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SEROLOJIK iZLEMELERIN iYI YAPILAN ORNEKLEMEYLE OLAN BAGLANTISI

Serolojik izlemelerde gegerli bir sonucun verilebilmesi ancak dogru bir érnekleme yapilmasiyla mimkanddr.

Daha kesin bir dille séylemek gerekirse giivenilir ve daha dogru bir tahmin ancak kontroli yapilacak sirindn
diizglin érneklenmesiyle mimkin olabilir. Bunu basarabilmenin anahtari ise:

1) Ornegin temsil edebilme niteligi kazanabilmesi icin istatistiksel acidan gecerli bir 6rnekleme metodu
kullaniimasi

2) Serumlarin birérnek ve istenilen kalitede olmasinin saglanabilmesi icin érneklerin dogru bir sekilde
toplanmasl, tasinmasi ve islem gérmesi

3) Sonugclarda guvenilirlik, tekrarlanabilirlik ve yeniden dretilebilirlik igin dogru test tekniginin secilmesidir.

ORNEKLEME METODLARI

Istatistiksel olarak gecerli ornekleme yontemlerinin kullanimi; serolojik analiz sonucunun ve/veya siiriiniin

ortalama titresinin yeniden Uretilebilir ve givenilir olabilmesi bakimindan yasamsal 6nem sahiptir. Bir
orneklemenin istatistiksel olarak gecerliligi ise iki ana kosulun karsilanmasina baglhdir:

1) Ornekleme icin rastgele hayvanlarin segilmesi

2) Surdyl dogru temsil edebilecek sayida drnek alimi

Ornekleme icin rastgele hayvanlarin secilmesi; stiriideki her hayvanin 6rnek alimi amaciyla secilmesinde esit
bir sansi oldugu anlamina gelir. Tabi bu durumu dile getirmek yapmaktan daha kolay bir seydir, ancak
uygulamada bir kiimeste bu duruma en yakin davranabilmenin cesitli yollari bulunmaktadir (Bkz. Asagidaki
sekil, Sekil 1)

Orneklemenin rastgele yapilmasi istatistikte “Kontrol Edilemeyen Varyasyon” olarak adlandirilan etkilerin
bir ortalamasini olusturdugundan dolayi son derece 6nemlidir (mesela igme suyuyla esit olmayan bir sekilde
asl alimi, yemliklerden her hayvanin ayni oranda ve miktarda yem yiyememesi, kiimes i¢i sicaklik ve/veya
nem dagilimin esit olamamasi gibi faktorler kontrol edilemeyen varyasyona ornektir.). Durumu canlandirmak
icin sdyle bir érnek verelim: Suluk sistemi bozuk olan bir kiimesimiz olsun. Buna gore diyelim ki kiimesin
ilk yarisi olan 6n bélimde sistem bozuk ikinci yarisi olan arka bélimde ise diizgiin galissin. igme suyu asisl
bu suluk sistemiyle yapiliyor olsun. Eger kiimesin sadece ilk béliminden ornekleme yapacak olursak,
surimdzan hi¢ astlanmamis oldugu sonucuna varabiliriz. Yine eger sadece ikinci bélimden 6rnek alacak

olursak, strimuzin tamaminin dogru olarak astlandigini distnebiliriz.
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Eger kiimesin tamaminda rastgele drnekleme yoluyla 6rnek toplayacak olursak da bu kez kiimesin gercek
durumu olan ve bir kisminin asth bir kisminin yarim asili ya da hic asisiz oldugu iki parcali agtlama grafigini
goraruz.

Sekil 1. Hayvanlarin acik alanda yemlendigi serbest yetistirme yapilan bir kiimesin rastgele 6rneklenmesi

Kumes

_Kose Cizgisi

24 kanathinin dogru orneklenmesi igin her kdse cizgisi

boyunca 12 kanath 6rneklenir; kose cizgileri sézgelimi 60 m

uzunlugundaysa c¢izgi boyunca 5 m de 1 hayvan secilerek
ornekleme yapilir.
Kafeslerden ya da folluklardan érnek alinmasi durumunda bu kafes ya da folluklara numara verilir; sonra her

numara rastgele secilerek bu numarali kafes ya da folluktan 1 kanatl 6rneklenir.

SERUMLARIN TOPLANMASI, TASINMASI VE iSLEM GORMESI

Ornekleme sirasinda ve sonrasinda, birérneklik saglayabilmek icin dikkat edilmesi gereken baska bir konu da

orneklerin dogru sekilde toplanmasi, tasinmasi ve islem gormesidir. Asagidaki noktalara dikkat edilmesi bu
konuda ¢ok yardimci olacaktir:

e Eliza testleri icin serum toplamaya uygun bir tek kullanimhk plastik tlp icine en az 2-3 ml kan
alinmalidir. Bu miktarda kandan yaklasik 0.5 - 0.75 ml serum ¢ikmasi mimkdndr.

e Hemagliitinasyon inhibisyon testi (HI) yapilmasi isteniyorsa yukarida belirtilen serum miktari yeterli
olmayacaktir. Bu durumda buyuk plastik kan alma tipleri icerisine en az 10 ml kan alinmalidir. Bu
mimkin olmuyorsa ayni hayvandan birka¢ Eppendorf tlipe kan alinarak toplamdaki serum miktarinin
bir hayvan i¢in en az 5 ml olmasi saglanmalidir. Bazi testler igin diger testlerden daha fazla serum
gerekebilmektedir. Bu tarz testlerde HI testi igin istenen miktar temel alinirsa sorun ¢ikmadan test

yaptimasi mimkin olacaktir.

AKTL-LEK-02/04/01
5/10

Bu dokiiman, Aviagen Anadolu AS Kanatli Teshis ve Analiz Laboratuvari igerisinde kullanilmak Gzere hazirlanmigtir. Laboratuvar Mudird’ nin izni alinmadan kurum disina cikarilamaz ve hicbir sekilde ¢ogaltilamaz.
Kontrolstiz kopyadir.



SEROLOJIK ORNEKLEME EL KiTABI

e Her Ornek icin tek kullanimlik siringalar tercih edilmelidir.

e Uzeri kopiik kopiik olmus kanlardan serum ¢ikmayacag! icin bunlar laboratuvara yollanmamalidir.

e Serumlar kandan olanak varsa santrifiijle eger yoksa dogal pthtilasma yoluyla (oda sicakliginda 1-2
saat birakilip) ayrilmalidir.

e Eger 0rnek alinan ciftlik laboratuvara alimdan sonra en ge¢ 24 saat icinde ulasilabilecek uzakhktaysa
serum cikartilmadan sadece kan olarak ornekler yollanabilir ancak bu durum kesinlikle serum
¢ikacagini garantisini vermeyecektir.

e ORNEKLER DOGRU BIR SEKILDE TANIMLANMALIDIR ve ETIKETLENMELIDIR
(Sirket Adi, Ciftlik Adi, Stri Kodu, Yas, Kanatl Tipi vb.)

e GoOndermeden 6nce kisa siireli muhafazalar ( < 24 saat) icin 5+ 3 “C de buzdolaplari kullanilabilir.

e Gondericiler saklama amagli veya daha sonra yollamak tzere uzun siire serumlari tutacaksa -22+ 3
°C lik derin dondurucularda hava gegirmeyecek bir bicimde mikro santrifiij tiipleri (Eppendorf 1.5
ml) veya Uzerleri hava gecirmeyen filmle kaplanmis mikro plaklar diizgln bir bicimde etiketlenerek
kullaniimasi onerilir.

e Daha 6nce birka¢ kez dondurulup ¢6zilmis 6rnekler test i¢in uygun olmayabilirler.

e Hemolizli veya bulanik serumlar birgok tetkik igin uygun degildir. Yeniden 6rnek alinmalidir!

e Alindiktan kisa bir stre sonra renk degistiren veya kokan (0zellikle kesimhanelerden alinan kan
orneklerinde bu durum goralir) 6rnekler kesinlikle yollanmamalidir. Bu 6rneklerde yer alan
proteolitik enzimler Eliza sonuglarinin degismesine neden olmaktadir.

ORNEK SAYISI
Bir sirlyu temsil edecek gergek ortalama titre degerlerinin saptanmasinda rastgele 6rnekleme kadar alinan

ornegin kag adet olacagl da 6nem tasir. Ornek sayisi bir sriide elde edilen degerlerin birérnek veya degil
(Gniformite degeri) olmasinda blyuk onem tasimaktadir. Buna goére c¢ok genel olarak bir sdride titre
degiskenligi ne kadar fazlaysa (non-uniformity) dogru ortalama degeri verebilmesi icin o kadar fazla 6rnegin
alinmasi gerekir. Bu yiizden Ornek sayisi bakimindan kontrolin en dogru yapilmasi stri gegmisindeki
ortalama degerlerin kontrol edilmesiyle mimkin olur.

Pratik uygulamada bir strtden alinacak 6rnek sayisi; istatistiksel olarak dogru kabul edilen sayiyla, 6rnegin
analizinin isletmeye olan maliyetinin bir karisimindan ibarettir. Ama bu karisim yapilirken parayi tasarruf
edebilmek gayesiyle drnek sayisinin azaltilmasi sonuglarin givenilirligi ve dogruyu yansitmasi tzerinde
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Tablo 1. de gunluk bir broyler surusiinden alinan ve 100 6rnek iceren bir gurubun icinden rastgele segimle
daha kiicuk guruplara bdlmeler yapilmasi sonucunda ortalama titre degerlerinin nasil etkilenecegi oldukca
guzel agiklanmistir.

Bu 100 serum o&rnegi bir ticari firmanin Eliza kitiyle IBD-Gumboro testine tabi tutulmustur. Buna gore
ortalama titre 4057 ve %CV (degisim katsayisi) 48 olarak bulunmustur. Tahmini astlama gini (TAG) Log2
metodu ve Deventer Logz metotlariyla 19. giin ve 21. guin olarak bulunmustur. Daha sonra 6rnekler tesadtfi
secme yoluyla degisik guruplara ayrilmis ve guruplarda ortalama titreler ile %CV ler tespit edilerek TAG leri

yine Logz2 metodu ve Deventer Logz metotlariyla hesaplanmistir. Bu islem toplam 16 kez yapilmistir.

Tablo 1. Log2 metodu kullanilarak Ortalama Surii Titresi ve Asi Gunl Tayininde(AGT) Ornek Sayisinin

Roli

Ortalama Titre % CV AGT
_Gurup igin
Ornek sayilari En Distk | En Yuksek | EnDuslik | En Yiksek | En Disik En Yuksek
46 3712 4449 42 58 20 22
30 3333 4779 37 57 20 22
23 3388 4753 40 64 20 22
15 3390 4973 33 62 19 22
10 2374 5260 25 71 17 23
5 2221 5371 23 71 16 23

Buradan acikca gorulebilecegi tizere 6rnek sayisi azaldikca, ortalama titredeki sapma, % CV ve tahmini asl
ginlerinde artis meydana gelmektedir. Bu durumu 23 6rnek igin distnecek olursak, ortalama titre degeri
3388 ile 4753 arasinda ¢ikacak, CV degeri % 40ile %64 arasinda olacak ve AGT 20. gun ile 22. gln arsinda
belirtilecektir. 100rnek dustinilecek olursa, tahmini ortalama titre 2374 ile 5260 arasinda dalgalanacak, CV
degeri ise% 25 ile %71 arasinda olacaktir!

Yine buradaki verilerden anlasilacag tizere 23 ve 46 Ornek arasinda, ortalama titredeki sapmalar anlaminda
cok buyuk bir fark gorilmemektedir. Ancak Ornek sayisi 23 (n altina distugtnde ortalama titrenin
tahminindeki sapmalar biiyiik oranda artmaktadir. Ornek sayisi azaldikca artan degiskenﬁléTbrtéiKnQé/Q;}/%
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Tablo 2 her 6rnek gurubunun sayisina gore tahmin edilen ortalama titrenin % kaginin, 100 6rnek igin gegerli
olan %20 lik gercek ortalama titre araligina dustigint gostermektedir. Ayrica her 6rnek gurubunun sayisina
gore tahmin edilen AGT nin, hangisinin gercek ortalama asl giniyle en ¢ok 1 gun farkla uyustugunu da

gostermektedir.

Tablo 2. Ornek buytkligtyle gercek stirti ortalamasinin % sonug guvenilirligiyle olan iliskisi.

Ortalama Titre AGT
Gurup icin Ortalama +/- 1 giinle% de kacina tekabul ettigi
Ornek sayilari | 4057 nin +/- %20 degisim LOG; Deventer LOG;
% de kacina tekabiil ettigi
46 % 100 % 100 % 100
30 % 100 % 100 % 100
23 % 100 % 88 % 100
15 % 88 % 88 % 94
10 % 50 % 43 % 57

- Gergek Topluluk Ortalama Titresi (GTOT) 4057 olmustur, GTOT iginde tahmini ortalama titreler ise kabul
edilebilir tanminler igin +/- %20 degisim oranlariyla tanimlanmiglardir,
- Gercgek ortalama AGT Logz metodu ile 19. giin ve Deventer Logz metoduyla da 21. guin olarak bulunmustur,

tahmini ortalama AGT ise kabul edilebilir tahminler icin 1 gunlik degisim oraniyla tanimlanmistir.

ORNEK SAYISINA iLiSKIN VARILACAK SONUC

Ornek sayisi icin “esik degeri”, guvenilirlik ve tekrar Uretilebilirlik kistaslarina gore, 23 civarinda

gorilmektedir. 23 drnekten daha az drneklerle test yapilmasi durumunda AGT ve ortalama titre degerlerinin
guvenilirligi ve tekrar tretilebilirliginde ciddi derecede azalmalar gozlenmistir.

Yukaridaki verilerin 1s1ginda, hem uygulama kolayligi hem de istatistiksel agidan dogrulugu dustintlerek 23
ornek bir surinin AGT veya sur( igin temel olusturabilecek profilin olusturulmasinda yeterli gérinmektedir.
Daha o6nce surlye ait temel olusturabilecek uzun dénemli bir calisma yapiimamissa bu sayinin altindaki
ornekler genel sirt profilinin ortaya c¢ikarilmasinda herhangi bir ise yaramayacak, var olan surdler icin de

yanlis yonlendirmelere neden olabilecektir. AKTL-LEK-02/04/01
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Ekonomik acidan yarar saglayabilmek icin 0Ornek sayisindan o6din verilmesi, ortalama titrelerin
hesaplanmasinda ve guvenilir olmasinda yanlisliklara yol acacak ve geri donllmesi olanaksiz yanlis kararlar
verilmesine neden olabilecektir.

Hastaliklar igin izleme yapilirken, 6rnek sayisin belirlenmesi enfeksiyon % si ve 6rnekleme sikligina gore
yaptlir. Diuslk enfeksiyon duzeylerinde (< % 2-5) titrelerin belirlenmesi isteniyorsa (mesela Salmonella
izlemesi)érnek sayisinin 23 in oldukca Uzerinde olmasi gerekebilir. Tablo 3 konu hakkinda daha ayrintili

bilgi vermektedir.

Tablo 3. fzleme Programi: Ornek sayisi, siiriideki hayvan sayisi ve enfeksiyon orant iligkisi

HERHANGI BiR HASTALIGIN CESITLI SIDDETTEKIi VARLIGININ VEYA BiR BULASMANIN
% 95 GUVENLE TESPIiT EDiL EBiL MESI iCiN GEREKLi ORNEK SAYISI

BULASMA ORANI (n=Ornek Sayisi)
Surd Hayvan

Sayist (N) %20 %10 %5 %2 %1 9%0.5 %0.1

n n n n n n n

20 10 15 19 48 20 20 20

50 12 22 34 77 50 50 50
100 13 25 44 94 96 100 100
200 13 26 45 105 158 190 200
500 14 28 55 128 225 349 500
1000 14 28 56 138 258 450 950
5000 14 28 58 146 290 564 2253
10000 14 28 58 147 294 581 2588
100000 14 28 58 148 299 596 2995

5000 - 10000 hayvanlik bir surtide % 10 luk bir enfeksiyon oranini yakalayabilmek icin rastgele 28
ornek alinmahidir. 5000 - 10000 hayvanlik bir strtde % 2 lik bir enfeksiyon oranini yakalayabilmek

icin ise rastgele 147 6rnek alinmalidir.
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Revizyon 4: Uzun sureli serum saklama kosullarina iliskin dneri gtincellendi.
Revizyon 3: Revizyon durumu en arka sayfaya tasindi.
Revizyon 2. Tablo 2 ve Tablo 3 giincellendi.
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