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Oz: VHS, enfekte balik dokusundaki viriisiin, duyarli doku kiiltiirlerinde izolasyonundan sonra ELISA, viriis nétralizasyon, immunofloresans, immuno-
peroksidaz ve komplement fiksasyon gibi serolojik testlerle teshis edilmektedir. ELISA, tekrarlanabilir olmasi, kullanimimin basit olmasi, ¢abuk yapilabilmesi ve
ucuz olmasiyla diger serolojik testlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada VHS antijenini tespit edebilecek tavsandan elde edilen sadece bir antikor kullanildi. Bu antikor biotin ile isaretlenerek testte konjugat
olarak kullamildi. Uretilen antikorun (anti-VHSV F1 y-globulin fraksivonu) protein konsantrasyonu 28 mg/ml olarak él¢iildii. Mikroplak kuyucuklart 10
mikrogram/mililitre (ug/ml) anti-VHSYV y-globulin fraksiyonu ile kapland. Daha sonra siipheli érnek ilave edildi. Ornekteki VHSV biotinlenmis anti-VHSV y-
globulin fraksiyonuna baglandi. Bu agsamadan sonra ilave edilen horse radish peroksidase (HRP) enzimi ile isaretli avidin, konjugattaki biotin ile baglandi. Son
olarak tetramethylbenzidine substrat (TMB) eklenmesiyle renk sekillendi ve ELISA okuyucuda 450 nonometrede (nm) okutturuldu. Bu ¢alismada gelistirilen ELISA
yontemi ile bilinen tiim VHSV alttipleri (07.71, HE, 23.75) tespit edilebilmektedir. Yine bu yontem VHSV'ye oldukca spesifiktir ve Infeksiyoz Hematopoetik
Nekrozis Viriisu (IHNV), Pike Fry rhabdovirus (PFR), Perch rhabdovirus (PR) ve bilinen tiim Infeksiyéz Pankreatik Nekrozis Viriisu (IPNV) serotipleriyle ¢apraz
reaksiyon vermemektedir. Sonu¢ olarak gelistirilen bu ELISA yontemi 80 nanogram (ng) viriis proteinini ve DKIDsy degeri 10*7/0,1 ml olan viriisii tespit
edebilmektedir.

Anahtar sozciikler: ELISA, biotin-avidin, alabalik, VHSV.

U By makale sorumlu yazarin doktora tezinden hazirlanmistr.

The Development of Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Method for Diagnosis of Viral Hemorrhagic
Septicemia (VHS) Disease in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum)

Abstract: VHS can be diagnosed by the isolation of virus from infected fish in an appropriate cell line then identified by different serological
techniques such as ELISA, virus neutralization, immunofluorescence, immunoperoxidase and complement fixation tests. ELISA is over to the other serological
tests by the repeatability, simplicity, rapidity and cheapness.

In this research only one antibody which raised in rabbit was used for the detection of VHSV antigen. Furthermore, this antibody was labeled with
biotin and used as test conjugate. Estimated protein concentration of produced antibody (anti-VHSV F1 y-globulin fraction) was 28 mg/ml. The microwells were
coated with 10 ug/ml anti-VHSV y-globulin fraction. Then the suspected samples were reacted. If the samples were containing virus, biotinylated anti VHSV y-
globulin fraction binds to the antigen and biotinylated y-globulin fraction react with HRP labeled avidin. The colour is developed and read by a reader fallowing
addition of TMB substrate. In the research, developed ELISA was detecting all known VHSV Subtypes (strain F1, HE, 23.75). Also this developed ELISA was
highly specifique to VHSV and was not giving the cross reaction with other fish viruses such as IHNV, PFR, PR and all known IPN serotypes. As a result,

sensitivity of that ELISA method is 10*7°/0,1 ml DKIDsy and method can detect 80 ng virus protein.

Keywords: ELISA, biotin-avidin, Oncorhynchus mykiss, VHSV.

U This article was prepared from the responsible author's doctoral thesis.

GIRiS

Viral hemorajik septisemi hastaligi (VHS), basta alabaliklar
olmak {iizere tiim salmonid baliklarda ve deniz baliklarinda katostrofik
kayiplara yol agan viral bir hastaliktir. VHS ilk defa Schéperclaus, (1938)
tarafindan tanimlanmis olmakla beraber ilk izolasyon 1963 yilinda
Danimarka’da Jensen tarafindan gerceklestirilmistir (Jensen, 1965). Bundan
sonra hastalik Avrupa, Amerika ve Asya kitalarinda yer alan birgok iilkede
bildirilmistir. Ulkemizde ise hastalik etkeni ilk olarak 2006 yilinda
Trabzon’da kiiltiiri yapilan kalkan baliklarindan izole edilmistir (Kalayci et
al., 2006; Nishizawa et al., 2006).

Avrupa’da 1991 yili i¢in VHS kaynakli maddi zararin £40
milyon oldugunu bildirmistir (Skall et al., 2005). Oliim oran1 su sicakhigina,
balik biiyiikligiine ve tiiriine gore degismekle beraber % 80’lere ulasirken,
morbidite % 100’lere ulasabilmektedir (Olesen, 1998).

VHS, iilkemiz Hayvan Sagligi ve Zabitas1 Kanunu’nca, Avrupa
Toplulugu ilgili konsey direktiflerince ve Diinya Hayvan Sagligi
Orgiitii'nce (OIE) ihbari ve itlafi zorunlu hastaliklar listesinde yer
almaktadir (Anonim, 2006; Anonim, 2007; Anonim, 2010). Enfeksiyonu
atlatan baliklar 6miir boyu tasiyici olarak kalabilmektedir (Enzmann and
Konrad, 1985) ve tastyici ya da hasta baliklar genital sivilari, yumurtalari,
digkilar1 yoluyla etkeni bulunduklari ortama yayabilmektedirler (Vestergard

Jorgensen, 1970; Wolf, 1988). Bu nedenle hastaligin erken teshisi,
onlemlerin erken alinarak baska isletmelere bulagmasinin 6nlenmesi
bakimindan 6nemlidir.

Olesen et al., (1993) poliklonal ve monoklonal antikorlarin
kullanildig1 nétralizasyon testiyle etkenin tek serotipinin oldugunu ve
bunun da 3 subtipinin (Subtip I: F1 ve Hededam. Subtip II: 23/75, DK-5131
ve DK-5276. Subtip III: DK-5151 ve DK-5422) bulundugunu
bildirmislerdir. VHS nin tanisinda, siipheli dokuda antijenin veya serumda
spesifik antikorun arandig serolojik yontemler ve siipheli dokuda virlise
spesifik RNA’larin arandig1 molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Kesin
teshis i¢in virlisiin izolasyonundan sonra serolojik veya molekiiler olarak
tanimlanmasi gereklidir. Virlisiin teshisinde notralizasyon testi altin standart
olarak {istiinliigiinii korumakla beraber bunun i¢in gerekli hiicre kiiltiirii
pahali, zaman alic1 ve genig laboratuvar imkanlar1 gerektirmektedir (Way
and Dixon, 1988). Enfeksiyonun bir an once kontrol altina almmasi igin
etkenin hizh bir sekilde tespit edilmesine olanak saglayan tarama testlerine
gereksinim vardir. Bu amagla hastalik belirtisi gosteren baliklarm beyin,
bobrek, dalak ve karaciger dokularindan hazirlanan homojenizatta, OIE
tarafindan da kabul edilen yontemler arasinda yer alan ELISA ile antijen
taramasi yapilmasi 6nem arz etmektedir.

ELISA testinin ana mantig1 antijen ile antikorun birlesmesi ve
bu birlesmenin goriiniir hale getirilmesidir (Onalan ve ark., 2016). Bu testin
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basamaklarinda kullanilan antijen, antikor ve diger bilesenler degistirilerek
yeni metotlar gelistirilebilmektedir.

Bu ¢alismada, VHSV’nin teshisinde kullanilabilecek sadece bir
antikorun kullanildig1 biotin-avidin sandvi¢ ELISA yontemi gelistirilmesi
ve gelistirilecek bu test yontemiyle hastalik etkeninin daha hizli ve ucuz bir
sekilde teshis edilebilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Caligma ELISA testinin gelistirilmesinde kullanilacak antijen ve
antikorlarin hazirlanmasi ve ELISA testi basamaklarindan olugmaktadir.
Buna gore once ELISA’da kullanilacak hiicre kiiltiirleri, viriisler, antikor ve
konjugatlar agagida belirtilen islemler dahilinde hazirlandi.

Viriis ve hiicre kiiltiirii: Calismada kullanilan saha izolati
VHSV F1 ve IPNV Taba izolatlar1 Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Balik Hastaliklart Laboratuvari’ndan (Tirkiye), diger viruslar ve hiicre
hatlar1 Avrupa Toplulugu Balik Hastaliklar1 Referans Laboratuvari’ndan
(Danimarka) Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisti (Tiirkiye)
araciligi ile temin edildi.

Referans sus VHSV F1 ve saflastiilmis hali, antikorlarin elde
edilmesi ve ELISA testinin ¢esitli agamalarinda kullanildi. VHSV-I (strain
07.71), VHSV-II (strain HE), VHSV-III (strain 23.75), PFR, PR, THNV,
IPNV (Ab, Sp, VR299 serotipleri) saha izolati1 VHSV F1 ve IPNV Taba
izolatlar1 ELISA testinin 6zgiinliigiiniin belirlenmesinde kullanildr.

Hiicrelerin iiretilmesinde % 10 Fetal Bovine Serum (Biochrom
AG, S0113), % 1 oraninda HEPES Buffer 1 M (Biological Industries, Cat.
03-025-1B), % 1 oraninda Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B
Solution (Biological Industries, Cat. 03-033-1B) ilave edilmis olan Eagle’s
—Minimal Essential Medium (EARLE modifikasyonu 1x, Biochrom AG,
FG 0325) hiicre kiiltiirli vasat1 kullanild1. Arastirmada kullanilan THNV ve
PFR viruslari, epithelioma papulosum cyprini hiicre kiiltiiriinde (EPC),
diger viriislar ise bluegill fry hiicre kiiltiiriinde (BF-2) 15°C’de firetildi.

Viriisiin saflagtirilmas: ultra santrifiigasyon yontemi (Way and
Dixon, 1988) ile yapildi. Antikor elde etmek i¢in kullanilan antijenin,
protein miktar tayini Lowry yontemine (Hudson and Hay, 1991) goére ve
titrasyonu 96 gozlii hiicre kiiltiirti mikroplaklarinda (Costar, Sigma-Aldrich)
BF-2 hiicre kiiltiirinde gerceklestirildi. Titrasyonda DKIDs, degerleri
Spaerman ve Kaerber metodu kullanilarak hesapland: (Beard, 1989).
Arastirmada kontrol test olarak ticari VHS Ag ELISA kiti (Test-line, Cek
Cumbhuriyeti) kullanild.

Anti-VHSV F1 y-globulin fraksiyonu elde edilmesi ve
biotinlenmesi: Anti-VHSV F1 serumu Ege Universitesi deney hayvanlar
iinitesinden temin edilen 2 kg canli agirlikta 2 adet Yeni Zellanda tavsanina
saflagtirilmis antijen verilerek elde edildi. Immunizasyon islemi Anderson
and Dixon (1989), bildirdigi immunizasyon protokoliine gore
gergeklestirildi. Elde edilen VHSV F1 serumundan y-globulin fraksiyonu
saflastirilmasi i¢cin Adams (1992), tarafindan bildirilen metotla sodyum
stlfat ile ¢oktiiriilerek gergeklestirildi. Konjugat olarak biotinlenmis tavsan
anti VHSV F1 y-globulin kullanildi. Antikorun biotinilasyonu, Gueston et
al., (1979)’un bildirdigi metoda gore gerceklestirildi.

ELISA: Bu arastirmada tek antikorun kullanildig1 biotinavidin
sandvi¢ antijen ELISA metodu ile gelistirildi. Reaktiflerin optimum
miktarlar1 6n denemelerle degisik konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlendi.
Gelistirilen ELISA testinin genel uygulama sekli asagidaki gibidir: 96 gozli
diiz tabanli plaklar (Greiner bio-one, Germany) pH 9,6 karbonat bikarbonat
buffer ile sulandirilmis tavsan anti-VHSV F1 y-globulin fraksiyonu (10
pg/ml) ile her bir goze 100 pl konularak kaplandi. Kaplama isleminden
sonra mikroplak kuyucuklar1 2 kez 2 dakika siireyle phosphate buffered
saline (PBS, pH: 7,4) eklenerek yikandi ve bloklama islemine gegildi.
Bunun i¢in kuyucuklara karbonat-bikarbonat buffer pH 9,6 ‘da hazirlanmis
% 1,5 bovine serum albumin (BSA, Biochrom AG, S 0113) 200 ul
eklenilip, 37°C’ye ayarlanmig su banyosunda 1 saat bekletildi. Siire
sonunda 3 kez 2 dakika siireyle PBS (pH 7,4) eklenerek yikandi. Antijen
ilavesi basamagma ge¢ildi. Bu basamakta 1/10 oraninda PBST (% 0.05
tween 20 ilave edilmis PBS) ile sulandirilmis 100 pl siipheli materyal ilave
edildi. Mikroplak 23°C” de 1 saat nemlendirilmis kapali bir kap i¢inde
bekletildi. Bekleme bitiminde 3 kez 2 dakika siireyle PBST ile yikama
islemi gergeklestirildi. Daha sonra konjugat ile inkubasyona tabi tutuldu.
Konjugat olarak Gueston et al., (1979) bildirdigi metoda goére biotinle
isaretlenmis anti-VHSV F1 y-globulin fraksiyonu kullanildi. Konjugat
1/100 oraninda % 1 BSA igeren PBST ile sulandirildiktan sonra gozlere
100’er pl ilave edilerek kullanildi. Mikroplak 23°C” de 1 saat inkube edildi.
Inkubasyon sonrast 4 kez 2 dakika siireyle PBST ile yikandi. Daha sonra
her bir goéze 1/4000 PBST + % 1 BSA ile sulandirilmig peroxidase
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enzimiyle isaretlenmis Avidin (extrAvidin peroxidase, Sigma) 100’er ul
ilave edilerek 1 saat inkube edildi ve siire sonunda 5 kez 2 dakika PBST ile
yikandi. Antijen antikor birlesmesinin goriiniir hale gelebilmesi i¢in tek
bilesenli kullanima hazir TMB substrat (Sigma, Cat. T4444) ilave edildi.
Inkubasyon oda sicakliginda yapildi. Renklenmenin olusmasi igin en gok
10 dakika beklendi. Rengin olusumu kuyucuklara 50 pl % 10 H,SO,
eklenerek durduruldu ve olusan renk optik dansite (OD) 450 nm’de ELISA
optik okuyucuda (Molecular Devices VERSAmax® microplate reader,
USA) okunarak degerlendirildi.

Testin ézgiinliigiiniin belirlenmesi: Ozgiinliik testi, gelistirilen
testin hedef antijenin disinda baska antijenlere de duyarli olup olmadigmmn
belirlenmesini hedefler. Hedef antijenin disinda baska antijenlere duyarli
olmamasi beklenir. Aksi durumda testin 6zgiin olmadig1 kabul edilir. Testin
Ozglnliigiiniin  belirlenmesi i¢in antijen ekleme basamaginda siipheli
materyal olarak, VHSV-F1 (referans sus ve saha izolat1), VHSV-I, VHSV-
II, VHSV-III, IPNV Taba izolati, IPNV Ab, IPNV Sp, IPNV VR299
serotipleri ve rhabdo viriisler familyasindan PFR, PR, IHNV virisleri
eklendi. Yine antijen ekleme basamaginda doku kiiltiirii kaynakli capraz
reaksiyonlarin olup olmadigmi belirlemek i¢in de antijen yerine balik
virolojisi laboratuvarlarinda sik kullanilan enfekte olmamuis BF-2, EPC,
rainbow trout gonad hiicre kiiltiirleri (RTG-2) kullanildi. Testte negatif
kontrol antijeni olarak kuyucuklara PBST eklendi.

Testin duyarhiigi: Testinin duyarhilif, 6l¢iilebilen en az antijen
miktarinin tespit edilmesi amaciyla gerceklestirildi. Bu amagla gelistirilen
ELISA testi antijen ekleme basamaginda DKIDs, degerleri 10>7>/ 0,1 ml
olan VHSYV ile enfekte hiicre kiiltiirii (BF-2) siipernatanti1 (DKS VHSV)
1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/1000 oraninda sulandirildiktan sonra
ELISA testi tamamlandi. Ayni test protein miktar1 80 pg.ml' olan
saflagtirllmig ~ virtisin ~ 1/20,  1/50, 1/100, 1/250,1/500, 1/1000
sulandirmalarinin ~ kullanilmasiyla tekrarlandi. Boylelikle hem say1
yoniinden hemde antijenin protein miktart yoniinden testin duyarliliginin
belirlenmesi amaglandi.

Testin  degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz: ELISA
sonuglarin  degerlendirilmesinde sonuglarm Ag P/Ag N >2 ve
P>3xNSH+NO (Savigny and Voller, 1980; Nicholsan and Caswell, 1982;
Medina et al., 1992) formulasyonlarina uygun olmasi esas alindi.

Ag P: Antijen pozitif kuyucuk ODasonm degeri

Ag N: Antijen negatif kuyucuk ODysonm degeri

P: Pozitif olarak degerlendirilen kuyucuklardaki ODgspnm degeri

NSH: Negatif kuyucuklarda okunan ODgspnm degerlerinin
ortalamalarinin standart hatalari

NO: Negatiflerin ODssonm degerleri ortalamasi

Caligmada pozitif oldugu degerlendirilen kuyucuklarda okunan
OD degerleri ile negatif oldugu degerlendirilen kuyucuklarda okunan OD
degerleri arasinda farkin istatistiksel yonden 6nemli olup olmadigi “Iki
Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik Testi” (Mann-Whitney U Testi) ile
belirlendi (Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu, 1997).

BULGULAR

Gelistirilen ELISA testinde kullanilmak iizere hazirlanan
saflagtirilmig  viriis, antikor ve konjugat, testin duyarliliginin ve
Ozglinliigiiniin yliksek olmasini sagladi. Elde edilen bu bulgular reaktiflerin
basaril bir sekilde tiretildigini gostermektedir.

Ultra santrifiigasyon yontemiyle yapilan saflastirma isleminde 3
bant sekillendi (Sekil 1) ve bu bantlar birlestirilip kullanildi. Birlestirilen
bantlardan elde edilen {iriinin protein miktar1 80 pg/ml olarak
hesaplanmustir.  Saflagtirilmis  virtisler (80 pg/ml) immunize edilen
tavsanlardan elde edilen antikorlarda Anti-VHSV F1 y-globulin fraksiyonu
protein miktar1 ise 28 mg/ml olarak hesaplanmistir.

-+ 1. Virus Bandi

# 2. Virus Bandt

—» 3. Virus Band1
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Testin ozgiinliigii ile ilgili calisma bulgulari: Yapilan ¢alisma
sonucunda VHSV F1, saha izolatt VHSV, VHSV-I, VHSV-II, VHSV-
III’tin eklendigi kuyucuklarda gozle ayirt edilen bir renklenme sekillenmis
ve ELISA okuyucuda okunan ODuspnm degerleri Ag P/Ag N >2 ve yine
P>3xNSH+NO sartlarin1 sagladigi igin pozitif olarak degerlendirildi.
Bununla birlikte diger antijenlerin bulundugu gozler ise sayilan sartlart
saglamadigindan test negatif olarak degerlendirildi. Mann-Whitney U Testi
ile de pozitif sonug veren testlerde renklenmenin oldugu ve olmadig: gozler
arasinda istatistiki agidan farkin anlamli oldugu da belirlendi (p<0,001).
Boylece gelistirilen ELISA testinin VHSV antijenlerinin disindaki test
edilen antijenlere kars1 ¢apraz reaksiyon vermedigi ve sadece aranan etkene
dzgiin oldugu belirlendi. Ozgiinliik testi sonucunda ELISA okuyucuda
okunan ODssonm degerleri ve Ag P/Ag N oranlar Cizelge 1°da verildi.

Tablo 1. Ozgiinliik testi sonucunda ELISA okuyucuda elde edilen ODasonm
degerleri ve Ag P/Ag N oranlari.

Antijen Ag Porzitif Ag Negatif (PBST) Ag P/AgN
1/10 Sulandirma (AgP) (AgN) Oram
VHSV F1 0,687 0,077 8,922
Saha izolatt VHSV 0,651 0,077 8,454
VHSV -1 0,664 0,077 8,623
VHSV-II 0,648 0,077 8,415
VHSV-III 0,655 0,077 8,506
IPNV AB 0,079 0,077 1,025
IPNV Sp 0,078 0,077 1,012
IPNV Vr 299 0,082 0,077 1,064
IPNV Taba 0,081 0,077 1,051
THNV 0,082 0,077 1,064
PFR 0,092 0,077 1,194
PR 0,078 0,077 1,012
BF-2 0,098 0,077 1,272
EPC 0,085 0,077 1,103
RTG-2 0,083 0,077 1,077

Ag Porzitif: Antijen pozitif kuyucuk ODysonm degeri.
Ag Negatif: Antijen negatif kuyucuk ODasonm degeri.
PBST : % 0.05 Tween 20 ilave edilmis phosphate buffered saline, pH: 7,4.

Testin duyarhlig ile ilgili calisma bulgulari: Antijen ekleme
basamaginda DKIDs, degeri 10%7%/0,1ml olan DKS’deki VHSV F1’in1/2,
1/5 ve 1/10 sulandirmalarinin kullanildig: testte ELISA okuyucuda okunan
ODysonm degerleri Ag P/Ag N >2 ve yine P>3xNSH+NO sartlarini sagladigi
icin sonuglar pozitif olarak hesaplandi ve gozle kolayca ayirt edilebilir bir
renklenme gozlendi. Buna ragmen 1/50, 1/100 ve 1/1000 sulandirmalarda
sonuglar negatif olarak hesaplandi. Yine duyarliligi belirlenmesi igin
saflagtirilmig virtistin (80 pg/ml) kullanildifi caliymada ise 1/100 viriis
sulandirmasina kadar ELISA okuyucuda okunan ODyso.m degerleri Ag P/Ag
N >2 ve yine P>3xNSH+NO sartlarin1 sagladigi igin sonug pozitif olarak
belirlendi. Ayrica Mann-Whitney U Testi ile de pozitif sonug veren
testlerde renklenmenin oldugu ve olmadif1 gozler arasinda istatistiki agidan
farkin anlaml1 oldugu da belirlendi (p<0,001). Buna gore gelistirilen ELISA
testi 80 ng viriis proteinini ve DKIDs, degeri 10%°/0,1 ml olan viriisii tespit
edebilmektedir. DKS VHSV F1 ile yapilan duyarlilik testinde ELISA
okuyucuda elde edilen ODuso,m degerleri ve Ag P/Ag N oranlart Tablo 2’de
ve saflastirilmis viriis ile yapilan duyarlilik testinde ELISA okuyucuda elde
edilen ODysonm degerleri ve Ag P/Ag N oranlar1 Tablo 3’de bildirildi.

Tablo 2. DKS VHSV F1 ile yapilan duyarlilik testinde ELISA okuyucuda
elde edilen OD4sonm degerleri ve Ag P/Ag N oranlari.

VHSV F1 Ag Pozitif Ag Negatif (PBST) Ag P/AgN
Dilusyonlar1 (DKS) (AgP) (AgN) Oram
12 0,655 0,089 7,359

1/5 0,642 0,089 7,213

1/10 0,612 0,089 6,876

1/50 0,165 0,089 1,853
1/100 0,104 0,089 1,168
1/1000 0,097 0,089 1,089

Ag Porzitif: Antijen pozitif kuyucuk ODysonm degeri.
Ag Negatif: Antijen negatif kuyucuk ODasonm degeri.
PBST: % 0.05 Tween 20 ilave edilmis phosphate buffered saline, pH: 7,4.

Tablo 3: Saflastirilmis viriis ile yapilan duyarhlik testinde ELISA
okuyucuda elde edilen ODusonm degerleri ve Ag P/Ag N oranlari.
Saf VHSV (80 pg/ml)  Ag Pozitif Ag Negatif (PBST) Ag P/Ag N

Dilusyonlar: (AgP) (AgN) Oram
1/20 0,685 0,089 7,696
1/50 0,594 0,089 6,674
1/100 0,582 0,089 6,539
1/250 0,167 0,089 1,876
1/500 0,124 0,089 1,393
1/1000 0,099 0,089 1,112

Ag Pozitif: Antijen pozitif kuyucuk ODysgnm degeri.
Ag Negatif: Antijen negatif kuyucuk OD4sonm degeri.
PBST: % 0.05 Tween 20 ilave edilmis phosphate buffered saline, pH: 7,4.

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:2, No:1, (7-10) 2017

TARTISMA ve SONUC

Calismada iilkemizde laboratuvarlarda kullanilabilecek ithal
olmayan yerli, aranan antijene spesifik ve duyarh bir ELISA yontemi
gelistirildi. ELISA testinin maliyet getiren en énemli pargasi olan antikor ve
konjugat kendi laboratuvar imkanlarimizla ve yiiksek spesifite ve
Ozgiinlikte elde edildi. Buda teshis maliyetini diisiirmektedir.
Immunizasyon igin Way and Dixon (1988), 125-300 pg protein igeren
saflagtirilmig virlis kullanmig ve yine Harlow and Lane (1988), tavsan
immunizasyonu i¢in tavsiye edilen partikiiler antijenin 50 pg olmasmin
yeterli olabileceginden bahsetmistir. Bu ¢aligmada ise immunizasyon igin
80 pg saflastirllmig virlis proteini elde edildigi i¢in immunizasyon igin
yeterli bir antijen elde edildigi anlagildi. Immunizasyon sonras1 elde edilen
anti-VHSV F1 vy-globulin fraksiyonu protein miktarmm 28 mg/ml
bulunmasi ve bu antikorun aranan antijene 6zgiin ve de duyarli oldugunun
yapilan testlerle ortaya ¢ikmasi viriis saflastirilmasi ve antikor elde edilmesi
islemlerinin basarili oldugunu gostermektedir.

Konjugat olarak Mourton et al., (1990, 1992) HRP ile
isaretlenmis monoklonal anti VHSV antikoru kullanirken, Way and Dixon
(1988), alkalenfosfatazla isaretli y-globulin fraksiyonu, Olesen and
Vestergard-Jorgensen (1991), HRP ile isaretlenmis poliklonal anti-VHSV
antikoru kullanmuslardir. Bu ¢alismada ise konjugat olarak biotinle
isaretlenmis anti-VHSV y-globulin fraksiyonu kullanildi ve diger
caligmalardan farkli olarak isaretleyici olarak, enzimler yerine biotin
kullanildi. Biotin diger isaretleyicilere gére daha ucuz, proteinlerle
konjugasyonu daha kolay olup, avidine olan afinitesi 10> M olup,
monoklonal antikorun afinitesinden 10000 kat daha fazladir (Guesdon et
al., 1979; Cagirgan, 1992). Yine biotin molekiiler olarak kii¢iik bir molekiil
(MW: 224 g/mol) oldugu i¢in baglandigi proteinlerin biyolojik
aktivitelerinde kayba neden olmamaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle yapilan
testlerde sonucun duyarhilifini arttirdigr bildirilmistir (Hsu and Raine,
1981). Calismamizda biotinin isaretleyici olarak kullanilmas: bu avantajlari
sayesinde testimizin duyarliliginin artmasina katki saglamistir.

Gelistirilen biotin-avidin ELISA metodu degisik antijenler
kullanilarak yapilan 6zgiinliik testinde, tiim VHSV antijenlerini tiplerine
bagli olmaksizin tespit edebildigi goriildii. Bu sonug gelistirilen metodun
saha calismalarmda VHS etkenlerini tanimlayabilecegini ortaya
koymaktadir. Yine Ozgiinliik testlerinde BF-2, EPC ve RTG-2 hiicre
kiiltiirlerine kars1 gapraz reaksiyonlarin varligi arastirildi. Way and Dixon
(1988), yaptig1 ¢alismada ise EPC i¢in capraz reaksiyon verip vermedigi
arastirilirken BF-2 ve RTG-2 i¢in arastirma yapilmamistir.

Testin duyarhilig ile ilgili bu ¢alismada gelistirilen biotin-avidin
ELISA DKIDs, degeri 10*7/0,1 ml olan VHS viriisiinun varhgm ortaya
koymustur. Yine saflastinlmis VHSYV ile yapilan duyarlilik testinde 80 ng
viriis proteinini tespit edebildigi ortaya konmustur. Olesen and Vestergard
Jorgensen (1991), enfekte balik dokusundan ve doku kiiltiiriinde
izolasyonla ELISA da teshisi karsilagtirmis gelen siipheli orneklerin %
80’nin doku kiiltirinde ve ELISA’da pozitif sonug verdigi bildirilmistir.
Ayni aragtirmada antijen tammada uygulanan ELISA’nin 1,4 x 10%0,1
ml’nin esik degeri oldugunu ortaya konulmustur. Ancak arastirmacilarin
HRP ile isaretlenmis konjugat kullandiklarini rapor etmislerdir. Olesen and
Vestergard Jorgensen (1991), arastirma sonuglariyla biotinle isaretlemenin
yapildig1r bu g¢alisma sonuglar1 karsilastirlldiginda gelistirilen ELISA’nin
yaklagik 14 kat daha duyarli oldugu anlasilmaktadir.

Calismanin ekonomik boyutu diisiiniildiigiinde ticari ELISA
kitleri ile bir seferde en fazla 45 Ornegi birden test etmek miimkiindiir.
Numuneler ayr1 ayr1 zamanlarda geldiginde ise en fazla 12 6rnek test
edilebilmektedir. 45 orneklik ticari kitlerin firmalara gore degismekle
beraber fiyatlarinin 750-1000 $ (USD) civarlarinda oldugu bilinmektedir.
Bu calismanin bir sonraki asamasi olan dogrulama (validasyon) asamasi
yapilip maliyeti ortaya kondugunda ticari kitlere nazaran oldukga diisiik bir
maliyetle teshisin miimkiin olabilecegi tahmin edilmektedir. Yine VHSV
etkeninin ihbar1 mecburi balik hastalig1 etkeni olmasi nedeniyle ithalatta ve
ihracatta balik iriinlerinde bu etkenin arastirilmasmin ve buna yonelikte
¢ok sayida ELISA kitinin ilgili laboratuvarlarca satin alinmasmin
mecburiyeti vardir. Bu da iilke ekonomisindeki cari agik sorunlarmndan
birine neden olmaktadir.

Sonug olarak, yapilan bu galigmada gelistirilen biotin-avidin
sistem ELISA metodu olduk¢a duyarli ve o6zglin oldugu i¢in VHSV
etkeninin teshisi amaciyla basarili bir sekilde kullanilabilir oldugu tespit
edilmistir. Ticari kit haline getirilmesi i¢in dogrulama (validasyon) islemi
ve maliyet hesabi ¢aligmalari planlanabilir oldugu diisiiniilmektedir.
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