSIYONLARININ TESHISI

1. AMAC

Insanlarda infeksiyona neden olan ve gida patojeni Salmonella serotiplerinin, hayvanlarda izlenmesi
amactyla hayvan diskilarindan, cevresel kaynaklardan, yemlerden ve hayvansal gidalardan
izolasyonu ve identifikasyonu icin kullanilan laboratuvar teshis yontemlerinin agiklanmasi

amaglanmustir.

2. UYGULAMA ALANI
Agiklanan teshis yontemi, kanathi hayvanlarin diskilarindan, ¢evresel kaynaklardan,yemlerden

ve hayvansal gidalardan hareketli Salmonella serotiplerinin (Paratifo infeksiyonuna neden olan

serotipler) varligini belirlenmeye yonelik hazirlanmuistir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

TPS: Tamponlanmis Peptonlu Su

RVS: Rappaport-Vassiliadis Soy Buyyon

BGA: Brilliant Green Phenolred agar

XLD: Xylose Lysine Deoxycholate

MKTTn: Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin

TSI: Triple Sugar/ Iron
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Teshis icin kullanilacak materyallerden Salmonella serotiplerinin izolasyon ve identifikasyon

yonteminin detaylari ile molekiiler ve serolojik teshis ile ilgili genel uygulamalar tanimlar.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal: Klinik belirti gdsteren ve bireysel izleme yapilacak kanathilardan i¢ organ materyali
ve/veyakloakal svaplar aseptik kosullarda alinmalidir. Klinik vakalarda, belirtilerin ortaya gtkmasini
takiben materyal alinmali ve bu hayvanlarda antibiyotik kullanilmamalidir. Kiimeslerde enterik
kolonizasyonu belirlemek amacryla, kiimeslerden altlik, toz ve gevresel 6rnekler drag/corap svap
seklinde almmalidir. Bu 6rnekleme yontemi ile kiimeslerde ve 6rnek alinan yiizeylerde Salmonella
varlig1 belirlenebilir. Konakgi-spesifik serotiplerin diskidan ve gevresel drneklerden izolasyonu
zordur. Paratifo etkenlerinin izolasyonu i¢in kesim asamasina gelen broiler/hindi ve iki haftaliktan
biitytik damizlik ve yumurtaci kiimeslerden kloakal svap, drag/corap svap ve kiimes tozu alinabilir.
Ayrica direkt olarak sekal icerik, diski 6rnegi bir kaba alinarak izolasyon amaciyla kullanilabilir.
Kesimhanede karkaslar materyal olarak kullanilabilir. Ayrica yem fabrikasindan cevresel
kaynaklardan alman drag svaplar, hayvan yemleri ve gidalar da direkt olarak Salmonella varhg

yoniinden incelenebilir. Alinan materyaller ayni giin igcinde sogukta laboratuara ulagtirilmalidir.

7.2. Kullanilan Ekipman: Bu kapsamda gerekli ekipman, klasik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan ekipmanlardur.

Otoklav

Ettv

Petri kutusu

Mikrobiyolojik giivenlik kabini (Class II)
Mikroskop

O &80 &0 &8 &3

7.3. Kullanilan Kimyasallar

Fizyolojik Tuzlu su

Icerik:

Sodyum klortir (NaCl).......coveviuiiiiiiii e 85¢g
DASHLE SU. . ..eeee e 1000 ml
Hazirlanis::

Distile suyun igerisinde sodyum kloriir ¢ozdiiriiliir.
121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25 °Cide 7,0 £ 0,2 ayarlanur.
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Potasyum Hidroksit Soliisyonu

fcerik:

Potasyum hidroksit..............cooeiiiiiiiiiii 40¢g
Distile SU. ..ot 100 ml
Hazirlanist:

Potasyum hidroksit distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

7.4. Kullanilan Besiyerleri

Tamponlanmis Peptonlu Su

Icerik:

Pepton.... ..ot 100g
Sodyum klortir (NaCl).......cooeoviiiiiiiiiiiiiii 50g
Disodyum hidrojen fosfat dodecahidrat (Na,HPO,.12H,O)........... 90g
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,).................ccoooeeeiinnnn. 15¢g
DSl SU....oenviieiii i 1000 ml
Hazirlanist:

Tiim igerik distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra 225 ml'lik erlen mayerlere paylastirilir.
121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25°Cde 7.0+0.2¢ ayarlanir.

Rappaport-Vassiliadis Soy Broth (RVS Broth)

fcerik:

Base

Soy Pepton ..o 50g
Sodyum Klortr(NaCl)............coooiiiiiiiiiii 80g
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)................cccoeeeiiiiiiinn, ldg
Dipotasyum hidrojen fosfat (K. HPO,).........................oo 02g
DISHIE SU. .. veiiiic e 1000 ml
Hazirlanis::

Tiim igerik 70 °Cde 1sitilarak ¢ozdiiriiliir.
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Magnezyum Kloriir soliisyonu
Magnezyu kloriir hekzahidrat (MgCL 6H,O)........................... 400 g
DiStile SU. .....uiuiiiiii 1000 ml

Malasit yesili soliisyonu

Malasit yesili oksalat. ... .......c.oeuiiiiiiiiii e, 04¢g
DISHIE SUL .. 100 ml
Birlesim Besiyeri

Base. ...uiieii i 1000 ml
Magnezyum Kloriir SOisyonu. ............c.cvvuiiiininiiiiininina 100 ml
Malasit yesili SOIISYONU. .....c.ovniviiniiiniiii e, 10 ml
Hazirlanis::

Base igerisine soliisyonlar eklenerek karistirilir.
Tiiplere 10 ml hacimde olacak sekilde paylastirilir.
121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.

pH 5.2 £ 0.2 ayarlanir.

Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn)

Icerik:

Base

Bt eRstrakti. ... ...ooviiuiiiiii 43¢
Pepton.... .o 86g
Sodyum Klortir (NaCl).......c..ouviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26¢g
Kalsiyum karbonat (CaCO,)...........ccoeeiiiiiiiiniiiiiiii, 387¢g
Sodyum tiosiilfat pentahidrat (Na,S,0, 5H,0)..................... 478¢g
Safra tUZU. «..eeiie i 478 ¢
Brillant green..........o..ouiiiiiiiiiii 9.6 mg
Distile SU. .....uiviiiiiii 1000 ml
Hazirlanis::

Tiim icerik distile suda ¢ozdiiriiliir ve 5 dk. kaynatilr.
pH 25°Cde 8.2 + 0.2% ayarlanir.
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fyot ve Potasum Iyodine soliisyonu

Iyot. .o 200¢g
Potasyum iyodin (KI)...........coouiiiiiiiiii e 250¢g
Distile SU.........oiiiiiiii 100 ml

Novobiocin soliisyonu

Novobiocin SOdyum tUzZu. . ........euniiriiniiiiiini e, 0.04¢g
DISHIE SU. ..eeiiii i 5ml
Hazirlanisi

Novobiocin sodyum tuzu distile suda ¢6zdiiriiliir ve filtrasyon ile sterilize edilir.

Birlesim Besiyeri

BaSe. ..t 1000 ml
Iyot-Potasyum iodine SOiSyOnU. ............oeerriviineeerriiiineeeeas 100 ml
Novobiocin SOIISYONU. ........c.cviuiiiiiiiiiiiii e 5ml
Hazirlanist:

Novobiocin soliisyonu ve base karistirildiktan sonra iyot soliisyonu eklenir. Tim igerik

karistirldiktan sonra vida kapakl: tiiplere 10 ml olacak sekilde paylastirilir.

Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar)

Icerik:

Base

Maya eRStraktl. ... ....oeuiuiniiiii e 30g
Sodyum klortir (NaCl).......cooeviiiiiiiiiiiiii e 50g
KSILOZ. .o 375g
LaKEOZ. . et 75g
SUKIOZ. ..ot 75¢g
L-lizin hidroklorid. ............coooiiii 50¢g
Sodyum tiyostilfat. ...........coooiiiii 68¢g
Demir (III) amonyum asetat. ............c.oevenerneniinininiininnennen 08¢g
Fenol KIrmizist. .......oouivuiiiiiiiiiii e 0.08¢g
Sodyum deoksikolat..............cooooiiiii 10g
AGAT. ..o 9-18¢
DISHIE SU. .. 1000 ml
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Hazirlanis::
Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutulur.

Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur.

Asir1 isitmadan kaginilmalidir.

pH's1 25°C'de 7.4+0.2 ayarlanmalidir.

Nutrient Agar

fcerik:

Etekstrakti. ... ...oooviuiiiiiii i 30g
Pepton... ..o 50g
AT, i 9-18g
DISHIE SU. .. eee e 1000 ml
Hazirlanis::

Agar 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25°Cde 7.0 + 0.2’ye ayarlanur.

Triple Sugar/ Iron Agar (TSI agar)

fcerik:

Etekstrakt. ........oooiiiiii 30g
Maya eKStraktl. .......oouviuiiniiiiiiieinie e 30g
Pepton.... ..o 200g
Sodyum klortir (NaCl).......c.oeviiiiiiiiiiii e 50¢g
LaKEOZ. ... et 100g
SUKIOZ. e 100g
GIUKOZ. .o 10g
Demir (IT1) SIEAt. . ..vvueineiee ettt 03g
Sodyum tiyosiilfat. ...........cooiiiiiiiii 03g
Fenol KIrmizist. ........c.oeiiiiiiiii e 0.024¢g
AGAT. i 9-18¢g
Distile SU. ......couiiiiiiiii 1000 ml
Hazirlanist:

Agar vida kapakl tiiplere 10 ml olacak sekilde paylastirilip 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
Tiiptin dibindeki agar 2.5-5 cm olacak sekilde yatik vaziyette dondurulur.
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Ure Agar (Christensen)

fcerik:

Base

Pepton.... ..ot 10g
GIUKOZ. ... 10g
Sodyum Klortir (NaCl).......c.oeoviiiiiiiiiiiie e 50¢g
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)......................oen, 20g
Fenol Kirmizisi.........c.oooiiiiiiiii 0.012¢g
AGAT. i 9-18¢g
DISHIE SU. .. et 1000 ml
Hazirlanis::

Tiim bilegenler distile suda ¢ozdiiriiliir ve 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25°Cde 6.8 + 0.2°ye ayarlanir.

Ure soliisyonu

L0 400 g

DiSHlE SU. ..ot final hacim 1000 ml
Hazirlanis::

Ure distile suda ¢ozdiiriiliir ve filtrasyon ile sterilize edilir.

Birlesim Besiyeri

BaSe. ..t 950 ml
Ure SOIISYONUL ...t eee it 50 ml
Hazirlanis::

Base sterilize edildikten sonra 44°C-47°C’ye sogutulur ve iire soliisyonu eklenir.

Tiiplere 10 ml olacak sekilde paylastirilir; yatik vaziyette dondurulur.

L-Lizin Dekarboksilaz Besiyeri

Icerik:

L-Lizin monohidroklorid..............cc.cooiiiiiiiii 50g
Maya eRStraktl. ... ..ouveniiiiiii 30g
GIUKOZ. ..o 10g
BromKkreozol purpur............coceveuiiiiiiinii 0.015¢g
DISHIE SU. .. et 1000 ml
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Hazirlanis::
Besiyeri vida kapakl: tiiplere 2-5 ml olacak sekide paylastirilip 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize
edilir.

pH 25°Cde 6.8 + 0.2°ye ayarlanir.

B-Galaktosidaz Test Besiyeri

fcerik:

Tampon soliisyon

Sodyum dihidrojen fosfat(NaH,PO,)...............cooo.ii 69¢g
Sodyum hidroksit(10 mol/l)...........cccceoviiiiiiiiiii 3ml
DISHIE SU. vt final hacmi 50 ml
ONPG soliisyonu

o-Nitrofenil p-D-galaktopiranozid (ONPG).............ccoeveen i 0.08¢g
DSl SU. ...eeeieie e 15ml
Birlesim Besiyeri

Tampon SOUSYONU. . ...c.uvuitiitiiriiee e 5ml
ONPG SOIUSYONUL . .. eeeieieeetee e 15ml
Hazirlanis::

Tampon soliisyonu ONPG soliisyonuyla karigtirilir.

Voges Proskauer Besiyeri

fcerik:
Pepton.......coooiiiiii 70g
GIUKOZ. ..., 50g
Dipotasyum hidrojen fosfat(K,HPO,)................cooiiiiiiiiiiinn.i 50g
DISHIE SU. .. ee et 1000 ml
Hazirlanis::

Vida kapakli tiiplere 3 ml olacak sekilde paylastirilip 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25°Cde 6.9 + 0.2°ye ayarlanir.
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Voges Proskauer Ayiraclari

Kreatin soliisyonu (N-amidinosarcosine)

Kreatin monohidrat..................ooiii 05¢g
Distile SU.........oiiiiiiii 100 ml
Naftol etanol soliisyonu

L-NAftol. . 6¢g
ELanol( 96 90) . ... .uviviiiii e e 100 ml

Tripton/Triptofan Besiyeri

Icerik:

THIPLON. .o 10g
Sodyum klortir (NaCl).......cooeoviiiiiiiiiiiiiii 5g
DL-Triptofan. ......c.ouiuiiiiii e lg
Distile SU. ......couiiiiiiii 1000 ml
Hazirlanist:

Vida kapakli tiiplere 5 ml olacak sekilde paylastirilip 121°Cde 15 dk. otoklavda sterilize edilir.
pH 25°Cde 7.5 + 0.2°ye ayarlanir.

Indol Test Ayiract

Kovaks
4-Dimetilaminobenzadehid................cc.coooii 5g
Hidroklorik asit .........c.oouiiiiiiiiiii 25ml
2-Metilblitan-2-0l. ...t 75 ml

7.5.1zolasyon ve identifikasyon: Paratifoid Salmonella serotipleri, ender olarak kanatl hayvanlarda
sistemik infeksiyonlara neden olmaktadir. Genel olarak hayvan diskilarinda bulunmakta ve
hayvansal gidalara bulagmaktadir. Bu nedenle izolasyon ve identifikasyon, materyal orijinine gore

asagidaki basamaklar kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Izolasyon: Sistemik infeksiyon goriilen siiriilerden bireysel 6rnekleme ile alinan materyallerden
direkt genel besiyerlerine ekim yapilirken; kanatl hayvanlardan enterik kolonizasyonu, kiimes ve
gevresel kaynaklarda ve ayrica hayvansal gidalardan alinan materyallerden Salmonella varligini
belirlemek amaciyla, belirli zenginlestirme ortamlari kullanilarak izolasyon ve identifikasyon islemi
gerceklestirilmektedir. Buamagla alinan materyaller uluslararasi standart metodlarla incelenmelidir.

Bu amagla ISO 6579:2002 en yaygin kullanilan yontemdir. Bu metot, 6n zenginlestirme, selektif
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zenginlestirme ve selektif-diferansiyel agarda izolasyon asamalarindan olusmaktadir. Salmonella
stipheli kolonilerin identifikasyonu ise, izolasyon asamasindan sonra biyokimyasal 6zellikleri ve

serolojik dogrulama agamalari ile yapilmaktadir. Yontem asagida detaylandirilmgtir.

On zenginlestirme: Diski, yem, hayvansal gidalardan 25 gr. numune veya drag/corap svaplar
aseptik kosullarda steril Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS; %10) ile homojenize edilir. 37°C’lik

etlivde 18-24 saat inkiibe edilerek 6n zenginlestirme saglanir.

Selektif zenginlestirme: On zenginlestirme sonunda ikinci giin kiiltiirden icinde 10 ml Rappaport-
Vassiliadis Soy Buyyonu (RVS) bulunan tiipe 0.1 ml ve iginde 10 ml. Tetrathionate Buyyon (Miiller-
Kauffman) bulunan tiipe 0.1 ml. aktarilarak 42°Cde 18-24 saat zenginlestirme icin inkiibe edilir.

Selektif-diferansiyel agarda izolasyon: Inkiibasyon sonunda iigiincii giin bir 6ze dolusu kiiltiir
alinarak izolasyon i¢in Brilliant Greeen Phenolred agar (BGA) ve XLD agara azaltma yontemiyle
ekilir. 24-48 saat 37°Cde inkiibasyondan sonra Salmonella stipheli kolonilerden (XLDde siyah
merkezli kirmizi; BGAda pembe) dordiincii giin Nutrient agarda saf kiiltiir{i yapilir.

Identifikasyon: Besiyerinde saf olarak iireyen koloniler, biyokimyasal ozelliklerine gore
identifikasyonu yapilir (Tablo 1). Bu testere ilave olarak polivalan serumlarla lamda ve/veya tiipte

agliitinasyon ile dogrulamast yapilir.

Tablo 1. Salmonella identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal 6zellikler

Biyokimyasal Testler Sonug

Triple Sugar Iron Testi H_S pozitif

Ure Hidroliz Testi -

Indol Testi -

Lizin Dekarboksilaz Testi +

Voges Proskauer -

B-Galaktosidaz Testi -

Serotiplendirme: Salmonella spp. olarak identifiye edilen koloniler, “O” somatik, “H” fimbria ve

“Vi” antijenlerine gore serotiplendirmeleri gerceklestirilir.
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Molekiiler teshis: Hayvan diskilarindan, cevresel 6rneklerden, yem ve gidalardan Salmonella
izolasyon ve identifikasyonunun zaman almasi nedeniye hizli sonug veren molekiiler yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda, immunomanyetik separasyon (IMS), ELISA, konvansiyonel
ve Real-Time PCR sayilabilir. Bu yontemlerde teshis siiresi 24-48 saattir ve otomatize sistemler de
gelistirilmistir. Ancak tiim bu ¢abuk yontemlerin standardizasyou icin detayl ¢aligmalar yapilmasi

ve kontrollerle birlikte ¢alisilmas: 6nemlidir.

Serolojik testler: Hayvanlarda salmonella infeksiyonlarinin teshisi igin serolojik testler
kullanilmaktadir. Bu testlerden boyali antijenle kanla yapilan agliitinasyon testleri uzun yillardir
teshiste kullanilmaktadir ancak kanatli spesifik salmonella seotipleri i¢in kullanilabilir bir yontemdir.
Insan saghgin etkileyen serotipler arasinda, Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium
infeksiyonlarinin teshisine yonelik ticari ELISA temelli teknikler/kitler bulunmaktadir ve
laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Bu testlerde ticari yumurtacilarda bu infeksiyonlarin teshisinde

serum ve yumurta sarist materyal olarak kullanilmaktadir.

7.6. Sonuglarin degerlendirilmesi: insan sagligini etkileyen paratofioid serotiplerin teshisinde,
standart yontem olan zenginlestirme yontemi sonrasinda siipheli koloniler biyokimyasal
ozelliklerine gore identifiye edilmesi ve Salmonella spp. olarak identifye edilen suglarin serolojik

dogrulamadan sonra kesin tani yapilmalidir.

8. ILGIiLi DOKUMANLAR/KAYNAKLAR VE EKLER

[l OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2010), Salmonellosis,
Boliim 2.9.9.

[0 Quinn PJ, Carter ME, Markey B, Carter GR (1999). Clinical Veterinary Microbiology. Mosby,
Edinburgh, Harcourt Publishers Ltd., 648 pp.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SALMONELLA PULLORUM / GALLINARUM
LAM AGLUTINASYON TESTI

1. AMAC

Salmonella Pullorum / Gallinarum antijeni kullanarak kanath serumlarinda antikor aramaktir.
Sahadan laboratuarimiza gelen kanath serumlarinda Salmonella Pullorum / Gallinarum

infeksiyonunun saptanmasi ve damuzlik siiriilerin taranmast i¢in kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu Kanatli Hastaliklar1 Teshis laboratuarinda uygulanmaktadur.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiyoz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR
Agliitinasyon: Antijen ile kendi antikorlarinin birlesmesi olayidir.

Salmonella Pullorum: Geng kanatlilarda genellikle septisemik ve oldiirticii, erginlerde kronik ve

lokalize formlarla seyreden, bulasici infeksiyoz bir hastaliga neden olan bir bakteridir..

Salmonella Gallinarum: Basta tavuk olmak tizere diger evcil kanathlarin perakut, akut, subakut ve

kronik seyirli bir hastaliga neden olan bir bakteridir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI:

Oda 1s1s1nda olan kanath kan serumu ve Salmonella Pullorum / Gallinarum antijeni bir fayans
lizerine esit miktarda (0.02 ml) damlatilir. Serum ve antijen iyice karistirilir. Plaka 5 saniye rotasyon

hareketi yaptirilir. [k dakikanin sonunda, plak tekrar 5 saniye cevrilerek sonuglar en geg 2 dakika
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icinde okunur. Bu siirenin disindaki reaksiyonlar negatif olarak degerlendirilir. Pozitif olgularda

antijenin kiimelenmesi goriiliir. Negatif olgularda karisim homojen olarak kalir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Kan serumu

7.2. Kullanilan Ekipman:

[0 Mikropipet (5 pl-50 pl)

[J Tips (10 pl-100 pl)

[] Salmonella pullorum/gallinarum antijeni
[ Yagsiz, tozsuz, kuru, gok temiz beyaz fayans
[l Karistirmak icin kiirdanlar

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Reagentler:
Sg antijeni, pozitif ve negatif kontrol serumlar
7.4. Metot

Bu test oda derecesinde 0.02 ml test serumu ile 0.02 ml (esit miktarda) test antijeninin karistirilmasi
ile yapilir. Kullanilmadan 6nce antijen ve test serumlarinin oda derecesinde 1stnmasi saglanir. Test
serumlar1 0.02 ml miktarinda ayr1 pipetlerle veya standart 6ze ile aralikli olarak sira ile damlatilir.
Belli sayida sinirli drnekler (20 den fazla olmamali) bir defada yerlestirilir. Antijen sisesi dikey
tutularak serumlarmn yayina antijen damlatilir. Serumla antijen iyice karigtirthr. Plaka 5 saniye
rotasyon hareketi yaptirihr. ilk dakikanin sonunda, plak tekrar 5 saniye gevrilerek sonuglar en geg
2 dakika i¢inde okunur. Bu siirenin digindaki reaksiyonlar negatif olarak degerlendirilir. Pozitif

olgularda antijenin kiimelenmesi goriiliir.

Negatif olgularda karisim homojen olarak kalir. Testin her yapilisinda titresi bilinen pozitif
ve negatif serumlarla antijenin kontrolu yapilirNon-spesifik reaksiyonlarda partikiiller arasi
bosluklarin belirgin olmadig1 gozlenen bir aglutinasyon 2 dakika veya belirgin olarak 2 dakikadan
sonra meydana gelir. Donmus, dekompoze olmus, hemolizli ve fibrinli serumlar yaniltici pozitif
reaksiyona sebep oldugundan kullanilmamalidir. Test yapilacak fayans veya cam, tozsuz ve yagsiz
olmali, temiz su ile yikanmal ve temizlikte alkol, deterjan kullanilmamalidir. Ortam tozsuz ve 1s1

derecesinin 20-25°C aras1 olmasi saglanmalidur.

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi:

[k dakikanin sonunda, plak tekrar 5 saniye cevrilerek sonuclar en ge¢ 2 dakika icinde okunur.
Bu siirenin disindaki reaksiyonlar negatif olarak degerlendirilir. Pozitif olgularda antijenin
kiimelenmesi goriiliir. Negatif olgularda karisim homojen olarak kalir. Non-spesifik reaksiyonlarda
partikiiller arasi bosluklarin belirgin olmadig1 gozlenen bir aglutinasyon 2 dakika veya belirgin
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olarak 2 dakikadan sonra meydana gelir.Testin her yapilisinda titresi bilinen pozitif ve negatif

serumlarla antijenin kontrolii yapilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

[0 TC. Tarim ve Koyisleri Bakanhg Kuluckahane ve Damuzlik Isletmelerinin Saghk Kontrol
Yonetmeligi ve Talimati,Ankara 1998

[] National Poultry Improvement Plan and Auxillary Provisions June 1994.
[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012), Fowl Typhoid

and Pullorum Disease, Bolim 2.3.11.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI KOLERASI (FOWL CHOLERA) ETKEN
IZOLASYON VE IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Kanatlh kolerasi, kanath hayvanlarin perakut, akut, septisemik ve kronik seyreden bulasic1 ve
oldiirticti bakteriyel bir hastaligidir. Hastalik etkeni Pasteurella multocidadir. Bu test ile, Kanatli

kolerasi etkenin izolasyonu ve identifikasyonu amaglanmugtir.

2. UYGULAMA ALANI

Kanatli kolerasi enfeksiyonunun teshisinde kullanilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanath hayvanlarda Kanatli  kolerasi (Pasteurellosis) hastaliginda etken izolasyonu ve

identifikasyonu (P. multocida) i¢in bakteriyolojik test metodunu igerir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

- Canli ve 0lii hayvanlardan alinan karaciger, kemik iligi, dalak gibi i¢ organlar

- Kalp kanm

- Hastaligin kronik formundaki kanatlinin eksudatif lezyonlari,

- Kronik olgularda yada hayvanda postmortem otoliz sekillenmis ise, kemik iligi
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7.2. Kullanilan ekipman;
Otoklav
Etav
Buzdolab:
Petri kutusu

0
I
[
I
[] Otopsi malzemesi ( makas, pens, bigak, bistiirii)
[J Class II mikrobiyolojik giivenlik kabini

[ Mikroskop

7.3. Kullanilan Kimyasallar

I

Karbonhidratlar (glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz, sukroz., ramnoz, sellobioze, rafinoz,
inulin, eritritol, adonitol, m-inositol, salisin, mannitol, arabinoz, maltoz, laktoz, dekstrin, ksiloz,

trehaloz, gliserol ve sorbitol)
Kristal Viyole Calisma Soliisyonu
Liigol Caligma Soliisyonu

Sulu fuksin Caligma soliisyonu

I s [ |

Giemsa Boya Solusyonu

7.4. Kullanilan Besiyerleri

[J Kanl Agar (%5-7 koyun kanu ilaveli)

[l MacConkey Agar

[] Trypticase Soy Agar

[] Dextrose starch agar

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Bakteri izolasyonu

Hastaligin akut formunda 6len kanatlinin otopsisi yapilarak ve biyogiivenlik 6nlemleri alinarak
laboratuara getirilen canli ve 6lii hayvanlardan alinan materyaller karaciger, kemik iligi, dalak
gibi i¢ organlardan, kalp kanindan veya hastaligin kronik formunda bulunan kanatlinin eksudatif
lezyonlarindan izolasyon kolaylikla yapilabilir. Kronik olarak etkilenen ve asir1 zayiflik ve giigsiizlitk
disinda hastaliga ait hi¢bir semptom gostermeyen kanatlilarda izolasyon genellikle giictiir. Bu tip

vakalarda ve 6lmiis hayvanlarda postmortem otoliz sekillenmisse izolasyon igin tercih edilecek

doku kemik iligi olmalidur.

Kiiltiir alinacak dokunun dis yiizeyi kizgin bir spatula ile daglanir ve steril bir swap ya da 6ze ile 1s1
ile steril edilmis yiizeyden girilerek ornek alinir. Ornek daha sonra tryptose ya benzeri bir sivi besi
yerine alinir, birkag saat inkiibe edildikten sonra agar besi yerine alinir ve inkiibe edilir. Pasteurella

multocida, fakiiltatif anaerob bir bakteridir, en iyi sekilde 35-37°Cde iirer. Primer izolasyon
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genellikle kanli agar, dextrose starch agar, trypticase soy agar gibi besi yerleri kullanilarak yapilir.
Bakteriyoskopi

Uygun kosullarda 8-24 saatlik inkiibasyon sonunda kati besi yerinde genellikle birbirinden
ayrl, parlak, S tipli yuvarlak sekilli, 1- 3 mm ¢apinda bombeli koloniler meydana gelir. Kapsiillii
organizmler genellikle kapsiilsiiz olanlara nazaran daha biiytik koloniler olustururlar. Sulu-mukoid
koloni formu kanath izolatlarinda nadir goriiliir. Etken Gram negatif kokobasil, kisa gomak seklinde,
genellikle 0.2-0.4 X 0.6-2.5 mm biiyiikliigiinde, tek ya da ciftler halinde goriiliirler. doku siirme
preparatlarinda bulunanlar Giemsa boyama ile boyandiginda bipolar ve genellikle kapsiillidiir.

Bakteri identifikasyonu
Biyokimyasal testler
Identifikasyon biyokimyasal test sonuglarina dayanarak yapilir. Identifikasyonda karbonhidrat

fermentasyon reaksiyonlar: temeldir.

Fermente olan karbonhidratlar sunlardir; glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve sukroz. Fermente
olmayanlar ise; ramnoz, sellobioze, rafinoz, inulin, eritritol, adonitol, m-inositol ve salisin. Mannitol
genellikle fermente olur. Arabinoz, maltoz, laktoz ve dekstrin genellikle fermente olmazlar. Ksiloz,
trehaloz, gliserol ve sorbitol ile degisken reaksiyonlar olusur. P multocida kanli agarda hemoliz
olusturmaz, hareketli degildir ve MacConkey agarda iiremez. Bunlar katalaz, oksidaz ve ornitin
dekarboksilaz iiretirler, fakat ureaz, lisin dekarboksilaz beta-galaktosidaz ya da arjinin dihidroloaz
tiretmezler. Fosfotaz iiretimi gesitlidir. Nitratlar nitritlere indirgenir; indol ve hidrojen sulfit Giretilir

ve metil red ve Voges-Proskaver testleri negatiftir.

P. multocida’yr kanathlardan izole edilen diger Pasteurella tiirleri ve Riemeralla anatipestiferden
ayrimalar1 genellikle Tablo 1de belirtilen testler kullanilarak yapilabilir (Pastérella anatipestifer son
zamanlarda Riemeralla anatipestifer olarak tekrar klasifiye edilmistir). Laboratuvar tecriibeleri P
multocida'nin koloni morfolojisi ve Gram boyama ile en kolaylikla identifiye edildigini gostermistir.
Indole ve ornithine decarboxylase pozitif reaksiyonlar1 identifikasyonda ayirt edici biyokimyasal

testlerdir.

Tablo 1. Pasteurella multocida’yr diger kanath Pasteurella tirlerinde ve Riemerella anatipestiferden

ayirmada kullanilan testler
Pasteurella
Test*
multocida | haemolytica |gallinarum | R. anatipestifer
Kanli agarda hemoliz - + - d
MacConkey agarda tireme - +r - -
Indole iiretimi + - - -
Gelatin sivilagtirilmasi - - - +r

224 TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ a )l
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Catalase Uretimi + +r + +
Urease tretimi - - - d
Glucose fermentasyonu + + + -
Lactose fermentasyonu -r +r - -
Sucrose fermentasyonu + + + i
Maltose fermentasyonu -r - + .
Ornithine decarboxylase + - - -

*Test reaksiyonu sonuglari

(-) = reaksiyon yok, (+) = reaksiyon var, d= degisken reaksiyonlar, (-r)= genellikle reaksiyon yok
(+1) = genellikle bir reaksiyon var

7.6. Sonuglari Degerlendirilmesi

Boyama ve biyokimyasal test sonucuna gore degerlendirilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[0 OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Fowl Cholera,
Boliim 2.3.9.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

Gram Boyama

Gerekli Soliisyonlar

% 5 Crystal violet (jansiyana moru)

- Lugol soliisyonu (iodine 1 g, potassium iodide 2 g, distile su 100 ml)
- Absolut alkol ya da aseton

- 1:10 carbol fuchsin
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Crystal Violet (Jansiyana Moru) Boyasi

[] Stok Solusyon (%5)

Jansiyana moru 5g

Alkol (%95) 100 ml

Bir havana konulan Jansiyan moruna azar azar alkol ilave edilerek ezilir ve erimesi saglanir.
Buradan bir siseye alinip, ara sira calkalanarak 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir.
Etiketlenir. Bir y1l siire ile saklanabilir.

[] Kullanma Solusyonu (%0.5)

Jansiyana moru 5g

Distile su (%1 fenol'lil) 100 ml

Lugol Solusyonu

fodine lg
Potassium iodide 2¢g
Distile su 200 ml

Iodine ve Potassium iodide bir havanda azar azar distile su ilave edilerek ezilir. Kapakli bir siseye
konulur, gerekirse erimesi i¢in sicak benmaride ¢alkalanarak bir siire tutulur. Etiketlenir. Alt1 ay

suire ile saklanabilir.

Fuksin Boyasi

[] Konsantre Karbol Fuksin (Ziehl-Neelsen da kullanilan fuksin)
Bazik fuksin lg

Alkol (%95) 10 ml

Distile su (%5 fenol'lil) 100 ml
Bazik fuksin havanda alkol ile ezildikten sonra fenollii suyun bir kismui ilave edilerek karistirildiktan
sonra kalan su ile havan ¢alkalanarak siseye ilave edilir. Etiketlenir. Bir yil siire ile saklanabilir.

[] Sulandirilmis (1/10 dilue) Karbol Fuksin (Gram ve Modifiye Ziehl-Neelsen da kullanilan
fuksin)

Konsantre karbol fuksin 10 ml
Distile su 100 ml
Boyama Metodu

-Preparat hazirlanir, kurutulur ve tesbit edilir.
-Crystal violet soliisyonu ile 2-3 dk. boyanr.

-Boya dokiiliir ve preparat iizerine lugol soliisyonu konarak 1-2 dk. beklenir. Lugol soliisyonu

dokdliir.

-Absolut alkolde dekolore edilir (preparatin iizerine %96’lik etil alkol dokiilerek saga sola egip
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dogrultmak suretiyle yikanir ve bu sekilde alkol 2-3 defa degistirilerek preparattan mor renk
akmayncaya kadar islem stirdiiriiliir).

-Su ile yikanur.
-Sulu fuksin ile 30 saniye boyanur.

-Su ile yikanir, kurutulur ve incelenir.

Sonug :

Gram pozitif mikroorganizmalar mor
Gram negatif mikroorganizmalar pembe
Giemsa Boyama

Gerekli Soliisyonlar

[] Giemsa boyasi (%10’luk)

[J Giemsa boyasinin hazirlanisi: Her 1ml distile suya 1 damla Giemsa soliisyonundan damlatilir.

Taze hazirlanir.

Boyama Metodu :
Preperat hazirlanir ve metanol veya 1s1 ile tesbit edilir.

Uzerine giemsa boyast damlatilir ve 45 dk. boyanur.
Su ile yikanur.
Kurutulur ve mikroskopta incelenir.

Kanl agar

Ticari kanli agar besiyeri istenilen miktarda tartilarak distile su igerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde
15 dk. sterilize edilir. Sterilizasyon isleminden sonra su banyosunda bekletilerek 45-50°C’ye kadar
sogutulur. Icerisine %5.0 (v/v) oraninda, steril sartlarda alinmis ve steril cam boncuklu sisede
defibrine edilmis koyun kan ilave edilir, karistirilir ve steril petri kutularina dagitilir. Bakterilerin
olusturduklar1 koloni o6zelliklerinin yanisira, hemolitik bakterileri hemolitik olmayanlardan
ayirt etmek ve olusturduklar1 hemolizin tipini incelemek amaciyla kullanilir. Hemolizinler, bazi
bakteriler tarafindan olusturulan ve eritrositleri pargalayan enzimlerdir. b-hemoliz yapan bakteriler
eritrositlerin tamamen pargalanmasina yol acarak koloni etrafinda renksiz veya agik sar1 renkli bir
halka olugtururlar. Bazilar1 ise hemoglobini methemoglobine doniistiiriir ve koloni etrafinda yesil
renkli bir halka olustururlar. Bu tiir hemoliz a-hemoliz (veya inkomplet hemoliz) olarak tanimlanr.

Hemoliz olusturmayan bakterilere ise non-hemolitik bakteriler denir.

Ureaz testi

Ureaz, iirenin hidrolizini katalizleyen enzimdir. Ureaz testi bakterilerin {ireaz aktivitesini aragtirmak
icin yapilir ve bu amagla indikat6r olarak fenol kirmizisi igeren Christensen tire besiyeri kullanilir.

Urenin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan amonyak alkali bir tirtindiir ve besiyerinin rengini kirmiziya

doniistiiriir.
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Jelatinaz testi

Jelatinaz testi, bakterilerin jelatinaz aktivitesini arastirmak amaciyla yapilir. Jelatin sogukta jel
halindedir, sicakta ise ¢oziiniir. Hidrolize oldugunda sogukta da jel haline gelmez ve siv1 halde kalir.
Jelatin iceren besiyerine ekim yapildiktan sonra tiipler 37°Cde inkiibe edilir (inkiibasyon siiresi 30
giine kadar uzayabilir). Inkiibasyondan sonra tiipler 30 dakika buzdolabinda bekletilir. Besiyerinin
jel haline gelmeyip siv1 halde kalmast testin pozitif oldugunu gosterir.

MacConkey agar

Ticari MacConkey agar besiyeri istenilen miktarda tartilarak distile su igerisinde eritilir, otoklavda
121°Cde 15 dk. sterilize edilir. Sterilizasyon isleminden sonra su banyosunda bekletilerek 45-
50°C’ye kadar sogutulur ve steril petri kutularina dagtilir.

Gram negatif bakterilerin tiretilmesi ve laktozu pargalayanlarin, parcalamayanlardan ayrilmasi
amactyla kullanilir. Besiyerinin igerisinde laktoz, safra tuzlari, kristal viyole ve indikator olarak
notral kirmizist bulunur. Laktozu pargalayan bakteriler pembe ve kirmizi, par¢alamayanlar ise
renksiz koloniler olusturur.

Karbonhidrat (seker) fermentasyonu

Bir¢ok bakteri karbonhidratlar1 pargalayarak asid tirtinler olusturken, bazilar1 hem asid tiriinler
hemde gazolustururlar. Bu dzellikleriincelemek amaciylaicerisinde substrat olarak bir karbonhidrat,
pH indikatorii ve gaz olusumunu gostermek igin ters duran “Durham tiipi” bulunan karbonhidrat
fermentasyon besiyerleri kullanilr.

Saf kiiltiiriinden bir 6ze dolusu koloni materyali, bakteri i¢in uygun olan ve icerisinde sadece
karbonhidrat bulunan besiyerine ekilir. Bakterinin iireyebilmesi i¢in 6zel besiyeri gereksinimi yok

ise genel siv1 besiyerine ekim yapilir. Bakteri tiirtine uygun sicaklikta uygun siire inkube edilir.

Bazal mediumun hazirlanis::

[] Pepton 50g

[J Brom-Timol Mavisi 0.001g
[] Distile Su 11t

[l Denenecek seker 10g

(Denenecek seker: ~Arabinoz,dekstroz,ksiloz, sukroz, laktoz, maltoz, mannoz, glikoz,mellibiyoz,
rafinoz, ramnoz,sellobiyoz, trehaloz... olabilir)
Bu besiyerine seker ilavesinden sonra Durham tiipii ters ¢evrilerek havasi alinmali ve tindalizasyon

ile sterilize edilmelidir.

Degerlendirme: 24-48 saatlik inkubasyon sonunda olusan sar1 renk ortamdaki sekerin

fermentasyonu sonucunda asit olustugunu ve pozitif test sonucunu isaret eder.
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indol testi

Indol, triptofan’in triptofanaz enzimi ile pargalanmasi sonucu olusan nitrojenli bir bilesiktir ve
aldehidlerle reaksiyona girdiginde kirmizi renkli bir tiriin olusturur. Incelenecek bakteri triptofan
iceren bir siv1 besiyerine inokiile edilir (bu amagla genellikle peptonlu su veya buyyon kullanilir).
En az 24 saatlik inkiibasyondan sonra iizerine, tiipiin kenarindan yavasca akitilmak suretiyle, 0.5

ml Kovaks ayiraci ilave edilir.
Lizin Dekarboksilaz Testi
Stipheli koloniden Lysine Iron agara ekim yapilir. 37°Cde 24 ( £3) saat inkiibe edilir. Mor renk

olusumu pozitif reaksiyon olarak, sar1 renk negatif reaksiyon degerlendirilir.
Ornitin dekarboksilaz testi

Ornitin iceren dekarboksilaz besiyerine siipheli koloni ile inokule edilerek 37°Cde 3-4 giin inkube

edilir. Besiyerinin renginin koyulasmasi pozitif, agilmasi negatif olarak degerlendirilir.
Katalaz testi

Katalaz, hidrojen peroksid (H,0,)’i parcalayarak su ve oksijene doniistiiren enzimdir. Bakterilerde
katalaz aktivitesini arastirmak icin, siipheli bakteri kolonisinden alinan bir parga, temiz bir lam
tizerinde bir damla fizyolojik tuzlu su icerisinde siispanse edilir ve iizerine 1-2 damla %3’likk
H,O, damlatilir. Oksijen kabarciklarmin olugmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Eritrositlerde
de katalaz enzimi bulundugundan dolays, test edilecek bakteri kan igermeyen bir besiyerinden
alimmalidir.
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PASTEURELLA MULTOCIDA’NIN AGAR JEL
IMMUNODIFFUZYON TEST iLE SOMATIK
SEROTIPLENDIRILMESI

1. AMAC

Kanatli kolerasi enfeksiyonunda Pasteurella multocidanin antijenik karakterizasyonunu belirlemek

icin somatik serotiplendirilmesi amaglanmustir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test, Kanathlarin Pasteurella infeksiyonunda P multocidanin antijenik karakterizasyonunu

belirlemek i¢in uygun teshis reagentleri bulunduran 6zel donanimli laboratuvarlarda uygulanur.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
PBS: Phosphate Buffered Saline
AGID: Agar Jel Immuno Diffiizyon

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanath koleras1 enfeksiyonunda P multocidanin antijenik karakterizasyonunu belirlemek i¢in
Somatik serotiplerin agar jel immunodiftiizyon (AGID) testi ile tespit edilmesidir. Somatik bir
serotip, test antijen ile karsisinda yer alan 16 serotip-spesifik antiserumdan herhangi biri ile arasinda

presipitasyon ¢izgisi olusturmasiyla ortaya konulur.

230 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

[l Serotip- Spesifik Tavuk Serumu

[] Kiltiirden Hazirlanan Test Antijeni
7.2. Kullanilan ekipman;

[] Etav

Benmari

Santrifiij

ClassII mikrobiyolojik giivenlik kabini
Mikroskop

Standart Mikroskop Lami

I R [ [ I [ o |

Agar delici

7.3. Kullanilan Kimyasallar

[] Formalin % 0.3

[J Sodyum Kloriir

[] Noble Agar

7.4. Kullanilan Besiyerleri

[] Dextrose Starch Agara

[] Phosphate Buffered Saline (PBS)

[] Noble Agar

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

P multocida’nin antijenik karakterizasyonu, kapsuler seroguruplanmasi ve somatik
serotiplendirilmesi ile yapilir. Kapsiillii seroguruplar pasif hemaglutinasyon testi ile ortaya konulur.
Serogurup A, B, D, E ve F rapor edilmistir, serogurup E'nin disindakilerin tiimii avian konakgilardan
izole edilmislerdir. Son zamanlarda spesifik muccopolysaccharidaselar1 Serogurup A, D ve Fden
aywran non-serolojik disk diffiizyon testi gelistirilmistir.

Somatik serotipler genellikle agar jel immunodiftiizyon (AGID) testi ile tespit edilirler. Serotip
1-16 rapor edilmistir; serotype 8 ve 13 disindaki tiim serotipler avian konakgilardan izole edilmistir.
Gerek serogurup ve gerekse serotipin belirlenmesinde en etkilisi karakterizasyona dayandirilarak

yapilanidir.

Bunlar1 belirlemek icin uygun teshis reagentleri bulunduran &6zel donanimh laboratuvarlar
gerekmektedir.
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Agar Jel Immuno Diffiizyon Test Prosediirii

O
O

O &Oa &8 3

Dextrose starch agara yogun sekilde P. multocida ekilir ve pleyt 18-24 saat inkiibe edilir.

Agar ylizeyindeki iireme siyrilarak alinir ve % 0.3 formalin ihtiva eden 2.5 ml phosphate
buffered saline (PBS) icerisinde ¢ozdiiriiliir.

Bakteriyal hiicre siispansiyonu su banyosunda 100°C de 1 saat boyunca isitilir.
13300 rpmde 20 dakika santrifij edilir.
Hiicreler uzaklastirilir ve supernatant sivi test antijeni olarak kullanilir.

% 0.9 konsantrasyonunda Noble agar %8.5 sodyum chlorid solusyonuna katilr, 1s1 ile eritilir,

her lam i¢in 4 ml miktarinda agar kullanilarak standart mikroskop lami tizerine dokiiliir.
Noble agar iizerinde 3 mm ¢apinda ve 3 mm uzakliginda ¢ukurlar agilr.

Cukurlar test antijeni ile ve karsilarindaki gukurlar serotip- spesifik tavuk serumu ile doldurulur.
Lamlar 37°Cde 48 saat inkiibe edilir.

Somatik bir serotip, test antijen ¢ukuru ile kargisinda yer alan 16 serotip- spesifik antiserumdan

herhangi biri ile arasinda presipitasyon ¢izgisi olusturmasiyla ortaya konulur.

8. ILGiLi DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[

OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Fowl Cholera,
Boliim 2.3.9.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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INFEKSIYOZ KORIZA (INFECTIOUS
CORYZA)’NIN IZOLASYON ve IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Bu test, Avibacterium paragallinarum (AP)den ileri gelen Infeksiyéz Koriza vakalarinda
kanatli hayvanlara ait siipheli doku, svap 6rnegi vb materyallerden A. paragallinarum (AP)nin
bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonu ile teshisi amaciyla yapilir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu A. paragallinarum (AP)nin bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonu ve PCR i¢in
alt yapis1 bulunan biitiin Teshis Laboratuvarlarinda uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yo6netici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety
Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

IK: Infeksiyoz Koriza

AP: Avibacterium paragallinarum

X faktor: Hemin

V faktor: Nicotinamide adenin dinucleotid (NAD)

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Laboratuvara gelen infeksiyoz koriza semptomlar1 (tek tarafli infraorbital sinusitis, solunum
giicligli burun ve goz akintisi vb.) gozlenen tavuklara ait infraorbital sinus ve trahea boglugundan
alinan swaplardan % 5-10 lize at kani igeren At kanh ¢ikolata agara ekimler yapilir ve % 5-10 CO, li
ortamda 24-48 saat siireyle 37°C de inkiibasyona birakilir. A. paragallinarum stipheli kii¢iik, parlak
gri renkli kolonilerden etken identifikasyonu yapilir.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1.Materyal

Laboratuvara gelen infeksiyoz koriza semptomlar1 (tek tarafli infraorbital sinusitis, solunum
glicligli burun ve goz akintis1 vb.) gozlenen tavuklarin goz altindaki deri isitilmis bir spatiil ile
daglanir ve steril bir makas ile siniis igine dogru kesilir. Steril bir svap ¢ubugu ile sinus igerigine
ait ornek alinir. Ayrica tracheadan da svap 6rnekleri alinarak uygun besi yerlerine ekimler yapilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Lam

Steril bigak, pens, spatiil, 6ze v.b. malzemeler
Otomatik pipet ve steril pipet ucu
Standart laboratuar cam malzemesi
Mikroskop

pH metre

Vorteks

Santrifiij

Pipetor

Eldiven- Maske

[] Inkubator (37°Clik)

7.3. Numunenin Hazirlanmasi ve analiz/Test/Muayenenin Yapilmasi

s [y [ s [ I I [ B

Bakteriyoskopi:

AP Gram negatif ve hareketsiz olup, siniis eksudatindan hazirlanan preparatlarda bipolar
goriinebilirler. 48 saatlik kat1 ve stvi kiiltiirden yapilan boyamalarda kisa ¢omaklar veya kokobasil
seklinde bazen flament6z formda goriiliir.

Bakteriyolojik izolasyon

AP tremesi i¢in V faktoriine ihtiya¢ duyar (Baslangicta hem X hem de V faktdriine ihtiyaci
oldugu distiniilmiistiir). AP izolasyonu igin %5-10 lize at kani iceren ¢ikolata agar, V faktori
treten S. aureus veya S. epidermidis ekilmis kanli agar, ya da suplementi bulunan ticari besiyerleri
kullanilabilir. Ancak gikolata agar AP izolasyonunda en basarili besiyeridir. Baz1 AP tiirleri i¢in
besiyerine %1 tavuk serumu da ilave etmek gerekir.

AP fakiiltatif anaerobik oldugu i¢in rutin izolasyonda CO, kullanmak gerekir. Ekim yapilan besiyeri
% 5-10 CO,’li ortamda 37-38 °Cde 3-4 giin inkube edilmelidir. Inkubasyon sonunda kiigiik parlak
gri renkli koloniler meydana gelir.

Bakteriyolojik identifikasyon

Biyokimyasal testler

Biyokimyasal testleri yapmak igin ticari olarak temin edilebilen NAD (NADH; 1.56-25 ug/ml
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medium) ve %1 tavuk serumu ilave edilmis Test Medium Broth (TMB) ve Test Medium Agar
(TMA) kullanilabilecegi gibi NAD (NADH; 1.56-25 ug/ml medium) ve % 1 tavuk serumu ilave
edilmis Fenol red broth base veya agar1 da kullanilabilir. A. paragallinarum’un biyokimyasal
oOzellikleri Tablo 1de verilmistir.

A. paragallinarum’un biyokimyasal 6zellikleri (Tablo 1)

Biyokimyasal Testler A. paragallinarum
X faktor ihtiyact -
V faktor ihtiyaci +
Katalaz -
Oksidaz -
Uremeyi indiikleyen CO, ihtiyaci +

Hemoliz _
Indol
Urease -
Nitrat
Glukoz
Maltoz
Mannitol
Sorbitol
Sakaroz
Trehaloz

gD+ |+ |+ |+

7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Besiyerinde iireme Ozellikleri ve biyokimyasal testlere gore degerlendirilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[0 Quinn P J, Carter M. E., Markey B., and Carter G. R.(1994) Clinical Veterinary Microbiology
chapter 12 Wolf Publishing in Spain

[] Blackall, PJ. & Matsumoto, M. (2003). Infectious coryza. In Y.M. Saif, H.]. Barnes, ].R. Glisson,
AM. Fadly, LR. McDougald & D.E. Swayne (Eds.), Diseases of Poultry, 11th edn (pp. 691-
703). Ames:lowa State University Press.

[J Blackall, PJ. (1999). Infectious coryza: overview of the disease and new diagnostic options.
Clinical Microbiology Reviews , 12, 627-632.

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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INFEKSIYOZ KORiZA (INFECTIOUS CORYZA)’NIN
PCR ILE TESHISI

1. AMAC

Bu test, Avibacterium paragallinarum (AP)'den ileri gelen Infeksiyéz Koriza vakalarinda kanath
hayvanlara ait siipheli doku, svap Ornegi vb materyallerden ve bakteri kiiltiirlerinden A.
paragallinarum (AP)nin PCR ile teshisi amaciyla yapilr.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu A. paragallinarum (AP)nin PCR igin alt yapisi bulunan biitiin Teshis

Laboratuvarlarinda uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

IK: Infeksiyz Koriza

AP: Avibacterium paragallinarum

X faktor: Hemin

V faktor: Nicotinamide adenin dinucleotid (NAD)
PCR: Polymerase Chain Reaction

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

PCR metodu klasik izolasyon ve identifikasyon metoduna alternatif olarak veya izolasyon sonrasi

identifikasyonun tamamlayicist olarak, infeksiyoz koriza semptomlar1 gozlenen tavuklara ait

236 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

infraorbital sinus ve trahea boslugundan alinan swaplardan ya da bakteriye ait kiiltiirden AP’ ye ait

spesifik DNAnin belirlenmesi esasina dayanur.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

PCRi¢in de A. paragallinarumdan siipheli kanath dokular, infraorbital sinus ve tracheadan alinan

swap Ornekleri veya A. paragallinarum kiltiirleri.
7.2. Kullanilan Ekipman

[] Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)
Otomatik pipet ve steril pipet ucu (gesitli hacimlerde)
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C, -70°C)
Mikrodalga firin

Biyogiivenlik Kabini

Steril pens, spatiil, bistiiri v.b. malzemeler
Vorteks

Mikrosantrifiij

Benmari veya kuru blok sitict

Pastor pipeti

Mikosantrifijj tiipi,

PCR tiipii

Thermocycler

Elektroforez sistem

Giig kaynag:

[ [ [ [ [ [ [ I [ A

UV transilliiminator veya Jel Goriintiileme sistemi

7.3. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Sivap 6rneklerinden DNA izolasyonu

Laboratuvara gelen infeksiyoz koriza semptomlar1 (tek tarafli infraorbital sinusitis, solunum
glicligli burun ve goz akintis1 vb.) gozlenen tavuklarin goz altindaki deri isitilmis bir spatiil ile
daglanir ve steril bir makas ile siniis i¢ine dogru kesilir. Steril bir svap cubugu ile siunus icerigine
ait ornek alinir. Ayrica tracheadan da svap drnekleri alinarak 1ml PBS icine konur ve bir vorteks
yardimu ile 2-3 dk iyice karistirihir. Sivap gubuklar ¢ikarilarak tiipte kalan sivi ekstraksiyon igin
kullanilir. Kalan siispansiyon varsa kan hiicrelerini ¢oktiirmek i¢in 2000 rpmde 3-5 dk santrifiij
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edilir ve st siv1 bagka bir tiipe alinir. Siispansiyon 4°Cde 13 000 rpm de 15 dk santrifiij edilir.
Stipernatant bir pastor pipeti ile dikkatlice alinip atilir. Sediment DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilir.
Pelet % 0.5 Nonidet p-40, % 0.5 Tween 20 ve 200 pl/ml proteinase K igeren 10-20 pl PCR buffer
icinde yeniden stispanse edilir. Stispansiyon 56°Cde 1 saat inkube edilir. Daha sonra proteinase
K’y1 inaktive etmek icin 6rnek 98°Cde 10 dk ve buz iginde 10 dk tutularak islem tamamlanir. Elde
edilen siispansiyon PCRda kullanilir.

Yukarida belirtildigi sekilde elde edilen pelet Ticari kitte belirtilen Gram negatif bakteri hiicre lizat1
kabul edilerek, bu boliimde belirtildigi sekilde DNA izolasyonuna gidilir.

Bakteri kiiltiirden DNA Izolasyonu

Bu amagla siipheli 6rneklerden izole edilen AP kiiltiirleri ile standart kontrol olarak kullanilan AP
(Orn: A. paragallinarum 083 susu) bakteri kiiltiiriinden 2-3 adet bakteri kolonisi alinarak 10-20 pl
PCR ¢alismalarina uygun distile su icinde siispanse edilir. Ornekler 98°Cde 10 dk kaynatilir ve 10
dk. buzda bekletilir. Elde edilen siispansiyon DNA 6rnegi olarak PCR’ da kullanilir.

Ticari kitin Gram negatif bakteri hiicre lizat1 i¢in belirttigi yontem kullanilarak da DNA izolasyonu
yapilabilir. Izolasyon sirasinda olusabilecek hatalarin tespit edilebilmesi igin her DNA izolayonu

sirasinda standart pozitif drnekten (+ kontrol) ve PCR grade sudan (- kontrol) izolasyon yapilmalidir.
Testin (HP-2 PCR) Yapilist

Kullanilan Primerler (Chen ve ark 1998)

N1 5-TGAGGGTAGTCTTGCACGCGAAT-3,

R15-CAGGGTATCGATCGTCTCTCTACT-3,

Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon karigimi ayr1 temiz bir bolgede ve yalniz bu is i¢in kullanilan pipetlerle hazirlanir. 50

ullik PCR reaksiyonu i¢in karisim asagidakilerden olugur:

Reagent’ler Miktarlari
Ultra saf su (PCR grade) 31.75 Wl
10 X PCR buffer (without MgCl,) 5.00 pl
dNTP karisimi (10 mM) 1.00 pl
MgCl, (25 mM) 5.00 ul
Tag DNA polymerase(5 U/ul) 0.25 ul
primer N1 (20 pikomol/pl) 1.00 ul
primer R1 (20 pikomol/pl) 1.00 pl
Reagent’ler Toplam1 45.00 ul
Template (DNA) 5.00 ul
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Her bir PCR tiipiine 45 ul (bir 6nek i¢in) reaksiyon karisimi konur. Tiipler diger temiz bir bolgeye
alinir ve her bir tiipe 5ser pl DNA 6rneginden ilave edilir. Her ¢calismada 1adet pozitif ekstraksiyon
kontroli, 1 adet pozitif RNA reaksiyon kontrolii ve 1 adet negatif (su) ekstraksiyon kontrolii, 1 adet
negatif reaksiyon kontrolii ile birlikte ¢aligtimalidir.

PCR Reaksiyonu

Tiipler thermocylera yerlestirilir ve asagidaki PCR programina tabi tutulur:

Sicaklik Siire Siklus sayis1
98°C 2,5 dakika 1 siklus
94°C 1 dakika
65°C 1 dakika 25 siklus
72°C 72 dakika
94°C 1 dakika 1 siklus
65°C 1 dakika 1 siklus
72°C 10 dakika 1 siklus

7.4. Elektroforez- Goriintiileme

Bu asama diger tiim agsamalardan ayr1 bir oda veya bolmede yapilmahdir.

Agaroz jel, 1x TBE buffer iginde %1 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final konsantrasyonu
0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir. Jel, donmasini takiben
running buffer olarak 1x TBE buffer igeren elektroforez tankina yerlestirilir. PCR firiinleri (5-10
ul), %20 oraninda 6x loading buffer (2 pl) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Ayrica
uygun molekiiler marker (100 bp)da yiiklenir. 100 Vide 45 dk siireyle siire ile DNA {iriinlerinin
gocl saglanir ve olusan bantlar jel goriintiileme sistemi yardimu ile gortintiilenir.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Olusan PCR iiriinlerinin biiytikliigii yaklasik 500 bp olarak belirlenir. Sonuglarin gegerli olabilmesi

icin pozitif kontrolle pozitif, negatif kontrolle negatif sonug alinmahdir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
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INFEKSIYOZ KORIZA (INFECTIOUS
CORYZA)’NIN HEMAGLUTINASYON-INHIBISYON
(HI) TESTI ILE TESHISI

1. AMAC

Bu prosediir Laboratuvara gelen Infeksiyoz koriza siipheli tavuk kan serumlarinda hastaligin
etkeni olan Avibacterium paragallinarum’a kars1 olusmus antikorlarm varligini Hemaglutinasyon

Inhibisyon testi ile ortaya koymak amactyla kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI
A. paragallinarum’a karsi olusmus antikorlarin varligini ortaya koymak amaciyla kullanilir.

Bu test metodu tiim Teshis Laboratuvarlarrnda gegerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
IK: Infeksiyz Koriza

AP: Avibacterium paragallinarum
A. paragallinarum serotip A

A. paragallinarum serotip B

A. paragallinarum serotip C

HA: Hemaglutinasyon

HI: Hemglutinasyon Inhibisyon
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HAU: Hemaglutinasyon Unitesi
GA: Glutaraldehit
PBS: Phosphate Buffered Saline

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Laboratuvara gelen tavuk kan serumlarindan A. paragallinarum’a karst olusmus antikorlarin

varligini ortaya koymak i¢in uygulanan hemaglutinasyon inhibisyon testini icerir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Tavuk kan serumu: Serolojik muayeneler igin, test materyali siiriiyli drnekleyecek miktarda alinan
kanlarin pihtilagtirildiktan sonra cizilerek elde edilen kan serumlaridir. Hemolizli, kontamine
vb. serumlar test icin kullanilmaz. Teste baglamadan 6ce serumlar oda sicakligina getirilmeli ve
otoaglutinasyon verip vermedikleri kontrol edilmelidir. Serumlar hemen test edilmeyecekse
+4°Cde 3 giin siireyle -20°Cde yillarca saklanabilir.

Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar:
Ticari olarak temin edilen AP A, B ve C serotipine kars1 antikor titresi bilinen antiserumlar.

Ticari olarak temin edilen SPF siiriilerden elde edilmis AP’ ye kars:1 antikor igermeyen negatif

kontrol.
Standart Antijen:

Antijen olarak AP serotip A (0083), serotip B (80222) ve serotip C (Modesto) standart suslari
kullanilir. Bu amagla suslar %7 lize edilmis at kanli columbia agara ekilerek ve % 5-10 CO2’li
ortamda 24-48 saat siireyle 37°Cde inkiibasyona birakilir. Ureyen koloniler PBS (pH 7.2) ile
toplanarak KSCN-tuzlu su solusyonu ile 650 nmde 1.6 optik dansiteye ayarlanarak siispanse edilir.
Siispansiyon 2 saat siireyle belli araliklarla karistirilarak +4°Cde tutulur ve sonike edilir (30s, %60
pulsed output). Antijenler thiomersal iceren PBS ile 3 kez yikanir. PBS ile siispanse edilerek +4°Cde
saklanir (Eaves ve ark. 1989).

GA ile Tespit Edilmis Tavuk Eritrositinin Hazirlanmasi (Eaves ve ark. 1989)

Alsever solusyonu ile usuliine uygun olarak alman tavuk kan serumu 0.15 M NaCl solusyonu
ile 3 kez yikanir.%1 GA igeren solusyon icinde %1-2’lik eritrosit slispansiyonu hazirlanir. Bu
stispansiyon 30 dk +4°Cde kargtirilarak inkube edilir. Inkubasyon sonrast tespit edilen eritrosit
hiicreleri 400gde santrifiij edilerek toplanir ve 5 kez 0.15 M NaCl solusyonu ile 5 kez de distile su
ile yikanir. Daha sonra eritrositler distile su i¢inde % 30’luk siispansiyon haline getirilerek 4°Cde

saklanir.
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Tzotonik Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7.2)

Alsever Soliisyonu :

100 ml soliisyon hazirlanirken asagidaki belirtilen basmaklar izlenir:
Sitrik asit: 0.055 gr

Sodyum sitrat 0.8 gr

D-Glucose: 10.25 gr

NaCl: 2.10 gr

Distile su: 100 ml

Bu formule gore 100 ml distile su igerisinde tiim reagentler ¢ozdiiriiliip, hazirlanir ve siselere taksim
edilir. Ardindan 116°Cde 10 dakika otoklavda sterilize edilir. Sterilite kontrolii agisindan 37°Cde
bir gece inkiibe edildikten sonra +4°Cde saklanur.

7.2.Ekipmanlar

[ 96 gozlii V tabanli mikropleyt,

25-100 ul otomatik mikropipetler ve uglari,
Pipet ve sarjl pipettor

Degisik ol¢iilerde vidali kapakl: siseler
Santrifij

Enjektor

Santrifiyj tiipii

Buzdolab1

I R [ [ I B |

[] Laboratuvar saati

7.3. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Reagentlar kullanilmadan 6nce 1silar1 oda sicakligina (20-27°C) ulagincaya kadar beklenmelidir.
Calisma Antijeninin HA titresinin belirlenmesi (Eaves ve ark. 1989).

HI testinde kullanilacak antijen soliisyonunun hazirlanabilmesi i¢in Oncelikle antijenin
hemaglutinasyon (HA) titresinin belirlenmesi gerekmektedir. Test antijeninin hazirlanmasinda
asagidaki basamaklar takip edilir:

1. Testigin PBS (pH 7.2) ile 1/10 dilisyonu yapilmus antijen kullanilir.

2. Vveya U tabanl mikropleyt in bir sirasinin biitiin gézlerine 50 ser pl BSA (%0.1 w/v) ve jelatin
(% 0.001 w/v) igeren 0.15 M NaCl konur.

3. Siranin ilk goziine antijenden esit miktarda konur ve 2 katli dilusyonu yapilir.
4. Biitiin gozlere 50 pl %1-2’lik GA ile tespit edilmis tavuk eritrositinden ilave edilir.
5. Pleyt oda sicakliginda 60 dk inkube edilir. Eritrosit kontrol goziinde diigme seklinde
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eritrositlerin ¢oktiigiinden emin olmak gerekir.

6. Eritrositlerin tamamiin aglutine oldugu gézlerden en yiiksek dilusyon Hemaglutinasyon

titresini verir.

7. HI igin istenen 4 HAU hesaplamak icin HA titresi 4e boliiniir. Cikan sonug bize antijeni ne

kadar sulandiracagimizi gosterir.
8. HItestinde kullanmak iizere antijen 4HAU oraninda PBS ile sulandirilir.
9. Sulandirilan antijen i¢in yukaridaki basamaklar tekrar uygulanir. Bu sefer 6. géze kadar galisilir.

Sonugta 4. goze kadar HA goriilmesi beklenir. Sonug istenildigi gibi olmazsa antijen yeniden
sulandirilarak 4HAU elde edinceye kadar yukaridaki basamaklar tekrarlanir. Sonug alindig
takdirde istenilen oranda 4HAU oraninda sulandirilan antijen HI testinde kullanilir.

HI testinin yapilis1
HI testi i¢in %0.1 Bovine serum albumin ve %0.0001 jelatin iceren PBS(pH 7.2) solusyonu kullanilir

1. Test edilecek serum 6rnekleri ve pozitif ve negatif kontrol serumlari jelatin ve BSA iceren PBS

icinde 1/100 olarak sulandirilir.

2. Her siranin ilk goziine 1/100 sulandirilmis serumdan 100 pl konur.

3. Diger gozlere 50 pl PBS(jelatin ve BSA igeren) konur.

4. Biitiin gozlere 50 pl antijenden (Serotip A, Serotip B ve Serotip C antijenlerinden biri)ilave
edilir.

5. Oda sicakliginda 20 dk inkubasyona birakilir.

6. Bitiin gozlere 50 pl gulutaraldahit ile tespit edilmis %0.5’lik yikanmis tavuk eritrositi

suspansiyonundan ilave edilir. Oda sicakhiginda 20-30 dk bekledikten sonra sonuglar

degerlendirilir.
7. HA un tam olarak inhibe edildigi dilusyon HI titresi olarak belirlenir.
8. Test sonunda <1/2 negatif, 1/4 siipheli, >1/8 pozitif, kabul edilir.
Inhibisyon (diigme formasyonu) olan gozler = Pozitif
Inhibisyon (diigme formasyonu) olmayan, dantela tarzinda kalan gézler = Negatif olarak ifade

edilir.

@@@@

1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

Sema 1 : HI (+) Test Sonucu Sematik Goriintii
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Sema 2 : HI (+) ve HI (-) pleyt goriiniimii

Pozitiflik agidan ya da enfeksiyondan kaynaklanabilir. Asisiz siiriilerde antikorun varligi her zaman
aktif bir enfeksiyonu gostermez. Ancak pozitif ¢ikan hayvanin daha énce AP ile kargilastigini
gosterir. Anamnez bilgilerine bakilarak pozitifliklerin as1 veya enfeksiyon kaynakli oldugunu
belirlemek her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin siirii ile ilgili

kisiler tarafindan degerlendirilmesi gerekir.
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AVIAN CAMPYLOBACTERIOSIS

(KANATLI KAMPILOBAKTERIYOZISI) IZOLASYON
VE IDENTIFIKASYONU PROSEDURU

1. AMAC

Insan gastro-enteritisleri ile iliskili Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli tiirlerinin hayvan
digkilarindan ve hayvansal gidalardan izolasyonu ve identifikasyonu i¢in kullamilan laboratuvar

yontemlerinin agiklanmasi amaglanmustir.

2. UYGULAMA ALANI

Agiklanan teshis yontemi, kanatlt hayvanlarin diskilarindan C. jejunive C. coli varligini belirlenmeye

yonelik hazirlanmustir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

APW: Alkalin peptonlu su

mCCDA: Modifiye charcoal-sefaperozon-desoxycholate
CSM: Karmali agar; charcoal selektif medium

CAT agar: Sefoperazone, amphotericine, tericopanin
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanath Kampilobakteriyozisinin teshisinde izolasyon ve identifikasyon yoénteminin detaylar: ile

molekiiler ve serolojik teshis ile ilgili genel uygulamalar1 tanimlar.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Bu amagla kesim asamasmna gelen broiler/hindiler ve iki haftaliktan biyiik damizhik ve
yumurtacilardan digki 6rnekleri materyal olarak kullanilmalidir. Bu amagla svablar, kloakadan ve/
veya altliktaki yeni diskilardan siirme yontemi ile alinabilir. Ayrica direkt olarak sekal icerik, digki
ornegi bir kaba alinarak izolasyon amaciyla kullanilabilir. Kesimhaneden de materyal alinabilir.
Bu amagla sekumdan direkt olarak plastik posetlere veya steril makasta kesilen sekum igergi steril
svaplarla ve/veya direkt diski 6rnegi alinabilir. Alinan materyaller ayn1 giin icinde laboratuvara
ulastirdmalidi. Daha uzun siire sonra laboratuvara ulastirilacaksa, transport mediumlar
kullanilmalidir ve laboratuvara ulasincaya kadar soguk zincirde tutulmalidir. Kiiltiir yapilinca
kadar materyaller, ani 1s1 gokundan sakinilmalidir. Transport i¢in en uygun ortamlar arasinda,
Carry-Blair, modifiye Carry-Blair, modifiye Stuart medium, Campythioglycolate medium, alkalin
peptonlu su (APW) ve yar1 kat1 Motility Test Medium sayilabilir. Toplanan materyaller en gec 3
glin icinde izolasyona alinmalidir. Kuruyan svaplar ve materyallerden etkeni izole etmek zordur.
Genel olarak Campylobacter tiirleri ¢evre kosullarina duyarli oldugundan materyal alma, transport

ve izolasyon islemleri kisa siire i¢inde gerceklestirilmelidir.

7.2. Kullanilan Ekipman: Bu kapsamda gerekli ekipman, klasik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan ekipmanlardur.

Otoklav

Etiv

Petri kutusu

Mikrobiyolojik giivenlik kabini (ClassII)

Mikroskop

[] Anaerobik jar
7.3. Kullanilan Kimyasallar

I

PBS (Phosphate buffered saline; %0.9)
Dipotasyum hidrojen fosfat llg
Sodyum kloriir 90¢g
Potasyum dihidrojen fosfat 032g
Sodyum Kloriir 85g
Distile su 1000 ml
pH 72402
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Kimyasallar distile su icerisinde eritilir ve otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

FTS ( Fizyolojik tuzlu su; %0.9)
Sodyum kloriir (NaCl ) 90g
Distile su 1000 ml]

Sodyum kloriir distile su icerisinde eritilir ve otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.
Sodyum Hippurat Soliisyonu  (%1)

Natriumhippurat 10g

PBS 990 ml

Kimyasallar iyice eritilir ve kriyotiiplere 400 pl hacimde dagitilip -20°Cde saklanir.

Ninhidrin Soliisyonu (%3,5)
Ninhidrin 35¢g

Butanol 500 ml
Aseton 500 ml

Kimyasallar iyice eritilir, agz1 siki kapanan siselerde, +5°Cde karanlikta saklanur.

Indoksil asetat soliisyonu (%10)
Indoksil asetat 100 g
Aseton 900 ml

Indoksil asetat aseton icinde iyice eritilir ve koyu renkli siselerde, +4°Cide saklanir. 6 mm ¢apli steril
absorban kagit disklere 50 pl %10’luk indoksil asetat soliisyonu emdirilir ve kurutulur. Kurutulan
diskler koyu renkli cam siselerde, +4°Cde nemden korunarak 12 ay saklanabilir.

7.4. Kullanilan Besiyerleri
mCCDA (Modified Charcoal Cefaperozone Desoxycholate Agar )

Sigir eti ekstrakty 100g
Hayvansal doku peptik dijesti 100g
Kazein enzimatik hidrolizat 30g
Sodyum kloriir 50g
Sodyum deoksikolat 10g
Demir siilfat 025¢g
Sodyum pirtivat 025¢g
Bakteriyolojik komiir 40¢g
Distile su 1000 ml
pH 25°C 74+02
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CCDA Selektive Supplement
Cefoperazone 32.0 mg
Amphoteracin B 10.0 mg

Besiyeri distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kogullarda besiyerine 32 mg cefoperazone ve 10 mg amphotericin B igeren bir sise CCDA

Selective Supplement eklenir ve iyice karistirilir.

CSM (Charcoal Selective Medium ) — Karmali Agar

Kazein pankreatik dijesti 120¢g
Aktif komiir 40¢g
Hayvansak dokularin peptik dijesti 5.0 g
Sodyum kloriir 50¢g
Maya ekstrakti 30g
Sigir eti ekstrakt: 30g
Misir nisastasi 10g
*Hemin 32.0 mg
*Cycloheximide 0lg
*Cefoperazone 32.0 mg
Agar 135¢g
Distile su 1000 ml
Final pH 7.4+0.2

Besiyeri bilesenleri * ile isaretli olanlar hari¢ distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk.
sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kosullarda igerisine * ile isaretli maddeler eklenir ve iyice karistirilir.

CAT Agar ( Cefoperazone, Amphotericine, Teicoplanin )

Nutrient broth 250¢g
Bakteriyolojik komiir 40¢g
Kazein hidrolizat 30g
Demir II siilfat 025¢g
Sodyum piruvat 025¢g
*Cefoperazone 0.008 mg
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*Amphotericine B 0.010 mg
*Teicoplanin 0.004 mg
Agar 120¢g
Distile su 1000 ml]
pH 25°C 75402

Besiyeri bilesenleri * ile isaretli olanlar hari¢ distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk.

sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kosullarda icerisine * ile isaretli maddeler eklenir ve iyice karistirilir.

Preston Agar

‘Lab-Lemco’ tozu 100g
Pepton 100 g
Sodyum kloriir 50g
*Lize edilmis at kani 100 ml
Agar 120g
Distile su 1000 ml
pH 25°C 7.5+0.2

Campylobacter Selektive Supplement (Preston)

Polymyxin B 5.000 IU
Rifampicin 10.0 mg
Trimethoprim 10.0 mg
Cycloheximide 100.0 mg

Besiyeri distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kosullar altinda 100 ml lize edilmis at kan1 ve supplementler eklenir ve iyice karistirilir.

Skirrow Agar

Kazein pepton 120¢g
Meat Pepton 50g
Maya ekstrakti 35¢g
Sigir eti ekstrakt: 30g
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Misir nisastast 10g
Sodyum kloriir 50g
*Vancomycin 10 mg
*Trimetoprim lactate 5mg
*Amphotericin B 2mg
*Polymyxin B 2500 units
*Hemolizli koyun kani 150 ml
Agar 135¢g
Distile su 1000 ml
pH 25°C 7.5+02

Besiyeri distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.
Steril kosullar altinda 150 mllize hemolizli koyun kanive suppplementler eklenir ve iyice karistirilir.

Butzler Agar

Meat Ekstrakt 100g
Pepton 100 g
Sodyum kloriir 50g
*Novobiocin 5.0 mg
*Bacitracin 25.000 IU
*Colistin 10.000 IU
*Cephazolin 15 mg
*Cycloheximide 50 mg
*Defibrine at kani % 7

Agar 12¢g
Distile su 1000 ml
pH 25°C 7.5+0.2

Besiyeri * ile isaretli olanlar harig distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize
edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kosullarda icerisine * ile isaretli bilesenler ve defibrine at kani eklenir ve iyice karistirilir.
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Campy-Cefex Agar

Kazein enzimatik dijesti 100g
Hayvan dokularinin enzimatik dijesti 100g
Sodyum kloriir 50g
Maya ekstrakti 20g
Dekstroz 10g
Sodyum piruvat 05¢g
Demir siilfat 05¢g
Sodyum bistilfit 03g
*Cycloheximide 02g
*Yikanmus at kani % 5
Agar I5g
Distile su 1000 ml
pH 25°C 7.5+02

Besiyeri igerikleri cycloheximide hari¢ distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk.
sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur.

Steril kosullarda icerisine cycloheximide ve yikanmus at kani eklenir ve iyice karistirilir.

Alkaline Peptone Water (APW)

Hayvansal dokularm peptik dijesti 200g
Sodyum kloriir 300g
Distile su 1000 ml
Final pH 25°C 8.6+0.2

Icerik distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

Cary-Blair Transport Medium

Sodyum kloriir 50¢g
Disodyum fosfat 1.10g
Sodyum thioglycollate 1.50 g
Kalsiyum kloriir 0.09¢g
Agar 550g
Distile su 1000 ml
Final pH 25°C 84+0.2
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0.04¢g
05g

Icerik distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

Modifiye Cary-Blair Transport Medium

Disodyum fosfat
Sodyum thioglycollate
Sodyum Kkloriir

Fenol red

*Kalsiyum Kloriir %1 Tik
Agar

Distile su

Final pH 25°C

1.10g
1.50¢g
50g
18.0 mg
9ml
50g
1000 ml
84+0.2

Kalsiyum kloriir hari¢ diger bilesenler distile su i¢erisinde 1sitilarak eritilir.

Soguduktan sonra 9 ml kalsiyum kloriir eklenir ve otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

Modifiye Stuart Transport Medium

Sodyum gliserofosfat
Sodyum thioglycollat
Sistein hidrokloriir
Kalsiyum kloriir
Metilen blue

Distile su

Final pH 25°C

100g
05g
05g
01g
0.001g
1000 ml
74+0.2

Bilesenler distile su icerisinde eritilir, otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

Campylobacter Thioglycollate Transport Medium

Kazein pankreatik dijesti
Soya unu papaik dijesti
Dekstroz

Sodyum kloriir

170g
30g
60g
25¢g
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Sodyum thioglycollate 05¢g
L-sistin 025¢g
Sodyum siilfit 0lg
*Amphotericin B 2.0mg
*Cephalothin 15.0 mg
*Trimetoprim 5.0 mg
*Vancomycin 10.0 mg
*Polymyxin B 2500.0 units
Agar l6g
Distile su 1000 ml
Final pH 25°C 7.6+0.2

Besiyeri * ile isaretli olanlar haric¢ distile su igerisinde eritilir, 121°Cde 15 dk. sterilize edilir ve

50°C’ye sogutulur.

Steril kosullarda icerisine * ile isaretli bilesenler eklenir ve iyice karistirilir.

Motility Test Medium

Sigir eti ekstrakt: 30g
Jelatinin pankreatik dijesti 100g
Sodyum Kkloriir 50g

* Triphenyltetrazolium chloride %1’lik (T'TC) 5ml
Agar 40g
Distile su 1000 ml

TTC soliisyonu  harig bilesenler distile su icerisinde kaynatilarak eritilir.
TTC soliisyonu eklendikten sonra otoklavda 121°Cde 15 dk. sterilize edilir.

7.5. Izolasyon ve identifikasyon: Termofilik Campylobacter tiirlerinin hayvan diskilarindan ve

gidalardan izolasyon ve identifikasyonu i¢in agsagidaki basamaklar kullanilmaktadr.

Izolasyon: Bu amagla alinan materyal direkt olarak izolasyon besiyerine svap veya 6ze ile
ekilmelidir. Herhangi bir 6n zenginlestirmeye gerek duyulmaz. Izolasyon i¢in kullanilan besiyerleri
arasinda modifiye charcoal-sefaperozon-desoxycholate agar (MCCDA) en ¢ok tercih edilen
besiyeridir. Bunun disinda charcoal iceren Karmali agar (CSM, charcoal selektif medium), CAT
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agar (sefoperazone, amphotericine, tericopanin) ve kanla hazirlanan agarlar arasinda Preston Agar,
Skirrow agar, Butzler agar ve Camp-cefex besiyerleri izolasyon amaciyla kullanilmaktadir. Ekim
icin pasif filtrasyon teknigi de kullanilmaktadir. Bu yontem, 6zellikle kullanilan suplementlere
duyarli Campylobacter izolasyonu i¢in kullanilir. Bu amagla alinan materyal 6ncelikle PBS ile 1/10
oraninda sulandirilir. Ekim yapilacak besiyeri tizerine 0.45 um veya 0.65 pm por ¢apina sahip
filtreler yerlestirilir. Filtre tizerine ¢ok dikkatli sekilde 100 pl materyal ilave edilir. 30-45 dakika
beklenir ve varsa Campylobacter’lerin besiyerine ge¢mesi saglanir. Daha sonra filtre dikkatli bir
sekilde kaldirilir ve besiyeri inkubasyona kaldirilir. Campylobacter izolasyonu igin ekilen tiim
besiyerleri, mikroaerobik atmosfer kosullarinda (%5-10 oksijen %5-10 karbondioksit) veya jarlarda
gas generating kitlerle saglanan ortamlarda 37-42°C de 48 saat inkubasyona birakilir. Genellikle
42°C kullanilmaktadur.

Identifikasyon: Karkoal igeren besiyerlerinde gri renkli, basik ve nemli, yaygin; kanla hazirlanan
ortamlarda hafif pembe, yuvarlak, konveks, S tipli koloniler Campylobacter yoniinden siipheli
olarak degerlendirilir. Kolonilerden FTS ile hazirlanan preparatlar, faz-kontras mikroskobunda
incelendiginde, tipik spiral-kivrik haraketli comaklar goriiliir. Eskimis kiiltiirlerde hareketli kokoid
formlara da rastlanabilir. Bu kolonilere oksidaz testi yapildiginda, oksidaz pozitif sonug almnr.
Bu kolonilerden dogrulama i¢in 25°Cde mikroaerobik ve 41.5°Cde aerobik tireme i¢in selektif
olmayan kanli agara ekimler yapilarak 48 saat siireyle inkubasyona kaldirilir. Bu testler sonucunda
tireme olmamasi1 Campylobacter dogrulamast icin 6nemlidir. Ayrica Lateks agliitinasyon testleri ile

C. jejuni | C. coli dogrulamas: yapilir.

Tiir diizeyinde identifikasyon: Hayvan orijinli materyallerde C. jejuni ve C. coli en dominant tiir
olmasi nedeniyle iki tiiriin identifikasyonu 6nem tasir Bu tiirlerin identifikasyonunda hippurat
ve indoksil asetat hidrolizi testleri kullanilir ve tiir diizeyinde identifikayon yapilir (Tablo 1). Bu
testlerin yapilmasinda negatif ve pozitif kontrollerin kullanilmasi yarar saglar.

[l Hippurat hidrolizi: Siipheli kolinler bir 6ze yardimi ile %1 lik Sodyum hippuratin
solusyonundan 400 pl icinde siispanse edilir ve 37°C de 2 saat inkube edilir. Inkubasyon
sonrasinda 200 pl %3.5’lik ninhidrin solusyonu yavasca ilave edilir. 37°C de 10 dakika yeniden
inkube edilir ve reaksiyon renk degisimine gore degerlendirilir. Koyu mor/mavi renk pozitif

reaksiyonu gosterir agtk mavi veya gri renk negatif olarak degerlendirilir.

[0 iIndoksil asetat hidrolizi: indoksil asetat diskleri iizerine siipheli kolonilerden 6ze ile siiriliir
ve bir damla distile su damlatilir ve 5-10 dakikada diskte olusan renk degisimine gore reaksiyon
degerlendirilir. Koyu mavi renk pozitif reaksiyonu gosterirken renk degisiminin olmamasi

negatif sonugtur.

[0 Campylobacter tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri belirlemek amaciyla PCR-temelli teknikler
kullanilabilmektedir.
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Tablo 1. Campylobacterler’in tiir diizeyinde identifikasyonu

Ozellik C. jejuni C. coli C. lari
Hippurat hidrolizi + - i,
indoksil asetat hidrolizi + + -

Molekiiler teshis: Hayvan diskilarinda ve gidalardan Campylobacter tiirlerinin teshisi icin PCR-
temelli teknikler tanimlanmistir. Bu amagla kullanilan testler tiir spesifik olarak kullanilmaktadir.

Serolojik testler: Hayvanlarda Campylobacter kolonizasyonunu belirlemek amaciyla kullanilan
herhangi bir serolojik test bulunmamaktadr.

7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi: izolasyon ve identifikasyon sonrasinda, materyalde

Campylobacter spp. varlig1 belirlenir ve tiir diizeyinde identifikasyonu gergeklestirilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Campylobacter
jejuni and Campylobacter coli, Bolim 2.9.3.

[0 Quinn PJ, Carter ME, Markey B, Carter GR (1999). Clinical Veterinary Microbiology. Mosby,
Edinburgh, Harcourt Publishers Ltd., 648 pp.
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KANATLILARDA MIKOPLAZMA
INFEKSIYONLARI (AVIAN MYCOPLASMOSIS)’NA
NEDEN OLAN ETKENLERIN IZOLASYON ve
IDENTIFIKASYONU

1.AMAC

Bu metotta, kanathlarda avian mycoplasmosise neden olan Mycoplasma gallisepticum (MG) ve M.
synoviae (MS) nin klasik yontemlerle izolasyonu ve tireme inhibisyon testiyle identifikasyonu ile

teshisini kapsar.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu Mycoplasma spp. izolasyon ve identifikasyon i¢in uygun alt yapisi bulunan Teshis

Laboratuvarinda uygulanmaktadir. Etken izolasyonu her zaman igin altin standart test yontemidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Avian mycoplasmosis: Evcil kanathlarin Mycoplasma gallisepticum ve/veya M. synoviaenun neden

oldugu infeksiyonudur.
Kronik Solunum Yolu Hastaligi (Chronic respiratory disease - CRD): Evcil kanathlarda

Mycoplasma gallisepticun’un neden oldugu infeksiyonudur.

Infeksiydz synovitis: Evcil kanathilarda M. synoviae'nin neden oldugu infeksiyon hastaligidir.
MG: Mycoplasma gallisepticum

MS: Mycoplasma synoviae
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot kronik solunum yolu hastaligindan veya infeksiydz synovitisten siipheli evcil kanatlilara
ait marazi maddelerden ve svap drneklerinden MG ve MS izolasyonu ile Mycoplasma izolatlarinin

tireme inhibisyon testi ile identifikasyonlarinin yapilmasinda kullanilir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Test 6rnekleri:Kronik solunum yolu hastaligindan veya infeksiy6z synovitisten siipheli 6rnekler
veya Mycoplasma kiiltiirleri. Ornekler taze karkastan veya taze iken dondurulmus karkaslardan

alinir.

Secilmesi gerekli 6rnekler infeksiyonun yerlestigi organa gore degisir. Canli kanatlilardan chonal
cleft, orofarinks, 6zofagus, trachea, goz, kloaka ve fallus swablar1 alinabilir. Olii hayvanlardan ise
burun boslugu, infraorbital sinus, trachea ve hava kesesi swablar1 alinabilecegi gibi infraorbital
sinus ve eklem sivilar1 da enjektorle gekilerek almabilir. Svap 6rnekleri alindiktan sonra 2-3 ml
Frey’s broth i¢ine birakilabilir. Ya da kuru svap siv1 besiyerine daldirildiktan sonra 6rnek alinarak

kendi tiipiine koyularak en kisa stirede laboratuvara ulastirilir.

Olii embriyolardan da érnek alinabilir. Bu durumda vitellin membranin i¢ yiizeyi, orofarinks ve

hava kesesinden ornek alinir.

Ornekler laboratuvara buz akiisii ile paketlenmis olarak hemen (24-48 saat) ulagtirilmahdir.
Hemen ulagtirilamayacaksa derin dondurucuda (-20°Cde) dondurulmalidir. Transport medium
olarak PPLO broth, Frey’s broth kullanilabilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Karbondioksitli Inkiibatér (37 °C+1°C, %5 CO,)
Stereo mikroskop

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)

Su banyosu, (37-100°C arasinda ayarlanabilen)
pH metre

Buzdolab:

Otoklav

Biyogiivenlik Kabini

Vortex
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7.3. Kullanilan Besiyerleri
PPLO broth
Kisim A:
PPLO broth without crystal violet (Difco) 14.7 g.
Distile veya deionize su 700 ml.

pH 7.8 £2’ye ayarlanir ve Otoklavda 121°Cde 1 atmosfer basingta 15 dk. sterilize edilir. 56°C’ye

kadar soguduktan sonra {izerine,
Kisim B:

56°C de 1 saat inaktive edilmis domuz veya at serumu 150 ml.

%25 (w/v) Yeast extract 100 ml.
%10 (w/v) Glucose 10 ml.
%5 (w/v) Thallium acetate 10 ml.
200.000 1.U./ml penicilin G 5ml
9%0.1 Fenol red 20 ml.
BNAD %1 10 ml
DL cystein hydrochlorid %1 10 ml
Steril sekilde ilave edilerek 9 ml. miktarinda siselere taksim edilir.
PPLO agar

Kisim A:

PPLO broth without crystal violet, (Difco) 14.7 g.
Distile veya deionize su 700 ml.
Piirifiye agar 10g.

pH 7.8 e ayarlanir ve otoklavda 121°C de 1 atmosfer basingta 15 dk. sterilize edilir, 56°C’ye kadar

ben maride soguduktan sonra iizerine,
Kisim B:

56°C de 1 saat inaktive edilmis domuz veya at serumu 150 ml.

%25 (w/v) Yeast extract 100 ml
%10 (w/v) Glucose 10 ml.
%5 (w/v) Thallium acetate 10 ml.
200.000 1.U./ml penicilin G 5ml
9%0.1 Fenol red 20 mlL
BNAD %1 10 ml
DL cystein hydrochlorid %1 10 ml
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Steril sekilde ilave edilerek 9 ml. miktarinda petri plaklarina taksim edilir. +2/+8°Cde 2 hafta

saklanabilir.

Mycoplasma Broth Medium (Frey’s)
Otoklavlanacak kisim:

Deiyonize su

Mycoplasma Broth Base (Frey’s)
Glucose

Phenol red (%1)

850/815 ml
225¢g

15g
2.5ml

Karistirilip pH 7.8% ayarlanir ve 121°Cde 15 dakika otoklavlanir. Soguduktan sonra asagidaki steril

bilesenler aseptik olarak ilave edilir.
Thallium acetate (%0,05)

Penisilin G (200.000 IU/ml)
Domuz serumu

BNAD %1

DL cystein hydrochlorid %1

5ml
2,5ml
120/150 ml
10/12,5 ml
10/12,5 ml

+2/+8°Cde en az 2 hafta saklanabilir. —40°C veya daha diisiik sicakliklarda daha uzun siire

saklanabilir.

Mycoplasma Agar Medium (Frey’s)
Otoklavlanacak kisim:

Deiyonize su

Mycoplasma Broth Base (Frey’s)
Purified agar

Glucose

850/845 ml
225¢

12¢g

15g

Karstirilip pH 7.8% ayarlanir ve 121°Cde 15 dakika otoklavlanir. 45-56°C’ye kadar soguduktan

sonra asagidaki steril bilesenler aseptik olarak ilave edilir.

Thallium acetate (%0,005)
Domuz serumu

Penisilin G (200.000 IU/ml)
BNAD %1

DL cystein hydrochlorid %1

2ml

150 ml
2ml
10/12.5 ml
10/12.5 ml

Yavasca karistirilip petri kutularina dokiiliir. +2/+8°Cde 2 hafta saklanabilir.
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7.4 Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Bakteriyolojik Izolasyon
Kat1 6rnekler: Doku 6rnekleri dokuya yapilan kesit yiizeyi agara siiriilerek ekim yapilabilir. Ayrica

doku pargalari bir homojenizator yardimiyla ya da havanda steril kum ve siv1 besiyeri ile ezildikten

sonra drnegin 10~ e kadar diliisyonlar1 yapilip her diliisyondan 1/10 oraninda siv1 besi yerine ekilir.

Svap Ornekleri: Sivi besiyeri igindeki swablar vorteks ile iyice karistirildiktan sonra sivi kisimdan
direkt olarak kati ve sivi besi yerine ekilir. Orneklerin 10 kadar diliisyonlar1 yapilip tiim
diliisyonlardan ekim yapilmalidir. Kat1 besi yerine ise 1 damla (yaklagik 25 pl) damlatma suretiyle
ekim yapilr.

Eklem sivis1 mycoplasmalarin iiremesini engelleyecek inhibitorler icerebileceginden 10~*e kadar
diliisyonlar1 yapilip her diliisyondan 1/10 oraninda sivi besi yerine ekilir. Kat1 besi yerine ise 1

damla (yaklasik 25-33 ul) damlatma suretiyle ekim yapilir.

Ekim yapilan siv1 ve kat1 besi yerleri yiiksek nemli ve %5-10 karbondioksitli ortamda 37°Cde
inkubasyona birakilir.

Kat1 kiiltiirler Giglincii glinden itibaren giinliik olarak iireyen koloniler yoniinden incelenir.
Kiiltiirlerde tireme olmadigini soyleyebilmek icin 21 giin inkiibasyona devam edilmelidir. Siv1
kiiltiirler her giin renk degisimi yoniinden kontrol edilir. Ureme belirtisi goriildigiinde kati

besiyerine pasajlanir. Ureme belirtisi gorillmedigi durumlarda ise 7 giin sonra 3 kez kor pasaj yapilir.

S kiiltiirler, tiremenin kaniti olan renk degisikligi (kirmizidan turuncu sariya dogru) yoéniinden
her giin kontrol edilir. Bu tip sivi kiiltiirlerden hemen kati besi yerine ekimler yapilir. Asir1 bulaniklik
bakteriyel kontaminasyonu gosterir. Boyle kiiltiirlerin subkiiltiirii 0.45 um por ¢apli membran
filtreden gecirilerek yapilir. Sivi kiiltiirlerin pasajlar1 1/10 inokulasyon oran ile taze broth’lara ve
agara yapilir. Sivi besi yerinde arginin hidrolize eden mikoplazma tiirleri bulundugunda olusan
alkali besiyerindeki asit renk degisikligini maskeleyebileceginden, siv1 kiiltiirde herhangi bir renk
degisikligi olmasa bile 7-10 giin sonra kati besi yerine subkiiltiirleri yapilmalidir. Izolasyonun
olmadigini séylemek icin broth kiiltiirler ve bir adet ekim yapilmamus broth 3 hafta inkiibe edilir.

Kati kiiltiirler tiremeler yoniinden her 1-3 giinde bir stereo mikroskop (x5-50 biiyiitme) ile incelenir.
Katibesiyerinde kismen agara gomiilii tipik sahanda yumurta goriintimiinde koloniler olustururlar.
Negatif durumlarda pleytler 14-20 giin sonra atilir. Kolonilerin gozlenmesi durumunda koloni
iceren agar kismi blok seklinde kesilip ¢ikarilarak hem sivi hem de kat1 besiyerine subkiiltiirii
yapilir. Kat1 besiyerine pasajda, agar blogun koloni iceren yiizii asagida olacak sekilde yeni pleyt

tizerine konulur ve 6ze ile ylizeyde hareket ettirilir.

[zolatlarin klonlanmast ve saflagtirilmasi, goriilen her bir morfolojik tipteki kolonilerin tekrarlayan

pasajlari ile yapilir. Pasajlamalarda tek bir koloni kullanilir.

Identifikasyon icin kat1 kiiltiirde tek koloni segilip pasajlanir, bu islem ii¢ kez tekrarlanur.
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Bakteriyolojik Identifikasyon
Biyokimyasal testler (Glukoz fermentasyonu, Arginin hidrolizi vb.) identifikasyona yardimci

olabilir ancak MG ve MS i¢in spesifik degildir. Ayrica klonlama yontemi ile kiiltiiriin saflastirilmasi
gerekir.

Ureme Inhibisyon Testi (Growth Inhibition Test)

Ug kez klonlanmug saf mycoplasma kiiltiiriinden sivi besi yerine pasaj yapilir. Yeterli iireme elde
edilince kiiltiiriin dilisyonlar: yapilir. Test i¢in 10* CFU/ml optimal bakteri miktaridir. Test igin
102, 107 diliisyonlar kullanilir. Uygun besi yeri bulunan petri plaklarinin arkasina kalemle boydan
boya diiz ve birbirine paralel cizgiler ¢izilir. 9 cm ¢apli petrilere iki-ii¢ ¢izgi cizilebilir. Her bir kiiltiir
diliisyonundan 50 pL ¢izginin bir kenarna birakilarak petri egilir ve damlanin ¢izgi boyunca
ilerlemesi saglanir. Kurumasi beklenip ekim ¢izgisi uzunlugunun ortasindan 6 mm ¢apli daire
seklinde agar pargasi kesilip ¢ikarilir. Bu islem igin steril pastor pipeti kullanilabilir. Olusan ¢ukura
30-40 pL spesifik antiserum tagirmadan konulur. Kurumasi beklenip, petri ters gevrilerek 37°Cde
tireyinceye kadar (48-72 saat) inkiibe edilir. Siire sonunda ¢ukur etrafinda iireme inhibisyon

zonunun olugmast testin pozitif oldugunu gosterir.
7.5.Sonuglarm Degerlenlendirilmesi

Koloni morfolojisi, biyokimyasal testler (Glukoz fermentasyonu, Arginin hidrolizi vb.) ve Ureme

Inhibisyon Testi ile degerlendirilir. Sonucun dogrulugu PCR yontemi ile teyit edilebilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR

[ OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian
Mycoplasmosis (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), Boliim 2.3.5.

[] e- Code of Federation 147.15 Laboratory procedure recommended for the bacteriological

examination of mycoplasma reactors.

[J Isolation and identification of avian pathogens, American Association of Avian Pathologists,
Kennett Square, PA, 2nd edition, 1980, Hitchner SB, Domermuth CH, Purchase HG, Williams
JE.
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MYCOPLASMA GALLISEPTICUM VE
MYCOPLASMA SYNOVIAE'NIN PCR ILE TESHISI

1.AMAC

Bu metot, kanatlilarda Avian Mycoplasmosise neden olan Mycoplasma gallisepticum (MG) ve M.
synoviae (MS) nin PCR ve Multiplex PCR ile teshisini kapsar.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu PCR i¢in uygun alt yapis1 bulunan Teshis Laboratuvarinda uygulanmaktadir. PCR

yontemi, kanatl hayvanlarda mikoplazma infeksiyonlarinin hizli tanisinda alternatif bir testtir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahdir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Avian mycoplasmosis: Evcil kanathlarin Mycoplasma gallisepticum ve/veya M. synoviae'nun neden

oldugu infeksiyonudur.
Kronik Solunum Yolu Hastaligi (Chronic respiratory disease - CRD): Evcil kanathlarda

Mycoplasma gallisepticun’un neden oldugu infeksiyonudur.

Infeksiydz synovitis: Evcil kanathilarda M. synoviae'nin neden oldugu infeksiyon hastaligidir.
MG: Mycoplasma gallisepticum

MS: Mycoplasma synoviae

PCR: Polymerase Chain Reaction
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Klasik izolasyon ve identifikasyon metoduna alternatif olarak MG veya MSYye ait spesifik DNAnin

belirlenmesi esasina dayanan bir metottur. Bu metot kronik solunum yolu hastaligindan veya
infeksiy6z synovitisten siipheli kanathlara ait marazi madde, svap 6rnekleri veya MG veya MS
yoniinden ekim yapilmis bakteriyel kiiltiirden MG ve MSye ait DNA varliginin ortaya koyuldugu
bir yontemdir. Multipleks PCR Metodunda ise ayn1 anda hem MG hem de MS’ye ait DNA olup
olmadigini ortaya koymak miimkiindiir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Kronik solunum yolu hastaligindan veya infeksiyoz synovitisten siipheli 6rnekler veya Mycoplasma

kiiltiirleri. Ornekler taze karkastan veya taze iken dondurulmus karkaslardan alinr.

Secilmesi gerekli 6rnekler infeksiyonun yerlestigi organa gore degisir. Canli kanatlilardan chonal
cleft, orofarinks, 6zofagus, trachea, goz, kloaka ve fallus sivaplar alinabilir. Olii hayvanlardan ise
burun boslugu, infraorbital sinus, trachea ve hava kesesi swablar1 alinabilecegi gibi infraorbital

sinus ve eklem sivilar1 da enjektorle ¢ekilerek alinabilir.

Svap o6rnekleri alindiktan sonra 2-3 ml Frey’s broth icine birakilabilir. Ya da kuru svap siv1 besi
yerine daldirildiktan sonra 6rnek alarak kendi tiiptine koyularak en kisa siirede laboratuvara

ulagtirilir.

Olii embriyolardan da 6rnek alinabilir. Bu durumda vitellin membranin i yiizeyi, orofarinks ve

hava kesesinden o6rnek alinir.

Ornekler laboratuvara buz akiisii ile paketlenmis olarak hemen (24-48 saat) ulagtirilmahdir.
Hemen ulagtirilamayacaksa derin dondurucuda (-20°Cde) dondurulmalidir. Transport medium
olarak PPLO broth, Frey’s broth kullanilabilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)
Otomatik pipetler (gesitli hacimlerde)
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C, -70°C)
Mikrodalga firin

Biyogiivenlik Kabini

Steril pens, spatiil, bistiiri v.b. malzemeler
Vorteks

Mikrosantrifiij
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Benmari veya kuru blok sitict
Pastor pipeti

Mikosantrifijj tiipi,

PCR tiipii

Thermocycler

Elektroforez sistem

Giig kaynag:

UV transilliiminator veya Jel Goriintiileme sistemi

7.3.Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
DNA izolasyonu

1 ml PBS veya fenol icermeyen Frey’s broth icinde bulunan trakeal sivaplardan (3-5 tanesi bir
araya getirilebilir) veya fenol icermeyen siv1 kiiltiirden DNA ekstrakte edilir. Test edilecek drnekler
vorteks yardimu ile iyice karistirildiktan sonra svap ¢ubuklari ¢ikarilir. Kalan

stispansiyon 4°Cde 14.000 gde 30 dakika siireyle santrifiij edilir. Siipernatant bir pastor pipeti ile
dikkatlice alinip atihr. Sediment 25 pl PCR-grade su ile siispanse edilir. Tiip ve icerigi 10dakika
kaynatilir, 10 dakika buzda bekletilir ve 14.000 gde 5 dakika santrifiijlenir. DNA supernatantin
icindedir.

Ticari DNA izolasyon kitinin Gram negatif bakteri hiicre lizat1 protokolii kullanilarak da DNA
izolasyonu yapilabilir.

[zolasyon sirasinda olusabilecek hatalarin tespit edilebilmesi icin her DNA izolayonu sirasinda

standart pozitif 6rnekten (+ kontrol) ve PCR grade sudan (- kontrol) izolasyon yapilmalidir.

Dokulardan DNA izolasyonu i¢in ticari DNA izolasyon kiti kullanilarak kitin talimatlarina gore
yapilir.

PCR Testinin Yapilis1

PCRda Kullanilan Primerler

MG primerleri asagidaki sekanslardan olusur:

MG-F: 5°-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-GTT-GGT-C-3’
MG-R: 5-GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-AC-3’
MS primerleri asagidaki sekanslardan olusur:

MS-F: 5°-GAG-AAG-CAA-AAT-AGT-GAT-ATC-A-3
MS-R: 5-CAG-TCG-TCT-CCG-AAG-TTA-ACA-A-3
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Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon karigimi ayr1 temiz bir bolgede ve yalniz bu is i¢in kullanilan pipetlerle hazirlanir. 50
l'lik PCR reaksiyonu i¢in karisim asagidakilerden olusur:

35.75

Ultra saf su (PCR grade)
10x PCR Buffer

MgCl, (50 mM)

dNTP karisimi (10 mM)
F Primer (20 pikomol/pl)
R Primer (20 pikomol/ul)
Taq polimeraz (5 U/pl)

Her bir PCR tiipiine 45 pl reaksiyon karisimi konur. Tiipler diger bir temiz bolgeye alinir ve her bir
tiipe 5er ul DNA 6rneginin ilave edilir. Her ¢aligmada 1 adet pozitif ekstraksiyon kontroli, 1 adet
pozitif RNA reksiyon kontrolii ve 1 adet negatif (su) ekstraksiyon kontroli, 1 adet negatif reaksiyon

kontrolii ile birlikte ¢aliglmalidir.

PCR Reaksiyonu

5.00
2.00 ul
1.00 ul
0.50
0.50
025l

Tiipler thermocylera yerlestirilir ve su PCR programina tabi tutulur:

Sicaklik Siire Siklus Sayis1
94°C 30 saniye

58°C 30 saniye 40 siklus
72°C 60 saniye

72°C 5 dakika 1 siklus

Multipleks PCR Testinin Yapilist
Multiplex PCRda Kullanilan Primerler

MG primerleri asagidaki sekanslardan olusur (OIE, 2008):

MG-F: 5°-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-GTT-GGT-C-3’
MG-R: 5°-GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-AC-3’

MS primerleri asagidaki sekanslardan olusur (Marois ve ark., 2002):

MSpcl5: 5°-TCA-TTC-AGC-AGC-GCC-AGC-TTG-TTC 3
MSpcl4: 5-GCT-TGA-GTC-TCC-ATT-AAC-TTG-TTG-3’
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Reaksiyon karigimi ayr1 temiz bir bolgede ve yalniz bu is i¢in kullanilan pipetlerle hazirlanir. 25

l'lik PCR reaksiyonu i¢in karisim asagidakilerden olusur:

Reagent’ler Miktarlar1
Ultra saf su (PCR grade) 12.50 pl
10 X PCR buffer (without MgCl,) 2.50
dANTP karigimi (10 mM) 0.50 ul
MgCl, (25 mM) 3.00 ul
Tag DNA polymerase(5 U/ul) 0.50 ul
MG F Primer (20 pikomol/ul) 1.00 ul
MG R Primer (20 pikomol/ul) 1.00 pl
MS F Primer (20 pikomol/ul) 1.00 pl
MS R Primer (20 pikomol/ul) 1.00 ul
Reagent’ler Toplam1 23.00 ul
Template (DNA) 2.00 ul
Toplam 25.00 ul

Her bir PCR tiiptine 23 pl reaksiyon karisimi konur. Tiipler diger bir temiz bolgeye alinir ve her

bir tiipe 2’ser pl DNA 6rneginin ilave edilir. Her ¢calismada ladet pozitif ekstraksiyon kontroli, 1

adet pozitif RNA reaksiyon kontrolii ve 1 adet negatif (su) ekstraksiyon kontrolii, 1 adet negatif

reaksiyon kontrolii ile birlikte caligtimalidir

Multiplex-PCR Reaksiyonu

Tiipler thermocylera yerlestirilir ve su PCR programina tabi tutulur:

Sicaklik Siire Siklus Sayis1
95°C 2 dakika 1 siklus
95°C 30 saniye

57 °C 40 saniye 40 siklus
72°C 30 saniye

72°C 10 dakika 1 siklus

PCR ve Multipleks PCR i¢in Elektroforez- Goriintiileme

Bu agama diger tiim asamalardan ayr1 bir oda veya bolmede yapilir.

Agaroz jel, 0,5x TBE buffer icinde %2 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final konsantrasyonu
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0,5 pug/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir. Jel, donmasini takiben
running buffer olarak 0,5x TBE buffer iceren elektroforez tankina yerlestirilir. PCR tirtinleri (5-10
ul), 6x loading buffer (2 pl) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Ayrica uygun molekiiler
marker (50 bp) da yiiklenir. Elekrotlar aras1 mesafeye gore her bir cmye 5 V hesabiyla dogru akim
uygulanir.

Elektroforezi takiben jel UV transilliminator altinda veya bir jel goriintiileme sisteminde gozlenir.

7.4. Sonuglarm Degerlendirilmesi

PCRde beklenen bant biiytikliigii Mycoplasma gallisepticum igin 185 bp, Mycoplasma synoviae igin
214 bpdir.

Multiplex PCRde beklenen bant biyiikligti Mycoplasma gallisepticum igin 185 bp, Mycoplasma
synoviae igin 422 bpdir.

Sonuglarin gegerli olabilmesi i¢in pozitif kontrolle pozitif, negatif kontrolle negatif sonug alinmalidur.

8. ILGILI DOKUMANLAR

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian
Mycoplasmosis (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), Bolim 2.3.5.

[] e-Code of Federation 147.15 Laboratory procedure recommended for the bacteriological

examination of mycoplasma reactors.

[l Marois C, Dufour-Gesbert F, Kempf I. (2002) Polymerase chain reaction for the detection of
Mycoplasma gallisepticum in enviromental samples. Avian Pathol. 31: 163-168.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLILARDA MIKOPLAZMA
INFEKSIYONLARININ (AVIAN MYCOPLASMOSIS)
SERUM PLEYT AGLUTINASYON TESTI ILE
TESHISI

1. AMAC

Bu prosediirde Teshis Laboratuarrna gelen Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae
stipheli tavuk kan serumlarindan ve Mycoplasma meleagridis siipheli hindi kan serumlarindan ya
da damuzlik veya ticari isletmelerden kontrol amagh gelen kan serumlarindan MG, MS ve MM
antikorlarinin varliginin serum pleyt aglutinasyon (¢abuk lam aglutinasyon) testi ile saptanabilmesi

amaglanmugstir.

2. UYGULAMA ALANI

MG, MS ve MM siipheli tavuk ve hindi kan serumlarindan SPAT testlerinin yapilabilmesi icin
uygun alt yapisi bulunan Teshis Laboratuvarlarinda uygulanir. SPA testi M. gallisepticum, M.
synoviae stipheli tavuk kan serumlarindan ve M. meleagridis siipheli hindi kan serumlarinda MG,

MS veya MM antikorlarinin varliginin saptanmasi amaciyla kullanilan temel tarama testidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yo6netici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar icine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

SPAT ile ilgili uyar/onlemler/dikkat edilecek hususlar:

[] Antijen +2°C/ + 8 °Cde karanhkta ve dondurulmadan saklanmalidur.
[] Son kullanma tarihi ge¢mis antijenler kullanilmamalidir.

[] Test 6ncesi antijen iyice calkalanmalidir.
[

Donmus , kokusmus, hemoliz olmus ve fibrinli serumlar testte kullanilmaz.
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[] Testin yapilacag yer; temiz, tozsuz, aydinlik ve 1s1 derecesi 20-25°C olmalidur.

[ Ortam 1s1s1 20°Cnin altindaysa reaksiyon gecikebilir. 25°C’nin {izerinde otoagliitinasyon

olusur.

[] Testte kullanilacak antijen ve serumun 1silar1 yaklagik 15-18°C civarinda bulunmali, farkli

olmamalidur.
[0 Antijen kullanilmadan 6nce (+) miisbet, ( - ) negatif serumlarla kontrol edilmelidir.

Test pleytleri temiz ve distile su ile yikanip iyice kurutulmalidir. Pletyin temizliginde alkol ve
dezenfektan kullanilmamalidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
MG: Mycoplasma gallisepticum
MS : Mycoplasma synoviae

MM: Mycoplasma meleagridis
SPA: Serum pleyt agliitinasyon
SPF: Spesifik Patojen Free

Antikor (Ab): Cok hiicreli hayvansal organizmalarin bagisiklik sistemi tarafindan; kendi
organizmalarina ait olmayan organik yapilara karsi gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag):  Viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisikhik sistemince antikor

olusturulmasina neden olan molekiillerdir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Laboratuvara gelen tavuk kan serumlarindan MG ve MS ve hindi kan serumlarindan MM'ye kars1

olusmus antikorlarmn varligini ortaya koymak i¢in uygulanan serum pleyt aglutinasyon testi igerir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Tavuk/Hindi kan serumu: Serolojik muayeneler i¢in, test materyali siiriiyii 6rnekleyecek
miktarda alinan kanlarin pihtilagtirildiktan sonra cizilerek elde edilen kan serumlaridir. Test icin
kullanilacak serumlar taze olmali ve dondurulmus serumlar yanlis pozitiflik verebileceginden
dondurulmamalidir. Hemolizli kontamine vb serumlar test icin kullanilmaz. Pozitiflik nonspesifik
reaksiyonlardan kaynaklanabileceginden serum 6rneklerini 56°Cde 30 dk inaktive etmek gerekir.
Teste baglamadan 6ce serumlar oda sicakligina getirilmeli ve otoaglutinasyon verip vermedikleri

kontrol edilmelidir. Serumlar hemen test edilmeyecekse +4 °Cde 3 giin siireyle saklanabilir.
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Biyolojik maddeler

[] Test Antijeni: Ticari olarak temin edilen SPA antijenlerinden herhangi biri kullanilabilir.
Kullanilacak antijen testten 6nce oda sicakligina getirilmelidir.

[l Pozitif Kontrol serumu: Yapilacak teste gore MG, MS ve MM pozitif oldugu bilinen standart
serumlar

[J Negatif kontrol serumu: MG, MS ve MM negatif oldugu bilinen standart serumlar

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Fayans(Cam ya da mika yiizeyler de kullanilabilir.)

[ Mikropipet

[ Karistirict

7.3. SPA Testin yapilisi:

1. Test pleytine Her bir drnek icin yaklasik 3 cm karelik alanin orta kismia 1 damla (yaklasik
20-30 pl) test edilecek serumdan birakilir. Bir seferde kag 6rnek bir arada ¢alisilacag: teknik
personelin hizina baghdir. Ancak bu say1 251 gegmemeli ve test tamamlanincaya kadar
serumlarin kurumayacag kadar olmalidir.

2. Serum Orneklerinin yanina esit miktarda test antijeni damlatilir.

3. Ince bir cam qubuk vb. yardimiyla antijen ve serum &rnegi karigtirilir. Bu cam ¢ubuk érnekler
arasinda temizlenmeli ya da her 6rnek icin farkli bir karistirici gubuk kullanilmalidir.

4. Fayans (pleyt) 5 sn. siireyle yavas dairesel hareketlerle dondiiriilerek damlalarin karigmasi
saglanir. 1dk sonunda pleyt tekrar dairesel hareketlerle 5 sn kadar dondiiriiliir ve kalan 55 sn.
sonunda test sonuglar1 degerlendirilir.

5. Pozitif bir reaksiyon, 2 dakika igerisinde antijenin kolaylikla goriilebilen kiimelesmeler
olugturmastyla dikkati geker.

6. Negatif bir reaksiyon, 2 dakika igerisinde antijenin hi¢bir kiimelesme olusturmamastyla ayrilir.

7. 3-5 dkiginde kismen aglutinasyon veren siipheli serum 6rnekleri bir seri diliusyonu yapilarak
tekrar test edilir. 1/8e kadar sulandirilan serum 6rneklerinde 1/4 sulandirmada aglutinasyon
goriiliirse drnek pozitif kabul edilir.

8. Her testte pozitif ve negatif kontrol serumlari, 6rneklerle birlikte test edilmelidir.

9. Test tamamlandiktan sonra fayanslar yikanip kurutulmali ve daha sonraki kullanim i¢in hazir

hale getirilmelidir.
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7.4. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

2 dakika igerisinde antijenin kolaylikla goriilebilen kiimelesmeler olusturmasi test igin pozitif,
kiimelesme goriilmemesi negatif kabul edilir. Her ne kadar belli bir uluslar arasi standart olmasa
da siiriiniin %10’'unun pozitif reaksiyon verdigi durumlarda, 6zelliklede bu sonug HI ve ELISA ilde

dogrulanmussa siirii pozitif kabul edilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian
Mycoplasmosis (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), Boliim 2.3.5.

[J Electronic code of Federal Regulations (e-CFR Data is current as of November 29 2012)
Title 9 Animals and Animal products. Part 147- Auxiliary Provisions on National Poultry

Improvement Plan.
[] Kullanilan ticari antijene ait kullanim klavuzu.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI MIKOPLAZMA INFEKSIYONLARININ
(AVIAN MYCOPLASMOSIS) ELISA
TESTI ILE TESHISI

1. AMAC

Bu prosediirde Teshis Laboratuvarrna gelen Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae
stipheli tavuk kan serumlarindan ve Mycoplasma meleagridis siipheli hindi kan serumlarindan ya
da damuzlik veya ticari isletmelerden kontrol amagh gelen kan serumlarindan MG, MS ve MM

antikorlarinin ELISA ile saptanabilmesi amaglanmustir.

2. UYGULAMA ALANI
MG, MS ve MM siipheli tavuk ve hindi kan serumlarindan ELISA yapilabilmesi i¢in uygun alt

yapist bulunan Teshis Laboratuvarlarinda uygulanir.

ELISA testi tavuk ve hindi kan serumlarinda MG, MS ve MM antikorlarinin varligini ortaya
koymak i¢in tarama testi olarak kullanilabildigi gibi SPA testinin sonuglarini dogrulamak iizere
alternatif bir test olarak kullanilabilir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Siipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiyoz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.
ELISA ile ilgili uyar1/6nlemler/dikkat edilecek hususlar:
Kit ve biitiin reagentler 2-8°Cde muhafaza edilmelidir.

Son kullanma tarihi gegmis kitler ve ilgili reagentler kullanilmamalidur.

[
[
[] Farkl serilerdeki kitlerin malzemeleri ve reagentlar1 karistirilarak kullanilmamalidir.
[l Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.

[

Substrat solusyonu oksidan ajanlarla ve kuvvetli 15182 maruz birakilmamalidir.
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[0 Agzla pipetleme yapilmamalidir.
[] Testsirasinda ¢ikan atiklar toksik madde igerebildiginden bunlar ayri bir yerde toplanarak Atik

Imha Prosediiriine gére imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

MG: Mycoplasma gallisepticum

MS : Mycoplasma synoviae

MM: Mycoplasma meleagridis

SPA: Serum pleyt agliitinasyon

HA: Hemaglutinasyon

HI: Hemglutinasyon Inhibisyon

HAU: Hemaglutinasyon Unitesi

PBS: Phosphate Buffered Saline

ELISA: Enzim Linked Immunosorbent Assay
OD: Optical density

SPEF: Spesifik Patojen Free

Antikor (Ab): Cok hiicreli hayvansal organizmalarin bagisiklik sistemi tarafindan; kendi

organizmalarina ait olmayan organik yapilara karsi gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag):  Viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor

olusturulmasina neden olan molekiillerdir.
Konjugat: Bir enzim ile isaretlenmis ikinci ajan, enzim ile isaretlenmis antiglobiilin.

Substrat: Biyokimyada enzimlerin tepkimelerinde islenen maddelere verilen addir. ELISAda
konjugeytte bagh olan enzime 6zgii alt tabakaya substrat denir. Sisteme (Ag-Ab kompleksi)
baglanmis konjugeyte bagl enzim uygun kromojen substrati parcaladiginda ortaya ¢ikan renk,
yapilacak kolorimetrik yontemlerle ol¢iilerek baglanmis olan enzim; dolaysiyla baglanmis olan
antikor hakkinda fikir verecektir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

MG, MS ve MM siipheli tavuk ve hindi kan serumlarinda bu etkene kars1 olusan antikorlar:
tespit etmeye yonelik bir indirekt ELISA test yontemidir. Bu yontemle hastaligin serolojik tanis
yapilabildigi gibi antikor diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi ve biiyiik siirtilerin bagisiklik
durumunun izlenmesi de miimkiindiir. ELISA, kat1 bir faza bagh olarak Antijen-Antikor (Ag-Ab)

kompleksinin olusabilmesi ve enzim ile isaretlenmis konjugat olarak isimlendirilen ikinci ajan ve
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uygun bir substrat ile reaksiyon sonucunda renkli son iiriin seklinde Ag-Ab kompleksinin varligin

saptanmasl i¢in uygulanan test metottur (Tablo 1).

WA\ vee £YF &

Antikor Antijen Konjugeyt Substrat

Tablo 1. ELISA Test Metodunun $ematik Anlatimi.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Tavuk/Hindi kan serumu: Serolojik muayeneler icin, test materyali siiriiyii 6rnekleyecek
miktarda alinan kanlarin pihtilagtirildiktan sonra cizilerek elde edilen kan serumlaridir. Hemolizli
kontamine vb serumlar test igin kullanilmaz. Serumlar hemen test edilmeyecekse +4°Cde 3 giin
stireyle -20°Cde yillarca saklanabilir.

ELISA I¢in Test serumlarinin Sulandirilmas: Teste alinacak numuneler test sulandirici tampon
ile 1:500 oraninda sulandirilir. Ilk 6nce 5 pl serum 245 pl kitin sulandirma sivisinda sulandirilir ve
1/50 oraninda sulandirma yapilmis olur. Sonra 1/50°li sulandirilan serumun 20 pl'si 180 pl kitin
sulandirma sivisinda sulandirilir ve 1/10 oraninda sulandirma yapilmus olur. Béylece 1/50%1/10
=1/500’liikk sulandirma elde edilmis olur.
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7.2. Kullanilan Ekipman

Tek kanalli pipet (0.5-10yl, 10-100 pl, 100-1000 pl)
Cok kanalli pipet (05-100 pl)

Tek kullanimlik pipet uglar:

Vortex

Yikama sisesi veya otomatik pleyt yikayic
Yapigkan pleyt band1

Numune sulandirma tiipleri

Mikropleyt okuyucu (ELISA Reader)

.3. Kullanilan Kimyasallar

MG, MS veya MM ile kaplanmis mikropleyt

N OO OO@O0O@>0O@O@O&8 @

Kite ait MG, MS veya MM anikoru i¢eren pozitif kontrol serumu

O & &8

Kite ait Negatif kontrol seumu (MG, MM kars1 antikor icermeyen tavuk kan serumu, veya

MMye kars1 antikor icermeyen hindi kan serumu)
Konjugat

Substrat

Stop soliisyonu

Numune sulandirici tampon

Distile su

Bazi kitlerde kitle beraber verilen Referans Serum

Laboratuara ait Standart Pozitif Serum

s s [ [y [ [ |

Laboratuara ait Standart Negatif Serum (SPF)

ELISA testi yapilirken kullanilacak kit bilesenleri kimyasal ve biyolojik maddelerden olusur.
Bunlarin bir kismu kit igerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir, diger bir kismu ise
kullanimdan 6nce hazirlanmasi gerekir. Kullanimdan énce hazirlanmasi gereken reagentlerin
dilusyonlari kit protokoliine uygun olarak hazirlanir. Hazirlanan reagentlar kitte belirtilen stire ve
sicaklikta saklanir.

Reagentlar kullanilmadan 6nce 1silar1 oda sicakligina (18-25°C) ulasincaya kadar beklenmelidir.
Test i¢in uygun oda sicakligi ELISA Kitleri arasinda farklihk gosterebilir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

1. Antijenlekaplanmis mikropleytler alinir ve numune pozisyonuna gore test sonug degerlendirme

protokoliine numuneler (Ek 2) kaydedilir.

2. Kite ait negatif ve pozitif kontrol serumu uygun pleyt gozlerine kitin protokoliine uygun
hacimde konur. (Orn: Negatif kontrol A1 ve A2 gézlerine, pozitif kontrol A3 ve A4 gozleri).
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3. Baz Kkitlerde bulunan referans kontrol serumu gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde

konur

4. Sulandirilmus test edilecek serum 6rneklerinden gozlerine kitin protokoliine uygun hacimde

konur.
5. Uzeri kapatilms olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

6. Siire sonunda icerik dokiiliir ve ELISA pleytinin her bir gozii test protokoliinde 6nerilen

konsantrasyonda hazirlanmus olan yikama solusyonu ile 3-5 kez yikanr.

7. Son yikamadan sonra pleyt ters ¢evirilip kurutma kagidina vurularak kalan soliisyonun iyice

emdirilmesi saglanir.
8. Belirtilen hacimde Konjugat Soliisyonu tiim gozlere ilave edilir.
9. Uzeri kapatilmis olan pleyt kit protokoliine uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir.
10. Yikama prosediirii 5. ve 6. basamakta anlatildig gibi tekrarlanir.
11. Her goze protokole uygun miktarda Substrat Soliisyunu konur ve kit protokoliine uygun

sicaklik ve siirede inkiibe edilir
12. Reaksiyonu durdurmak i¢in her goze belirtilen hacimde Stop Soliisyonu ilave edilir.
13. Test sonuglar1 bir ELISA okuyucuda kit protokiiliinde 6nerilen dalga boyunda okunur.

ELISAda test edilen drnekler, pozitif, negatif ve referans kontrol gozleri i¢in okunan OD degerleri
ile kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri karsilastirilir, gecerli
sinirlar icerisinde ise test edilen drnekler pozitif ve negatif seklinde ifade edilerek kalitatif ve/
veya kantitatif olarak degerlendirilir. Degerlendirmede kite ait hazir bilgisayar programlar1 da
kullanilabilir.

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi

ELISAda testte kullamilan pozitif, negatif ve varsa referans kontrollerin beklenilen standart
seviyelerde ¢ikmasi halinde test gegerli olarak kabul edilir. Referans serum yok ise laboratuvarin
kendisine ait standart pozitif kontrol ve negatif kontrollerin beklenen degerler i¢inde olup olmadig:
kontrol edilir. Kit protokoliinde ve kitin kalite kontrol sertifikasinda verilen OD degerleri ile dl¢iilen

OD degerleri karsilastirilarak testin gegerliligi kontrol edilir.

Degerlendirme sonuglar1 kaydedilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
[ Idexx, Biochek veya Synbiotics MG ELISA Kit kullanim kilavuzu

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian
Mycoplasmosis (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), Bolim 2.3.5.

[] Laboratuar Giivenligi ve ilk Yardim (www.kimyaevi.org Giivenlik Talimat:

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI MIKOPLAZMA INFEKSIYONLARININ
(AVIAN MYCOPLASMOSIS) HEMAGLUTINASYON
INHIBISYON TESTI iLE TESHISI

1. AMAC

Bu prosediirde Teshis Laboratuarrna gelen Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae
stipheli tavuk kan serumlarindan ve Mycoplasma meleagridis siipheli hindi kan serumlarindan ya
da damuzlik veya ticari isletmelerden kontrol amagh gelen kan serumlarindan MG, MS ve MM

antikorlarmin varliginin Hemaglutinasyon Inhibisyon testi ile saptanabilmesi amaglanmugtir.

2. UYGULAMA ALANI

Tavuk ve hindi kan serumlarinda MG, MS ve MMe kars1 olusan antikorlarinin tespitinde kullanilir.
Teshis Laboratuvarlarinda uygulanur.

HI testi, SPA testi ile pozitif bulunan kan serumlarinda pozitifligin teyidi amaciile kullanihr.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
MG: Mycoplasma gallisepticum
MS : Mycoplasma synoviae

MM: Mycoplasma meleagridis
SPA: Serum pleyt agliitinasyon
HA: Hemaglutinasyon

HI: Hemglutinasyon Inhibisyon
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HAU: Hemaglutinasyon Unitesi
PBS: Phosphate Buffered Saline
SPF: Spesifik Patojen Free

Antikor (Ab): Cok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemi tarafindan; kendi
organizmalarina ait olmayan organik yapilara karsi gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekiillerdir.

Antijen (Ag): Viicuda yabanci maddeler girdigi anda bagisiklik sistemince antikor olusturulmasina

neden olan molekiillerdir.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Laboratuvara gelen tavuk kan serumlarindan MG ve MS ve hindi kan serumlarindan MM’ye karst

olusmus antikorlarin varligini ortaya koymak icin uygulanan hemaglutinasyon Inhibisyon testini

igerir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal

Tavuk/Hindi kan serumu: Serolojik muayeneler icin, test materyali siiriiyii 6rnekleyecek
miktarda alinan kanlarin pihtilagtirildiktan sonra cizilerek elde edilen kan serumlaridir. Hemolizli
kontamine vb. serumlar test i¢in kullanilmaz. Serumlar hemen test edilmeyecekse +4°Cde 3 giin

stireyle -20°Cde yillarca saklanabilir.
Biyolojik maddeler
Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar:: Ticari olarak temin edilen MG, MS ve MM Kkars1 antikor

titresi bilinen antiserumlar pozitif kontrol olarak kullanilmalidir (Hangi hayvana ait kan serumlar1
test edilecek ise o hayvana ait kontrol serumlar1 kullanilmahdir). SPF ya da MG, MS ve MM
antikoru icermeyen negatif kontrol serumu negatif konrol olarak (Hangi hayvana ait kan serumlari
test edilecek ise o hayvana ait kontrol serumlari) kullanilmalidir.

Standart Antijen: Antijen olarak taze siv1 kiiltiir ya da ytkanmis ve konsantre edilmis PBS i¢indeki
bakteri stispansiyonu kullanilabilir. Ancak antijen hazirlamada ve standardizasyonundaki giigliikler
nedeniyle isletme ici metotdlarla hazirlanan antijen yerine iyi standardize edilmis ve ticari olarak
temin edilebilecek antijenler tercih edilmelidir. (Orn: NVSL). Liyofilize antijen tireticinin bildirdigi

sekilde distile su ile sulandirilir. Stok antijen olarak uygun kosullarda saklanir.

Yikanmis Eritrosit: % 0.5lik yikanmuis eritrosit soliisyonu (test serumlar1 hangi kanatliya ait

ise eritrositler de ayni kanatl tiiriine ait Mycoplasma antikoru tasimadig: bilinen hayvanlardan
alinmalidir.)

PBS: Izotonik Phosphate Buffered Saline (PBS) : pH 7.00
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Alsever Soliisyonu : 100 ml soliisyon hazirlanirken asagidaki belirtilen basmaklar izlenir:
Sitrik asit: 0.055 gr

Sodyum sitrat 0.8 gr

D-Glucose: 10.25 gr

NaCl: 2.10 gr

Distile su: 100 ml

Bu formule gore 100 ml distile su icerisinde tiim reagentler ¢ozdiiriiliip, hazirlanir ve siselere taksim
edilir. Ardindan 116°Cde 10 dakika otoklavda sterilize edilir. Sterilite kontrolii agisindan 37°Cde
bir gece inkiibe edildikten sonra +4°Cde saklanir.
% 0.5’lik Yikanmis Tavuk Eritrositi:

2-5 mI'lik enjektore alinacak kan miktar: kadar alsever soliisyonu (Antikoagulan madde) ¢ekilir.
En az 3 tavugun (Diizenli takip edilen MG/MS/MM antikor negatif siiriiye ait) kanat alt1 venasi ya
da kalbinden kan alindiktan sonra enjektor yavasca dondiiriilerek kanin alsever soliisyonu ile iyice

karigmasi saglanir

Kan, enjektorden konik dipli santriifiij tiipiine yavasca aktarihir. Bu kan 1000-1500 rpmde 5-10
dakika santriifijj edilir ve ayrilan siipernatant dikkatlice pipetle gekilir. Tiip, alinan hacim kadar PBS
ile doldurulur. Daha sonra yavagca alt {ist edilerek kanin PBS ile iyice karigmasi saglanir, 1000-1500
devirde 5 dakika satrifijj edilir ve tistteki berrak sivi atilir. Bu yikama islemi en az 3 kez tekrarlanur.
Son yikamadan sonra iistte kalan berrak sivi dikkatlice alindiktan sonra dipte kalan eritrosit
gOkeltisinden %0.5’lik eritrositi suspansiyonu hazirlanir. Eritrositi suspansiyonu kullanilmak iizere
+4°Cde 8-10 giin saklanabilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

[ 96 gozlii V tabanli mikropleyt,

25-100 ul otomatik mikropipetler ve uglari,
Pipet ve sarjl pipettor

Degisik ol¢iilerde vidali kapakl: siseler
Santrifij

Enjektor

Santrifijj tiipti

Buzdolab1

I [ [ [ S B |

[] Laboratuvar saati
7.3. Numunenin hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Calisma Antijeninin HA titresinin belirlenmesi:

HI testinde kullanilacak antijen soliisyonunun hazirlanabilmesi i¢in Oncelikle antijenin
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hemaglutinasyon (HA) titresinin belirlenmesi gerekmektedir. Test antijeninin hazirlanmasinda
asagidaki basamaklar takip edilir:

1.

Rl

N ke

10.
11.

Kullanilacak antijen liyofilize ise hazirlhik asamasinda belirtildigi sekilde sulandirilir. Daha
onceden sulandirilmis antijen kullanilacaksa ve antijen boliinmiis kii¢tik miktarlarda ise bunlar
havuz yapildiktan sonra kullanilmalidir. Test i¢in antijenin 1/10 dilusyonu kullanilir.

V tabanl mikropleytin 3 sirasina 1den 12. goze kadar her goze 50 pl PBS konur.

Ik 2 siranun ilk gozlerine 50 pl antijen konduktan sonra son goze kadar 2 katl sulandirmast
yapilir son gozdeki 50 pl atilir.

Pleytin 3 sirasinin biitiin gozlerine 50 pl % 0.5lik yikanmus tavuk eritrositi ilave edilir.

3. Sira eritrosit kontrol sirasi olarak kullanilir.

Hatfifce pleytin kenarina vurularak her goziin igeriginin karigmasi saglanir.

Pleyt oda sicakhiginda 30 dk. inkube edilir. Eritrosit kontrol goziinde diigme seklinde
eritrositlerin ¢oktiigiinden emin olmak gerekir.

Eritrositlerin tamaminm aglutine oldugu gozlerden en yiiksek dilusyon Hemaglutinasyon
titresini verir.

HI i¢in istenen 8HAU ve 4 HAU hesaplamak icin HA titresi sirastyla 8 ve 4e boliiniir. Cikan
sonug bize antijeni ne kadar sulandiracagimizi gosterir.

HI testinde kullanmak {izere antijen 8HAU veya 4 HAU oraninda PBS ile sulandirilir.
Sulandirilan antijen i¢in yukaridaki basamaklar tekrar uygulanir. Bu sefer 6. goze kadar ¢aligilir.
Sonugta 4. goze kadar HA goriilmesi beklenir. Sonug istenildigi gibi olmazsa antijen yeniden

sulandirilarak 4HAU elde edinceye kadar yukaridaki basamaklar tekrarlanir. Sonug alindig:
takdirde istenilen oranda 4HAU oraninda sulandirilan antijen HI testinde kullanilir.

HI testinin yapilisi:

L.
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Test edilecek serum 6rnekleri ve pozitif ve negatif kontrol serumlar1 antijen geri titrasyonu i¢in
pleytin A goziinden baglayarak sirastyla H goziine kadar 8 sira kullanilir.

Her siranin ilk géziine 50 ul PBS konur.

Her siranin 2. gozlerine 50 ul 8HAU antijen ve 3.gézden 8. goze kadar ise 50ser ul 4HAU
antijen konur.

[k goze 6nceden 1/5 sulandirilmis serumdan 50 pl konur iyice karistirildiktan sonra 2. géze
aktarilir siranin sonuna kadar dilusyon yapilir ve 50 pl atilir.

Antijen kontrolil i¢in 6 goz kullanilir. 2.-6 arasindaki gozlere 50 pl PBS konur. 1.ve 2. gozlere 50
il 8HAU antijenden 50 pl ilave edilir. 2. Goziin igerigi iyice karistirildiktan sonra 50 pl si 3.goze
ve sirastyla 6. goze kadar dilusyon yapilir kalan 50 pl atilir. Kalan 2 goz (7. Ve 8. goz)eritrosit
kontrol olarak kullanilmak tizere 50 ul PBS konur. Pleyt kenarina hafifce vurularak her goziin
iceriginin karismasi saglanir. Biitiin gozlere 50 pl % 0.5’lik yrikanmus tavuk eritrositi ilave edilir.
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6. Pleyt oda sicakliginda yaklasik 50 dk. veya 4HAU antijen titrasyonu okunabildigi zamana
kadar beklenir.

7. HAun tam olarak inhibe edildigi dilusyon HI titresi olarak belirlenir.

7.4. Sonuglari Degerlendirilmesi:

HI Testinin gegerli olabilmesi i¢in:

[] Serum kontrolde (Test edilen serumlarin ilk gozii ) eritrositlerde nonspesifik agliitinasyon
ya da hemoliz olmamalidir. Nonspesifik HA durumunda test serumundaki non spesifik
hemaglutininlerin giderilmesi ve testin tekrar yapilmasi gerekir. Bu amagla 1 ml test edilecek

serumun {iizerine 6-8 damla eritrosit peleti damlatilir. 37°Cde 10 dk inkube edildikten sonra

santrifiij edilerek eritrosit peleti uzaklastirilir. Stipernatant testde kullanilir.
Pozitif kontrol serumun daha 6nce belirlenen titrelerinin birinde sonug vermesi gerekir.
Negatif kontrol serum negatif olmalidir.

Antijenin geri sulandirmasinda titre 1:4 ya da 1:8 olmalidir.

I s [ |

Test sonunda 1/80 pozitif 1/40 titre ise siipheli kabul edilir.
Inhibisyon (diigme formasyonu) olan gozler = Pozitif

Inhibisyon (diigme formasyonu) olmayan, dantela tarzinda kalan gozler = Negatif olarak ifade
edilir.

@@@@

1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

Sema 1 : HI (+) Test Sonucu Sematik Goriintii

R
l @ ,@ x@‘ ;@ %@\; z@: g{é"; HI (-)
9 @ H(
,@‘ HI (-)
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[] OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian
Mycoplasmosis (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), Bolim 2.3.5.

[] Electronic code of Federal Regulations (e-CFR Data is current as of November 29 2012)
[] Title 9 Animals and Animal products. Part 147- Auxiliary Provisions on National Poultry

Improvement Plan.

[] Laboratory Biosafety Manual - Third Edition (http://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety7.pdf’)

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI TUBERKULOZ (AVIAN TUBERCULOSIS)
ETKENLERININ iZOLASYONU

1. AMAC
Kanatlilara ait Tiiberkiiloz stipheli doku ve diger materyallerden boyama yaparak bakteriyoskopi ve

Mpycobacterium spp. izolasyonu amaglanmistir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu Avian Tuberculosisin teshisinde kullanilir. Tiim Teshis Laboratuvarlarinda

gecerlidir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmahdur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
LJ: Lowenstein-Jensen

TSS: Trisodyum Sitrat

UV: Ultraviyole

AF: Aside direncli (asit fast).

HCI: Hidroklorik Asit

NaOH: Sodyum hidroksit

ZN : Ziehl-Neelsen
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Avian Tuberculosis etiyolojisinde pek cok Mycobacterium tiiriinii icermekle birlikte hastaliga neden

olan en yaygn tiir M. avium complex (serotip 1, 2 ve 3) ile M. genavensedir.

Bir kanath siiriisiinde (kiimeste) tiiberkuloz i¢in karakterisitk klinik bulgunun gézlendigi, post
mortem muayenede tipik lezyonlarin goriilmesi durumunda alinan smear 6rneginden veya
etkilenmis doku 6rneklerinden yapilacak Ziehl-Neelsen boyamada asit fast bakterilerin gortilmesi
teshis icin yeterlidir.

Teshis, doku materyalleri ve klinik orneklerinden yayma preparat hazirlanarak tiiberkiiloz

basillerinin (asit-alkaliye direngli) direkt olarak saptanmasi ve etken izolasyonu esasina dayanur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1 Materyal

Karaciger ve dalak en uygun organlardir. Ancak karkasta otoliz sekillendigi durumlarda kemik iligi
de kullanilabilir.

7.2. Kullanilan ekipman

[] Lam

Steril bigak, pens, spatiil, 6ze v.b. malzemeler
Sterilizator (160+£5°C)

Bunzen beki

uv

Otomatik pipet ve steril pipet ucu

Boyama sehpast

Sale

Pamuk

Kurutma sehpasi

Su banyosu (80-100°C)

Standart laboratuar cam malzemesi

Havan

Filtre kagid1

Mikroskop

pH metre- Fayans (Cam ya da mika yiizeyler de kullanilabilir).
Mikropipet karistirict

Homojenizator

I [ s [ [ [ s [ A

Biyogiivenlik Kabini
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Falcon tiip (50 ml lik)
Vorteks

Santrifij

Pipetor

5-10’luk steril pipetler
Eldiven- Maske
Inkubator (37°C’lik)

I [ [ [ |

7.3. Kullanilan Kimyasalsallar

Bazik Fuksin

Fenol Kristalize

% 95’lik Etil alkol

HCl

Metilen Mavisi

Kristalize Asit Fenik

Distile su

NaOH

TSS

Sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4)
Potasyum dihidrojenfosfat (KH,PO4)

I [ [ [ [ A

Distile su

N-asetil-L-sistein

—

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
Bakteriyoskopi :
[0 Doku materyali veya diger klinik 6rneklerden lamlara ince bir tabaka seklinde yayma yapilir.

[] Preparatuygun bir yerde kurumaya birakilir. Olanak varsa kurutma islemi UV 15181 olan kapali
bir kabinde yapilmalidir.

[ Kurumus preparatlar kuvvetlice bir alevden ¢ok hizli ve ¢ok yavas olmayacak bir sekilde 2-3
kez gegirilerek tespit edilir.

[] Tespit edilen preparat soguduktan sonra boyanur.

Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi

[] Fikse edilen lamlar boya sehpasi iizerine dizilir.

[J Lamlarn iizeri stizge¢ kagidi huniden siiziilerek fitksinle kaplanir.

www.tarim.gov.tr 287




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
o | TESHISTEMETOT BIRLIGI

[J Bir tel ucuna sarilmais, alkole batirilip yakilmis pamukla lamlar alttan isitilir. Bu 1sitma sirasinda
boya kristallerinin ¢g6kmesine neden olan kaynatmamaya dikkat edilmelidir.

[l Boyasogumaya, ¢cikan buhar kaybolmaya baslayinca islem tekrarlanir. Isitma bu sekilde 3 kez
yapilir.

[] Tekrar boyama sehpasina konulan lamlarin iizeri metilen mavisi ile kaplanir. 20-30 sn. beklenir.
Bu siire sonunda boya dokiiliir.

[] Tekrar distile su ile yikanir. Kurutma sehpasina dizilip kurumaya terk edilir.

[] Immersion mikroskopta asit-fast basil aranir.

Etken Izolasyonu:

NaOH- N-Asetil-L-Sistein Yontemi

O
O

Gelen marazi maddeler steril bisturi veya makas ve pens yardimiu ile parcalanur.

Steril distile su steril kumla havanda ezilir. Homojenizator varsa steril su ile homojenizatérde

parcalanir. Ustteki stv1 50 mI'lik falcon tiiplere alinr.
Uzeri tiilbentli behere siiziildiikten sonra 50 mllik falcon tiiplere alinur.

Uzerine ayni miktarda sodyum hidroksit-trisodyum sitrat (NaOH-TSS) N-asetil-L-Sistein

¢oOzeltisi eklenir.

Tiipiin kapag kapatildiktan sonra iyice ¢alkalanarak oda 1sisinda 15 dakika tutulur.

Bu siire 15 dakikayr asmamalidir. Bekleme siiresi dolan numuneye; tiipiin agzina 1-2 cm
kalacak sekilde fosfat tampon eklenir.

Tiipiin agz1 sikica kapatilir. Birkag kez tiip bas asag1 ¢evrilerek karigmasi saglanur.
Yogunlastirma amactyla numune 3600xgde 15 dakika santrifiij edilir.

Ustteki stv1 kisim dikkatlice kirli kabina dékiiliir ve geri kalan ¢okelti 1-2 ml hacme ulasacak
sekilde fosfat tamponu ile siispansiyon haline getirilir. (Kirli kabinda toplanan siviya 1/10

oraninda ¢amasir suyu ilave edilerek etken dldiiriiliir.)

Hazirlanan numunenin bir damlasi preparat hazirlamada kullanilir. Geri kalan kisimdan 2’ser adet

gliserinli ve gliserinsiz L] besiyerine inokulasyon yapilir. Kiiltiirler en az 8 hafta 37°C de ve 42°Cde

tutulur. Inkubasyon sirasinda kurumaya engel olmak icin tiip kapaklari sikica kapatiimalidir.

Kiiltiirlerin 4. ve 7. giiniinde ilk kontrolleri yapilir. Daha sonra haftalik kontroller yapilir. M. avium

hem gliserinli hem de gliserinsiz besiyerinde iireyebilir ancak gliserinli ortamda daha iyi tireme

gosterir. Tipik M. avium bakterisi 2-4 hafta i¢inde S tipli koloniler meydana getirir. Rough varyant

suslar1 da mevcuttur. M. avium diger Mycobacterium tiirlerinden farkli olarak 42°Cde tireme

gosterir. Ureme goriildiigiinde buradan yayma preparat hazirlanarak ZN’le boyama yapilir.

M. avium 1] besiyeri disinda Herrold's Medium,, Middlebrok 7H10 ve 7H11 veya %1 sodium

pyruvate eklenmis Coletsos besiyerlerinde de iyi tireme gosterir.
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Gliserinli besiyerinde

tireme tipi ve koloni

M. avium M. tuberculosis M. bovis
Disgonik,
Eugonic, beyazimsi kiigiik,

gri, yapiskan ve

Eugonic,, rough , sert

ten rengi, kolonilerin

nemli-parlak,

Duyarlilig:

kolaylakla ayrilabilen ; kolaylikla
formu . ayrilmasi gii¢ _
koloniler ayrilabilen
koloniler
Ureme zamani 2-6 hafta 3-8 hafta 3-8 hafta
Gliserin ihtiyaci + + tiremeyi
inhibe eder
%0.4 sodium
pyruvate bulunan
- - +
ortamda liremenin
indiiklenmesi
Niacin tretimi - + -
Pyrazinaminidase - + -
Urease - n +
Nitrat - + -
TCH (10mg/ml)
- - +

7.5. Sonuglari Degerlendirilmesi

Nekropside tipik tiiberkiiloz lezyonlarinin goriilmesi, lezyonlu dokulardan yapilan Ziehl-Neelsen

boyamada aside direngli basillerin goriilmesi gore karar verilir. Histopatoloji ile dogrulanir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

[ OIEManualofDiagnostic Testsand Vaccines for Terrestrial Animals (2008), Avian Tuberculosis,
Boliim 2.3.5.

[0 Quinn P J, Carter M. E., Markey B., and Carter G. R.(1994) Clinical Veterinary Microbiology
chapter 12 Wolf Publishing in Spain

[] T.C.Saglik Bakanlig1 Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanlig1 “ Tiiberkiiloz Laboratuvar
Rehberi”

9. REViZYON
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KANATLILARDA AVIAN
CHLAMYDIOSIS’IN TESPITI

1. AMAC
Kanathi Hastaliklar1 Teshis laboratuvarina gelen kanath 6len hayvanlarmn aseptik kosullar altinda

alnan okiiler ve nazal eksudat, lezyonlu organlarin igindeki veya gevresindeki yangisal veya
fibrin6z eksudat, tam kan, akciger, pericard, karaciger, dalak, bobrek ve diare seyreden vakalarda
kolon igerigi ve diskidan, canli hayvanlardan faringial ve nasal sivaplardan etkenin izolasyonu ve
hazirlanan preparatlarda stamp boyama (Modifiye Ziehl-Neelsen yontemi) ile etkenlerin tespitinde
kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu test metodu Tavuk Hastaliklar1 Teshis laboratuvarinda uygulanmaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile infekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin infeksiyonuna yol agma riski nedeni ile infeksiydz materyalle ve
sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual - Laboratory Biosafety

Manual’; esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmahidir.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan solusyonlar igine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. TANIMLAR

Chlamydophila spp.: Insan, memeli hayvanlar ve kanathlarda Chlamydiosise neden olan

etkenlerdir.

AC: Avian chlamydiosis, evcil kanatlilarmn, 6zellikle, hindi, giivercin, érdek, daha az olarak da
tavuklarin, psittacinae familyasina ait kanatlilarin (muhabbet kuslari, papagan, kanarya, vs.) ve
yabani kuslarm, Chlamydophila psittaciden ileri gelen solunum, sindirim ve sinir sistemlerine,
goze ve eklemlere yerleserek gizli, akut, subakut, kronik ve asemptomatik infeksiyonlara, bazende

oliimlere yol agan bulagic1 bakteriyel bir hastaligidir.
SPF : Spesifik patojen free
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ETY: Embryolu tavuk yumurtasi
SPG: Sucrose/phosphate/glutamate
PBS: Fosfat Bufferli Tuzlu Su

6. METODUN KISA TANIMI
Chlamydophila’larin izolasyonu inokulumun 6-7 giinlik SPF yumurtanin yumurta sarisina

inokulasyonu ve ETY nin yumurta sar1 kesesi membranindan direk froti ¢ekilerek hazirlanan

preparatlarda stamp boyama (Modifiye Ziehl-Neelsen yontemi) ile etkenlerin tespiti.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Kanath Hastaliklar1 Teshis laboratuvarina gelen kanath 6len hayvanlarin aseptik kosullar altinda
alinan okiiler ve nazal eksudat, lezyonlu organlarin igcindeki veya ¢evresindeki yangisal veya fibrinz
eksudat, tam kan, akciger, perikard, karaciger, dalak, bobrek ve diyare seyreden vakalarda kolon
icerigi ve diskidan, canli hayvanlardan farengeal ve nazal sivaplar 6rneklenerek soguk zincirde

laboratuvara gonderilmelidir.
7.2. Kullanilan ekipman

[ Mikroskop

Diseksiyon seti

Inkubatér 37-39°C
Buzdolab:

Kiigiik egri makas

Kiigiik pens

Ovoskop

Violler , Yumurta stiporlar1
Santrifij

Steril santrifijj tiipleri
Yumurta kabugunu delme vasitalar
Steril enjektor 5 mllik
[gne No:23,32 mm.

Havan

Steril kum

Ph kagidi

Pamuk

s [y [ Iy s sy [y [ [
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7.3. Kullanilan Materyal
[l Entellan

[] Tentiirdiyot

[1 Fosfat bufferli tuzlu su

[] Karbol fuksin (1/10)

[J Malasit yesili (%1)

[] Asetik asit (%0.5)

[l SPG Bufter

[0 1/10 alkolde diliie edilmis tentiirdiyot
[] Vancomycin

[] Streptomycin

[J SPFyumurta

7.4. Kullanilan besi yerleri

FOSFAT BUFFERLI TUZLU SU (PBS.VP.01)

NaCl 8g.

K HPO, 121g.
KH,PO, 0.34g
Distile su 1000 cc.
pH 7.2

Maddeler distile su i¢inde sira ile ve ¢alkalanarak eritilir ve pH ayarlandiktan sonra otoklavda

sterilize edilir.

FUKSIN BOYASI (Fuk.VP.02)

1. Stok solusyon

Bazik fuksin 3g.
Alkol (%95) 100 cc.

Bazik fuksin havanda alkolle ezilip eritildikten sonra bir sise igerisinde 4-5 saat ¢calkalanir ve 24 saat

bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir ve cam kapakl siselerde saklanr.
2. Kullanma soliisyonu (karbol fuksin) (KarFuk.VP.03)

Bazik fichsin ( stok sol.) 10cc.

Distile su (%5 fenollu) 100 cc.

Once distile su i¢ine %5 oraninda fenol konur ve karigtirilir, sonra stok bazik fiichsin soluyonu
katilir ve iyice karistirilir. Bir glin bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziilerek cam kapakli
siselerde muhafaza edilir.
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MALASIT YESILI (Mls.VP.04)
Malasit yesili lg.
Distile su 100 cc.

Malasit yesili havana konur, distile su azar azar ilave edilerek ezilir ve siseye alinir. Sonra suyun bir
kismi tekrar havana ilave edilerek havan yikanir ve tekrar siseye alinir. Bir giin bekledildikten sonra

stiziiliir ve sigelerde saklanur.

SPG BUFFER (SPG.Buf.VP.05)

Sucrose 74.6 g.
KH,PO, 0.512g.
K,HPO, 1237 g,
L-glutamic acid 0.721g.
Distile su 11t

Otoklav ile yada filtre ile sterilize edilebilinir. % 10 oraninda fetal calf serum, 200-500 pg/ml

vancomycin, ve streptomycin, 50 pug/ml nystatin ve gentamicin eklenir

TENTURDIYOT (Tnt.VP.06)

7.5. Metot

Enfekte dokularin tuse preparatlar: tespit edildikten sonra Stamp boyama teknigi ile boyanip

mikroskopta incelendiginde kirmizi renkte ve noktaciklar halinde goriiliir.

Dokulardan gerekli miktar alinip kiigiik parcalar seklinde kesilerek steril havan igerisine aktarilir.
Uzerine steril kum ve kumu 1slatacak kadar buyyon ilave edilerek koyu kivamda bir emiilsiyon
oluncaya kadar ezilir. Doku pargalar: fosfat bufferli tuzlu su ile 1/20 oraninda aseptik sartlarda
suspanse edilir. Kontaminasyon ihtimalini ortadan kaldirmak i¢in stispansiyonun her ml. sine 1 gr.
Streptomisin, vancomycin ve kanamycin katilip 1000 dev/dkda 10 dakika santrifiij edilir. Ust siv1
alinir ve tekrar santrifijj edilirek simoyoterapotiklere etkime firsat1 tanimak iizere +5°Cde 24 saat
bekletilir. Bu inokulum ETY na inokiilasyonudur.

Diski 6rnekleri antibiyotikle homojenize edildikten sonra 500gde 20 dk. santrifij edilir. ytizeydeki
ve dipteki tabaka atilir. Supernatant siv1 toplanir ve tekrar santrifiije edilir. Inokulasyon icin final

supernatant siv1 kullanilir.

AC’nin izolasyonu i¢in en uygun ve kolay bulunabilecek materyal ETYdir. Inokulasyondan énce
uygun nitelikte yumurtalar 37°Cde ve %75-80 civarindaki nemli kulugka etiivlerindeki siiporlara
hava keseleri tistte kalacak sekilde yerlestirilir. Uzerlerine inkiibasyon baglangic tarihleri not edilir.

Ovoskopta yumurtalarin  hava boslugu smir1 ve yumurta sarist kesesinin bulundugu yada
embryonun bulundugu kismin aksi tarafi belirlenir. Hava boslugundan, yumurta sarisi tizerine
gelen bolge dezenfekte edilir. ve bir delik acilir. Yumurta sar1 kesesi membrani, chlamydial

gelismenin primer bolgesi oldugundan inokulasyon i¢in yumurta sar1 kesesi secilir. 6-7 giinlitk
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ETY’nin sar1 kesesi icine 0.5 ml kadar yukarida hazirlanan inokulum sivisi enjekte edilir. Usuliine
uygun kapatilan delikler iistte kalmak tizere 39°Cde nemli atmosferde inkiibe edilir ve ¢evrilmez.
Yumurtalar giinde iki kez kontrol edilirler {lk 24 saat icersinde élenler atilir. Organizmanin
gogalmasi genellikle 3-10 giinde embriyonun oOliimiine sebep olur. Eger oliim yoksa Ornegi
negatif olarak kabul etmeden 6nce iki kor pasaj yapilir. Yumurta sar1 kesesi membraninda tipik
damarlanmay1 ve kanlanmayi artirir. Bunlar toplanir ve %20 SPG buffer ile homojenize edilerek

dondurulur veya tekrar yumurtaya inokiile edilir.

Organizma infekte yumurta kesesi membranindan hazilanan antijenin direk froti gekilerek stamp

boyama teknigi ile boyanur.

Stamp Boyama Teknigi

Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.
Karbol fiichsin (1/10) ile 10 dakika boyanir.
Asetik asit (% 0.5) ile yikanarak boya giderilir.
Su ile yrkanur.

O O o &8O &3

Malasit yesili (% 1) ile 15-20 saniye boyanir.

[J Suile yikanir, kurutulur ve immersiyonla bakalir.

7.6. Sonuglarm Degerlendirilmesi

Chlamydophila’lar stoplazma iginde ve disinda kirmizi renkte noktaciklar halinde tek tek veya

kiimeler halinde goriiliir.
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