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Özet : Bu çal›flmada, tavuklarda Newcastle hastal›¤› virusu antikorlar›n›n deneme hayvanlar› ve afl›l› sürülerde HI testi ve ELISA ile
saptanmas› ve test sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas› amaçland›. ELISA’da Newcastle hastal›¤› virusu LaSota suflundan metanol
presipitasyon yöntemi ile haz›rlanan antijen, peroksidaz enzimi ile iflaretli anti tavuk IgG konjugat› ve substrat olarak orto-
fenilendiamin kullan›ld›. Negatiflik efli¤i 490 nm dalga boyunda optik dansite (OD) 0.19 olarak belirlendi. Deneme grubundaki 50
hayvan›n yan›s›ra 21 iflletmeye ait broyler, yumurtac› ve dam›zl›k sürülerden temin edilen toplam 504 tavuk serumunun tümü HI
testi ve ELISA ile de¤erlendirildi. ‹statistiksel olarak (p<0.001), deneme ve test gruplar›n›n HI testi ve  ELISA sonuçlar› aras›nda
pozitif korelasyon saptand› (s›ras›yla, r=0.97 ve 0.87) ve t-testinde önemli fark bulundu.  Pozitifleri saptamada 504 serumdan 1’i
(%0.2)  hariç uygunluk görüldü.

Anahtar Sözcükler: Newcastle, ELISA, HI, tavuk 

The Diagnosis of Antibodies Against Newcastle Disease Virus by  HI and ELISA
Tests in Vaccinated Chickens

Abstract : The aim of this study was to determine serum antibody levels against the Newcastle disease virus in vaccinated chicken
flocks in addition to experimental animals by hemagglutination inhibition (HI) test and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
and compare the results. Methanol-precipitated antigen prepared from the LaSota strain of Newcastle disease virus was used with
peroxidase-labelled rabbit anti-chicken IgG as a conjugate and ortho-phenylenediamine as a substrate in ELISA. The negative
threshold was found to be an optical density of 0.19 (OD) at a 490-nm wavelength. In addition to the 50 experimental animals, a
total of 504 chicken sera (broiler, layer and breeder flocks)  collected from 21 farms  were tested (both HI and ELISA). The results
of HI and ELISA were found to be positively correlated, and the t-test was significant in both experimental  and test groups (r=0.97
and 0.87 respectively) upon stastical evaluation (p<0.001). All the 504 sera except  1 (0.2 %) demonstrated suitable positivity.  
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Girifl

Newcastle hastal›¤› kanatl›lar›n solunum, sindirim ve
sinir sistemlerinde bozukluklarla seyreden, çok bulafl›c› ve
öldürücü viral bir hastal›¤›d›r (1,2). Günümüzde de
kanatl› hayvan yetifltiricili¤i yap›lan birçok ülkede ciddi
kay›plara neden olmaktad›r (3,4). ‹nfeksiyonun tan›s›nda
serolojik testler (HI, ELISA, virus nötralizasyon, agar jel
presipitasyon-AGP, fluoresans antikor tekni¤i-FAT,
immunperoksidaz), ve virus izolasyonu oldukça önem

tafl›maktad›r. Bu testlerden HI testi gerek infeksiyon ve
gerekse hayvanlarda afl›lama sonucu oluflan antikor
titresini belirlemek amac›yla laboratuvarlarda uzun
zamand›r yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. (2,5, 6, 7).
Ancak, son y›llarda ELISA, Newcastle hastal›¤›n›n da dahil
oldu¤u ekonomik aç›dan önemli kanatl› hayvan
hastal›klar›n›n tan›s›nda standart bir teknik olarak
kullan›lmaya bafllam›flt›r (7,8,9). Ayn› anda pek çok
materyali semi otomatik bir sistemle de¤erlendirebilmesi,
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özellikle saha tarama çal›flmalar›nda ve sürülerin ba¤›fl›kl›k
durumlar›n›n belirlenmesinde tercih nedenlerinden biri
olmufltur (10).Gerek ticari kit olarak gerekse standart
yöntemlerle uygulanan bu tekni¤in birçok araflt›r›c›
taraf›ndan duyarl› ve spesifik oldu¤u bildirilmifltir
(8,11,12,13). Bu testlerde antijen genellikle virusla
infekte edilmifl embriyolu tavuk yumurtalar›n›n
korioallantoik s›v›s›ndan elde edilmifltir. Virus de¤iflik
kimyasal maddelerle yüksek devirde santrifüj ifllemi
(sukroz veya sodyum tartarat gradient) veya
presipitasyon (metanol) yöntemleri ile konsantre
edildikten sonra ELISA antijeni olarak kullan›lm›flt›r
(11,12,14,15).

Bu çal›flmada, tavuklarda Newcastle hastal›¤› virusu
antikorlar›n›n deneme hayvanlar› ve afl›l› sürülerde HI
testi ve ELISA ile saptanmas› ve test sonuçlar›n›n
karfl›laflt›r›lmas› amaçland›

Materyal ve Metod

Deneme hayvanlar› : Çal›flmada kullan›lan 100 adet
kahverengi yumurtac› günlük civciv özel bir yetifltirmeden
sa¤land›. Klinik olarak sa¤l›kl› ve uniform hayvanlar
seçilerek 24 hafta süre ile denemeye al›nd›.

Kontrol serumlar› : Pozitif kontrol serumu elde etmek
amac›yla Snyder ve ark’n›n (16) bildirdi¤i yönteme göre
hiperimmunizasyon yap›ld›. Bunun için afl›s›z, klinik olarak
sa¤l›kl›, 13 haftal›k 4 adet beyaz leghorn tavuk kullan›ld›.
Negatif kontrol serumlar› Tar›m ve Köyiflleri Bakanl›¤›
Manisa Tavuk Hastal›klar› Araflt›rma ve Afl› Üretim
Enstitüsü Specific Pathogen Free (SPF) tavuk ünitesinden
sa¤land›.

Test serumlar› : Çal›flmada Ankara ve çevresindeki 21
tavukçuluk iflletmesinden al›nan de¤iflik yaflta broiler
dam›zl›k, broiler ve yumurtac› (kahverengi ve beyaz)
tavuklara ait 504 kan serum örne¤i kullan›ld›. Veteriner
Hekim denetimindeki, afl› ve infeksiyon bilgilerinin
al›nabilece¤i iflletmelerden yararlan›ld›.

Virusun üretilmesi : ELISA, HA ve HI testlerinde Tar›m
ve Köyiflleri Bakanl›¤› Manisa Tavuk Hastal›klar› Araflt›rma
ve Afl› Üretim Enstitüsünden sa¤lanan standart canl›
Newcastle hastal›¤› virusu LaSota suflu kullan›ld›. Virus,
Miers ve ark.’n›n (15) bildirdikleri yönteme göre
yumurtada üretildi. Viruslu korioallantoik s›v›n›n 1/3’lük
bölümü HA ve HI testlerinde kullan›lmak üzere 1 ml’lik
k›s›mlara bölünerek -20°C de muhafaza edilirken geri
kalan bölümü ELISA antijenin haz›rlanmas›nda kullan›ld›.

ELISA antijeni: Miers ve ark’n›n (15) bildirdikleri
yönteme göre haz›rland›. Korioallantoik s›v›da üretilen
virus +4°C de sakland›. So¤uk absolut metanol 5 dakika
aralarla her seferinde %1-2 (hacim/hacim) oran›nda,
%25’lik bir hacime ulaflana kadar viruslu s›v›ya ilave
edildi. Bu s›v› 4°C’de 3 saat tutulduktan sonra
0°C’de15.000 x g’de 30 dakika santrifüj edildi.
Süpernatant uzaklaflt›r›ld›ktan sonra presipitat 0.1 M
Fosfat Buffer’da (pH. 7.2) 1/10 oran›nda suland›r›ld› ve
süspansiyon +4°C’de bir gece tutularak 750 x g’de 20
dakika santrifüj edildi. Süpernatant +4°C’de ELISA
antijeni olarak sakland›. Antijenin protein içeri¤i biüret
yöntemi ile belirlendi (17).

Afl›lama : Deneme hayvanlar› 50’lik iki gruba ayr›ld›;
gruplardan biri afl› ve di¤eri kontrol olarak
de¤erlendirildi. Testler için afl›lama yap›lmadan önce ve ilk
afl› yap›ld›ktan sonra gruplardaki 25 hayvandan tesadüfi
örnekleme ile her hafta dönüflümlü olarak kan al›nd›.
Kontrol grubuna afl› yap›lmad›. Afl› grubuna Manisa Tavuk
Hastal›klar› Araflt›rma ve Afl› Üretim Enstitüsünden
sa¤lanan afl›lar 7. gün (Hitchner B1-Burun+Göz), 21. gün
(LaSota-içme suyu), 52. gün (LaSota-içme suyu) ve 18.
haftada (‹naktif LaSota-kas içi) uyguland›. Hayvanlardan
al›nan kanlardan serumlar› ç›kar›ld› +4°C’de sakland›,
ertesi gün ayn› anda ELISA ve HI testleri yap›ld›.

HI testi : Bu testler Allan ve Gough (18) ve Arda’n›n
(19), bildirdi¤i yöntemlere göre U tabanl› polystrene
pilaklarda yap›ld›. HI titresi Log2 taban›na göre
de¤erlendirildi. Her pilak için pozitif ve negatif kontroller
kullan›ld›.

ELISA : Test Adair ve ark’n›n (11) yöntemine göre
yap›ld› ve öncelikle konjugat, kontrol serumlar› ve
antijenin optimal dilusyonlar› saptand›. Düz tabanl›
polystyrene ELISA pilaklar›na (Greiner) 0.5 M karbonat
buffer’da (pH 9.6) suland›r›lan antijenden (170µg/ml) her
kuyuya 50 µl konularak kapland›, +4°C’de bir gece
bekletildikten sonra y›kama ve suland›rma solusyonu
PBS+Tween (PBS, pH: 7.4, %0.05 Tween 20) ile
y›kand›. Spesifik olmayan ba¤lanmalar› engellemek için
her göze 50 µl PBS’de (pH: 7.4) 1/10 suland›r›lm›fl bovine
serum albumini 30 dakika uyguland›. Y›kama iflleminden
sonra, serum suland›rmalar› 1/2 den bafllayarak iki katl›
yap›ld›, kuyulara 50 µl damlat›ld›. ELISA pilaklar› 37°C’de
1 saat inkube edildi ve tekrar y›kand›. 50 µl konjugat
(peroksidaz iflaretli tavflan anti-tavuk IgG) ilave edildi ve
37°C’de 1 saat bekletildi. Y›kama ifllemi tekrarland› ve
ELISA pilaklar› kurutuldu. Her kuyuya 100 µl substrat
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[(40 mg ortho-phenylenediamine+100 ml fosfat-sitrat
buffer, pH:5.0)+(40 µl %30 H2O2)] konuldu. ELISA
pilaklar› 37°C’de 10 dakika inkübe edildikten sonra
reaksiyon her kuyuya 50 µl H2SO4 (2.5 M) damlat›larak
durduruldu. Sonuçlar mikro ELISA okuyucusunda
(Metertech Σ960) OD (optik dansite) 490 nm’de
okunarak kaydedildi. ELISA’da pozitif ve negatif
kontroller kullan›ld›. Negatiflik efli¤inin belirlenmesi için
SPF tavuklara ait 30 serumun iki katl› suland›rmalar› 3
kez ELISA ile saptand›. Al›nan absorbans de¤er
ortalamalar› düzenlenerek (en düflük suland›rmadaki
absorbans ortalamas›) negatiflik efli¤i belirlendi.Testlerde
bu de¤erin üzerindekiler pozitif kabul edildi.

Bulgular, SPSS for MS WINDOWS Release 5.0
bilgisayar program› ile istatistiki olarak de¤erlendirildi.
ELISA ve HI serum titre (log2) ortalamalar› aras›ndaki
fark (T- Testi) ve korelasyon saptand›.

Bulgular

HI testi: Kontrol grubundaki hayvanlarda 3. haftadan
bafllayarak HI titrelerinde düflme saptand›. Deneme ve
test grubuna ait tavuklarda ELISA ve HI testi sonuçlar› ile
birlikte fiekil 1 ve 2 de verilmifltir.

ELISA: Testte antijenin 1/200 ve konjugat›n 1/15.000
suland›rmalarda kullan›lmas›n›n uygun oldu¤u saptand›.
Negatiflik efli¤i (OD) 0.19 olarak belirlendi. Kontrol
grubundaki hayvanlarda 4. haftadan sonra ELISA
titrelerinin negatiflik efli¤inin alt›na düfltü¤ü saptand›.

Deneme grubundaki hayvanlar›n afl›lanmadan önce ve
afl›land›ktan sonra belirli aral›klarla al›nan kan
serumlar›n›n ELISA sonuçlar› fiekil 1’de görülmektedir.
Kan serumlar›n›n ELISA ve HI titre sonuçlar› istatistiksel
olarak karfl›laflt›r›ld›¤›nda (P<0.001) ortalamalar aras›
fark önemli ve korelasyon pozitif (0.97) bulundu . Test

fiekil 2. Test grubunda ELISA ile incelenen
504 serumun OD (optik dansite) ve
HI da¤›l›m›.
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grubunda, ELISA ve HI ile incelenen 504 serumun 21
iflletmeye ait ELISA negatiflik efli¤i (0.19) ve HI ba¤›fl›kl›k
kriterine (log2’e göre 7) göre yap›lan de¤erlen-
dirilmesinde, ELISA negatif HI≤7:1 serum (%0.2), ELISA
pozitif HI≤7:116 serum (%23), ELISA pozitif HI≤7:387
serum (%76.8) ve ELISA negatif HI≤7:0 serum (% 0)
saptand› (fiekil- 2). ‹statistiksel de¤erlendirmede ELISA ve
HI sonuçlar› aras›ndaki fark herbir iflletme için istatistiki
aç›dan (P<0.001) önemli bulundu. Ayr›ca, iflletme baz›nda
oranlar› de¤iflmek üzere, P<0.001 düzeyinde, tüm
sonuçlar aras›nda pozitif korelasyon (0.87) belirlendi.

Tart›flma ve Sonuç

Tavuklarda Newcastle hastal›¤›n›n serolojik tan›s›nda,
hemaglutinasyon inhibisyon testi uzun y›llardan beri
kullan›lmaktad›r. Ancak, birçok hastal›¤›n›n serolojik
tan›s›nda oldu¤u gibi Newcastle hastal›¤›n›n tavuklarda
serolojik tan›s› için saha çal›flmalar›na uygun ve spesifik
bir test olan ELISA’dan yararlan›lmaktad›r (9, 12, 17). Bu
çal›flmada antijen ve substrat kendi laboratuvar
olanaklar›m›z ile haz›rland› ve konjugat olarak di¤er
araflt›r›c›lar gibi ticari peroksidaz ile iflaretli anti tavuk IgG
den yararlan›ld›. ELISA antijeninin metanol presipitasyon
yöntemi ile elde edilmesi ve standardizasyonu Miers ve
ark’n›n (15) bildirdi¤i gibi pratik ve ucuz olarak
de¤erlendirildi.

Deneysel ve saha çal›flmalar›nda, tavuk kan
serumlar›nda ELISA ve HI test sonuçlar› aras›ndaki
farkl›l›k ve korelasyon birçok araflt›r›c› taraf›ndan
incelenmifltir. Snyder ve ark (16) tek serum suland›rmas›
ile yapt›klar› çal›flmada Newcastle antikorlar›n› saptamada
iki test aras›nda (p<0.001) korelasyon (r=0.965)
bulundu¤unu ve ELISA’n›n HI’ya göre çok daha düflük
antikor düzeylerini saptayabildi¤ini belirtmifllerdir.
Marquardt ve ark (12) Newcastle virusu ile intranazal
(‹N), intraokuler (‹O) ve intratraheal (‹T) yolla infekte
edilen tavuklarda ELISA ve HI testleri ile primer immun
yan›t› de¤erlendirmifllerdir. Testlerde ölçülen antikor
titreleri parelellik göstermifl, virusun dozu ve verilifl
yolunun ELISA ve HI titreleri aras›ndaki relatif
korelasyonu etkiledi¤i saptanm›flt›r. ‹N ve ‹O inokule
edilen grupta ELISA ve HI aras›nda yüksek bir korelasyon
(r=0.94) saptan›rken ‹T grubunda bu oran daha az
bulunmufltur. Araflt›r›c›lar bu sonucu primer ve sekunder
yan›tta meydana gelen antikor s›n›flar›n›n farkl›l›¤›na,
dolay›s›yla HI ve ELISA’n›n antikor s›n›flar›n› saptamadaki

duyarl›l›klar›na ba¤lam›fllard›r. Adair ve ark (11)
tavuklarda HI testi pozitif olan tüm serumlar›n ELISA ile
pozitif bulundu¤unu, ELISA ile canl› ve inaktif afl›l›
gruplar›n herbirinde hayvanlar›n immun statüsünün daha
iyi belirledi¤ini bildirmifllerdir. ‹ki broiler ve 1 ticari
yumurtac› tavuk çiftli¤inden al›nan serumlar›n ELISA ve
HI ile de¤erlendirilmesinde 47 serumun tümü ELISA’da,
45’i HI de pozitif bulunmufl ve testler aras›nda korelasyon
(r=0.57) saptanm›flt›r. Brown ve ark (8) afl›l› 1-18
haftal›k 364 tavuk serumunu ticari ELISA kiti ve standart
HI testi ile de¤erlendirdiklerinde testler aras›nda güçlü bir
korelasyon (r=0.97) belirlemifllerdir. Miers ve ark (15) 6
farkl› zamanda düzenli olarak yafllar› 9.5-38 hafta
aras›nda de¤iflen 550 tavuktan toplad›klar› kan
serumlar›n› HI ve antijenini metanol presipitasyon tekni¤i
ile haz›rlad›klar› ELISA ile de¤erlendirmifllerdir.
Araflt›rman›n sonunda ELISA n›n HI ‘ya göre çok duyarl›
bir test oldu¤unu ve iki test aras›nda bir korelasyon
bulundu¤unu saptam›fllard›r. Rossigneux ve ark (13) bat›
Fransa’da 5 broiler, 3 ticari yumurtac› ve 5 hindi
yetifltirmesinde Newcastle hastal›¤› antikorlar›n› ELISA kiti
ve HI ile incelemifller ve iki ünitedeki çok düflük titreler
d›fl›nda ELISA ve HI aras›nda güçlü bir korelasyon (r=0.97
ve r=0.73) belirlemifllerdir. ELISA’da negatif titre
gösteren iki serum HI testinde 1/40 ve 1/80 olarak
saptanm›flt›r. Bu sonuçlar ELISA’n›n sensitivitesinin
düflüklü¤ünden çok HI testinin spesifitesinin düflüklü¤üne
ba¤lanm›flt›r.

Bu çal›flmada deneme grubunda, ELISA ve HI testi
aras›nda bulunan sonuçlar di¤er araflt›r›c›lar›n bildirdi¤i
sonuçlarla benzerdir. ELISA ve HI titre de¤erleri
aras›ndaki fark istatistiksel de¤erlendirmede önemli
bulunmufl olsa da, testlerin sensitivite fark› bunun nedeni
olabilir. Nitekim, sonuçlar aras›nda güçlü korelasyon
saptanm›fl olmas› bu de¤erlendirmeyi desteklemektedir.
Test grubundaki, iflletmelere ait saha serumlar›n›n HI testi
ve ELISA ile de¤erlendirildi¤inde pozitifleri belirlemede 1
serum (%0.2) d›fl›nda ELISA’n›n HI testi ile paralellik
göstermesi di¤er araflt›r›c›lar›n elde ettikleri bulgulara
benzemektedir. HI testi ve ELISA sonuçlar› aras›ndaki
fark T testinde herbir iflletme için önemli bulunmufltur.
Ayr›ca, iflletme baz›nda oranlar› de¤iflmek üzere tüm
sonuçlar aras›nda pozitif korelasyon (0.87) belirlenmifltir.
Saha çal›flmalar›nda, iflletme baz›ndaki farkl›l›klar›n nedeni
her iki testin çal›flma prensibi (farkl› immunglobulin türü
spesifiteleri) ve hayvanlar›n o andaki immun durumuna
ba¤l› olabilece¤i gibi Marquardt ve ark’›n (12).bildirdi¤i
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Kaynaklar

gibi antijenin dozu ve verilifl yolunun ELISA ve HI titreleri
aras›ndaki relatif korelasyonu etkilemesinden
kaynaklanabilir.

Sonuç olarak, afl›l› tavuklarda Newcastle hastal›¤›
virusu antikorlar›n›n saptanmas›nda ELISA’n›n HI testi

kadar etkili ve duyarl› oldu¤u görüldü. ‹ki test aras›ndaki
yüksek korelasyon ve pozitifleri saptamadaki uygunluk
ELISA ve HI testlerinin saha serumlar›n›n
de¤erlendirilmesinde birlikte kullan›labilece¤ini ortaya
ç›karm›flt›r.


