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Veteriner Asi ve Biyolojik Maddelerin Kalite Kontrollerinde
Alternatif Metotlar

Son yillarda veteriner asi ve biyolojik maddelerin kalite kontrollerinde deneme hayvani sayisinin
azaltiimasina yoénelik gelistirilen alternatif yontemlerin etkin olarak gelistiriimesi sonucunda, daha az
sayida deneme hayvani kullanilarak daha etkin sonuglara ulagiimistir. Bu sonuglarin dogrultusunda
hem Uretilen asi ve biyolojik maddelerin kalitesi daha iyi sorgulanmis hem de etik anlamda kullanilan
deneme hayvani sayisinda 6énemli miktarlarda azalma saglanmigtir.

Anahtar kelimeler: Asi, alternatif, deneme hayvani.

Alternative Methods in Quality Control of Veterinary Vaccine and
Biological Materials

Recent years, as a result of the alternative methods developed in quality control of veterinary
vaccines and biological products, using less experimental animals, more effective outcomes has been
provided. From these results, the quality of the vaccines and biological products were investigated
better, and the number of experimental animals used ethically.

Keywords: Vaccine, alternative, experimental animals.

Girig

Hayvan deneylerinin yerine gegen, kullanilan hayvan sayisini veya hayvanlarin
cektigi aclyr azaltan uygulamalar alternatif yontemler olarak degerlendiriimektedir.
Alternatif yontemlerin gecerliliginin bilim adamlarinca kabul gérmesi ¢ok kisa bir sire
once olmasina ragmen, birkag alternatif yontem su an halihazirda kullaniimaktadir. Asi
kontroliinde en sik olarak kullanilan alternatif metotlar in-vitro (doku kultiirl) ve analitikal
(immunokimyasal, fizikokimyasal v.b.) metotlardir (1).

1. Veteriner Sahada Kullanilan Asilarin Kalite Kontroliinde Alternatif Uygulamalar
1-1. Bakteriyel Asilar
1.1.1. Sporlu Anthrax Asisi

Avrupa farmakopi monograflarinda sporlu anthraks asisinin potens testleri igin 13
kobay veya tavsan veya da 8 koyun kullaniimasini sart kosmustur. Weisser ve Hechler,
onerilen bu kosulun yalnizca lisans alim sirecinde uygulanmasinin yeterli oldugunu
onermektedir. Arastirmacilar, lisans alim slirecindeki bu c¢aligmalar 1si1g1 altinda in vitro
canl spor sayisi ile sayimi yapilan asinin hedef hayvan Ustiinde olusturacagdi bagisikhk
arasinda kurulacak bir korelasyonun bizlere bagisiklik glicini anlamada yeterli olacagini
saptamislardir (2).

1.1.2. Brucella Asisi

Yapilan test asi susunun organizmadaki beklenen periyodunu ortaya koymasina
dayalidir. Bakteri intrasellller olarak yerlesir ve hiicresel bir immun yanit olusturur. Asinin
kalite kontrol denemelerinde 32 adet fare derialti yolla agilanir ve belli bir sliregten sonra
hayvanlarin dalaklarindan yapilan ekimde Brucella bakterileri tespiti yapiimaktadir. Bu
teste alternatif bir ydntem henuz tespit edilememigtir. Weisser ve Hechler, bu denemelerin
yalnizca lisans sirecinde yapilmasini dnermektedir (2).

1.1.3. Balik Asilar

Avrupa Farmakopisinde balik asilari hakkinda 3 adet monograf bulunmaktadir. Bunlar
Furunkulozis asisi, Vibriozis (soguk su) ve Vibriozis asilari hakkindadir. Bu monograflar
glvenlik testleri icin 10, celing testleri icin 60 ve serolojik testler igin ise 35 baligin
kullaniimasini 6ngérmektedir. Farmakopi yonergelerinde 6zel durumlar haricinde veya
inaktif balik agilarinin glivenlik testlerinde 30 baligin deneme hayvani olarak kullanimini
savunmaktadir (3).
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Wagner ve arkadaslari tarafindan Furunkulozis
asisinin ¢eling testlerinde kullanilan metoda alternatif
olarak sandvig-ELISA yontemi ile koruyucu antikorlarin
tespiti  yapilmistir (4). Pund ve arkadaslar ise
Aeromanas salmonicida’nin asilanmis ve asilanmamis
baliklardaki lenfositlerden izolasyonunun karsilastiriimali
kiyaslamas! yoluyla sonuca ulagiimasini énermislerdir
(5).

1.1.4 Klostridial Asilar

Veteriner hekimliginde kullanilan Clostridium asilar
genellikle cok komponentli toksoid asilardir. Temel yapi
taslari C. tetani, C. perfingens Tip B, C ve D, C.
septicum, C. chauvoei ve C. novyi Tip B dir. Bu
kompenentlerin  her biri icin hayvan deneyleri
uygulamalarini iceren Avrupa Farmakopisinin uygun
monograflarina gére kalite kontrolleri mevcuttur. Fareler
ve kobaylardaki bu enfeksiyon ve intoksikasyon modelleri
ki bunlar acili, agrili ve sonug olarak ta hayvanlarin en az
% 50’sinin o6lumlerine neden olurlar, hem hayvanlari
koruma kanunlari hem de in vitro metotlarin gelisimleri
yoéniinden sorgulanmalidirlar.

Bu metotlara alternatif olarak hem immuno hem de
hicre kulturd ydntemleri énerilmektedir.

1.1.4.1.Tetanoz Asisi

Tetanoz asisinin bagisiklik denemeleri fare ve
kobaylarda c¢eling testi prosedirine dayali olarak
yurltilmektedir. Bu yontemde kisaca, ilk olarak
kullanilan hayvanlar denemede kullanilacak olan asinin
seri dilisyonlari ve referans tetanus asisi kullanilarak
immunize edilirler. Immunizasyondan 4 hafta sonra tim
hayvanlar tetanus toksini ile ¢eling (TNT testi) islemine
tabi tutulurlar ve 5 giin sire ile olusan felgler gézlemlenir.
Bes glinliik suire sonunda teste tabi tutulan seri hakkinda
bir karara varilir. Testte kullanilan hayvanlarin % 50
kadari c¢esitli felg olaylarini takiben aci c¢ekerek
Olmektedirler. Yakin gegmiste bu denemeye alternatif
olarak 2 farkl serolojik test yontemi tanimlanmistir.
Bunlardan biri ELISA, dideri ise Toxin Binding Inhibition
(ToBl) testidir. Her ne kadar bu testlerde de hayvanlar
kullaniimaya devam ediyorsa da sadece immunizasyon
asamasi gercgeklestirilip kanlari aliniyor ve daha sonrada
bu kan serumlarinda in vitro serum titrasyonlarina
bakiliyor. Bu arastirmalarin validasyon ¢alismalarina
Avrupa Farmakopi Komisyonu ve ECVAM tarafindan
1992-1993 yillarinda baglaniimistir. Calismada genis bir
laboratuvar agi kullanilmistir. Caligma sonuglari 2000 yili
aralik ayi icerisinde tamamlanmistir. Calisma sonuglari
Tetanoz agsisi kontrollerinde yapilan in vivo TNT testi
yerine 2 fakli serolojik testin kullanilabilecegini
ispatlamistir (6, 7). Avrupa Farmakopisi su anda her iki
metodu da yayinlamis ve kullanima sunmustur. Bu
metodlarin kullanima gegisiyle birlikte 3 R prensiplerine
uyumda  kendiliginden  olusmaktadir. ilk  olarak
hayvanlarin ¢eling uygulamalarinda cektikleri agri ve
izdirap oldukga azaltilmistir. Ikinci olarak da her iki
serolojik testinde kullanima girmesiyle birlikte kullanilan
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hayvan sayisinda % 70 azalma

g6zlemlenmistir.
1.1.4.2. Diger Klostridial Asilar

dolaylarinda

C. botulinum, C. novyi, C. perfingens, ve C. septicum
asllarinin glvenlik kontrolleri igin Avrupa farmakopisi
tarafindan yayinlanan monograflardaki prensip residual
toksisitenin tespitine dayanmaktadir. C. perfingens ve C.
novyi iceren agilarin degerliligi, toksoidlere karsi gelisen
antitoksin icerigi tavsanlarda olusan koruyucu antikorlarin
miktar ile tespit edilmektedir. Bu miktarin tespiti icin
kantitatif olarak farelerde TN (Toksin nétralizasyon) testi
yapilmaktadir.

Costridial asilarin ve immunserumlarin bagisikhk
testleri icin hayvanlar Gzerinde uzun zaman agrili, aci
veren denemeler ydratalmastar. 1997  yilinda
Strasbourg’da EDQM tarafindan organize edilen ve PEI
ve RIVM katilimlar ile ydratilen bir sempozyum organize
edilmistir (8). Ayni yil Klostridial asilarin kontroli igin 4
monografta revizyona gidilmesi 6nerilmistir. Bu 6neriler
fare  notralizasyon  testleri  yerine  validasyonu
tamamlanan immunkimyasallar metodu ve C. novyi, C.
perfingens ve C. septicum asilarinin toksin notralizasyon
testlerinin hicre kdiltirinde ydratilmesi hakkindadir.
Revize edilen monograflar Avrupa Farmakopisi 2001
eklerinde ydurlrlige girmistir. Ayni zamanda bu ve
benzeri bircok alternatif metot gelistirimeye
calisiimaktadir.

C. perfingens ve C. novyi igeren agsilarin degerliligi,
toksoidlere kargi gelisen antitoksin igerigi tavsanlarda
olusan koruyucu antikorlarin  miktari ile tespit
edilmektedir. Bu miktarin tespiti icin gecmis yillarda
kantitatif olarak farelerde TN (Toksin nétralizasyon) testi
yapilmaktaydi. Glinumuzde C. novyi ve C. perfingens
gibi toksoidlerin tespitinde htcre kultiri metodlari
kullaniimaktadir. Hicre kdlturinde kullanilan MDCK
hiucre hatlari Clostridium perfingens epsilon toksini igin,
Vero hiire hatlari ise C. novyi Tip-B Alfa toksini igin
spesifik ve duyarhdir. Bu hicrelerle tavsan kan
serumunda hem epsilon hem de alfa toksine karsi olusan
antikorlarin  kantitatif ~ tayini amaci ile tespiti
yapilabilmektedir ve gerekli parametrelerin
tekrarlanabilirligi de talimatlar ile standardize edilmistir

9).

Toksin-antiserum karigiminin  tespiti igin  biyolojik
indikatori  olarak permanent olarak gogalabilen
hiicrelerin  kullanimi, hayvan deneylerindeki LDsg'nin
belirlenmesine muhtemel bir alternatif olarak ortaya
ctkmaktadir ve bundan dolayl da Clostridium asilarinin
etkinlik kontrolleri icin uygundurlar (9).

C. chauvoei asilarinin kontrolinde, kobaylarin
kullanildig1 challenge testinde Avrupa Farmakopisinin
6ngordugiu % 100 koruma orani Farmakopinin 2001
ekinde degistirilmistir. Yeni durumda bagisiklik testi
uygulamalarinda C. chauvoei'ye karsi geligtirilen
koruyucu antijenlerin tespiti yapildidi icin ¢cok daha az
sayida kobay kullaniimaktadir (10-14).
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Amerika Birlesik Devletlerindeki otoriteler inaktive
asilardin potens testlerinde antijen 6lgimi metodunun
kullanilmasina izin vermektedirler fakat buna ragmen
klostridial asllar hakkindaki kanunlar henlz
degistiriimemistir. Hauer ve Clough, C. chauvoeinin
flagellasi, C. sordelli letal toksini, C. perfingens alfa, beta
ve epsilon toksinlerine kargi monoklonal antikorlarin
hibridoma hiicre hatlarinda Uretildigini rapor etmiglerdir.
Bu antikorlar, antijen o&lgim g¢alismalari veya diger
alternatif c¢aligmalar amaciyla uluslararasi olarak da
temin edilebilmektedirler (11, 15).

1.1.5. Erysipelas Asisi

Domuzlarin inaktif Erysipelas asisinin  kontrol
teknikleri Avrupa Farmakopisi 2001 ekinde yayinlanan
monograf ile degistirilmistir. Bu monografla birlikte potens
testlerinde multi-dilisyon asilama ile kullanilan 100 adet
fare yerine tekli dilisyon asilama ile 10 adet fare
kullanilmaya baglaniimistir. Son yillarda c¢eling testinin
degistiriimesi konusunda bir ¢ok yeni serolojik model
geligtiriimigtir (14, 16-18). PEI tarafindan direkt ELISA
metodu validasyonlari yapilmistir. Bu metot da 10 fare
imuunizasyon igin asilanmakta ve immunizasyon
sonucunda farelerden kan alinmaktadir. Daha sonra
ELISA metoduyla kandaki Erisipelas antikorlari
hesaplanmaktadir. Bu yontem sayesinde bir seri asinin
kontrolinde kullanilan fare sayisi 100 den 10a
dismdastir. Ayni zamanda PEIl tarafindan ELISA
plaklarinin kaplanmasinda kullanilan referans antijenlerin
Uretimi de yapiimaktadir (19).

1.1.6. Leptospira Asilarn

Leptospira  canicola, L. icterohaemorrhagiae
asllarinin potens kontrolleri i¢cin Avrupa Farmakopisinde
tanimlanan metoda gére Hamster c¢eling testi
kullaniimaktadir. Bu metotta bes adet hamster test asisi
ile immunize edilir. immunizasyon sonucunda 5 deneme
ve 5 kontrol hamstere asiya uygun sus ile challenge testi
uygulanir. Test sonucunda kontrol grubu hamster’lardan
en az % 80’i enfeksiyondan 6tirt élmelidir.

Hamster ¢eling modeli sigirlarin L. hardjo asisinin
kalite kontrollerinde de kullaniimaktadir. Bu model de
hayvanlar igin biraz daha =zordur, c¢lnki deneme
sonunda karacigerden bakterinin tekrar izolasyonuna
gidilmektedir.

Bu tetkiklerin yiuksek sayida hayvan kullaniimasi ve
challenge suslarininda ¢ok miktarlarda kullanilmasi gibi
dezavantajlari da bulunmaktadir. Ayni zamanda insanlar
da bu leptospira bakterilerine ylksek hassasiyet
tagimaktadirlar. Bu da laboratuvarda calisan personel
acisindan 6nemli bir risk yaratmaktadir (20, 2). Veteriner
kullanimdaki  Leptospira asilarinin  kalite  kontrol
testlerindeki challenge testlerine alternatif yaklasimlarin
incelendigi bir calistayda (21) serolojik (immunize edilen
hayvanlarin  kullanildigi) ve antijen kuantifikasyon
(hayvan kullaniminin uygulanmadigi) metotlari kullanima
sunulmustur.

1.2.Viral Asilar
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1.2.1. Kanath Viral Asilari

Avrupa Farmakopisi kanath agilari hakkinda 2 genel
metin ve 13 tane de monograf ihtiva etmektedir. Bu
bildirimlerde hayvanlardaki glivenlik ve potens testleri ve
yabanci ajanlar yéninden kontaminasyon tespiti
yapilmasi tanimlanmaktadir. Burada Ustlinde durulmasi
gereken konu c¢ok sayida hayvan kullaniimasi
gerektigidir. Bu amagla her yil ortalama 1800 adet aginin
kalite kontrol testlerinde 51.000 adet tavuk kullanildigi
saptanmistir (22).

GunUimuzde testlerde kullanilan blylk miktardaki
hayvan sayisinin Ug R’s yéntemlerinin uygulamaya
sokularak azaltiimasini amaglayan bircok calisma
yapillmaktadir. Bu calismalari, yapilan testleri ayri ayri
deg@erlendirdigimizde inceleyecek olursak asagidaki gibi
siniflandirabiliriz:

a. Uriiniin yabanci ajanlar yéniinden kontrolii
testleri;

Canli kanath asilarn hakkindaki Avrupa Farmakopi
metini 2.6.4'te son Uriiniin, yabanci ajanlar yoniinden
kontrolinde, muhtemel kontaminantlarin aranmasi
amaclyla yumurta, hicre kultiri ve tavuklarin
kullanilmasi kosulu vardir. Ginimiizde en az hayvan
testleri kadar gulvenilir olan PCR teknikleri de
kullaniimaktadir. Bunlardan bazilarinin validasyonlari
tamamlanmis ve kullanima sunulmusglardir, bazilari ise
henliz gelistiriime asamasindadirlar.

b. Gilivenlik Testleri

Memeli asilarinin glvenlik testlerinde 2 adet hayvan
kullanilirken, kanath asilarinin gulvenlik testlerinde
kullaniimasi gereken 10 adet hayvanin higbir bilimsel ve
istatistiksel dayanagi bulunmamaktadir.

Bu durumun arastirimasi igin PElI ve AGAATI
tarafindan iki adet arastirma yiritiimUstir (Europen
Center for the Validation of Alternative Methods -
ECVAM tarafindan  finansmanlari  saglanmistir).
Arastirmada as! (Ureticilerinin ve kontrol kurumlarinin
verileri gecmise yoOnelik olarak degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda son yillarda denemeye giren
asllarin hepsinin bu hayvan denemelerinden gegtigi
gOrilmustir. Bu slrede sahadan da herhangi bir
problemin rapor edilmedigi saptanmistir. Bu sonuglardan
sonra bu HHGTIerinin  kullanimi  sorgulanmaya
baslanmis ve bu konudaki monografda da HHGT lerin
iptalinin tavsiye edilmesi gerektigi tartisilir duruma
gelmistir. Hedef hayvan givenlik testlerinin yalnizca
drinlerin lisans alim asamasinda sinirl bir Gretim
serisine (kendi iginde tutarliligi saglayana kadar) veya
Uretim asamalarinda herhangi bir degisiklige gidilecegi
zaman yapilmasi gerektigi savunulmaktadir (22).

c. Potens Testleri

Canli kanatl asilarinin potens testlerinde bir seri
kontroluniin temsilinin yeterli kabul edilmesinin aksine
inaktive kanath asilarinda her seriye potens testi
uygulanmasi zorunlulugu vardir. Bu da c¢ok sayida
hayvanin kullanilmasi ve zarar gormesi anlamina
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gelmektedir. Bundan dolayr da birgok asinin potens
kontroliinde serolojik yontemler yardimi ile
immunizasyon sonrasi antikor tespitinin hesaplanmasina
gidilmektedir. Son yillarda antijen miktari hesaplanmasini
temel alan ve hayvan kullanimini gerektirmeyen in vitro
metotlar gelistiriimeye baslanmistir. Inaktif Newcastle
hastaligi (ND) asisinin potens kontrolinde bu yol ile
Onemli basari saglanmigtir (23, 24). Bu teknik
asllamadan sonra kanda dretimi olan ND antijenlerinin
(HN-proteini  ve F-proteini)  Olcimi  temeline
dayanmaktadir. Bu 6lgim metodu igin iki ayri ELISA
prostduri gelistirilmisti. Bu metodlarla asidaki virus
titresi ile asllamadan sonra immunize serum arasinda
¢ok iyi bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Denemeler
her iki metodun da tekrarlanabilirligini ve hassahgini
ortaya koymustur (24).

inaktif Bursal Diseases asisi icinde ayni sekilde
immunizasyondan sonraki antijen titresinin hesaplanmasi
temeline dayali bir metot gelistiriime asamasindadir.

1.2.2. Sap Asisi (Foot and Mouth Disease)
Guvenlik

Avrupa farmakopisinde Sap asisinin  glvenlik
kriterleri  igin  kullanilan  virus  hatlarinin  yeterli
inaktivasyonu sart kosulmustur. Bu durumun test
edilebilmesi igin yeterli hassasiyet hicre kulturd
tekniklerinde bulunmaktadir (25).

Potens

Sap asisinin potens testleri multi-dilisyon asilamasi
ile c¢eling uygulamasina tabi tutulan 17 sigirda
yurltilmektedir. Bu sayinin indirilebilmesi icin celing
testinde tekli dilisyon kullanilabilir. Weisser ve Hechler
tarafindan alternatif bir metot gelistiriimis fakat heniliz
valide edilmemistir (2). En uygun alternatif yéntemler
antijen hesaplanmasi temeline dayanan metot (26, 27,
28) veya Sandvic ELISA vyontemi ile asilanmis
hayvanlarin kan serumlarindaki Sap asisina karsi olusan
antikorlarin hesaplanmasina dayanan metot (29) ya da
BHK21-CT hiicre hattinda plak azaltma yontemidir (30).

1.2.3. Kuduz Asisi
1.2.3.1. inaktif Kuduz Asisi

inaktif Kuduz asisi kontrollerinde Avrupa Farmakopisi
monograflarina gére kuduz virusunun inaktive olup
olmadigi, 10 adet fareye asinin beyin i¢i enjeksiyonu
yapilip hayvanlarin gdsterecek oldugu semptomlarin
takibine dayali olarak yapilmaktadir. Bu testin hassasligi
konusunda bazi slpheler yer almaktadir (31, 2).
GUnimuzde asi Ureticileri inaktivasyon periyodunu
adjuvantin katimindan hemen sonra yuriutmektedirler ve
yeni geligtirilen in vitro metotlar yardimi ile de bu
asamadan sonra aktif kuduz virUslerinin tespiti
yapilabilmektedir (32, 33). Yeni gelistirilen bu metotlar
yardimiyla da son Urin Uzerinde farelere beyin igci
enjeksiyon yapilmasi ile yuritllen inaktivasyon testleri de
terk edilebilmektedir.
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Potens testleri

Avrupa Farmakopisi monograflarinda RFFIT testi ile
kuduz antikorlarinin tespiti ve ELISA testi ile in vitro
antijen hesaplanmasi tekniklerine izin verilmistir. Bununla
birlikte uygulanan bu testlere paralel olarak NIH (National
Institute for Health) tarafindan tanimlanan testler de
yapilabilir.

1.2.3.2. Canli Kuduz Asisi
Potens

Canli kuduz asilari tilkiler igin kullaniimaktadir. Aginin
potens tespiti icin amaci ile 25 adet tilki immunizasyon
amaci ile asilanmaktadir. Immunizasyon asamasi
sonrasinda asili grup ve 10 adet asisiz kontrol grubu
hayvan kuduz virusu ile challenge islemine tabi tutulurlar.
Bu teste alternatif bir ydontem heniiz tanimlanamamistir.
Weisser ve Hechler vyaptiklar istatiksel calismalar
sonucunda deneme grubu igin 15, kontrol grubu icinde 5
adet hayvan  kullaniimasinin  yeterli  olacagini
bildirmektedirler (2).

Avrupa Farmakopisi, Uretilen serilerin kontrollerinde
belli bir tutarlihdin saglanmasindan sora rutin yapilan
potens testlerinin atlanmasina izin vermistir.

Sonug

Glnumizde hayvan deneylerine alternatif teskil
edebilecek olan doku kulturleri, bilgisayar teknolgjisi,
immunolojik teknikler ve kimyasal ydntemler hizla
gelismektedir. Molekuler biyoloji alanindaki gelismeler ile,
ornegin, DNA ¢ip teknolojisi sayesinde belirli
hastaliklarda hangi genlerin rol oynadigini hakkindaki
spesifik bilgiye ulasilabilmektedir. Bu alanda kismende
olsa hayvan kullaniimamaktadir.

Son yillarda Hayvan deneylerine alternatif
uygulamalar tim dinya da yaygin olarak kullanima
gecmistir. Bunun en onemli érneklerinden biri de gugli
bir biyolojik madde Ureticisi olan Cin'de gorilmektedir.
Cin Farmakopisinin 2005 yili baskisi ile Uretiimekte olan
139 ¢esit ilag ve biyolojik maddenin kalite kontrollerinde
pirojen maddelerin tespiti icin ¢ok sayida tavsan
kullanimi yerine LAL testine gegilmesi uygun goértlmastar
(34).

Ayrica Asi ve biyolojik maddelerin Uretiminde
kullanilan tekniklerde standardizasyonun saglanmasi ve
GMP uygulamalarinin  benimsenmesi de kulanilan
deneme hayvani sayilarinda o©nemli bir azalmaya
sebebiyet vermektedir (1).

Ayni zamanda Avrupa birligi yonetmeliklerinin ve
siklikla bu konuda yayinlanan birlik calisma kilavuzlarinin
da as! ve biyolojik madde kalite kontrollerinin yapildigi
laboratuarlarca takip edilmesi ve ortak yapilan
calismalara katilinmasi, kendisini kanitlamis referans
laboratuarlar tarafindan yapilan testlerin asinin satisa
sunulacagr  diger ulkeler tarafindan  kabulinin
saglanmasi yolu ile de testlerin her Ulke tarafindan tekrar
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yapilmasinin onine gegilerek kullanilan deneme hayvani
sayisinin azaltiimasi 6ngoérilmektedir (35, 36).

Bir diger degerlendirme ise Uretilen seriler arasi
tutarlihdin biyoanalitik ve diger test yontemleri ile ortaya
konularak zaman igerisinde her seriye uygulanan
testlerin sikliginin azaltilma yoluna gidilmesidir (37).
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