VIRAL HASTALIKLARDA TESHIS METODLARI
(*) Arife ERTURK

Infeksiy6z hastaliklarin tanisinda, uzun yillar etkenlerin duyarl kiiltiir sis-
temlerinde izolasyonu ve identifikasyonu yoluna gidilmistir. Cogu mikroorga-
nizmalar ¢zellikle viruslar ve yavas cogalan bakterilerin kiiltiirlerde tiretilmeleri
icin uzun zamana ihtiya¢ duyuldugundan, bu yontem hastaliklarin hizli teghisi
bakimindan bir dezavantaj olmustur. Bazi viruslarin identifikasyonu yapilmis
oldugu halde, kiiltiir sistemlerinde iiretilmele. i miimkiin olmamigtir. Omegin
insanlarda Hepatitis A ve B viruslan gibi.

Bu nedenle infeksiy6z hastaliklarin tanisinda direkt etken izolasyonu ve
identifikasyonu yanisira, hemaglutinasyon inhibisyon (HI), indirekt hemaglu-
tinasyon (IHA), komplement fikzasyon (CF), serum nétralizasyon (SN),
Agar-Jell prensipitasyon (AGF) gibi degisik serolojik testler geligtirilmisgtir.
Bunlardan bagka dokulardaki ve hiicrelerdeki antijeni goriiliir hale getirebilen
bircok metodda uygulamaya konmugtur. Omegin FAT, RIA gibi.

Virolojik teshislerde virus 6nemli bir yer tutmaktadir. Usiiliine uygun ola-
rak gelen materyallerden virus elde edilerek teshise gidilebildigi gibi etken
tiretmeksizinde teshise gidilebilir.

Virusun direkt olarak tamsi:

Lezyondan alinan 6rneklerde virusun IIllkI'OSkOplk olarak tanisi, 151k mik-
roskobu ile yapilmaktadir. Bu yontemlerle dokularda, baz1 patolojik ve patog-
nomik degisikliklerin, boyanmus, fikse edilmig preparatlarda, viral antijenlerin,
inkliizyon cisimciklerininin ve etkeninde elektron mikroskop ile dogrudan
dogruya goriilmesi ile tai konur. Diger tan1 yontemlerine oranla daha siiratli
ve basit olmasina ragmen kullanma sahasi siirhdir.

1-Ekteni iiretmeksizin, morfolojik olarak yapilan tani:

‘Bu tamda elektronmikroskop 6nemli bir yer tutar.

Viruslarin tanisinda, bir yandan elektron mikroskopinin geligtirilmesi ve
diger yandan cesitli boyama ve 0zellikle ¢esitli x 1ginlarinin difraksiyon teknik-
leri ile yapilan incelemeler, degerli bilgilerin ortaya ¢ikmasi neden olmustur.

(*) Etlik Hay. Hast. Arast. Enst. Vet. Hek.
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Virus incelemelerinde gerck klinik 6meklerden, gerekse virus inokule edil-
mig doku kiiltiirii ve embriyolu yumurta sivilarinda elektron mikroskobik ince-
lemelerinde virus partikiilleri saptanmakta ve ayni zamanda resimleri
cekilmektedir.

Elektron mikroskopda hayvansal viruslarin goriiniimleri oldukca degisik
sekillerdedir. Bunlar, yuvarlak goriiniimde olanlar 6rmegin Myxovirus, adeno-
virus, herpesvirus, picorna viruslar, tugla biciminde olanlar pox viruslar
mermi goriinimiinde olanlar kuduz virusu ve sekilsiz olanlar paramyxo  vi-
ruslardir.

2- Histolojik Olarak Tani:

Bazi viral enfeksiyonlarda, bizleri tanitya gotiiren spesifik inkliizyonlar

sekillenmektedir. Bu inkliizyonlar ya hiicrenin ¢ekirdeginde veya sitoplaz-
masinda yahutta her ikisinde olugsmaktadir.
Yalniz baz1 hayvanlarda belirli dokularda nonspesifik inkliizyonlarda
goriilebilmektedir. Onun i¢in histopatolojik tanida, lezyonlar kompozisyonu
ile intrastoplazmik, intraniiklear veya her ikisinde bulunabilecek inkliizyon ci-
simciklemni beraberce ele almak gerekir. Inkliizyon cisimcikleri HXE boyama-
larinda ya asidofilik veya bazofilik karakter gisterirler.Omegin asidofilik int-
rastoplazmik inkliizyonlara kuduzda, hem intrastoplazmik hem intraniikleer
asidofilik inkltizyonlara distemper'de rastlanur.

Histolojik tamida (IPS) immunoperoxidase boyama yontemide kul-
lanilmaktadir. IF metoduna benzer ve temelde, enzimle igaretlenmig im-
munglobulinler kullanilarak viral antijenin hiicrelerde tesbitine dayanir. Bu
teknigin avantaji normal 151k mikroskobu ile goriilebilen kalici bir boyama
saglanmasidir.

3- Bilinen Immun Serum Kulianarak Antijen Tesbiti:

Bunun i¢in ¢esitli metodlar vardir.

A- Hiicre Kiiltiirlerinde Immunofloresans:

Bir¢ok viruslarin antijenlerinin ya da antikorlarmin arastinlmasinda, timor
antijenlerinin aranmasinda, gittik¢e artan ¢apta ve énemde kullaniimaktadir.
Stiratli sonu¢ vermesi bakimindan iyi bir tam yOntemidir. Immunolojik
yontemlerdeki, antijen antikor reaksiyonlarinin aynidir. Antikor molekiilii flo-
rokrom ile baglanir.

Boylece floresan veren boya ile igaretlenmis olan antikor molekiili,
hiicrelerdeki antijenle birlestiginde verdigi renk floresan mikrostopta izlenir.
Bu maksat i¢in kullanilan florokormlar, I. dimetik amino naftalin, floressein
isotiyosiyanat, Lissamin ve rodamin'dir.

Floresan antikor teknigi iki yontemle yapilmaktadir.

a) Direkt Yontem :

Bu yoOntemde antiviral antikorlar dogrudan dogruya floresan boya ile
birlestirilir ve sonra antijenle birlestirilerek mikroskapta izlenir.

b) Indirek Yontem : :

Once antikor antijenle birlegtirilip ve sonra bu antijen antikor kompleksi,
floresan boya ile konjuge edilmis antiglobulin ile kargs1 karsiya getirilerek anti-
kor gortinir hale getirilir.
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B- Komplement Baglantisi ile Viruslarin Tamsi :

Komplment fikzasyon reaksiyonu iki temel sistem halinde bulunur.

a) Antijen - antikor sistemi

b) Hemolitik sistem

Bu iki sistem arasinda komplement birini tercih eder. Bu tercihte asil
Onemli konu antijenle antikorun birbirinin homologu veya heterologu
olmasidir. Birbirinin homologu ise komplement antijen - antikor sistemi tercih
eder, eger heterologu ise bu defa komplement hemolitik sistemi tercih eder.

Amboceptoriin koyun eritrositlerini hemolize edebilmesi i¢in komplemente
ihtiya¢ vardir. Oysaki komplement entijen - antikor sistemi tercih eder, eger
heterologu ise bu defa komplement hemolitik sistemi tercih eder.

Amboceptoriin koyun eritrositlerini hemolize edilebilmesi i¢in komplemente
ihtiyag vardir. Oysaki komplement antijen - antikor baglama sistemi i¢inde har-
canmi§ oldugundan ortamda serbest komplement mevcut olmadig igin, ambo-
ceptoriin koyun eritrositlerini lize etmesi miimkiin olmayacaktir. Bu durumda
komplement fiksazyon (+) demektir. Diger durumda komplement ambo-
~ ceptorle birlesip, koyun eritrositlerini lize edecek ve CF (-) olacaktir.

C- Passive Hemaglutinotion Test (PHA) :

Indirekt hemaglutinasyon olarakda adlandirilir. Antijen yada antikorun erit-
rositlerle kimyasal baglantisiyla ilgili klasik immunolojik bir testtir. Bu test
presipitasyon teste gore daha hizli ve duyarlhidir.Bu yiizden yaygin kul-
lamlmaktadir.

D- Counterimmuno Elektrophoresis (CIEP) :

CIEP - AGID ve elektrophorezisin birlestirilmesiyle ge11§t1n1m1§ bir teghis
metodudur ve bu teknik jele elektrik akimi verilerek pek ¢ok antijen prepa-
ratinda bulunan elektroforetik akimin jel aracilifi ile anot'a (+) antikorlarin
counterelektro endosmotik akimin etkisiyle katot'a (-) dogru yonlendilirilmesi

esasina dayanir. Bu.teknik AGID'den daha hassastir ve 50° C sicakliga kadar
hassasiyet gosterir. Laboratuvar sartlarinda uygulanmasi kolay bir metoddur.

E- Hemaglutinasyon ve Hemaglutinosyon Inhibisyon

Testiyle Tam:

Birgok canli virus tiirleri ve cogunlukla zarli viruslar, influenza, toga, Arbo
viruslar ve Rabdo virusler gibi, bunun yaninda zarsiz Adenoviruslar, picorna
viruslar, hemaglutinasyon 6zelligine sahiptirler. insan ve hayvan eritrositlerini
aglutine ederler. Bu 0zelliklerinden faydalanilarak lamda ve tiiplerde hemaglu- -
tinasyon testiyle teshis edilebilirler.

Eritrocyt olarak en ¢ok % 0,5 lik tavuk eritrocytleri kullanilir ve antijen
varli1 saptanir.

Hemaglutinasyon inhibisyon testinde, spesifik serum virus ile birlegerek
onun hemaglutine etme yetenegini ortadan kaldirir. Bu reaksiyon ile bilinen bir
serum yardimiyla, stipheli bir antijen veya bilinen bir virus antijeni aracilifi ile
stipheli bir serum teghis edilebilir. Eritrositlerin aglutine olmasi serumun nega-
tif oldufunu gosterir.

F-Presipitasyon Testiyle Tani (AGID)

Agar jel presipitasyon ve imminodiffiizyon testi ile de anilir. Presipitasyon
reaksiyonu ile bilinmeyen bir virus, bilinen bir immun serum yardimu ile teshis
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edilebildigi gibi, stipheli serum, bilinen bir virus antijeni aracilig ile, teghis
edilebilir.

Virolojide presipitasyon metodu pH derecesi 7.0 - 8.0 olan yar1 .kati vasat-
lar icinde ¢ogunlukte % 1 lik Noble agarda uygulanir.

Agar jel presipitasyon reaksiyonu agar igerisinde antijen ve antikorun bir-
birlerine dogru hareket ederek optimal miktarlarinin kargilastigi noktada bir
¢okiintii olugturmasi €sasina dayanir. Bu reaksiyonlarda antijene precipitino-
gen, Antikora precipitin ve ¢okiintiiye de precipitat adlan verilir.

Presipitasyon reaksiyonu komplement fiksasyon reaksiyonundan 10-20
defa az hassas ¢alisir, ¢linkii antijen antikor ¢Okiintiisiiniin gozle goriilebilmesi
icin yogun miktarlarda olmasi gerekir. Reaksiyonda antijen olarak yiiksek tit-
reli virus materyalleri kullamlmalidir.

ETKENI URETEREK TESHIS

1- Virus elde edilmesi (izolasyon)

Virus izolasyonu doku kiiltiiriinde, embriyolu tavuk yumurtasinda deney
hayvanlarninda yapilabilir. Virus izolasyonunda her zaman basarili olunamaz.
Materyalin alinma zamani, alinan materyalin tlirli materyalin paketlenme ve
yollanma big¢imi virus izolasyonunda 6nemli rol oynar.

Virus izolasyonunda muayene sisteminin se¢imide 6nemlidir. Muayene sis-
teminin se¢imi, 6n hazirlik ve klinik teshis ile ilgili oldugu gibi, uygulanacak
test sisteminin duyarlilif ile de iligkilidir.

Virus izolasyonu i¢in laboratuvara gonderilen materyaller ¢ok cesitli olup,
bunlarin doku kiiltiirlerine ekimlerinden 6nce bazi islemlere tabi tutulmalar ge-
reklidir. Genellikle materyallerin par¢alanmasi i¢in fiziksel, kimyasal iglemler
yapulir.

VIRUS IZOLASYONU ICIN ORGANLARIN
HAZIRLANMASI

Virus izolasyonu i¢in kullanilacak organlar (bobrek, karaciger, akciger, -
beyin, embriyo) miimkiin oldugu kadar taze ve steril garlarda alinmig olmasi
gerekir. Bu gibi organlann i¢ kismindan kii¢iik bir par¢a alinir ve 1 / 10
oraninda PBS veya virus iiretme vasati igine konur ve iizerine her cm? igin
300-500 iinite penicillin, 300-500 mikrogram streptomycin ve 50 mikrogram
myacostatin ilave edilir. Materyalin par¢alanmasi havanda veya homogeni-
zatOrde yapilir. Porselen havanlarda materyal pargalanirken, havan icine bir
miktar ince steril kum konur ve antibiyotikli PBS i¢indeki, makasla kiiciik
par¢alara bolinmiig olan materyalden konduktan sonra lizerine PBS veya
virus liretme vasati ilave edilir. Ezilme ve karigtirma ile koyu kivamda bir
sispansiyon meydana geldikten sonra geri kalan PBS veya virus liretme vasati
bu siispansiyon tizerine ilave edilir. Homogenizasyondan sonra organ
stispansiyonlar1 20-30 dakika 2000-2200 devirde santrifiij edilir. Antibiyotikle
muamele edilmig doku siispansiyonu 1 saat + 4 ° C de tutulur ve sonra iist
kisim doku kiiltiiriine, embriyolu tavuk yumurtasina inokule veya deney hay-
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vanlanni enjekte edilir.
Inokulasyonlar materyalin hazirlanmasindan hemen sonra yapilmalidir.
Liizumu halinde - 70 ° C de de saklanabilir.

HASTALIKLA BULASIK SWABLARIN HAZIRLANMASI

Goz veya burun akintisi veya vajen akintisi steril swablarla alinir. Alinur
alinmaz icinde transport vasati bulunan steril tiiplere konur. Sekretlerinden
daha iyi siispansiyon yapilabilmesi i¢in swab sikilarak sivi ¢ikarilir. 2 milimet-
re stviya 5000 iinite penicilin ve 5000 mikrogram streptomyicinde 50 mikrog-
ram fungizon ilave edilir. + 4 ° C'de 1 saat bekletildikten sonra inokule edilir.
Bogaz ve tracheal calkanti materyalleride swab siispansiyonlar gibi islem
gortr.

SU HAVA ve DIGER ANORGANIK MATERYALLERIN
HAZIRLANMASI

Hayvansal virus tiirleri cok defa dogal sularda ve kirli sularda bulundugu
icin sudan virus izolasyonu her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir. Su- .
lardan virus izolasyonu gii¢ olmaktadir. Bunun nedeni izolasyon i¢in sulardaki
virus miktarinin konsantre edilmesi geregidir. Ayrica virus sularda ¢ok ¢abuk
inaktive olur. A

Havadan inokulasyon materyali su sekilde hazirlanir. Fazla miktarda
havanin yavag yavas PBS veya virus liretme vasati igine pompalanmastyla ve
pompalamadan sonra materyalin sudaki gibi muamele edilerek konsantre edil-
mesiyle elde edilir. Demir (III) klorid viruslarin konsantre edilmesinde kul-
larulan 6nemli bir ¢oktiirme maddesidir.

Ikinci basamak, olarak hazirlanan bu inokulum materyalinde, virusun bulu-
nup bulunmadigm ortaya koymak i¢in agsagidaki inokulasyonlar yapilir.

a) Cesitli hiicre kiilttirlerine ekilir. '

b) Embriyolu yumurta inokule edilir.

c¢) Deney hayvanlanna inokule edilir. o

a) DOKU KULTURUNE EKIM TEKNIGI

Doku kiilttirlerine iki sekilde ekim yapilir.

1) Adsorbsiyon teknigi ile ekim

2) Adsorbsiyon teknigine baghi kalmadan, viruslu materyalin hiicre tiretimi
ile birlikte yapildig ekim;

1) Adsorbsiyon teknigi ile ekim;

Monolayer hiicreler iki kez PBS ile yikanir. Teknigine gore hazirlanmig
inokulum materyalinden her bir tiipe 0. 1m1. inokule edilir. Bir saat adsorb-
siyon i¢in etlivde tutulur. Her 15 dakidada- bir inokulum hiicrelere yayilir. Bir
saat sonra inokulum maddesi dokiiliir. Hiicreler iki defa PBS ile yikanir. % 3
fotal calf serumlu vasat konur. Hiicre her giin mikroskop altinda incelenerek
CPE aranur.

2- Adsorbsiyon teknigine bagh kalmadan, viruslu materyalin hiicre ile bir-
likte yapildig1 donem.
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Inokulum maddesi hazirlanir, hiicre kiiltiirii ile kanistirilip tiip veya siselere
taksim edilir. Etiive konur, her giin mikroskop altinda CPE kontrol edilir.
. CPE olugturan viruslarda, CPE olusmasi hazirlanan inokulum maddesinde vi-

rusun varlifinin delilidir.

Birgok virus tiirleride doku kiiltiirlerinde tiredikleri zaman hiicre i¢inde
kalirlar. Virusun hiicrelerden ayirdedilmesi i¢in hiicrenin par¢alanmasi veya
virusun ¢ikarilmasi gerekir. Bunun i¢in cesitli fiziksel ve kimyasal metodlar
uygulanir. Hiicrelerin par¢alanmasi i¢in en ¢ok kullanilan metod dondurma-
¢ozdiirme iglemidir. Belirli bir virus liretme zamamndan sonra, kiiltiirler - 20°
de veya - 70°C de dondurulur ve oda derecesinde arasira ¢calkalanmakla tekrar
¢ozdiiriiliir. Materyal 10 dakika 2200 devirde santrifiij edilerek hiicre par¢alari
ayirdedilir ve tist kisim inokulasyon materyali olarak kullanilir. Sonikeyt
cihazi ile de hiicreler pargalanarak viruslar digar ¢ikarlar.

Bazi viruslarda hiicre kiiltiirlerinde tiredikleri halde CPE olusturmazlar.
Omegm BVD nin bazi suglari gibi. Bu durumda virusun varliini ortaya koy-
mak icin 0zel testler uygulanir.

b) EBRIYOLU TAVUK YUMURTASINDA IZOLASYON

Embriyolu tavuk yumurtasi viruslann, tiretilmesi i¢in uygun bir ortamdir.

Degisik inokulasyon yollarinin olmasi, ag1 veya antijen hazirlanmasi i¢in
gerekli virusun tiretiimesinde kullanilan 6nemli yontemlerden biri olmugtur.

Embriyolu tavuk yumurtasina’ekim, allantoik bosluga, koriyoallantoik
membrana, amniotik bosluga ve yumurta sarisina olmak iizere dort sekilde
yapilir.

1) Amniotik bosluga ekim :

12-14 giinliik embriyolu yumurtalara 0,1-0,2ml. miktarinda kizamik, inf-

~ luenza veya mumps (kabakulak) viruslan ekilir.

2) Koriyoallantoik membrana ekim :

10-12 giinliik embriyolu yumurtalara 0.05ml. miktarinda ekim yapilir.
Cicek grubu viruslarin izolasyorlarinda bu yontemden faydalamllr

3- Allantoik bosluguna ekim :

Genellikle 9-11 giinliik embriyolu yumurtalar kullanilir. 0-2, 0,3ml. mik-
tarinda ekim yapilir.

4- Sar1 keseye ekim :

6-8 giinliik embriyolar tercih edilir. 0.2- 04 ml. miktarinda, mavi dil ve
kuduz viruslar i¢in ekim yapilabilir. Ayrica embriyoya intravendz ve intrase-
rebral enjeksiyonlar da yapilabilir. Intreserabral enjeksiyonlar, beyinde patolo-

. jik degisiklik yapan hastaliklarla ilgili ¢aligmalarda kullanilir. Herpes simplex
ve kuduz viruslan bu yolla enjeksiyon suretiyle tretilir. 6-12 giinliik yumurta-
lar daha uygundur. Inokulasyon yolu, gahgmamn amacina ve virusun tiirtine
baghdir. Ekimden sonra, inokulasyon sekline gore yumurtalar, dikey ya da
yatay olarak kulugka makinalarina konularak belli bir siire tiremeye birakilir.
Yumurtalar embriyo Oliinceye kadar veya optimal bir virus ¢ogalmasi
olusuncaya kadar bekletilir. Baz1 viruslar diigiik 1si1da iirerler, bu gibi durum-
larda 35°C veya daha diisiik derecelerde iiremeye birakilir. Mavidil gibi bir
kisim viruslar embriyoyu 0ldiiriir, ¢icek gibi bir kisim viruslarda embrioyoyu
Oldiirmez.
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Enfekte, embriyolu tavuk yumurtasinda viruslu materyal, amnion
sivisindan, allantoik sivisindan, korioallantoik membrandan elde edilir.

¢) DENEY HAYVANLARINDA VIRUS IZOLASYONU

Burada giiphe edilen virusa gore, hassas hayvanin se¢imi 6nemlidir.
Yasinda biiyiik 6nemi vardir. Ciinkidi siit emen yavrular viruslara
yetigkinlerden daha duyarlidirlar. Inokulasyon yolu da ¢nemli bir faktGrddir.
Laboratuvarda bu gaye icin beyaz fare, hamster, kobay, rat, kedi ve tavsan
kullamlir. Laboratuvardaki deney hayvanlarina genellikle intracerebral, intra-
nasal, ve intraperitoneal intraventz yollardan inokulasyonlar yapilir.

1- Intracerebral inokulasyon :

Neurotropic viruslarin izolasyonu i¢in uygulanir. Bu maksatla hem yeni
dogmus yavrular hem de 3-4 haftalik yavru fareler kullanilir. 0.03mlL
Inokulum materyali keskin igneyle enjekte edilir. Inokulasyondan sonra biitiin
fareler kontrollerle birlikte 30 giin gézlem altinda tutulur.

2- Intranasal inokiilasyonlar, pneumotropic viruslarin izolasyonu icin uy-
gundur. Hayvan eterle hafifce bayiltilarak 0,05ml. inokulum materyali solu-
num havasiyla burundan emdirilir. Solunum yolu viruslarinda 14 giin gézlem
altinda tutmak gerekir.

3- Intraperitoneal inokulasyon i¢in daha ¢ok kobaylar kullamlir. Psittakoid
ve Ricketsial organizmleri izole etmek icin uygundur. 0,5Sml. inokulum ma -
teryali enjekte edilip, her giin hayvanlann derecesi bir deftere kaydedilir.

Deneye aliman hayvanlar her giin mauyene edilir. Olen hayvanlardan histo-
patolojik yoklamalar yapilir, gerekli dokular sonraki pasajlar igin toplanr.

2- IDENTIFIKASYON (Virus Tiplendirme)

Tum bu izolasyon yOntemleriyle cesitli organlarda izole edilen virus
tiirlerinin tiplendirilmeleri gerekir. bu maksat i¢in ¢esitli yontemler kullanilir.

a) Morfolojik olarak :

Izole edilen bir virusun morfolojisi, elektron mikroskobunda tetkik edilerek
identifikasyonu saglanir.

b) Histolojik olarak :

Izole edilen virus ¢esitli boyalarla boyandiktan sonra, inkliizyon cisim-
ciginin 6zelligine gore, identifiye edilir.

¢) Serolojik olarak :

Bilinen immum serumlar kullanarak bir etkenin hang1 virus grubuna dahil
oldugu saptanabilir.

Notralizasyon testi, hemadsorbsiyon testi ve doku kiiltiiriinde plak
rediiksiyon testi, 6n planda kabul edilen serolojik identifikasyon reaksiyon-
landir.

d) BIYOLOJIK OZELLIKLERINDEN FAYDALANILARAK
~ YAPILAN VIRUS IDENTIFIKASYONU

1) HEMADSORBSIYON

Genellikle myxo ve paramyxo virus grublan i¢in kullanilir. Bu viruslar
bazen belirgin bir CPE olusturmazlar ve bu durumlarda v1rus partikiiliinde bu-
lunan hemaglutinin, hemadsorbsiyon testiyle saptanir.

Hemadsrobsiyon, kobay ve fare eritrocytlerinin, iireyen viruslarla
birleserek (adsorbe olarak) tizerinde bulundugu konakgi sistem hiicrelerinde
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kiimeler tegkil etmesi prensibine dayanir. Virusla dogrudan dogruya eritrosit
kars1 kargtya gelir. Yanliz burada birlesme mutlaka bir invitro sistem yani
hiicre sistemi i¢inde yapilmalidir. Genellikle %0,5 lik eritrocyt siispansiyon
kullanilir.

Pozitif testlerde, mikroskopik muayene de eritrocytelerin doku kiiltiiri
tizerinde kiiciik topakgiklar (kiimeler) olusturdugu gorilur.

INDIREKT TESHIS

Antikor tesbiti .

1) Hemaglutinasyon-Hemaglutinasyon Inhibisyon :

Direkt teghis medotlarinda anlatildigi gibi, serumda mevcut antikorun or-
taya ¢ikarilmast icin yapilir.

2) Notralizasyon :

Daha ¢ok viral daha az bazi bakteriyel antijenlerin ve antikorlarin saptan-
mast i¢in kullanilan bir metoddur.

Notralizasyon reaksiyonu Oncelikle kontrol edilmek istenilen bir serum
icinde, herhangi bir virusa karsi, 6zel notralizan antikorlarin bulunup bulun-
madigini tesbit etmeye yarar. Notralizasyon testinin temeli, i¢cinde nétralizan
antikorlar bulunan serumlarin, virus stispansiyonu ile karigtirildiginda virusun
enfeksiyon yapma. yetenegi onlemesine dayanir. Notralizasyon testi, deney
hayvanlarinda embriyolu yumurtalarda ve hiicre kiiltlirlerinde yapilabilir.

Notralizasyon testinin her yapilisinda, virusun kontrol titrasyonlar: gerekli-
dir, bu islem serum-virus, karigiminda en yiiksek yogunluktaki virus dozun-
dan baglayarak (100 TCID 50) yapilir.

Eger CPE goriilmezse, gonderilen siipheli serumda, bilinen virusa karsi
nétralizan antikor vardir ve bu durumda bu antikorlar virusun homologu
oldugu icin virusu nétralize etmigtir.

CPE goriiliirse, gonderilen serumda virusa karsi notralizan antikor yoktur.
Buda hayvanin bilinen virusa karg: antikor tagimadigini gosterir.

Bir tek serum numunesinde tesbit edilen pozitif bir bulgunun, hali
hazirdaki enfeksiyonu teshiste degeri yoktur; ¢linkii nétralizan antikorlar
yillarca devam edebilirler ve bunlarin bulunmast, ge¢irilmis bir enfeksiyona
bagl olabilir. Bu bakimdan, nétralizasyon testi, epidemiyoloji ¢aligmalar igin
faydal1 bir testtir; bir toplumda daha Once belirli viruslarla enfeksiyon olup
olmadi8ini ortaya koymada faydalanilar bir testtir.

3- Komplement Fikzasyon :

Indirekt teghis metodlarinda anlatildig: gibidir.

4- Komplement Absorbsiyon Test :

Bu test komplement fiksazyon testinin duyarlilifini artirict y6nde
gelistirilmig bir testtir.

5- Plak Test :

Plak testten bir virusun enfeksiyozite giliciiniin saptanmasinda, viruslarin
saf olarak elde edilmesinde, viruslarin antijenik karakterlerinin saptanmasinda
yararlanilir. Plak test doku kiiltiirlerine ekilen virusun ekildigi yerde bloke
edilmesi esasina dayanir. Plak rediiksiyon testiyle de, interferon varlig: ve
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virus varlig tesbit edilir.

6- Immunofloresan Durdurma Testi :

Bu test floresan inhibisyon metod, nétralizan immunofloresan adlariyla
anilir. Bu metod direkt metoddaki bazi boyamalarin spesifik olup olmadigint
kontrol i¢in uygulanir. Preparat 6nce konjuge edilmemis immun serumla son-
radan konjuge immum serumla karsilagtirilir. Eger birinci asamada antigen
konjuge edilmemis antikorla birlesmis ise ikinci agamada konjuge edilmig anti-
korlarla birlesme olmayacagindan pozitif reaksiyonlarda floresans
goriilmeyecektir.

Bu metodun ekonomik ve genig rutin ¢alismalar i¢in adaptasyonu kolaydir.
Ayrica CPE olusturmayan viruslar i¢in yardimeidir.

7- Indirekt Immunofloresan Metod :

Viral antijenlerin tesbiti ve identifikasyonu i¢in kullanulabildigi gibi stipheli
serumlann incelenmesi i¢inde kullarulabilir. Direkt metoddan daha hassas fakat
spesifikasyonu daha zordur. Bilindigi gibi direkt boyamadada bilinmeyen bir
antijenin tesbiti i¢in kullanilacak biitiin serumlarin ayri ayrn konjuge edilmesi
ve her biri ile ayr1 ayrt boyama yapilmasi gerekir. Indirekt boyama ise ayni
hayvan cinsine ait sadece bir konjuge antiglobulin ve bilinen bir antijen
yardimiyla antikorlarin aragtirilmas: miimkiindiir.

Aragtirilacak materyal 0nce immun serumun uygun dilusyonu ile
kangtirilir. Nemli ortamda 30-45 dakika 37° C de reaksiyona birakilir. Direkt
metoddaki gibi PBS ile yikanir. Daha sonra materyal konjuge antiglobulinin
optimal dilusyonlar ile reaksiyona sokulur 30-45 dakika 37° C de reaksiyona
brrakalir.

Direkt metoddaki gibi PBS ile yikanir. Daha sonra materyal konjuge antig-
lobulinin optimal dilusyonlar ile reaksiyona sokulur. 30-45 dakika 37° C de
nemli ortamda bekletilir. Yikandiktan sonra muayene edilir.

Ilk asamada spesifik antijen antikor birlesmesi olmugsa ikinci agamada anti-
jen-antikor kompleksi konjuge antiglobulinle birlesir ve kompleks, floresans
verir. Direkt teghisde belirtildii lizere, bu test siipheli kan serumlarindan anti-
kor tesbit etmek amaciyla kullanilir.

8- Immunodiffizyon (Agar-gel presipitasyon)

Direkt teshisde belirtildigi tizere bu test, stipheli kan serumlarimdan antikor
tesbit amaciyla kullanilir.

9- Single Radial hemoliz testi (tek yonlii hemoliz test)

Virolojide kullanilan indirekt teshis metodlarnda biriside single radial he-
moliz testidir. Stipheli serumda bilinen virusa karsi antikorlarn mevcut olup
olmadigimni tesbit etmede kullanilan hassas bir testtir. Testin esast antijene karsi
hassaslagtirilmig eritrositin spesifik antikor ve komplementlerle birlegerck
agarl1 vasatta hemoliz olugturmasidir. Bu test hemaglustinasyon olugturan vi-
ruslarla yapilabilir. Bu reaksiyonun en iyi 0zelligi cok az miktarda seruma ih-
tiyac gostermesi ve serolojik yonden yapilan taramalarda fazla sayida serumun
kisa zamanda kontrol edilebilmesidir. Stipheli serumde bilinen virusa karg! an-
tikor varsa, serum sensibilize eritrosyt ve komplement birleserck agarli vasatta
hemoliz meydana gelir.
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Stipheli serumda bilinen virusa kars: antikor yoksa, serum sensibilize erit-
rocyt ve komplement birlesmez ve agarli vasatta hemoliz meydana gelmez.

10- Enzim Immuno Assay Sistemleri (EIA) :

Antijen ve antikorlarin isaretlenme metodlar 3 kisma ayrlir.

1- Immuno floresan teknigi (IFA) :

Floresans veren maddelerle yapilan bir metoddur.

2- Radio immuno assay (RIA) :

Radyo izotop maddelerle isaretleme teknigidir.

3- Enzim immuno assay (EIA)

Antijen-antikor iligkisini, antikorlara baglanmis bir enzimin aktivitesini izle-
mekle aragtirma temeline dayanir. Encok kullamilan sekli ELISA-Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay adi ile amilir.

Antijen-antikor baglantisinin enzym-substrat iligkisinden yararlanarak or-
taya cikarilmasidir.

Reaksiyonda olugan rengin kolorimetrik olarak Ol¢iilmesiyle, baglanmis
enzimli antikor, dolayistyla varsa mevcut antijenin varligi hakkinda bilgi edini-
lir. Burada aranacak her antijen i¢in ayr ve enzim ile baglanmig bir antikorun
elde bulunmasi zorunlulugu vardir. Enzim igaretli immun deneylerde kul-
lanilan baslica enzimler ve substratlar, peroksidaz, alkalen fosfataz ve beta ga-
laktozidaz enzimleri ve bunlann substratlandir. Ayni sekllde materyaldeki, an-
tikorlarda tesbit edilebilir.

11- Radioimuno Assay- RIA

Bu deney kolayca radyoaktif hale getirilebilen antijenlerin arastiriimasi ve
miktarlarnin 6l¢tilmesi i¢in kullanilan ¢ok duyarl bir deneydir.

Serumda, viral Hepatit B antijenlerinin ve baz: virus antijenlerininin
aragtiriimasinda Onem tagir. Bugiin RIA i¢in uygulanan yontemler arasinda en
pratik olan antijen ya da antikorlarin Elisa'daki gibi polyvinil veya polysteren
ylizeylere kaplanmalari ile uygulanan yontemdir. Antikor aramak i¢in elde
uygun antijen ile kaplanmig plastik tiip yada plateler bulunmalidir. Stipheli
serum bu kaplara konur. Eger serumda uygun antikor varsa o da ylizeye
yapisacaktir. Yikama ile antikorun fazlasi atilir. Bu kez radyoizotopla
isaretlenmis bir antiglobulin eklenir. Tekrar yikama ile fazlas1 uzaklagtirihr.
Test olumlu ise yani belirli antijene uygun antikor bulunuyor ise ylizey
radyoaktivite kazanir. Buda dedektOr ile saptanir.

Antijen aramak i¢in bu kez uygun antikor kapl ylizeyler kullamlir. Antijen
oldugundan kugkulanilan siv1 bir yiizeye konur. Varsa antijende yiizeydeki an-
tikora yapisacaktir. Yikama isleminden sonra bu kez radyoizotopla
isaretlenmig bilinen antikor eklenir. O da yiizeye yapistiktan ve yikandiktan
sonra dedekt0r ile raydoaktivite GlCiliir.

Poliovirus ve ¢i¢ek virusunun ¢Oziinir antijenlerinin tayininde kul-
lanilmaktadir.

12- Immunoelektroforez Metodu :

Bu metodda agaroz eritilir, cam lamlar iizerine dokiiliir ve donmaya
birakilir. Agaroz tizerinde paralel oyuklar acilir ve bilinen antijen veya bilin-
meyen numuneler katoda en yakin oyuklara, antikor ise anoda yakin oyuklara
konur. Sonra lam, elektroforez kutusuna yerlestirilip, 6zel kagitlarla tamponla
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temas ettirilir ve sabit bir akim verilir. Buradaki temel ilke, antijenin menfi

« elektrik yiiki tagimasi ve elektroforez aletinde anoda dogru hareket etmesidir.
Bunun aksine, antikor katoda gider. Elektrik alaninda aksi yonlere dogru hare-
keti doguran bu zit giicler, agaroz icinde antijenle an tikorun birbirine dogru
hizla yaklagmasii sa8lar. BOylece antijenle antikor yogunlasir ve presipi-
tasyon c¢izgisi cabuk meydana cikar. Bu deney virus antijenlerinin negatif
elektrik yiikli oldugu diger sistemlerde de uygulanabilir. Ayrica bu metod
kompleman birlesmesi ve radyo immuno assay tekniklere oranla daha basittir.
1-2 saat i¢inde sonu¢ alinir ve komplement rekasiyonu kadar duyarli sonug
Verir.

13- Immunoelektron Mikroskopi :

Bazi kiiciik viruslarin identifikasyonunda, i¢inde ¢ok az virus bulunan ma-
teryallerden elektronmikroskop preparatlart yapilmak istendiginde immunolo-
jik sekillerinden yararlanilmaktadir. Immuno elektron mikroskopi teknigi cok
duyarl: ve cabuk sonug¢ vermektedir. Baglica iki metod kullanilir.

1- Solid faz immuno elektron mirkoskopi

2- Immununogold labelling.

Iki metodda ayrica ikiye aynlmaktadir. Direkt ve indirekt olarak.

1- Solid faz immuno elektron mikroskopi :

a- Direkt Metod :

Testin ana prensibi kontrol edilecek virusun, hyperimmun serum ile virusu
grid tizerinde kargilagtirarak belirli siire bekletmek ve bOylece daha ¢ok virus
gorilebilmektedir. Ciinkii varsa virus homologu antikor ile birlesecektir.

b- Indirekt Metod :

Bir 0nceki yontemden farki virus ile hyperimmun serum karigimina gam-
maglobulin ilave edilmesidir. Bu sekilde direkt metoda gore 4-32 defa duyarlt
hale getirilmis olur.

2- Immunogold Labelling Metodu :

a- Direkt Metod :

.Bu testte kullanilan 6nemli madde altin ile isaretlenmig antivirus immun
globulin G'lerdir. Bir tiipte bir virus ile altin ile isaretlenmis antivirus immu-
noglobulin G'si kargilagtirtlir. Tiip oda 1s1sinda 60 dakika bekletilir. Grid
lizerinde preparat hazirlanr.

b) Indirekt Metod :

Bu metod ¢ok duyarlidir. Burada serbest halde bulunan antijenlerde immo-
nogold ile baglanabilme sansina sahiptir.

14- Immuno Peroksidaz :

Testin yapilis ve prensibi immunofluorosana benzerdir. Yanliz sonuclar
normal 11k mikroskobunda da okunabilir. Immuno peroksidaz boyamada be-
lirli enzimler bir antikora baglidir ve fikse edilmig dokuda viral antijenin tesbiti
icin, bir immuno enzimatik sistemde kullanlir.

Deney igin cesitli enzimler kullanilir ise de Horseradish peroxidase yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Viral antijenin ortaya ¢ikarilmast i¢in direkt immuna peroksidaz testi; viral
enfeksiyonlarin ¢abuk teghisi icin tstiin bir metoddur. Enzimle isaretlenmis
antikor kullanarak enfekte hiicrelerdeki yani intracelliiler viral antijen tesbit
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edilmektedir. Basittir, boyama prosediirii giivenilirdir ve sonuglar kisa siirede
elde edilmektedir.

Viral izolatlarin identifikasyonu igin, hiicre Ornekleri nasofarengial
omekler, doku kesitleri, vesikiil gibi klinik 6rmekler bir mikroskop lami
lizerine asetonla fikse edilir. Ornege peroksidaz ile isaretlenmis viral antikor
ilave edilir. Uygun bir inkiibasyondan sonra reaksiyona girmeyen konjugate
uzaklagtirilir ve bunlar yikanir. Sonra bir petri kutusu i¢inde substrat solusyo-
nundan gegirilir. 10-15 dakika sonra goriilebilir bir renk olusur ve enzimatik
reaksiyon durdurulur. Lamlar mikroskopik incelemeye alimir.

Hiicre Kiiltiirii ile Testin Yapihist

Immun peroksidoz testi, CPE olusturmayan viruslar: saptamak amaci icin
kullanilabilir. Bu amag icin steril mikrotitrasyon plateleri kullanilir. Virus log
10a gore sulandirilip her sulandirma i¢in 4 g6z kullanilir. Her goze 10 pl %5

fotal dana serumlu vasat icinde sulandirilmig virusdan konur. Fotal dana
bobrek hiicresinden 3x10s hiicre / ml. olacak konsantrasyonda hiicre 50 ul her
goze ilave edilir. Kontrol gozlere virus konmaz. Plate'ler 48 saat 370 C %5
CO2 li etiivde inkiibe edilir. Sonra hiicre kiltiirlii sivilar, dokiilir ve distile su
icinde 1/3 sulandiriimig PBS ile yikanir. Plateler kurutulur ve 300 C del saat
1isitma ile fikse edilir. PBS-Tween 20 ile 1slatilir daha sonra sivilar dokiilir. Ve
her goze peroksidaz ile igaretlenmis viral antikor 50 pul ilave edilir. 1 saat sonra
konjugate yikama ile uzaklagtirilir. 50 pl substrate solusyonundan gozlere
ilave edilir. Oda derecesinde 15-30 dakika inkubasyondan sonra substrate
yikanir ve 1/3 sulandinilnug PBS konur. Plateler 151k mikroskobunda kontrol
edilir. Virus ile enfekte hiicreler boyanacaktir, kontrol hiicreler boyanmamig

olarak kalacaktir.

Indirekt Metod :

Fikse edilen antijen 6nce serum sulandirmasi ile reaksiyona konur. Uygun
inkiibasyondan sonra reaksiyona girmeyen serum uzaklastirilir. Peroksidaz ile
isaretlenmis, tiire karg1 hazirlanmig gama globulin ilave edilir. Belli siire sonra
reaksiyon durdurulur. Her agamada yikama iglemleri yapilir. Bu testte bir kon-
jugate kullanarak degisik viral antijenlerin ortaya ¢ikarilmasi miimkinddr.

15 Notralizan Peroksidaz-Linked Antibody Assay (NPLA)

Mikroplatelerde siipheli serumun Log 2 tabanmna gore sulandirmalari
hazirlanir. Uzerine 100 DKID oraninda sulandirilmig virus ilave edilir 1 saat
37° C inkube edilir. Sonra gozlere hiicre siispansiyonu konulup 37° C 48 saat
inkube edilir. Daha sonra mikroplateler bosaltilir. PBS Tween 20 ile 3 kez
yikanir. 80° C 1 saat fikse edilir. Peroksidaz ile isaretli conjugate ilave edilir.
37° C de 1 saat inkube edilir. Conjugate dokiiliir yitkama iglemininden sonra
substrate ilave edilir. Bir siire sonra reaksiyon su ile durdurulur ve sonug
doku kiiltirii mikroskobunda okunur. Baglangicta siipheli serum ile bilinen
virus arasinda noétralizasyon oldu ise sonradan ilave edilen conjugate ile
birlesme olmayacak ve renkli iiriinler meydana gelmeyecektir ve olay (+)
kabul edilecektir.
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Geligen teknolojiye bagl olarak yeni teshis metodlart uygulamaya konmak-
tadr. . o
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