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ELISA TEKNiIGINDE KULLANILACAK REAGENTLERIN
HAZIRLANMASI

The preparation of reagents in Elisa techniques
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Son zamanlarda soluble antijen veya antikorlarin enzim immuoassay ile
solid faz hale getirilip teshis edilmesinde biiyiik gelismeler kaydedilmistir.

immunoassay, difer immunokimyasal tekniklerin en nemlilerinden biri olup
ayni zamanda diger tekniklerden daha az komplike, daha kolay ve daha
cabuktur. ELISA olarak bilinen enzim aracilifi ile antijen-antikor &élglilmesi
teknigine dayanan bu test Engvall ve arkadaslari, Van Weemen ile Schuurs
tarafindan bulunup gelistirilmistir. (11,23)

ELISA y8ntemi ile antikorlarin veya antijenlerin saptanmasinda ortam ya
antikor yada antijen ile kaplanarak duyarlastirilir ve lizerine konan antijen veya
antikor ile reaksiyona girer, lGzerine ilave edilen enzim igsaretli anti-
immunoglobulin ve substrat ile renk dedisimi seklinde substratin pargalanma
oranina gére test sonuglandirilir ve mikropleytte olusturulan bu reaksiyonda
bir pleyt tizerinde ¢ok sayida numune islenebilir. Biz bu aragtirmada bu test
icin gerekli olan reagentleri, konjugeyt, substrat ve konjugasyon sollisyonlari
tretimi olarak ele alip lirettik vede laboratuvarimiza gb6re test edip
standardizasyonunu gergeklestirdik.

* Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisit ANKARA
** Tav. Hast. Arastirma ve As! Uretim Enstitisd MANISA
*** Koruma ve Kontrol Gn. Md. ANKARA
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SUMMARY

The ELISA assay is an with antigen-antibody reaction system which uses
an antibody coupled enzyme with the substrate in directly proportional to the
amount of antibody or antigen present in the sample being tested.

Immunoassays are one of the most powerful of allimmunochemical tech-
niques. The next stage in the development of enzyme-immunoassays was
the linkage of soluble antigens or antibody to an insoluble solid phase in a way
in which the reactivity of the immunological component was retanied. This
was the basis for the techniques known ELISA (Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay) pioneered by Engvall and colleaques quick and easy, yielding
information that would be difficult to determine by the othertechniques. (11,23)

For this assay, a lot of diluents, buffers (coating, washing, substrate and
conjugating buffers) antigens, conjugate, substrate and ext. are needed. In
this study; these kind of solutions have been prepared, tested and standard-
ized.

According to demand, the ELISA reagents will be dispatched to Iab_oratory
all over the country.

GiRiS

immunokimyasal tekniklerde isaretleme ve test teknikleri baslica 3 safhada
incelenirler; (32)

1. Floresan madde kullanilarak isaretleme, yaniimmunofluoresans teknigi
(IFT)

2.'Radyoizotop maddelerin isaretleyici olarak kullanildii testlér, yani Ra-
dio immuno assay (RIA).

3. Enzimlerle isaretleme ydntemleri (EIA).

Son yillarda immunoenzimatik reaksiyonlar diger iki testin yerini almaktadir..
Bunun nedeni ELISA testinin bazi avantajlaridir. Bunlar;

1. Gok kiiglik hacimlerde g¢alismasi,

2. Sonuglarin kantitatif oimasi,

3. Non-spesifik reaksiyonlarin azligi,
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4. Isaretli ajanlarin stabilitesinin daha fazla olmasi,
5. Enzim-substrat iliskisinin sonug reaksiyonu arttirip, ¢ok kiiglik antijen
miktarlarin (picogram) dahi tesbit edilebilmesi.
6. Sonucun gbzle yada basit araglarla okunabilmesi.
Bunun yaninda her testte oldu§u gibi EIA'dada ¢éziimlenmesi gereken
bazi sorunlar bulmaktadir. (11) Bunlar;
. Solid faz immunoassay'e iliskin olanlar:
. Gapraz reaksiyonlarin olusumu,
. Yiksek duyarlilik,
. Antikor duyarhiligin sinirhlign,
. Non-spesifik reaksiyonlar,
. Solid fazda yakalanmadaki degisiklikler,
. Enzim immunoassay'e ilgili sorunlar:
. Konjugeyt ilavesinden sonra antikor duyarliliginin kaybi,
. Enzim substrat reaksiyonu degisikligi,
. Enzimatik aktivitenin inhibitériere duyarhlidi,
. Endogen enzimatik aktivitenin varhgi,

® O O T 9 N O QO 0 T o =

. Substrat belirlenmesindeki sinir.

Solid fazda enzim isaretli antikorlarin fiziksel baglanmasi ile enzim igaretli
antikorlar arasinda non-spesifik reaksiyonlar olugsmaktadir. Bu fiziksel
baglanmalar buffer'da bulunan jelatin gibi immunolojik olarak nétral proteinler,
yikama sivilari ve deterjan kullanimi ile azaltilabilmekte veya elimine
edilebilmektedir.(25,36) '

Klinik marazi maddedeki bazi unsurlar (slipheli veya hasta hayvan
serumundaki) solid fazda kaplamak igin kullanilan immunoglobulinlerin fc
kismina baglanabildi§i durumlarda non spesifik reaksiyonlar olusabilir. Bu
reaksiyonlar fc kismi ile baglanma yetene@inde olan bakteri komponentleri
yada marazi maddedeki rheumatoid faktériin varliyi nedeniyle meydana
gelmektedir. Bu reaksiyonlar non-immum serum IgG veya non spesifik
reaktantlari ndtralize etmek igin reaksiyon karigsimina fc fragmentlerinin ilavesi
ile en aza indirilebilir. (25,36)

Dolayisiyla yaptigimiz bu arastirmada ingiltere Weybridge ve Houghton
ile Macaristan Phylaxia Enstitiileri immunodiagnosis ve Biyokimya
laboratuvarlari ile literatiirlerden faydalanilarak ELISA testiigin gerekli olan
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reagentleri; Konjugeyt, substrat ve konjugasyon soliisyonlari olarak 3 safhada
ele alip urettik, test edip su anda 4 hastalija karsi (Newcastle, IB, IBD, AE)
standardize ettik.

MATERYAL

A. ARAC-GEREG.

Ultrasantrifiij ve T21, T40 ile SW 40 Ti rotorlari, Sephadex gel column,
peristaltik pompa, ultraviyole gel column devamli spektrofotometresi , fraksiyon
kollektdr, refraktometre, spektrofotometre, vortex mikser, manyetik karistirici,
sogutmali santrifiij, hassas terazi, Ben-Marie cihazi, -70 °C lik deep-freeze,
CO2'li ve normal etiiv, pH metre, sonikatdr, otoklav, kuru sterilizatér, laminar
flow kabin, buzdolabi, embriyolu SPF yumurta, IBV-M41 susu, IBD-Paya,
Lukert ve Cheville sugu, AE-Calnek 1143 susu, ND-Roakin susu, doku kilttiri
cam ve disposible malzemeleri, diger laboratuvar alet, arag ve cam malzeme
leri.

B. KIMYASAL MALZEMELER

Sodyum siilfat, sodyum karbonat, siilfirik asit, sodyum hidroksit, sitrik asit,
glutardialdehid, hidrojen peroksit, gliserin, Ortophenilen di amin, formaldehid,
metanol, etanol, phenol red, Potasyum hidrojen fosfat, aseton, hidroklorik asit,
MEM medium, TC vitaminleri, TPB, Newborn ve fetal si§ir serumu, antibiyotik
ve antimikotikler, sodyum meta periyodat, sodyum borhidrit, sodyum azid,
sodyum asetat trihidrat, sodyum hidrojen karbonat, Ksilol, tri natrium citrat-
dihidrat, Tween-20, TRIS, PEG-6000, Diethanolamin, 1, 1, 2 tri klor florethane,
HRPO-Horse Radish Peroxidase, DMSO, Asetik asit, TNB, NaCl, KCI,
NaHPO4, MgCl2, H3BO3, EDTA, K-Oxalate CaCl2, Freunds adjuvant.

METOD ve BULGULAR

Bu aragtirma 3 safhada gerceklestirildi. | - Konjugeyt tretimi, |I-Antijen ve
antiserum uretimi, Ill-Sollisyonlarin hazirlanmasi ve standardizasyonu.
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I- ELISA KONJUGEYT URETIMi:

a. Kimyasal metod ile kandan serum ayrilmasi, (Kochis metodu)

250 ml'lik santrifij tiptnin igine 2 ml. % 20'lik di-Kalium oxalate-mono-
hydrate sollisyonundan (Merck,cat.no: 5073) konup lizerine 200 ml. tavuk
kani alindi, kan santriftjtiiptine alinirken devamh karistirildi. Santrifij tiptintn
tizerini 8rtecek kadar Sep-Ar-Aid (Serva cat. no: 34878) yaklasik 6-8 gr. konup
2080 rpm.' de (1000 g.force) 10 dk. santrifiij edilerek plazma ayrildi. Tipteki
plazma bir beher i¢cine pipet yardimiyla alindiktan sonra lizerine 1.22 mil.
2MCaCl2.4H20 Kalsiyumklorid-tetrahydrate (Merck, cat. no: 2384)
soliisyonundan ilave edilip, oda sicakliinda pihtilasmaya terk edildi. Pihtilasip
sertlesen serum +4°C 'ye kaldirildi, ertesi glin bir baget yardimiyla pargalanip
slizgeg¢ kagidindan siziilerek, IgG eldesi igin presipitasyonda kullanacagimiz
saf berrak serum elde edildi. Bu metodla elde edilen serum ¢ok berrak, saf
oldugu gibi, diger metodlara oranla % 100 daha fazla miktarda serum elde
edilmektedir. (100 cc. kandan yakiasik 76 cc. serum eide ediiir.)

b. Sodyum Siilfat presipitasyon metodu ile Chicken IgG eldesi:
(1.11,13,36)

Yukarida anlatildi§! sekilde kimyasal metodla elde edilen 100 ml. tavuk
serumu bir beher igcinde manyetik karistiricinin tizerine kondu. Uzerine 18 gr.
Sodyum siilfat-anhydrous extra pure (Merck cat. no: 6643) ilave edilip (final
konstrasyon % 18) eriyinceye kadar beklendi, tamamiyle eridikten sonra 1
saat streyle karistirildi, daha sonra santrifiij tiptine alinip 4500 rpom'de 20 dk.
santrifij edildi, stipernatant atilip elde edilen pelet 50 ml. deionize suda eritilip
tizerine 7 gr. Sodyum silfat konarak (final konsantrasyon % 14) yukarida
anlatilan presipitasyon ve santrifiij islemi aynen tekrarlandi. Stipernatant atilip
pelet 10 ml. deionize su ile homojenize edilip, S-300 Sephacryl gel column'dan
gegcirilip, otomatik fraksiyon kollektdrde kaydedicisi IgG fonksiyonlari toplami
ve UV-spektromonitdre gdre pik goériilen fraksiyonlardan IgG sollisyonlari
toplanip tekrar final konsantrasyon % 18 olacak sekilde sodyum siilfat olacak
sekilde Sodyum silfat ilavesiyle presipite edilip santrifiij edildi ve elde edilen
pelet 2 ml. Tris buffer + Na azide ile sulandirildi. Bu sulandirilan IgG soliisyonu
dializ tinline konup + 4°C' de 2 giin PBS'e karsi dializ edildi, dializ sonunda
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saf Chicken 1gG elde edilmis oldu. Purity testi Hannover Veteriner Fakiiltesi
Tavuk Kliniginde yaptiriimistir.

c. Rabbit anti chicken IgG eldesi: (11,12,13)

Yukarida b paragrafinda anlatildigi sekilde elde edilen chicken IgG
sollisyonu 1/2 oraninda freund's adjuvant ile ¢ift enjektdr metodu ile
karistirilarak hemolize edildi. 1/2 oraninda kullanilan freund's adjuvantin 1/5
kismi corﬁplete. 4/5 kismi incomplete olarak karnistirilip kullanildi. Bu
homojenden tavsanlara 3 kere intradermal 1 ml. enjeksiyon yapildi. Hayvanlara
immunizasyon i¢in her defasinda 100 mg. protein (100 mg. IgG/1 ml) enjekte
edildi. 14 gilin sonra ikinci ve takip eden 14 gilin sonra da 3. enjeksiyon yapildi
ve son enjeksiyondan 10 giin sonrada tavsanlardan (a) paragrafinda anlatildi§i
tizere kan alinip K-oxalate CaCl2 kimyasal metodu ile serum elde edildi. Daha
sonra bu elde edilen serumdan Rabbit anti chicken 1gG yukarida (b)
paragrafinda anlatildigi gibi presipitasyon metoduyla elde edildi, bu deger 50
mg protein/ml. olarak bulundu. Yalniz bu basamakta yapiian presipitasyonda
presipitan madde olarak sodyum siilfat yerine Amonyum siilfat (Merck cat.
no: 1216) kullanildi. (14)

d. Horse Radish Peroxidase- HRPO enzimi ile IgG'nin isaretlenmesi:
(4, 11, 22)

Sodyum periodate metodu ile Horse radish peroxidase enzimi kullanilarak
anti chicken rabbit IgG'lerinin isaretlenip konjugeyt hazirlanmasi ¢ safhada
yapildi.

1. Enzimin aktive edilmesi:

4 mg. Horse Radish Peroxidase-HRPO (Sigma, type VI,RZ=3.0) tartihip 1
ml. deionize suda eritildi. Buna 0.2 ml. taze hazirlanmig 100 mM NalO4
cbzeltisinden konup, 20 dk. oda sicakliginda manyetik karistiricida karistiriidi.
Daha sonra sollisyon dializ tiiptine alinip 1 gece +4 °C de sodyum acetate
buffer'a karsi (pH= 4,4) manyetik karistirici Gzerinde dializ edildi.

2. Aktive edilen HRPO enzimiile IgG konjugasyonu:

Dializ tiptindeki sollisyon kiigiik bir beherglasa alinip 20 ul. 200 mM pH:
9.5 Karbonat buffer ilave edildi. (pembemsi-agik kahverenk olusmalidir,
olusmadi§i taktirde 10-20 pl, daha ilave edilebilir.) Daha sonra ayri bir tiipe
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pH: 9.5, 10 mM Karbonat buffer'dan 1 ml. alinip tGzerine 8 mg. IgG ilave
edildikten sonra iki sollisyon birbirine karistirilip, bu karisimin hacminin 1/6'si
oraninda karigima kuru Sephadex G-25 super fine (Pharmacia, cat.no: 17-
0033-02) ilave edildikten sonra oda sicakhiginda manyetik karistirici tizerinde
3 saat karigtirildi. Daha sonra bu karisim ucu cam yuni ile tikanmis pastor
pipetine kondu ve alt taraftan conjugeyt siiziilerek toplandi.

3. Stabilizasyon:

Stabilizisyon igin bu konjugeyte taze hazirlanmis Sodyum borhydrid, NaBH4
(4mg/ml. distile su) sollisyonundan 1 ml. ilave edilip +4 °C'de 2 saat siireyle
inkubasyona birakilarak konjugyt elde edildi. Bundan sonra konjugeytin RZ
degeri hesaplanip RZ=E405/E280=0.45 bulundu. (konjugeytin RZ degeri IBS'ye
gdre 0.2-0.6 arasinda olmahdir.) Sonra konjugeyt kiictik hacimlerde (10-20-
50-100 pl.) bujitiiplere taksim edilip, ELISA testinde kullaniimak iizere -20°C'de
deep-freeze'de veya 1/1 oraninda pure glycerol ile karigtirilip +2° ile +8°C'de
saklandi.

Il. ANTIJEN ve ANTIi SERUM URETIMI

a.Newcastle Hastaligi Antijen ve Antiserum Uretimi: Newcastle ELISA
antijeni Roakin susunun 9 gtinliik SPF yumurtalarin corio-allantoik bosluguna
inokule edilip, 48-52 saat sonra amnio-allantoik sivinin toplanmasi, 750 g.
kuvvetle klarifiye edilmesi, daha sonra 150 dakika 52.000 g. ¢dktirme
kuvvetinde virlistin ¢dktiiriliip, orjinal hacmine gére 1:100 oraninda konsantre
edilip, daha sonra % 30'luk sucrose cushion ile ultrasantifiijde Swing-out T-40
rotor kullanarak 80 dk. 131.000 g. ¢oktiirme kuvvetinde purifiye edilmesiyle
hazirlandi, elde edilen virlis -70 °C'de kiigiik hacimlere béliintip saklandi. (29)
Antiserum, canli ND-LaSota susu ile enfekte edilen SPF piliclerden standart
metodlara gbre hazirlandi. Serum 56 °C'de 20 dk. inaktive edilip -70 °C'de 0.5
ml.'lik bujilerde saklandi. Serum diliisyonu %0.05 oraninda Tween-20 ilave
edilmis fosfat buffer saline (PBST) ile yapildi. (29,35)



Elisa Tekniginde Kullanilacak Reagentler - R. Bayraktar - L. Bayraktar - Dagistan - Demiralay

b. Avian Encephalomyelitis Hastaligi Antijen ve Antiserum Uretimi:
Canli AE-Van Roekel susunun 1000 EID50 dozda 6 giinlik embriyolu SPF
yumurtalarin sari kesesine inokule edilip, 12 giin inkubasyondan sonra
embriyolar toplandi. Embriyolar homogenize edilip Trichloro-trifluoroethane
ile extraksiyon edilip virlis %4'liik polyethylen glycol ile presipite edildi. Her
embriyo i¢in 0.5 ml. Tris-HCI-NaCl buffer kullanarak (0.1 M Tris-HCI, 0.5 M
NaCl, pH:8.0) resuspense edilen virlis ayni buffera kargi +4°C'de 72 saat
dializ edildi. Daha sonra 100 g. kuvvetinde 10 dk. santrifiij edilip olugan sedi-
ment uzaklastirildi. Ustteki sivi ELISA antijeniolarak -70 °C'de kiigiik volimler
halinde saklandi. (26,35) AE-Calnek 1143 ile enfekte edilen SPF civcivlerde
standart metodlara gore antiserum hazirlanip, serumlar 56°C'de 20 dk. inaktive
edilip, -70°C'de 0.5 ml.'lik bujilerde saklandi. Serum dilisyonu % 0.05 oraninda
Tween-20 ilave edilmis fosfat buffer saline (PBST) ile yapildi. (26,35)

c. Enfeksiyoz Brongitis Hastaligi Antijen ve Antiserum Uretimi:

Enfeksiyéz Bronsitis ELISA antijeni IB-M41 susunun 9 ginlik embriyoiu
SPF yumurtalarin corio-allontik bosluguna inokule edilip, 72 saat sonra corio-
allantoik sivinin toplanmasi, disiik devirde klarifiye edilmesi ve daha sonra
ultrasantrifiijde 1 saat 30.000 g. ¢ékiirtme hizinda virusun ¢dktiiriiltip, orjinal
hacmine goére 1/100 oraninda konsantre edilmesiyle hazirlandi. Eilde edilen
virus -70 °C' de saklandi. Hl testiigin hazirlanan Phospholipase-C ile muamele
edilmis HI antijenide ELISA testinde kullandidinda olumlu sonug alindi.
(18,19,20,21,25,30,33,36) Antiserum, canli IB-M41susuyla enfekte edilen SPF
civcivlerden standart metodlarla hazirlandi. Serum 56 °C'de 20 dak. inaktive
edilip -70 °C'de 0.5 ml. lik bujilerde saklandi. Serum dilisyonu % 0.05 oraninda
Tween-20 ilave edilmis fosfat buffer saline (PBST) ile yapildi.
(18,19,20,21,25,30,33,36)

d. Enfeksiy6z Bursal (Gumboro) Hastaligi Antijen ve Antiserum
Uretimi:

Enfeksiydz Bursal hastahi§i ELISA antijeni doku kiiltiirine adapte IBD,
Cheville, susu ile civciv embriyo fibroblast doku kiltirinden hazirlanan
monolayerlerin enfekté edilip, yaygin CPE gdstermesinden sonra doku kiltiird
mediumunun toplanip dnce distk hizda klarifiye edilmesi, daha sonrada
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ultrasantrifijde 40.000 g. kuvvetle 2 saat santrifije edilmesiyle virlisiin
¢coktirtlip orjinal medium hacmine goére 1:100 oraninda konsantre edilmesiyle
hazirlandi. (24,25,30,31,33,36) Antiserum, canli IBD-Paya suguyla enfekte
edilen SPF civcivlerden standart metodlarla hazirlandi. Serum 56 °C'de 20
dk.inaktive edilip - 70 °C'de 0.5 ml. lik bujilerde saklandi. Serum dillisyonu %
0.05 oraninda Tween-20 ilave edilmis fosfat buffer saline (PBST) ile yapildi.
(24,25,30,31,33,36)

1.SOLUSYONLARIN HAZIRLANMASI VE STANDARDIZASYONU
ELISA testinin yapilmasinda kullanilan tim soliisyonlar (konjugasyon,
yitkama, konjugeyt ve serum diliisyon soltisyonlari, vd.) hazirlanip, test igin
yardimci olarak lizere standart hale getirlmistir. (3,4,6,7,10,11,12,13,14,17,

22,25,27,32,33,34,35,36,37)

NTE-SODYUM KLORUR-EDTA-TRIS BUFFER (PH=7.4)

NacCl 8.7¢
EDTA 0.372 g
TRIS 6.05g

Uzeri 1000 ml. distile suya tamamlanacak, siizgeg kagidindan stiziilecekir.

BBS-BORAT BUFFER (pH=8,4)

H3BO3 6.2.g. (0.1 M)
NaOH 1.1 g. (0.0275 M)
Nacl 7.85 g. (0.134 M)

Uzeri 1000 mi distile suyla tamamlanacak, siizge¢ kagidindan siiziilecek,
istendiginde % 0.5 Tween-80 konabilir.

SODYUM BOROHIDRIT SOLUSYONU
Sodyum borohidrit 4 mg.
Distile su 1 ml.
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SITRAT BUFFER-SUBSTRAT BUFFER (ph=5,5)

Sodyum asetat trihidrit 1.36 g.

Sitrik asit 210.g:

Uzeri 100 ml. distile su ile tamamlanir ve pH 10 N NaOH ile 5,5'e ayarlanir,
stzuldr.

TBM SUBSTRAT SOLUSYONU

3,3'5,5'- Tetrametilbenzidin (TMB) 10 mg.

Dimetilsiilfoxid (DMSO) 1 ml

100 ml. substrat bufferigine, DMSQ'da eritilmis TMB'den 100 pl. ilave edilip,
yavasga karistirilir ve tizerine % 30 H202 sollisyonundan 3,5 pl konur, derhal
kullanilir.

YIKAMA SOLUSYONU
Fosfat buffer saline veya Fizyolojik saline % 0.05 Tween 20 ilavesiyle
hazirlanir.

TE-TRIS-EDTA BUFFER

Tris HCI 1.27 g. (10 mM)

EDTA 0.37 g. (1 mM)

Uzeri 1000 ml. ye deiyonize su ile tamamlanir, stiziiliir.

SUCROSE (66 %) STOK SOLUSYONU (SUCROSE GRADIENT iGiN)
Stok sollisyon % 66 olup bundan hazirlanacak olan sukroz sollisyon %'leri

sOyledir.
60 % Sukroz 10 ml. % 66 + 1 ml. distile su
50 % Sukroz 10 ml. % 60 + 2 ml. distile su
40 % Sukroz 8 ml. % 60 + 4 ml. distile su
30 % Sukroz 6 ml. % 60 + 6 ml. distile su
20 % Sukroz 4 ml. % 60 + 8 ml. distile su

DIALiZ TUPU HAZIRLAMA SOLUSYONU
1. Na2CO3 20 g.
EDTA 0.372 g.
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Uzeri 1000 ml. distile suyla tamamlanir ve siizilr.

2. Dializ tupleri de§isik uzunluklarda kesilip birinci basamakta hazirlanan
sollisyon igcinde 10 dk. kaynatilir.

3. Deiyonize su ile ¢alkalanilir.

4. Deiyonize su ile 10 dk. tekrar kaynat: ir.

5. Deiyonize su ile galkalanir.

6. 1000 ml. ye 0.372 g. EDTA ilave ~dil=rek hazirlanacak 1 mM EDTA
solisyonunda +4 C' de saklanir.

OPD-SUBSTRAT ve SOLUSYONUN HAZIRLANMASI

34 mg. OPD, 100 ml. sitrat buffer ca ¢ozdilrilir ve tzerine % 37'lik
H202'den 20 pl. ilave edilip 10 dk. b=<lenerek aktivasyonu saglanir. Bu
sollisyon koyu renkli sisede hazirlanma | hatta sisenin digi alliminyum folye
ile kaplanmaldir.

BUFFER SALINE (ph: 7.1 -7.2)

NacCl 8.50 g
KH2PO4 0.68 g
NaOH 0.15g

Uzeri 1000 ml. 'ye distile su ile tamamlanir, filtre edilir.

2,5M SULFIRIK ASIT SOLUSYONU
Siilfirik Asit 134 ml.
Uzeri 1000 ml. 'ye distile su e tamamlanir.

TARTISMA

Enstitimiiz Turkiye'nin tim tavuk asilarinin, serum ve biyolojik maddelerin
tretilmesi ihtiyacina cevap vermek tizere kurulmus ve bu konuda FAO ile
ortak proje yiritmektedir. Enfeksiydz hastaliklarin tanisinda direkt etken
izolasyon ve identifikasyonu hizli teshise cevap vermemektedir. Bu ylizden
degisik serolojik ve immunokimyasal testler giiniimiizde dnem kazanmistir.
Diinyada hem tip, hem de Veteriner tababette viral, bakteriyel ve paraziter
hastaliklarin peracute, acute ve kronik dénemlerinde teshise olanak veren ve
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yaygin sekilde kullanilmaya baslanan immunoenzimatik reaksiyonlardan olan
ELISA testinin tlkemizde de tavuk hastaliklarinin teshisinde kullaniimasini
saglamak, test metodlarini ve test sollisyonlarini standardize etmek amaciyla
yapilan bu arastirma basari ile bitiriimistir. ELISA testi gcok duyarli oldugundan
nonspesifik reaksiyonlarin olusmasini 6nlemek igin testte kullanilan viruslarin
purifikasyonu yapilmis, klinik marazi maddelerdeki bazi maddelerin solid fazda
kaplamak igin kullanilan antijen ve antikorlarin fc fragmentlerine baglanarak
olusturdugu non-spesifik reaksiyonlarda test soliisyonlarina ilave edilen ve
metod-bulgular bélimiinde detaylari agiklanan Tween-20 ile % 3 oraninda
Bovine Albumin, Fraction V katilmasi ile ortadan kaldiriimistir. Konjugeyt
hazirlanmasinda kullanilan enzimin secgilmesinde de substrat spesifitesinin
cok genis olmasi, fiyatinin ucuz olmasi ve bir gok substrat ile gok yogun renk
olusturarak gozle okuma kolayhgi 'getirmesi nedeniyle Peroxidase enzimi
kullaniimasina karar verilmistir. Substrat segciminde OPD-Ortho Penilen
Diamin'in tercih edilmesiise peroxidase enzimiile reaksiyon veren substratlarin
icinde en az dlizeyde kanserojen olmasidir. Enzim-Substrat reaksiyonu
ortamdaki enzim miktarina baglidir. Bu enzim Substrat kombinasyonunun
secilmesindeki en 6nemli unsurlardan biri de ortamdaki tek bir peroxidase
enzim molekiliu 1 dakikada substratin 100.000 molekiilii ile reaksiyon vererek
gozle gérilebilen bir tirlin meydana getirmesidir ki bu bliylitme ¢ok kii¢tik olan
"antijen miktarlarinin "Picogram" bile dlglilmesini saglamaktadir.
(4,9,11,13,33,37)

SONUG VE ONERILER

Sonugta uretilen konjugeytin RZ degeri E405/E280=0.45 bulunmustur. Bu
deder konjugeyticin istenilen RZ, 0,2-0,6 degerleri icindedir. Uygun konjugeyt
dilisyonumuz 1:1000 olarak bulunmustur. Bitirdigimiz diger bir arastirma
sonucuna gdre de en iyi netice veren test metodlarinda hazirlanmasi ve
kullaniimalari standart hale getirilmistir. Bu metodlar bu testi kullanacak olan
bitilin laboratuvarlara da buyiik kolaylik saglayacaktir. Diger Enstitttl ve teshis
laboraturvarlarinda da ELISA testinin rutin hale getirilmesi, diger tavuk ve
hayvan hastaiiklarinin teshisinde kullaniimaya baslanmasi ile arastiricilarin
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baska hastaliklar icinde test metodlarini standardize etmeleri lilkemiz
hayvanciligi ve Veteriner teskilatimiz igin ¢ok yararli olacag§i gibi
modernizasyonumuz i¢inde gereklidir.

Enstiti ELISA ve Arastirma laboratuvarlarimiz ayrica 6neri ve llke
isteklerine gore de diger tavuk hastaliklarinin bu test ile teshisi igin test
metodlarini gelistirmeye ve standardize devam edecektir. '
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