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DONDURUP ÇÖZDÜRMENİN SERUMDAKi IBR 
VİRUS ANTİKOR TiTRELERiNE ETKİSİNİN SNT 

VE ELISA İLE TESBİTİ 

THE DETERMINATION OF THE EFFECT OF FREEZING
THAWING ON THE SERUM ANTffiODY TITERS FOR IDR 

VffiUS BY SNT AND ELISA * 

Özden KABAKLI** Ayhan AKÇORA ** 

ÖZET 

Bu araştırmada Türkiye'nin değişik bölgelerinden IBR/IPV şüpheli sığırlardan 
alınan 250 adet serum hem mikro nötralizasyon testi hemde ELISA ile test 
edildi. Testler arasındaki farklılık karşılaştırıldı. Ayrıca test edilen bu 250 serum 
içinde 44 adedi 10 kez dondurulup - çözdüri.ilerek, dondurup çözdürmenin 
serumlardaki antikor seviyeleri üzerine etkisi SNT ve ELISA ile araştırıldı. 

ELI SA ile 250 adet kan serumunun 173 adedi pozitif, 77 adedi negatif sonuç 
verdi. SNT ile 170 adedi pozitif, 80 adedi negatif sonuç verdi. SNT ile negatif 
sonuç veren 80 serumdan 3 adedi ELISA ile pozitifreaksiyon verdi . Chi square 
(X 2) metodu kullanılarak her iki testte serumlardaki pozitiflik oranı 
karşılaştınldığındaX2=236(p<O . OO 1) bulundu. SNT standartkabul edilerek ELISA 
karşılaştırıldığında spesifıtesi %96.25, sensitivitesi %100 olarak bulundu. 

Bu araştırmada, 10 kez dondurulup-çözdüri.ilen 44 adet serumun başlangıçta 
her iki test ile pozitif oldukları tesbit edilen 40 adedinin serum nötralizasyon 
değerleri (SN

50
) 1:1.41 -1:316, ELISA'daki optikal dansite (OD) değerleri %50 

- %95 arasında dağılım gösterdiği bulundu. Her iki test arasında iyi bir pozitif 
korelasyon ( r=O. 90) bulunduğu tesbit edildi. Elde edilen sonuçlar, 1 O kez dondunıp 
- çözdümlenin bile serumdaki antikorlar üzerinde önemli bir değişikliğe sebep 
olmadığını gösterdi. 

Anahtar Kelimeler: Dondurup - çözdürme, 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 IBRJ 
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IPV virus antibodies by microneutralization test and ELISA. Two tests were 
compared for the detection ofthe proportion ofpositive sera. In addition to, 44 
serum samples selected in 250 senım which tested before. They were frozen/ 
thawed ı O times and tested for effects of freezİng 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 ofpositive sera in both tests were X2=236 
(p<O. 00 ı) . The relative sensitivity and specifıcity of ELI SA in comparison with 
the SNT were 100% and 96.25%, respectively. In this study, 40 positive sera of 
44 which ı O times frozenlthawed and tested before by ELI SA and MN test 
were found to have ı : 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 ELI SA 
and SNT. The results showed no signifıcant change on antibody levels in sera, 
even after ı O cyles of freezİng and thawing. 

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

GİRİŞ 

Çoğu zaman serolajik yönden test edilecek serumlar hemen değerlendirmeye 
alınaınayıp, bir süre saklamak zonında kalınabilir. Özellikle bir serum bankası 
kurulması durumunda, serumların bir kaç kez dondurulup-çözdürülınesi 
gerekebilir. Senıın bankalarından yanlızca serolajik çalışınalar için değil, diğer iz 
elementler, mineraller, toksinler, pestisit ve genetik marker ' lar yönünden de 
yararlanılmaktadır ( 1 1 ). Bu amaçla son yıllarda, değişik ısı ve saklama şartiamu n 
senıınlar üzerindeki etkisi üzerine çeşitli araştırınalar yapılmıştır (ll , 12) Yapılan 
çalışınalar sonunda serolajik yönden test edilecek senmılarm -20°C' de saklanması 
ve -20°C-25°C'de su banyosu içinde çözdürınenin en uygun yöntem olduğu ve 
bu yöntemle tekrarlanan dondunıp-çözdüm1enin antikor titreleri üzerine olumsuz 
etkisinin alınadığı bildirİlıniştir (3 , 14). 

Bazı araştımmcılar (2,3, 12,14) senımiarı defalarca dondun.ıp-çözdürınenin 
antikor titreleri üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla araştırmalar 
yapmışlardır. Bu araştırmalarda, dondunıp-çözdürınenin antikor titrelerinde 
istatistiki yönden önemli bir artışa neden olduğunun bildirilmesinin (3, 14) yanı 
sıra, bazı viral etkeniere karşı 9luşan antikorların titrelerinde düşüşe neden 
olduğunu bildiren araştım1alar da mevcuttur (2) . 

Senımlardaki vinısa spesifik antikorların özellikle bu çalışmamızda temel 
aldığımız Bovine Herpes Vi nı s -1 (BHV- 1) vin.ısuna spesifik antikorların 
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tesbitinde kullanılan en yaygın metodların başında serum nötralizasyon test (SNT) 
ve enzyme linked imrnunosorbent assay (ELISA) gelmektedir (13 , 15). Bu iki 
test arasında yapılan karşılaştım1alı çalışmalar ELISA' nın SNT'e göre daha 
duyarlı olduğunu göstermektedir ( 4, 7). 

Bu çalışmada, Infeksiyöz Bovine Rhinotracheitis- Infeksiyöz Pus.tular Vul
vovagiııitis (IBRIIPV) etkeni olan BHV- 1 vinısıına karşı oluşan antikorları içeren 
serumlarda tekrarlanan dondurup-çözdüm1enin antikor titresi üzerine etkisinin 
SNT ve ELI SA ile belirlenmesi hem de IBR yönünden SNT ve ELI SA testlerini 
laboratuvarımız şartlannda karşılaştırılması anıaçlanmıştır. 

MATERYAL VE METOT 

3.1 . Şüpheli serumlar: 

Türkiye ' nin çeşitli bölgelerinde Etlik Veteriner Kontrol ve Araştırma 
Enstitüsüne gönderilen çeşitli yaş ve cins grubundan sığır kan serumlan kullam ldı. 
Serumlar serolajik testlere tabi tutulmadan önce 56°C'lik su banyosıında 30 
dakika inaktive edildi ve sterilite kontrolundan sonra kullanılınca ya kadar -20°C 
de saklandı. Çözdürme işlemleri her seferinde oda sıcaklığında su banyosunda 
yapıldı. Test serumlarından birer örnek kontrol için çalışmanın sonuna kadar 
-20°C'de saklandı. 

3.2 Virus: 

Mikronötralizasyon testi için BHV -1 -403 1 08 katalog numaralı ED 1 suşu 
kullanıldı. Referens suş Weybıidge, İngiltere 'den temin edildi . 

3.3 Fötal Dana Serumu: 

Hücre kültürü vasatında Fetal CalfSerumu kullanıldı. 

3.4 Hücre kültürü: 

Mikronötralizasyon testlerinde kullanmak amacıyla primer dana böbrek 
(PDB) hücre kültürü hazırlandı (5). 

3.5. Vasatlar ve Kimyasal Maddeler: 

Han k 's vasatı: Kimyasal maddeler karıştın ldıktan sonra fıltreden süzüldü ve 
hücrelerde test edilen bu vasat, mikronötralizasyon testlerinde kullanıldı. 

PBS (Phosphate buffer solution) : Eritilen ve fıltrasyonla sterilize edilen 
kimyasal maddeler kullanım süresince +4°C'de saklandı. 

Tripsin: Maddeler karıştırıldıktan sonra filtrasyonla sterilize edildi ve -20°Cde 
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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 saklandı. 

ELISA Test kitleri: IBR için TRACHITEST enzyrne immunoassay (EIA) 
ticari kiti kullanıldı. 

3.6. Virusun üretilmesi: 

IBR/IPV virusunun ED 1 suşunun üretilmesi için primer dana böbrek hücre 
kül tü ründen yararlanıldı. 

200 ıni'lik hücre kültürü şişesinde üretilen PDB hücre kültürüne, 0.5ml 
liyofılize stok virusun O .5 ml steril distile su ile stılandırılarak hazırlanmış şekliyle 
inakule edildi . 3 7°C' de 1 saat adsorbsiyon için bekletil di . Bu süre sonunda virus 
üretme vasatı olarak Hank's ilave edildi . Inkübasyondan 48-72 saat sonra %80 
oranında sitopatolojik değişikliklerin görülmesi üzerine, kültür -80°C 'de dondurulup, 
37°C'de çözülerek virusltı hücre sıvısı 3000 devirde 30 dakika santrifüj edildi. 
Üstte kalan virus! u sıvının (süpematantın) sterilite kontrolu yapılarak Imi ' lik 
porsiyonlar halinde -80°C'de saklandı. 

3. 7. Virusun Titrasyonu: 

SN testlerinde kullanılacak olan IBR/IPV ' nin ED 1 referens suşunun titresi 
Frey ve Liess ' in (6) bildirdikleri yönteme göre yapıldı. Elde edilen sonuçların 
titresi Kaerber (9) metodu ile saptandı. 

3.8 Mikronötralizasyon test: 

Test Frey ve Liess (6)'nin bildirdiği yönteme göre yapıldı. Üçüncü gün 
sonunda CPE'lere göre değerlendinne yapılarak pozitif serumlar tesbit edildi . 

3. 9. BHV -1 antikoru içerdiği saptanan serumların nötralizasyon değerlerinin 
(SN50) saptanması: 

Test Frey ve Liess (6)'nın bildirdiği yönteme göre yapıldı. Serumlardaki 
antikor titreleri Kaerber yöntemine' (9) göre hesaplandı. Bu işlemler 1 O kez 
dondurulup-çözdünne yapılarak tekrarlanırdı. 

3.10. IBR ELISA Test: 

Ticari bir kit olan bu ELI SA kİtinde sandwich ELI SA tekniği kullanıldı. Test 
serumlarında pozitif kontrol serumtın OD değerinin < %50 değerleri negatif, > 
%50 değerleri pozitif olarak değerlendirildi . 

3.11. İstatistiki Değerlendirme: 
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On kez dondurulup-çözdürülen serumlardaki antikor titre farklılıklannın 
önemlilik testleri t test ile (1), EPI INFO programı ile bilgisayarda yapıldı. 
Laboratuvarımiz şartlarında SNT ve ELISA arasındaki duyarlılığın 
karşılaştınlması korelasyon, X2 test ile EPI INFO programı ile yapıldı. (I). 

BULGULAR 

4.1. Virusun üretilmesi: 

IBR/IPV virusunun ED 1 referens suşu hücre kültüründe yapılan 
irıokulasyondan 48-72 saat sonra karakteristik sitopatik effektler oluşturuldu . 

4.2. Virusun Titresi: 

Araştırmada kullanılan referens suş PDB hücre kültüründe, mikrotitrasyon 
yöntemi ile yapılan titrasyonunda, enfektivitesi 3 .günün sonunda 
DKID50= 1 Q-7 242 1 ml olarak belirlendi . 

4.3 Mikronötralizasyon Testi ve ELISA ile IBRIIPV antikoru içeren 
serumların tesbiti: 

Türkye'nin çeşitli bölgelerinden gelen IBR/IPV yönünden şüpheli 250 adet 
serum hem Trachitest ELISA hem de mikro nötralizasyon yöntemi ile test edildi 
ve her iki test ile elde edilen sonuçlar karşılaştırıldı (Tablo 1). 

Test edilen 250 adet serumun 173 adedi ELISA'da pozitif sonuç verirken, 
SNT ile I 70 adedi pozitif sonuç verdi (Tablo i) . SNT ile negatif sonuç veren 80 
serumdan 3 adedi ELI SA ile pozitif reaksiyon verdi. Bu çalışmada ELI SA ile 
SNT'de elde edilen değerler arasında iyi bir pozitifkorelasyon (r=0.90) bulundu 
(Tablo II, III) . Chi squra (x2) metodu kullanılarak her iki testte serumlardaki 
pozitiflik oranı karşılaştırıldığında (Tablo I) X2=236 (p<O.OO l) bulunarak iki test 
arasındaki farkın önemli olmadığı tesbit edildi. SNT standart kabul edilerek 
laboratuvar şartlarımızda Trachitest ELISA'yı karşılaştırdığımızda relative 
spesifıtesi %96.25, relative sensitivitesi %100 olarak bulundu (Tablo I) . 

Tablo I. SNT ile ELISA' nın karşılaştırılması. 

SNT pozitif SNT negatif Toplanı 

SNTpozitif 170 " 173 _, 

ELISA negatif o 77 77 

Toplan1 170 80 250 

ELISA' nın relatİ\ e spesifitesi 77/ ~0=96 . 25%, relati rve sensitivitesi 
170/170= ı 00%. 

4.4. 10 kez dondurulup- çözdürülen serumların SNT ve ELISA ile 
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tesbit edilen serum nötralizasyon (SN
511

), optikal dansite (OD) değerleri: 

Daha önce test edilen 250 adet senundan dondurulup-çözdi.irıneye devam ,. 
edilen 44 serumun Tablo II ve Tablo lll de görüldüğü gibi, taze iken hem SNT 
hemde ELI SA ile negatif olduğu tesbit edilen 4 adedi, 1 O kez dondurup-çözdümıe 
sonunda da negatif sonuç verdi . Başlangıçta pozitif olduğu belirlenen diğer 40 
adet serumun SNT ile belirlenen SN

50 
değerleri en düşük 1:1.41 , en yüksek 

l :316 olarak tesbit edildi . Bu serumların 1 O kez yapılan dondurup-çözdümıe 
işlemleri sonunda SN

50 
değerlerinde istatistiki açıdan önemli bir farklılık görülmedi. 

ELISA ile aynı serumların tesbit edilen OD değerleri Tablo III de görüldüğü gibi 
pozitif serumlarda en düşük %50, en yüksek %95 olarak tesbit edildi. Tablo 
Ili'de görüldüğü gibi 9. ve 10. dondurup çözdürme periyodlarında (*)işaretli 7 
adet serumdaki farklılığın istatistiki açıdan önemli olmadığı tesbit edildi . Sonuçta 
1 O kez dondurup-çözdürmede OD değerlerinde istatistiki açıdan önemli bir 
farklılık görülmedi. 
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Tablo IL Dondurup-çözdünne periyodlarında serumlardaki MNT ile tesbit edilen IBR!lPV 
sernın nötralizasyon (SN

50
) değerleri. 

Ser. Dondurup. Çözdünne Periyotları 

No ı. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. lO . 

ı ı :1.41 1:1.4 ı ı: 1.41 ı: ı .4 ı ı: 1.4 ı 1:1.41 ı :1.41 ı: 1.41 J:ı.4ı ı: 1.41 
2 1:2.82 1:2.82 1:2.82 1:2.82 1:2.82 1:2.82 1:2.82 ı :2.82 ı :2.82 1:2.82 
3 1:3.95 ı:3.95 1:3.95 ı :3 .95 1:3.95 1:3.95 1:3.95 1:3.95 1:3.95 1:3.95 
4 ı: 11.2 ı :1 1.2 1:11.2 ı :11.2 ı : 11.2 ı: 11.2 ı: ı 1.2 ı: ı 1.2 ı: ı 1.2 ı: ı 1.2 
5 ı:l2.3 ı:ı2.3 ı:ı2.3 ı:ı2 .3 ı:I2 . 3 ı :12.3 ı :ı2.3 ı: ı2 . 3 ı :12.3 1:12.3 
6 ı :3.98 ı :3.98 1:3.98 1:3.98 1:3.98 ı :3.98 ı :3.98 ı :3.98 1:3.98 ı:3 . 98 

7 ı :4.73 ı :4.73 1:4.73 ı :4.73 ı :4.73 ı :4.73 1:4.73 ı :4.73 ı :4.73 ı.4.73 

8 ı:26.6 1:26.6 ı : 26.6 ı:26.6 ı :26.6 ı:26 . 6 ı:26.6 ı:26.6 ı:26 . 6 ı:26.6 

9 ı : ı5 .9 ı:l5 .9 ı:ı5.9 ı :ı5.9 ı:ı5.9 ı: ı5 .9 ı :ı5 . 9 ı :ı5 .9 ı: ı5.9 ı :ı5 . 9 

ı o ı :44.6 ı:44.6 ı :44.6 ı :44.6 ı :44.6 ı :44.6 ı :44 .6 ı :44.6 ı:44.6 ı:44.6 

ı ı ı:63. ı 1:63 . ı 1:63.1 ı :63 . ı ı :63. ı 1:63. ı ı:63. ı !:HI ı 63. ı ı :63.6 

12 ı:37 . 5 1:37.5 ı:37.5 ı:37 . 5 1:37.5 ı:37.5 ı :37.5 1:37.5 ı :37.5 ı :37.5 
ı3 ı:89.ı ı:89 . ı 1:89. ı ı :89.ı ı:89.1 ı:89 . ı ı:89 . ı ı:89 . ı ı :89.ı ı:89 . ı 

ı4 ı:22.3 ı:22 .3 ı:22.3 ı:22.3 ı:22.3 ı:22.3 ı:22 . 3 ı:22.3 ı :22.3 1:22.3 
15 ı :53.0 ı : 53.0 1:53.0 1:53.0 ı :53.0 ı:53.0 ı :53 .0 ı:53.0 ı :53.0 ı:53 . 0 

ı6 ı:ıo5.0 l: 105.9 l: 105.9 ı :ıo5.9 1ı05 . 9 1ı05.9 l: 105.9 ı :ıo5.9 ı : ı05.9 ı: ıo5.9 

ı7 1:74.9 ı:74.9 1:74.9 174.9 ı:74.9 ı:74.9 ı:74.9 ı:74.9 ı : 74 . 9 ı:74.9 

ı8 ı : 89 . 2 ı : 89.2 1:89.2 ı:89 . 2 ı :89.2 1:89.2 ı :89.2 ı :89.2 1:89.2 1:89.2 
19 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 1:31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 
20 1:22.3 1:22.3 ı:22 .3 1:22.3 1:22.3 ı:22.3 1:22.3 1:22.3 1:22.3 1:22.3 
21 ı: 1.41 ı: 1.4 ı ı: ı .4 ı ı: ıAı ı: ı .4 ı 1ı.4ı ı: 1.41 ı: 1.4ı ı : 1.4 ı ı: ı .4 ı 

22 ı : ı78 ı : ı78 1:178 ı :ı78 ı:ı 78 ı :I78 1:178 1:178 1:178 ı :I78 

23 1:7.95 1:7.95 1:7.95 1:7.95 ı :7.95 ı:7 . 95 ı :7.95 ı :7.9 5 1:7.95 ı:7.95 

24 1:89.2 ı:89 . 2 ı:S9.2 ı :89.2 ı :89.2 ı :89.2 ı :89.2 1:89.2 ı :89.2 ı:89.2 

25 ı :ı25 . 8 ı:ı25 . 8 1:125.8 1: ı25.8 ı :ı25.8 ı :ı 25.8 ı :125.8 ı :ı25.8 ı :125 .!1 ı : I25. 8 

26 1:100 1:100 1:100 ı:ıoo ı:ıoo ı : ıoo 1:100 l:IUO ]:()() 1:100 
27 ı:251 ı:25ı 1 :25 ı ı:25ı 1:251 ı :25 ı ı :25 ı ı :25ı ı :25 ı ı :25 ı 

28 uı6 1:3ı6 ı:3ı6 ı :316 ı:3 16 1:316 ı :3ı6 ı :3 ı (i ı :31 6 ı:3 ı6 

29 ı:ı7s ı:178 ı :I78 ı:ı78 ı :I78 ı:ı78 ı:ı78 ı:ı78 ı :ın ı:ı78 

30 1:63.ı ı :63. ı ı:63.ı ı :63. ı ı :63 . ı ı :63. ı ı:63.ı ı:63. ı ı :63. ı ı :63.ı 

3ı ı:ıoo ı:ıoo 1:100 1:100 ı :ı oo ı:ıoo ı : ıoo ı:ıoo ı :100 ı:ıoo 

32 1.31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 1:31.6 1:31.6 ı :31.6 ı :31.6 ı :31.6 
33 ı: ı .4ı ı : 1.41 ı: ı .4 ı ı: ı .4 ı ı : ı .4 ı ı: ı .4 ı ı: ı .4 ı ı: 1.4 ı ı: ı .4 ı ı: ı.4ı 

34 uı6 1:3ı6 1:3 ı 6 ı :3 ı 6 ı :3 ı6 ı:3 ı6 ı :3 ı 6 ı :3 ı6 Uı6 ı:3 ı6 

r _ ) l.25ı ı :25ı 1:251 ı:25ı 1:251 ı :25 ı ı :25ı ı :25ı ı :25ı ı:25ı 

36 ı:ı78 ı:ı78 ı:ı78 ı.ı7R ı:ı78 ı:ı7R ı:ı78 ı:ı7R ı:ı78 ı:ı78 

37 ı:89.2 1:89.2 1:89.2 ı :89.2 ı :89.2 ı:89.2 ı : 89.2 ı:89.2 ı :l\9.2 ı:89.2 

3l\ l:63.ı ı : 63. ı 1:63.1 ı :63.ı ı :63.ı ı :Hı ı :63.ı ı: 63.ı ı : 63.ı ı:63.ı 

39 ı :ıoo ı:ıoo ı:ıoo ı:ıoo ı:ıoo ı:ıoo ı:ıoo 1:100 ı:ıuo ı:ıou 

40 1:25ı ı:25ı ı :25ı ı:25ı ı :25ı ı :25 ı 1:25ı ı :25ı ı :25ı ı:25ı 

4ı negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif 
42 negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif 
43 negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif 
44 negatif negatif negatif negatif negatif neoatİf 

"" 
negatif negatif negatif negatif 
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Tablo ID Dondurup-Çözdünne periyodlannda senıınlarda ELISA ile tesbit edilen optikal dansite 
(OD) değerleri Değerler %'de üzerinden yazılmış olup, pozitifkontrol seruınwı <%50 değerleri 
negatif, >%50 değerleri pozitif olarak kabul edilmektedir. 

Ser. Dondurup Çözdünne Periyotları % 
No ı. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10. 

ı 50 50 50 50 so 50 50 50 50.1 * 50.1 * 
2 so so so 50 50 50 so 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 50.2 50.2 50.2 50.2 50.2 50.2 50.2 50.2 50.2 50.3* 
8 58.5 58.5 58.5 S8.S 58.S S8.5 58.5 58.S S8.7* 58.7* 
9 56 S6 S6 S6 S6 56 56 56 S6 56 
10 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 
ll 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 
12 59.5 59.S 59.5 59.S 59.5 59.5 59.5 59.5 59.5 60* 
13 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 
14 58 58 S8 58 58 58 58 58 58 58 
15 61 61 61 61 61 61 61 61 61 61 
16 71 71 71 71 71 71 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 
19 59 59 59 S9 59 59 59 59 59 59 
20 58 58 58 58 58 58 S8 58 58 58 
21 50 50 50 50 so 50 50 50 so 50 
22 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 
23 52 52 52 S2 52 S2 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 70.9 70.9 70.9 70.9 70.9 71* 
32 59 S9 59 S9 59 59 59 59 59 59 
33 50 50 50 so 50 50 50 50 50 50 
34 95 9S 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 s 5 5 5 5 5 s 5 5 
44 5 5 5 5 5 5 5 s 5 5 
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SONUÇ 

Son yıllarda çeşitli ELI SA yöntemlerinin getirilmesi araştınnacıları, referens 
test olarak kabul edilen SNT ile ELISA'yı kendi şartlarında karşılaştırmayı 
amaçlayan araştırmalara yönlenilirmiştir (7, 13, 15). Yapılan araştırmalar sonunda 
ELISA'nın SNT'ye göre daha hassas olduğu bildirilmiştir. Bu araştım1ada da 
aynı amaçla Türkiye'nin değişik bölgelerinden IBR/IPV şüpheli sığırlardan 
toplanan 250 adet kan serumu laboratuvar şartlarında Serum Nötralizasyon Test" 
ve Enzyme Linked Immunosorbent Assay ile karşılaştırmalı olarak test edildi . 
Her iki test arasında iyi bir pozitif (r=O. 90) korelasyon olduğu ve SNT referens 
kabul edilerek ELISA'nın %100 sensitiv, %96.25 spesifik olduğu bulundu . Elde 
edilen bu sonuçlar diğer araştırmacıların sonuçları ile paralellik göstem1ektedir. 
Lyaku ve ark. ( 1 O) sığır serumlarında BHV -1 virusuna karşı spesifik antikorları 
tesbit eden ve miktarlarını belirleyen bir kantitatifELI SA yöntemi geliştinnişler 
ve bu testi 370 sığır senununda SNT testi ile karşılaştırmışlardır. IgG velgM 
ELISA yöntemi kullanıldığında sonuçlar %98.3 sensitif ve %94.4 spesifik 
bulunduğu ve SNT ile arasında (r=0.86) iyi bir pozitif korelasyon olduğu 
bildirilmiştir. Durham ve Sillars (4) IBR spesifik antikarlarını tesbit etmek için 
2028 senım test ettiklerini ve sonuçta ELISA'nın absorbans miktarları ile SNT 
titrelerinin son derece iyi bir korelasyon (r=909) gösterdiğini bildirmişlerdir. Bu 
çalışmada da yukarıda bildirilen araştırma sonuçlarıyla uyum sağlayan sonuçlar 
elde edildi . 250 adet serumtın 173 adedi ELISA'da pozitif sonuç verirken SNT 
ile 170 adedi pozitif sonuç verdi. SNT ile negatif sonuç veren 80 senundan 3 
adedi ELISA'da pozitifreaksiyon verdi . 

Serolajik testierin duyarlılığının önemi olduğu kadar, bu testlerde kullamlacak 
olan senımiarın hangi şartlarda saklandığı , test edilmeden önce gördüğü işlemler 
ve bunların senımlardaki antikorlar üzerine yaptığı etkilerde önemlidir. Bu 
çalışmanın diğer amacıda dondurup-çözdünnenin serumlardaki antikor seviyeleri 
üzerine etkisini araştırınaktı. Çalışma sonunda lO kez uygulanan dondunıp 
çözdürmenin sığır serumlarındaki IBR/IPV spesifik antikorlarınm titresi üzerinde 
SNT ve ELISA istatistiki açıdan önemli bir değişikliğe sebep olmadığı SNT ve 
ELISA ile belirleıuniştir. Bu çalışınada elde ettiğimiz sonuç bir kısım araştırıcının 
bulduğu sonuçlarla parelellik gösterirken diğer bazı araştım1acıların bulduklarmdan 
farklıdır. Haines ve ark. (8) kolostrumdaki iınmunglobulinler üzerine dondunıp 
çözdürmenin etkisini araştırınışlar ve bu amaçla süt ömekleri 8 defa dondunılup 
çözdürülmüş ve IgG, IgM, IgA seviyelerini single radial immunodiffuzyon tekniği 
ile ölçmüşlerdir. Test sonuçlarının dondunıp çözdürmenin immunglobulinlerin 
miktarları üzerinde önemli bir değişikliğe neden olmadığını gösterdiğini 
bildirmişlerdir. Blazevic ve ark. (2) Bovine Leukemia virus spesifik antikorları 
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üzerine serumda ve inek sütünde dondurup-çözdürmenin ve değişik ısı 

derecelerinin etkisini araştım1ışlardır. Sonuçta tekrarlanan dondurup çözdürme 
ve yüksek ısı uygulamanın serumdaki antikor seviyesinde önemli bir düşüşe 
neden olduğu bildirilmiştir. Cecchini ve ark. (3) tekrarlanan dondurup çözdüm1enin 
senımdaki antikorların aktivitesi üzerine olan etkisini IBRIIPV ve Brucella spesifik 
antikorları üzerinde araştırmışlardır. Antikor içeren serumlar 22 defa dondu nı! up 
çözdürülmek suretiyle ELISA ile test etmişler ve 3 serumda IBR yönünden 
titredeartış tesbit ettiklerini, Brucella yönünden ise önemli bir farklılık olmadığmı 
bildirmişlerdir. Roche ve Edwards (14) Pestivirus spesifik antikarlarını içeren 
serumlarda dondurup çözdünnenini etkisini SNT ve ELISa test ile araştııımşlardır. 

Test edilen serumların %9 'unda dondurup çözdürmenin nötralizan antikor 
titresinde 4 katı bir artışa neden olduğu ve seranegatif serumlardan birinde de 
serapozitiflik tesbit ettiklerini bildim1işlerdir. Araştırıcılar artan bu nötral izasyon 
kapasitesinin nednini, dondurup çözdünnenin etkisiyle inununkoınpleks sistemin 
parçalanmas ma bağlanuşlardır. Araştınnamızda da 9. ve ı O. dondurup çözdü mı c 
periyodunda ELISA ile 7 serumda istatistiki açıdan önemli olmayan bir artış 
tesbit edilmiştir. Bu önemli olmayan farklı sonuçlar testin uygulamasında kabul 
edilen %5 ' lik hata payına bağlanabi !ir. 

Sonuç olarak -20°C'de uygun şartlarda saklanıp , oda sıcaklığında su banyosu 
içinde çözdürülmek suretiyle, ı O kez dondunıp çözdürmen in senunlardaki antikor 
titreleri üzerine olumsuz bir etkisinin olmadığı araştınnanuz sonucunda da ortaya 
konulmuştur. Bir senım bankası ku nı lması durı.ımunda, viral etkenierin serolajik 
çalışmaları yönünden bu senım bankaları güvenle kulli:mılabilir. Çalışmamızın 

diğer bölümünde %ı 00 scnsitiv ve %96.25 spesifik olarak tesbit ettiğimiz ELI SA 
testinin özellikle survey çalışmaları ve çok sayıdaki serum örneklerinde SNT'ye 
alternatif olarak kullamlması hem ekonomik açıdan hemde zaman kazaıunak 
açısından yararlı olacaktır. 
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