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DONDURUP COZDURMENIN SERUMDAKI IBR
VIRUS ANTIKOR TIiTRELERINE ETKISININ SNT
VE ELISA iLE TESBITI

THE DETERMINATION OF THE EFFECT OF FREEZING-
THAWING ON THE SERUM ANTIBODY TITERS FOR IBR
VIRUS BY SNT AND ELISA *

Ozden KABAKLI** Ayhan AKCORA**

OZET

Bu arastirmada Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden IBR/IPV siipheli sigirlardan
alman 250 adet serum hem mikro nétralizasyon testi hemde ELISA ile test
edildi. Testler arasindaki farklilik karsilastirildi. Ayrica test edilen bu 250 serum
iginde 44 adedi 10 kez dondurulup - ¢ozdiiriilerek, dondurup ¢ézdiirmenin
serumlardaki antikor seviyeleri tizerine etkisi SNT ve ELISA ile arastirildi.

ELISA ile 250 adet kan serumunun 173 adedi pozitif, 77 adedi negatif sonug
verdi. SNT ile 170 adedi pozitif, 80 adedi negatif sonug verdi. SNT ile negatif
sonug veren 80 serumdan 3 adedi ELISA ile pozitif reaksiyon verdi. Chi square
(X?) metodu kullanilarak her iki testte serumlardaki pozitiflik orani
karsilastinldiginda X*=236(p<0.001) bulundu. SNT standart kabul edilerek ELISA
karsilastirildiginda spesifitesi %96.25, sensitivitesi %100 olarak bulundu.

Bu arastirmada, 10 kez dondurulup-¢ézdiiriilen 44 adet serumun baslangigta
her iki test ile pozitif olduklar tesbit edilen 40 adedinin serum nétralizasyon
degerleri (SN,) 1:1.41 -1:316, ELISA’daki optikal dansite (OD) degerleri %50
- %95 arasinda dagilim gosterdigi bulundu. Her iki test arasinda iyi bir pozitif
korelasyon (r=0.90) bulundugu tesbit edildi. Elde edilen sonuglar, 10 kez dondurup
- ¢6zdiirmenin bile serumdaki antikorlar iizerinde 6nemli bir degisiklige sebep
olmadigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Dondurup - ¢ézdiirme, serum, SNT, ELISA
SUMMARY

In this study, 250 serum samples were obtanied from cattle which infected
with IBR/IPV virus, in various regions of Turkey. They were tested for IBR/
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IPV virus antibodies by microneutralization test and ELISA. Two tests were
compared for the detection of the proportion of positive sera. In addition to, 44
serum samples selected in 250 serum which tested before. They were frozen/
thawed 10 times and tested for effects of freezing thawing on antibody titers in
sera by SNT and ELISA. In ELISA 173 of 250 sera were estimated as posi-
tive and 77 were negative. For SNT test 170 were positive, 80 were negative.
Three of 80 samples were negative for SNT and positive in the ELISA. Using
the Chi square method the proportion of positive sera in both tests were X*=236
(p<0.001). The relative sensitivity and specificity of ELISA in comparison with
the SNT were 100% and 96.25%, respectively. In this study, 40 positive sera of
44 which 10 times frozen/thawed and tested before by ELISA and MN test
were found to have 1:1.41 - 1:316 neutralising dose 50 and in ELISA 50%-95%
OD values of antibodies. There was a good corelation (r=0.90) between ELISA
and SNT. The results showed no significant change on antibody levels in sera,
even after 10 cyles of freezing and thawing.

Key Words: Freezing - thawing, serum, SNT, ELISA

GIRIS

Cogu zaman serolojik yonden test edilecek serumlar hemen degerlendirmeye
alinamayip, bir siire saklamak zorunda kalinabilir. Ozellikle bir serum bankast
kurulmasi durumunda, serumlarin bir ka¢ kez dondurulup-¢ézdiiriilmesi
gerekebilir. Serum bankalarindan yanlizca serolojik ¢alismalar i¢in degil, diger iz
elementler, mineraller, toksinler, pestisit ve genetik marker’lar yoniinden de
yararlanilmaktadir (11). Bu amagla son yillarda, degisik 1s1 ve saklama sartlarimin
serumlar Gizerindeki etkisi izerine ¢esitli aragtirmalar yapilmistir (11,12) Yapilan
calismalar sonunda serolojik yonden test edilecek serumlarin -20°C’de saklanmasi
ve -20°C-25°C’de su banyosu i¢inde ¢6zdiirmenin en uygun yoéntem oldugu ve

bu yontemle tekrarlanan dondurup-¢6zdiirmenin antikor titreleri tizerine olumsuz
etkisinin olmadig bildirilmistir (3,14).

Bazi arastirmacilar (2,3,12, 14) serumlari defalarca dondurup-¢ézdiirmenin
antikor titreleri tizerine etkisini degerlendirmek amaciyla arastirmalar
yapmiglardir. Bu aragtirmalarda, dondurup-¢6zdiirmenin antikor titrelerinde
istatistiki yénden 6nemli bir artisa neden oldugunun bildirilmesinin (3,14) yani
sira, bazi viral etkenlere karsi olusan antikorlarin titrelerinde diisiise neden
oldugunu bildiren arastirmalar da mevcuttur (2).

Serumlardaki virusa spesifik antikorlarin 6zellikle bu ¢aligmamizda temel
aldigimiz Bovine Herpes Virus -1 (BHV-1) virusuna spesifik antikorlarin
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tesbitinde kullanilan en yaygin metodlarin baginda serum nétralizasyon test (SNT)
ve enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) gelmektedir (13,15). Bu iki
test arasinda yapilan karsilagtirmali ¢alismalar ELISA’nin SNT’ e gére daha
duyarli oldugunu gostermektedir (4,7).

Bu galismada, Infeksiy6z Bovine Rhinotracheitis - Infeksiyéz Pustular Vul-
vovaginitis (IBR/IPV) etkeni olan BHV-1 virusuna karsi olusan antikorlari igeren
serumlarda tekrarlanan dondurup-¢6zdiirmenin antikor titresi tizerine etkisinin
SNT ve ELISA ile belirlenmesi hem de IBR yoniinden SNT ve ELISA testlerini
laboratuvarimiz sartlaninda karsilagtirilmasi amaglannugtir.

MATERYAL VE METOT
3.1. Siipheli serumlar:

Tiirkiye™nin ¢esitli bélgelerinde Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiistine gonderilen gesitli yas ve cins grubundan sigir kan serumlan kullanildi.
Serumlar serolojik testlere tabi tutulmadan 6nce 56°C’lik su banyosunda 30
dakika inaktive edildi ve sterilite kontrolundan sonra kullanilincaya kadar -20°C
de saklandi. Cozdiirme iglemleri her seferinde oda sicakliginda su banyosunda
yapildi. Test serumlarindan birer 6mek kontrol igin ¢aligmanin sonuna kadar
-20°C’de saklandu.

3.2 Virus:

Mikronétralizasyon testi igin BHV-1 -403108 katolog numarali ED1 susu
kullanildi. Referens sus Weybridge, Ingiltere’den temin edildi.

3.3 Fotal Dana Serumu:

Hiicre kiiltiirii vasatinda Fetal Calf Serumu kullanildi.

3.4 Hiicre kiiltiirii:

Mikronétralizasyon testlerinde kullanmak amaciyla primer dana bobrek
(PDB) hiicre kiiltiirii hazirlandi (3). '

3.5. Vasatlar ve Kimyasal Maddeler:

Hank’s vasati: Kimyasal maddeler karistirildiktan sonra filtreden stiziildii ve
hiicrelerde test edilen bu vasat, mikronétralizasyon testlerinde kullamildi.

PBS (Phosphate buffer solution): Eritilen ve filtrasyonla sterilize edilen
kimyasal maddeler kullanim siiresince +4"C de saklandi.

Tripsin: Maddeler karistirildiktan sonra filtrasyonla sterilize edildi ve -20°C de
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muhafaza edildi.

ETDA (Ethylen diamine tetra acatic acid): Maddeler eritildikten sonra
120°C’de 30 dakika otoklavda sterilize edildi ve +4°C’de sakland.

ELISA Test kitleri: IBR igin TRACHITEST enzyme immunoassay (EIA)
ticari kiti kullamild.

3.6. Virusun iiretilmesi:

IBR/IPV virusunun ED1 susunun iiretilmesi igin primer dana bébrek hiicre
kiiltiiriinden yararlanildi.

200 ml’lik hiicre kiltirii sisesinde tiretilen PDB hiicre kiiltiiriine, 0.5ml
liyofilize stok virusun 0.5 ml steril distile su ile sulandirilarak hazirlanmig sekliyle
inokule edildi. 37°C’de 1 saat adsorbsiyon igin bekletildi. Bu siire sonunda virus
iiretme vasati olarak Hank’s ilave edildi. Inkiibasyondan 48-72 saat sonra %80
oraninda sitopatolojik degisikliklerin gériilmesi tizerine, kiiltiir -80°C°de dondurulup,
37°C’de ¢oziilerek viruslu hiicre sivis1 3000 devirde 30 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan viruslu stvimin (siipernatantin) sterilite kontrolu yapilarak 1ml’lik
porsiyonlar halinde -80°C’de sakland:.

3.7. Virusun Titrasyonu:

SN testlerinde kullanilacak olan IBR/IPV ‘nin ED1 referens susunun titresi
Frey ve Liess’in (6) bildirdikleri yonteme goére yapildi. Elde edilen sonuglarin
titresi Kaerber (9) metodu ile saptandi.

3.8 Mikronétralizasyon test:

Test Frey ve Liess (6)’nin bildirdigi yénteme gére yapildi. Ugiincii giin
sonunda CPE’lere gore degerlendirme yapilarak pozitif serumlar tesbit edildi.

3.9. BHV-1 antikoru igerdigi saptanan serumlarin nétralizasyon degerlerinin
(SN50) saptanmast:

Test Frey ve Liess (6)’nin bildirdigi yonteme gore yapildi. Serumlardaki
antikor titreleri Kaerber yontemine (9) goére hesaplandi. Bu islemler 10 kez
dondurulup-¢6zdiirme yapilarak tekrarlanirdi.

3.10. IBR ELISA Test:

Ticari bir kit olan bu ELISA kitinde sandwich ELISA teknigi kullanldi. Test
serumlarinda pozitif kontrol serumun OD degerinin < %50 degerleri negatif, >
%50 degerleri pozitif olarak degerlendirildi.

3.11. istatistiki Degerlendirme:
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On kez dondurulup-¢6zdiirillen serumlardaki antikor titre farkliliklarinin
onemlilik testleri t test ile (1), EPI INFO programu ile bilgisayarda yapild.
Laboratuvarimiz sartlarinda SNT ve ELISA arasindaki duyarhligin
karsilastirilmasi korelasyon, X? test ile EPI INFO programu ile yapildi.(1).

BULGULAR

4.1. Virusun iiretilmesi:

IBR/IPV virusunun EDI referens susu hiicre kiltiriinde yapilan
inokulasyondan 48-72 saat sonra karakteristik sitopatik effektler olusturuldu.

4.2. Virusun Titresi:

Arastirmada kullanilan referens sus PDB hiicre kiiltiriinde, mikrotitrasyon
yontemi ile yapilan titrasyonunda, enfektivitesi 3.giiniin sonunda
DKID50=10"2*2 / ml olarak belirlendi.

4.3 Mikrondtralizasyon Testi ve ELISA ile IBR/IPV antikoru iceren
serumlarin tesbiti:

Tiirkye nin gesitli bolgelerinden gelen IBR/IPV yoniinden siipheli 250 adet
serum hem Trachitest ELISA hem de mikro nétralizasyon yéntemi ile test edildi
ve her iki test ile elde edilen sonuglar karsilagtirildi (Tablo 1).

Test edilen 250 adet serumun 173 adedi ELISA’da pozitif sonug verirken,
SNT ile 170 adedi pozitif sonug verdi (Tablo1). SNT ile negatif sonug veren 80
serumdan 3 adedi ELISA ile pozitif reaksiyon verdi. Bu ¢alismada ELISA ile
SNT’de elde edilen degerler arasinda iyi bir pozitif korelasyon (r=0.90) bulundu
(Tablo II, IIT). Chi squra (x*) metodu kullanilarak her iki testte serumlardaki
pozitiflik orani karsilastirildiginda (Tablo I) X*=236 (p<0.001) bulunarak iki test
arasindaki farkin 6nemli olmadig: tesbit edildi. SNT standart kabul edilerek
laboratuvar sartlarimizda Trachitest ELISA’y1 karsilastirdigimizda relative
spesifitesi %96.25, relative sensitivitesi %100 olarak bulundu (Tablo I).

Tablo 1. SNT ile ELISA’nin karsilagtirilmasi.

SNT pozitif SNT negatif Toplam
SNT pozitif 170 3 173
ELISA negatif 0 77 77
Toplam 170 80 250
ELISA’nin relativie spesifitesi 77/80=96.25%, relatiyve sensitivitesi

170/170=100%.
4.4. 10 kez dondurulup- g¢ozdiiriilen serumlarin SNT ve ELISA ile

s Ry 2 3
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tesbit edilen serum nétralizasyon (SN, ), optikal dansite (OD) degerleri:

Daha 6nce test edilen 250 adet serumdan dondurulup-¢ézdiirmeye devam
edilen 44 serumun Tablo II ve Tablo III de gorildiigi gibi, taze iken hem SNT
hemde ELISA ile negatif oldugu tesbit edilen 4 adedi, 10 kez dondurup-¢ézdiirme
sonunda da negatif sonug verdi. Baglangigta pozitif oldugu belirlenen diger 40
adet serumun SNT ile belirlenen SN, degerleri en diigiik 1:1.41, en yiiksek
1:316 olarak tesbit edildi. Bu serumlarin 10 kez yapilan dondurup-¢6zdiirme
islemleri sonunda SN, degerlerinde istatistiki agidan énemli bir farklilik gériilmedi.
ELISA ile ayni serumlarin tesbit edilen OD degerleri Tablo III de goriildiigii gibi
pozitif serumlarda en diisitk %50, en yiiksek %95 olarak tesbit edildi. Tablo
[T’ de goriildiiga gibi 9. ve 10. dondurup ¢ozdiirme periyodlarmda (*) isaretli 7
adet serumdaki farklihgn istatistiki agidan 6nemli olmadig; tesbit edildi. Sonugta
10 kez dondurup-¢6zdiirmede OD degerlerinde istatistiki agidan 6nemli bir
farklilik goriilmedi.
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Tablo I Dondurup-¢dzdiirme periyodlarinda serumlardaki MNT ile teshit edilen IBR/IPV
serum nétralizasyon (SN, ) degerleri.

Ser. Dondurup.  Cozdiirme Periyotlar

No| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10.

1 |1:1.41 | 1:1.41 | 1:141 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.4]
2 [1:2.82 | 1:2.82 | 1:2.82| 1:2.82 | 1:22.82 | 1:2.82 | 1:2.82 | 1:22.82 | 1:2.82 | 1:2.82
3 [1:3.95 | 1:33.95 | 1:3.95( 1:3.95 | 1:3.95 1:3.95 | 1:3.95 | 1:3.95 | 1:3.95 | 1:3.95
4 [1:11.2 | 1112 1:11.2) L:1L.2 | L1122 | 1:11.2 | 1:11.2 | 1:11.2 ) 1:11.2 | 1:11.2
S 1123 | 1:12.3 | 1123 1:12.3 | 1:12.3 | 12123 | 11123 | 11123 | 1:12.3 | 1:12.3
6 |[1:3.98 | 1:3.98| 1:3.98| 1:3.98 | 1:3.98 | 1:3.98 | 1:3.98 | 1:3.98 | 1:3.98 | 1:3.98
7 1473 | 1473 | 1:4.73| 1:4.73 | 1:473 | 1473 | 1:4.73 | 1:473 | 1:4.73 | 14.73
8 [1:26.6 | 1:226.6 | 1:26.6| 1:26.6 | 1:26.6 | 1:26.6 | 1:26.6 | 1:226.6 | 1:26.6 | 1:26.6
9 [1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9( 1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9 | 1:15.9
10 [ 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.6| 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.6 | 1:44.0
11 [1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1| 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.6
12 [ 1:37.5 | 1:37.5 | 1:37.5) 1:37.5 | 1:37.5 | 1375 | 1:37.5 | 1:37.5 | 1:37.5 | 1:37.5
13 [1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1| 1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1 | 1:89.1
14 (12223 | 1:22.3 | 1:222.3( 1:22.3 | 1:22.3 | 1:222.3 | 1:222.3 | 1:222.3 | 1:22.3 | 1:22.3
1511:53.0 | 1:53.0 | 1:53.0( 1:53.0 | 1:53.0| 1:53.0 | 1:53.0 | 1:53.0 | 1:53.0 | 1:53.0
16 |1:105.0 | 1:105.9] 1:105.9{ 1:105.9| 1:105.9{1:105.9]1:105.9{1:105.9{1:105.9 | 1:105.9
17 11:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9| 1:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9 | 1:74.9
18 11:89.2 | 1:89.2 | 1:80.2| 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2
19 |1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6] 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6
20 [1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3] 1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3 | 1:22.3
21 | 1:1.41 | 1:1410 | 1:1.41] 1:1.41 | L1410 1:141 | 11141 | 1:1.41 | 1:1.41 | 1:1.41
22 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 1:178
23 |1:7.95 | 1:7.95| 1:7.95] 1:7.95 | 1:7.95 | 1:7.95 | 1:7.95 | 1:7.95 | 1:7.95 | 1:7.95
24 11:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2] 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2
25 |1:125.8 | 1:125.8| 1:125.8| 1:125.8 | 1:125.8|1:125.81:125.8|1:125.8|1:125.8 | 1:125.8
26 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:00 1:100
27 | 1:251 1:251 1:251 | 1:251 1:2251 | 12251 | 1:2251 | 1:2251 | 1:251] 1:251
28 | 1.316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1316 | 1:316 | 1:316 1:316
29 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 1:178
30 [1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1( 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1
31| 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 1:100
32 [1.31.6 | 1:31.6 | 1:31.6| 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6 | 1:31.6
33 | 1:1.41 | 1141 | 1141 1:141 | 141 | 1:1.41 | 1140 | 1:1.41 | 1141 | 1:1.41
34 | 1.316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 | 1:316 1:316
35| 1.251 1:251 1:251 | 1:251 1:251 | 1:2251 | 12251 | 1:2251 | 1:251 1:251
36 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 | 1:178 1:178
37 /1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2| 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2 | 1:89.2
38 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1] 1:63.1 | 1:63.1 [ 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1 | 1:63.1
39 | 1:100 1:100 1:100 | 1:100 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 1:100
40 | 1:251 1:251 12251 | 1:251 1:2251 | 1:2251 | 1:2251 | 1:2251 | 1:251 1:251
41 |negatif | negatif | negatif| negatif | negatif | negatil | negatif | negatif' | negatif | negatil
42 |negalif | negatif | negatif| negatif | negatif | negatif' | negatif | negatif' | negatif | negatif
43 | negatif | negatif | negatif| negatil | negatil | negatif | negatif | negatif | negatif | negatif
44 |negatif | negatif | negatif| negatil | negatil | negatif | negatif | negatif | negatif’ | negatif
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Tablo III Dondurup-Cézdiinme periyodlannda serumlarda ELISA ile tesbit edilen optikal dansite
(OD) degerleri Degerler %’de iizerinden yazilmis olup, pozitif kontrol serumun <%50 degerleri
negatif, >%350 degerleri pozitif olarak kabul edilmektedir.

Ser. Dondurup Cozdiirme Periyotlar1 %

No i 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1 50 50 50 50 50 50 50 50 | 50.1* | 50.1*
2 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
3 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
4 | 50.8 50.8 50.8 | 50.8 50.8 | 50.8 | 50.8 | 50.8 | 50.8 51%
5 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
6 50 50 50 50 50 50 50- 50 50 50
7 | 502 50.2 502 | 50.2 502 | 502 | 50.2 | 502 | 50.2 | 50.3*
8 | 585 58.5 585 | 585 585 | 585 | 585 | 585 | 58.7* | 58.7*
9 56 56 56 56 56 56 56 56 56 36
10| 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
11| 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62
12| 59.5 59.5 59.5 | 595 59.5 | 59.5 | 59.5 | 595 | 59.5 60*
13| 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68
14| 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58
15| 6l 61 61 61 61 61 61 61 61 61
16 71 71 71 71 -] 71 7l 71 71 71 71
17| 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
18] 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68
191 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59
20| 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58
21| 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
22| 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
23] 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52
24| 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68
25 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73
26| 70.8 70.8 70.8 | 70.8 70.8 | 70.8 | 70.8 | 70.8 | 70.8 70.8
27| 86 86 86 86 86 86 86 86 86 86
28| 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95
29| 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
30| 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62
31| 70.9 70.9 70.9 | 70.9 709 | 709 | 709 | 70.9 | 70.9 ik
321 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59
331 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
341 9 95 95 95 95 95 95 95 95 95
35| 86 86 86 86 86 86 86 86 86 86
36| 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
37| 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68
38| 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62
39| 70.8 70.8 70.8 | 70.8 70.8 | 70.8 | 70.8 | 70.8 | 70.8 70.8
40| 86 86 86 86 86 86 86 86 86 86
41| 20 20 20 20 20 20 20 20 21* 21%*
42 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
43 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
44 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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Son yillarda gesitli ELISA yontemlerinin getirilmesi aragtirmacilari, referens
test olarak kabul edilen SNT ile ELISA’y1 kendi sartlarinda karsilastirmay1
amaglayan arastirmalara yonlendirmistir (7,13,15). Yapilan arastirmalar sonunda
ELISA’nin SNTye gore daha hassas oldugu bildirilmigtir. Bu arastirmada da
ayn1 amagla Tirkiye’nin degisik bolgelerinden IBR/IPV siipheli sigirlardan
toplanan 250 adet kan serumu laboratuvar sartlarinda Serum Nétralizasyon Test
ve Enzyme Linked Immunosorbent Assay ile kargilagtirmali olarak test edildi.
Her iki test arasinda iyi bir pozitif (r=0.90) korelasyon oldugu ve SNT referens
kabul edilerek ELISA’nin %100 sensitiv, %96.25 spesifik oldugu bulundu. Elde
edilen bu sonuglar diger arastirmacilarin sonuglari ile paralellik gostermektedir.
Lyaku ve ark. (10) sigir serumlarinda BHV-1 virusuna kars: spesifik antikorlari
tesbit eden ve miktarlarini belirleyen bir kantitatif ELISA yontemi gelistirmigler
ve bu testi 370 sigir serumunda SNT testi ile karsilagtirmislardir. IgG velgM
ELISA yontemi kullanildiginda sonuglar %98.3 sensitif ve %94.4 spesifik
bulundugu ve SNT ile arasinda (r=0.86) iyi bir pozitif korelasyon oldugu
bildirilmistir. Durham ve Sillars (4) IBR spesifik antikorlarini tesbit etmek igin
2028 serum test ettiklerini ve sonugta ELISA’nin absorbans miktarlari ile SNT
titrelerinin son derece ivi bir korelasyon (r=909) gosterdigini bildirmiglerdir. Bu
calismada da yukarida bildirilen arastirma sonuglariyla uyum saglayan sonuglar
elde edildi. 250 adet serumun 173 adedi ELISA’da pozitif sonug verirken SNT
ile 170 adedi pozitif sonug verdi. SNT ile negatif sonug veren 80 serumdan 3
adedi ELISA’da pozitif reaksiyon verdi.

Serolojik testlerin duyarliliginin 6nemi oldugu kadar, bu testlerde kullanilacak
olan serumlarin hangi sartlarda saklandigy, test edilmeden 6nce gordiigii islemler
ve bunlarin serumlardaki antikorlar {izerine yaptigi etkilerde 6nemlidir. Bu
galigmanin diger amacida dondurup-¢ézdiirmenin serumlardaki antikor seviyeleri
izerine etkisini arastirmakti. Caligma sonunda 10 kez uygulanan dondurup
¢ozdiirmenin s1g1ir serumlarindaki IBR/IPV spesifik antikorlarinin titresi tizerinde
SNT ve ELISA istatistiki agidan 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi SNT ve
ELISA ile belirlenmistir. Bu ¢aligmada elde ettigimiz sonug bir kisim arastiricinin
buldugu sonugclarla parelellik gosterirken diger bazi arastirmacilarin bulduklarindan
farklidir. Haines ve ark. (8) kolostrumdaki immunglobulinler iizerine dondurup
¢ozdiirmenin etkisini aragtirmiglar ve bu amagla siit 6rnekleri 8 defa dondurulup
¢ozdiiriilmiis ve IgG, IgM, IgA seviyelerini single radial immunodiffuzyon teknigi
ile 6lgmiiglerdir. Test sonuglarinin dondurup ¢ézdiirmenin immunglobulinlerin
miktarlar1 {izerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadigini gésterdigini
bildirmislerdir. Blazevic ve ark. (2) Bovine Leukemia virus spesifik antikorlari
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tizerine serumda ve inek siitiinde dondurup-¢ézdiirmenin ve degisik 1s1
derecelerinin etkisini aragtirmiglardir. Sonugta tekrarlanan dondurup ¢6zdiirme
ve yiiksek 1s1 uygulamanin serumdaki antikor seviyesinde 6nemli bir diisiise
neden oldugu bildirilmistir. Cecchini ve ark. (3) tekrarlanan dondurup ¢6zdiirmenin
serumdaki antikorlarmn aktivitesi iizerine olan etkisini IBR/IPV ve Brucella spesifik
antikorlari tizerinde arastirmiglardir. Antikor iceren serumlar 22 defa dondurulup
¢ozdurillmek suretiyle ELISA ile test etmisler ve 3 serumda IBR y&niinden
titrede artig tesbit ettiklerini, Brucella yoniinden ise 6nemli bir farklilik olmadigin
bildirmislerdir. Roche ve Edwards (14) Pestivirus spesifik antikorlarini igeren
serumlarda dondurup ¢ézdiirmenini etkisini SNT ve ELISa test ile arastimuslardir.
Test edilen serumlarin %9’unda dondurup ¢ézdiirmenin nétralizan antikor
titresinde 4 kati bir artiga neden oldugu ve seronegatif serumlardan birindc de
seropozitiflik tesbit ettiklerini bildirmiglerdir. Arastiricilar artan bu nétralizasvon
kapasitesinin nednini, dondurup ¢ézdiirmenin etkisiyle immunkompleks sistemin
pargalanmasina baglamuslardir. Arastirmamizda da 9. ve 10. dondurup ¢ozdiirme
periyodunda ELISA ile 7 serumda istatistiki agidan énemli olmayan bir artis
tesbit edilmistir. Bu 6nemli olmayan farkli sonuglar testin uygulamasinda kabul
edilen %5’lik hata paymna baglanabilir.

Sonug olarak -20°C’de uygun sartlarda saklanip, oda sicakliginda su banyosu
i¢inde ¢ozdiriilmek suretiyle, 10 kez dondurup ¢6zdiirmenin serumlardaki antikor
titreleri tizerine olumsuz bir etkisinin olmadig aragtirmamiz sonucunda da ortaya
konulmustur. Bir serum bankasi kurulmasi durumunda, viral etkenlerin serolojik
¢aligmalari yéniinden bu serum bankalar giivenle kullanilabilir. Calismamizin
diger boliimiinde %100 sensitiv ve %96.25 spesifik olarak tesbit ettigimiz ELISA
testinin 6zellikle survey ¢alismalar ve ¢ok sayidaki serum 6érneklerinde SNT ve
alternatif olarak kullanilmasi hem ekonomik agidan hemde zaman kazanmak
agisindan yararl olacaktir.
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