Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1997.9.(1)

INDIREKT ELISA YONTEMININ TAVUK
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OZET

Son yillarda soluble antijen veya antikorlarin enzim immunoassay ile solid
faz hale getirilip teshis edilmesinde biiyiik gelismeler kaydedilmigtir. Immuno-
assay, diger immunokimyasal tekniklerin en 6nemlilerinden biri olup ayni
zamanda diger tekniklerden daha az komplike, daha kolay ve daha ¢abuktur
(21). Antijen ve antikor tayininde oldukca hassas olan ve ELISA olarak bilinen
test 1970’lerin basinda Engvall ve arkadaslar1 Van Weemen ile Schurs tarafindan
gelistirilmistir(18).

ELISA yontemi ile antikorlarin veya antijenlerin saptanmasinda ortam ya
antikor yada antijen ile kaplanarak duyarlastirilir ve iizerine konan antijen veya
antikor ile reaksiyona girer, iizerine ilave edilen enzim isaretli anti-
immunoglobulin ve substrat ile renk degisimi seklinde substratin pargalanma
oranma gore test sonuglanir ve mikropleytde olusturulan bu reaksiyonda bir
pleyt iizerinde ¢ok sayida numune islenebilmektedir.

Bu arastirmada su anda iilkemiz tavukculugunun 6nemli hastaliklardan
Newcastle, Gumboro, Epidemik tremor ve Enfeksiy6z bronsitis igin antikor tayin
etmekte kullanilacak olan indirekt ELISA metodu laboratuvarimizda standardize
edilmistir. _

Anahtar kelimeler: Indirect ELISA, ND, IBD,IB,AE, Antikor teshis,

SUMMARY

The ELISA assay is an antigen-antibody reaction system which applicates
an antibody coupled enzyme with the substrate is directly proportional to the
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amount of antibody or antigen present in the sample being tested. Immunassay
was the linkage of solube antigen or antibody to an insoluble soild phase in a
way in which reactivity of the immunological component was retained. This
was the basis of the techniques known ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) pioneered by Engvall and colleaques Van Weemen and Schuurs (18).
With the appropriate assay can be remarkably quick and casy yielding information
that would be difficult to determine by the other tecniques (21).

The ELISA was first introduced in the early 1970°s and is a highly sensitive
method for assaying cither antigens or antibodies. In principle the assay is
analogus to radio-immunoassay (RIA), the only major difference being to use of
an enzyme other that an isotope. Heterogenous enzyme-immunoassays combine
the advantages of immunoflourescense and radioimmunoassay and overcome
many of the disadvantages of the other two methods. Enzyme labelled reagents
are cheap, easy to prepare and are highly stable so giving a long shelf life, yet
yield assays which approach the sensitivity of radiommuassay and which give
objective result that can be determined, either visually or with rather simple
cquipment.

In this study, we standardized to determine the antibody with indirect ELISA
technique for Gumboro, Newcastle, Avian Encephalomyelitis and Infectious
Bronchitis discases of the important poulty diseases of our country. The ELISA
and research labotory of our institute will go on to developELISA test methods
for the other important diseases.

Key words: Indirect ELISA, ND, IBD, IB, AE, Antibody detection.

GIRIS

Insan ve hayvanlarda enfeksiy6z hastaliklarin tanisinda uzun yillar etkenlerin
duyarl kiiltiir sistemlerinde izolasyonu ve identifikasyonu yolun gidilmistir. Bu
yontemin enfeksiyoz hastaliklarin luzli teshisi bakimindan bazi dezavantajlan
vardir. Ciinkii ¢ogu mikroorganizmalar 6zellikle viruslar ve yavas ¢ogalan
bakterilerin kiiltiirlerde tiretilmeleri uzun zaman almakta, kiiltiir sonucu hekime
geg ulasacagindan tedaviyide etkilemektedir. Bazi viruslarin indektifikasyonu
yapilhus oldugu halde, kultiir sistemlerinde iiretilmeleri miimkiin olmamustir.
Orn:insanlarda hepatitis A ve B viruslari klinik hépatitis olaylarinin biiyiik
cogunlugundan sorumlu olduklart halde doku kiltiirii sistemlerinde
tiretilemezler.(3) Bu yiizden hastaliklarin tamisinda direkt etken izolasyon ve
indentifikasyonu yanisira serum nétralizasyon agar-jel presipitasyon,
hemagliitinasyon-inhibisyon, komplement fikzasyon gibi degisik scrolojik testler
ile immunokimyasal isarctleme ve test teknikleri baslica 3 sathada incelenirler
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(5). Immunofluoresans teknigi (IFT),Radioimmuoassay (RIA) ve Enzimlerle
isaretleme yontemleri (EIA),

Son zamanlarda immunoenzimatik reaksiyonlar diger iki testin yerini
almaktadir. Bunun nedeni 6zellikle ELISA testinin bazi avantajlandir ki bunlar;

a. Cok kiigiik hacimlerde ¢alisilmasi,

b. Sonugclarin kantitatif olmasi,

c. Non-spesifik rcaksiyonlarin azligi,

d. Isaretli ajanlarmn stabilitesinin daha fazla olmast,

e. Enzim-substrat iligkisinin sonug reaksiyonu artirip ¢ok kiigiik antijenik
miktarlarinin picogram seviyesinde dahi tespit edilebilmesi,

f. Sonucun gozle yada basit araglarla okunabilmesi.

Bunun yaninda her testte oldugu gibi EIA’dada ¢6ziimlenmesi gereken bazi
sorunlar bulunmaktadir. (20) Bunlar;

1.Solid faz immunoassay’c iliskin olanlar;
a. Kros reaksiyonlarin olugumu,
b. Yiiksek duyarlilik,
c. Antikor duyarlihginin siirhlig,
d. Non-spesifik reaksiyonlar,
¢. Solid fazda yakalanmadaki degisiklikler,
2. Enzim immunoassay’e ilgili sorunlar;
a. Konjugeyt ilavesinden sonra antikor duyarlihiginin kaybi,
b. Enzim-substrart reaksiyonu degisikligi,
c. Enzimatik akvititenin inhibitérlerc duyarlihigy,
d. Endojen enzimatik aktivitenin varhigt,
¢. Substrat belirlenmesindeki sinir.

Solid fazda enzim isaretli antikorlarin fiziksel baglanmasi ile enzim isaretli
antikorlar arasinda non-spesifik rcaksiyonlar olugmaktadir. Bu fiziksel
baglanmalar buffer’da bulunan jelatin, BSA (sigir serum albumin), vb. gibi
immunolojik olan nétral proteinler, yikama sivilart ve deterjan kullanimu ile
azaltilabilmekte veya climine edilebilmektedir (20,21).

Klinik marazi maddedeki bazi unsurlar (Siipheli veya hasta hayvan
serumundaki) solid fazla kaplamak igin kullanilan immunoglobulinlerin fc
kismima baglanabildigi durumlarda non-spesifik reaksiyonlar olusabilir. Bu
reaksiyonlar fc kismi ile baglanma yeteneginde olan bakteri komponentleri yada
marazi maddedeki rheumatoid faktoriin varligi nedeniyle meydana gelmektedir.
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Bu reaksiyonlar non immun serum IgG veya non-spesifik reaktanlar nétrilize
etmek igin reaksiyon karigimina fc fragmentlerinin ilavesi ile en aza indirilebilir.
(4,11)

MATERYAL VE METOT

Aragtirmamizda kullandigimiz materyaller; Otomatik micropleyt dispenser
cihazi, Otomatik micropleyt yikayicisi, ELISA okuyucusu, Spektrofotometre,
Refractometre, Mikropleyt galkalayicisi, CO,’li etiiv, Laminar flow kabin,
Takaschy mikro titrasyon seti, Vortex mikser, Manyetik karistirici, Sogutmali
santrifiij, Embriyolu SPF yumurta, Civciv embriyo fibroblast-CEF ve Civciv
embryo trachea ring culture-CETRC, ELISA ve Doku kiltirii disposible
malzemeleri ile Ortophenylen diamine, Lysin monohydrate, Agar Noble, MEM
medium, TC vitamins, Newborn ve fetal calf sera, Tween-20,Tris, Poly ethylen
glycool-6000, Diethanolamin, 1,1,2, Trichorfluoroethan, 1-Fluor-2,4-
dinitrobenzol, 4-Nitrofenil-fosfat, BSA, Jelatin, Negatif ve pozitif antiserumlar,
ND,AE,IBD ve IB ELISA antijenleri, %] eritrosit siispansiyonu ve diger
kimyasal malzemelerdir.

Bu calismamizda indirekt ELISA yénteminin viral tavuk hastaliklaridan
ND, AE, IB, ve IBD igin antikor teshis metodu gelistirilerek laboratuvarimiza
gore standardize edilmis, immunodiffiizyon test, Hl test,embriyolu SPF
yumurtada ve doku kiiltiiriinde nétralizasyon testi ile karsilastinlmasi yapilmistir.

Immunodiffiizyon testi, Gumboro, ND ve AE i¢in antikorlarin varligim
tespit etmek igin kullanildi. Bu testte kullanilan agar asagidaki gibi hazirlandi.

NEACL .covsonm s mmpem ey 8 gr
Noble Agar.........covimsvenmessesnmiesns 0,7 gr.
0,1 MPBS,pH: 7.2......cceuven. 10 ml
Y61 Thiomersal ....cmmassmsrssniss I ml
Polyethylen giycool-6000MW ...... 2 gr
Distile SU ...ooeeeeeiiiieeeeiieeceee 89 ml.

Karigim iyice eritilip, 10 dk. otoklav edildi, 35 mm.’lik petrilere 2ml. olarak
dokiildii, agar soguduktan sonra teknigine uygun olarak 3mm. ¢apinda 2-2,5
mm. araliklarla delikler agildi. Antijen ortaya diger serumlar, referans pozitif ve
negatif serumlar gevre deliklere kondu. 37°C’de %70 nemli etiivde petriler inkube
edilip presipitasyon gizgisi hergiin kontrol edilmek sartiyla 3 giin siireyle kontrol
edildi. (17) :

HI testi i¢cin, U veya V tabanli 96 gozlii mikropleytin tiim gézlerine 50
ul.PBS kondu.l.nci goze test edilececk serumdan 50 ul. konup. 1:2 dilusyonu
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yapildi. Uzerine antijen PBS ile 4 HAU miktarda dilue edilip tiim g6zlere (12.nci
gozler kontrol olarak birakildi.) 50 ul. miktarda kondu. Serum-antijen 4°C’de
20 dk. inkube edilip tizerine 100 ul. %1 tavuk eritosit siispansiyonu konup 4°C’de
- 45-60 dk. inkube edilip sonu¢ okundu. (17)

Notralizasyon testi, Enfeksiy6z bronsitis igin CETRC, Gumboro igin CEF
doku kiiltiirinde (Beta prosediir ile); Newcastle ve AE igin embriyolu SPF
yumurtada (Alfa metodu ile ) yapild1 (17). Doku kiiltiiriinde nétralizasyon testi
icin, 96 gozli,steril, diiz tabanl doku kiiltiirii mikropleytlernin birinci gézlerine
100 ul. ikinci gozlerden 11.nci gozlere kadar (11 dahil) 50 ul. virus (300 ul./50
ul.) kondu. 12.nci gézler hiicre kontrol olarak birakildi, daha sonra 1.nci gézlere
56°C’de 30 dk. inaktive edilmig serum numunelerinden 25 ul. kondu ve 50 ul’lik
pipetle 1.nci gozden 10.ncu goze kadar dilusyon yapild: . 10.cu gézden 50 ul.
dilusyon yapildiktan sonra atildi. 11.nci gozler virus kontrol olarak birakildi.
Pleyt yaklagik 30-45 dk. 37°C’de irkube edildi, iizerine 5x10/0,2 ml. hiicre
ihtiva eden taze hazirlanmig CEF hiicre siispansiyonundan veya CETRC (2
halka) kondu, %5 CO2’li etiivde 37°C’de 72 saat inkube edildi. Daha sonra
%70’ lik alkolle fixe edilip trypan blue ile boyandi ve dilusyonu yapilan serumla
noétralize edilen virusun CPE goriilmeyen son noktasi hesaplandi (4,17).
Embriyolu SPF yumurtada serum nétralizisyon testinde, serum numuneleri
56°C’de30 dk. inaktive edildi. Virus diluyonu tryptose phosphate ile 10! den
106 ya kadar yapildi. ND igin NDV-Roakin, AE i¢in AEV-Van Roekel susu
kullanildi. Serum diliisyonu ve virusla karigim asagidaki sekilde yapildi ve oda
sicakliginda 1 saat inkube edildi.

L.ci tiip= 0,4 ml. serum+0,4 ml. virus10-¢
2.ci tiip= 0,4 ml. serum+0,4 ml. virus10*
3.ci tiip= 0,4 ml. serum+0,4 ml. virus10-*
4 ci tiip= 0,4 ml. serum+0,4 ml. virus10-
5.ci tiip= 0,4 ml. serum+0,4 ml. virus10-?

Yiiksek diliisyondan baglanmak iizere her diliisyondan 9-11 giinliik 5 adet
embriyolu SPF yumurtalara 0.1 ml. miktarda inokulasyon yapildi. 5 embryo
kontrol birakildi. 7 giin miiddetle embriyolar kontrol edildi. 7.ci giin embriyolar
acilip incelendi ve élenler kaydedildi , sonuglara gore nétralizasyon indexi
bulundu(4,17).

Newecastle hastalig: antikorlarinin indirekt ELISA ile teshis metodu:

1. NDV-Roakin susu ile hazirlanip konsantrasyonu ve purifikasyonu yapilmis
antijen, Karbonat/Bikarbonat buffer ile (pH:9,5) 1:1200 oraninda sulandirildi.
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2. Pleytler (Nunc-maxisorp, 96 gézlii, diiz tabanli ELISA pleyti
cat.no:439454) sulandinlan antijenden tiim tiiplere 100 ul.konarak +4°C’de 1
gece birakilarak kaplandi.

3. Pleytler fosfat buffer salin +%0,5 Tween-20(PBST) yikama soliisyonu
ile 5 kere her yikama arasi 1 dk. beklenerek yikandi.

4. Tam go6zlerc %3 oraninda BSA veya FCT ilave edilmis PBST
soliisyonundan bloking igin 100 ul. kondu

5.37°C’de 30 dk. beklendi, pleyt 3. maddede anlatildig: iizere yikandi.

6. 1:1000 oraninda PBST ile sulandirilan serum 6rnekleri ile referans pozitif
ve negatif serumlar 100 ul. miktarda pleytin gézlerine kondu.

"7. 45-60 dk. beklendikten sonra pleyt yikandi.

8. HRPO ile isarctlenmig, 1:1000 oraninda PBST ile sulandirilmus
konjugeytten tiim gozlere 100 ul. miktarda kondu ve 60 dk. 37°C’de beklendi.

9. Pleyt yikandh.

10. 34 mg. OPD substrat, 100 ml. pH:3,5 sitrat buffer’da ¢oziindiiriildii,
OPD 1s18a hassas oldugundan koyu renkli siseye konup dist alimiinyum folyo
ile is1k almayacak sckilde kapatildi, tizerine %37lik H,0,den 20 ul. konup 15
dk. beklenilip aktivasyonu sagladiktan sonra tiim gézlere 100 ul. olmak iizere
kondu ve arasira gozlenmek suretiyle sari renk olusumu igin 20-25 dk.37°C’de
karanlikta beklendi.

11. Renk olugumu tamamlandiktan sonra 2,5 M. Siilfirik asit soliisyonundan
tiim gozlere 50 ul. konarak reaksiyon durduruldu ve pleyt ELISA okuyucusunda
492 nm’ de okundu (12,13,14,15,22).

Enfeksiy6z Bronsitis ve Gumboro hastaligi antikorlarimin indirekt
ELISA ile teshis metodu:

1. Enfeksiy6z Bronsitis igin IBV-M41ve Enfeksiy6z Bursal Hastaligi igin
IBDV-Cheville susu ile hazirlamp konsantrasyonu ve purifikasyonu yapilmis
antijen, Carb/Bicarb, pH;9,5 ile 1:1000 oraninda sulandirildi.

2. Pleytler (Nunc-maxisorp, 96 gozlii, diiz tabanli ELISA pleyti, cat.
n0:439454) sulandirilan antijenden tiim gozlere 100 ul.konarak +4°C’de 1 gece
birakilarak kaplandi.

3. Pleytler fosfat buffer salin+ %0.5 Tween-20 (PBST)yikama soliisyonu
ile 5 kere her yikama arasi 1 dk. beklenerck yikandi.

4. Tim gozlere %3 oraninda BSA veya FCS ilave edilmis PBST
soliisyonundan bloking i¢in 100 ul.kondu.
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5. 37°C’de 30 dk.beklendi, pleyt 3. maddede anlatildig: tizere yikandi.

6. 1:1000 oraninda PBST ilc sulandirilan serum 6rneklerti ile referans pozitif
ve negatif serumlar 100 ul.miktarda pleytin gézlerine kondu.

7. 45-60 dk.beklendikten sonra pleyt yikandh.

8. HRPO ile isaretlenmig, 1:1000 oraninda PBST ile sulandirilmis
konjugeytten tiim gézlere 100 ul. miktarda kondu ve 60 dk.37°C’de beklendi.

9. Pleyt yikand:. ‘

10. 34 mg. OPD substrat, 100 ml. pH;5,5 sitrat buffer’da ¢6ziindiiriildii, OPD
1518a hassas oldugundan koyu renkli siseye konup dist aliiminyum folyo ile 151k
almayacak sekilde kapatildy, iizerine 37’lik H,0,den 20 ul.konup 15dk. beklenip
aktivasyonu sagladiktan sonra tiim gézlere 100ul.olmak iizere kondu ve arasira
gozlenmek suretiyle sari renk olugumu igin 20-25dk.37°C’de karanlikta beklendi.

11. Renk olugsumu tamamlandiktan sonra 2.5 M siilfirik asit soliisyonunudan

tim gozlere 50 ul konarak reaksiyon durduruldu ve pleyt ELISA okuyucusunda
492nm’de okundu (6,7,8,9,10,11,15,16,21,22).

Avian Ensefalomiyelitis hastaligi antikorlarmin indirekt ELISA ile teghis
metodu:

1. Avian Encephalomyelitis igin AEV-Van Rockel susu ile hazirlanip
konsantrasyonu ve purifikasyonu yapilmis antijen, Carb/Bicarb, pH:9,5 buffer
ile 1:100 oraninda sulandirildi.

2. Pleytler (Nunc-maxisorp,96 gozlii, diiz tabanli ELISA pleyti,
cat.no:439454) sulandirilan antijenden tiim gozlere 100 ul.konarak +4“C’de 1
gece birakilarak kaplandi.

3. Pleytler fosfat buffer salin +%0,5 Tween-20 (PBST)yikama soliisyonu
ile 5 kere, her yikama arasi | dk.beklenerek yikandi.

4. Tum go6zlere %3 oraninda BSA veya FCS ilave edilmis PBST
soliisyonundan blocking i¢in 100 ul.kondu.

5. 37°C’de 30 dk.beklendi, pleyt 3. maddede anlatildig: tizere yikandi.

6. 1:50 oraninda PBST ile sulandirilan serum 6rnekleri ile referans pozitif
ve nefatif serumlar 100 ul.miktarda pleytin gézlerine kondu.

7. 45-60 dk.beklendikten sonra pleyt yikandi.

8. HRPO ile isarctlenmis 1:1000 oraninda PBST ile sulandirilmis
konjugeytten 100 ul.miktarda kondu ve 60 dk.37°C’de beklendi.

9. Pleyt yikandi. '

10. 34 mg. OPD substrat,100ml. pH:5,5 sitrat buffer’da ¢6ziindiiriildii, OPD
1518a hassas oldugundan koyu renkli siseye konup dist aliiminyum folyo ile 151k
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almayacak sekilde kapatildi, iizerine %37°lik H,0,’den 20 ul.konup 15
dk.beklenip aktivasyonu saglandiktan sonra tiim goézlere 100 ul.olmak iizere
kondu ve arasira gézlenmek suretiyle sart renk olusumu igin 20-25dk. 37°C’de
karanlikta beklendi.

11. Renk olusumu tamamlandiktan sonra 2,5 M siilfirik asit soliisyonundan

tiim gozlere 50ul.konarak reak siyon durdurudu ve pleyt ELISA okuyucusunda
492 nm’de okundu (11,12,22).

BULGULAR

Bu galismamizda her hastalik igin bulgularimiz asagida ayri ayn belirtilmistir.
ND: 7 giinliik 10 adet SPF civciv izolatérde 10 EID-50/0,1 ml. dozda
Newcastle HB-1 BGD agsisiyla asilandi. Takip eden 7,14,21 ve 28nci giinlerde
~ kan alinarak HI testi, SN ve ELISA testleriyle antikor tayinine ¢alisildi
(4,11,17,21).

Test Giinler Toplam civciv sayisi
7 14 21 28

ELISA 6 10 10 10 10

VN - § 10 10 10

HI - 5 10 10 10

7.ci giinde ELISA testi ile alinan 10 adet kanin 6°sinda antikor saptanirken,
VN ve HI testi ile antikor testbiti edilemedi. Calismamizda bu testler ile ancak
14 ci1 giin sonrasinda antikor tespiti miimkiin oldu. Yapilan bir diger arastirmada
(13) ELISA ile HI arasinda korelasyon arastiriimig, P<0,01olarak bulunmustur.
ki bu sonuglara gore ELISA testi HI testinden yaklagik 160 defa daha hassastir.

IBD :3 haftalik 10 adet SPF civcive Enstitii iiretimi Gumboro modifiye
Lukert susundan 1000 TCID-50/0,5ml. dozda intramuskuler olarak enjekte edildi,
enjeksiyondan sonra | hafta araliklarla 4 hafta siireyle kan alinip, ELISA, VN
ve AGP testleriyle antikor tayinine ¢alisildi (4,5,11,22).

Test Giinler Toplam civciv sayist
7 14 21 28

ELISA 5 10 10 10 10

VN - g8 10 10 10

AGP - 4 9 10 10

AGP testi ve VN testi (17) ile metot béliimiinde anlatildig iizere yapilmus,
7. ci giinde ELIS A indirekt metot kullanilarak 10 civecivden sadece 5’inde antikor
tespit edilebilirken VN ve AGP testinde antikor tesbiti miimkiin olmamustir. 14.cii
giinde ise VN ile 8 adet, AGP ile ancak 4 adet kan serumlarinda antikor tespit
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edilebilmistir. AGP testi ile ancak 21.ci giinden itibaren antikor tespiti miimkiin
olmaktadir.

IB : 7 giinliikk 10 adet SPF civciv izolatérde 10°EID, /0,1 ml. dozda IBV-
M41 susu ile enfekte edildi. Takip eden 7,14,21 ve 28.ci giinlerde kan almarak
HI testi, VN ve ELISA testleriyle kan serumlarinda antikor tayinine ¢aligild
(4,11,17,21.22).

7.ci giinde ELISA testi ile 7 adet, CETRC doku kiiltirii kullanilarak yapilan
VN testinde ise 5 adet kan serumunda antikor saptanirken HI testi ile antikor
saptanamadi. 14.cii giinde10 adet kan serumunun hepsinde ELISA ve VN testi
ile antikor saptanirken HI testi ile ancak 5 adet kan serumunda antikor
saptayabildik 21.ci giin ve sonrasinda ise her iig test ilede antikor tespit etmek
miimkiin oldu.

Test Giinler Kullanilan civeiv sayisi
7 14 21 28

ELISA 7 10 10 10 10

VN 5 10 10 10 10

HI - 3 9 10 10

AE: 8 haftalik 10 adet SPF pili¢ izolatérde AE-Calnek 1143 susu ile
10°EID, /1ml. dozda agizdan damlalikla igirmek suretiyle agilandi. Asilamayi
takip eden 7,14,21 ve 28.ci giinlerde kan alinarak ELISA, AGPve VN testleriyle
antikor tayinleri yapildi.

Test Giinler Kullanilan pili¢ sayis1
7 14 21 28

ELISA - 9 10 10 10

VN - 9 10 10 10

AGP - - 7 9 10

Virus nétalizasyon testinde ELISA antijen iretiminde anlatildig: iizere
embriyolu yumurtaya adapte AE-Van Roekel susu iiretilerek, embriyolarin
beyinleri aseptik olarak gikartilip 1:5 oraninda FTS ile sulandirilip antibiyotik
katildi. 300 g kuvvetinde 10 dk. santrifiij edilip siipernatant antijen olarak
kullanildi. Test (12) ve metot boliimiinde anlatildigi izere her embriyolu yumurta
i¢in 200 EID, /0.1 ml dozda viriis kullanilarak Beta nétralizasyon prosediiriine
gore embriyolu SPF yumurtada yapildi, testler sonunda asilamay miiteakip 7.ci
giinde antikor test metodu ile tespit edilemedi. 14.cii giinde ELISA ve VN testi
ile esit hassasiyette 9 adet kan serumunda antikor tespit edildi. AGP testi ile ise

ancak 21.ci giinden sonra antikor tespit etmek miimkiin oldu (12,17).
123



Tavuk Hastaliklannin Teghisi - BAYRAKTAR - BAYRAKTAR - DAGISTAN - ALAY
TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada, éncelikle tilkemiz igin 6nemli olan hastaliklardan Newcastle,
Gumboro, Enfeksiy6z Bronsitis ve Avian Encephalomyelitis hastaligina karsi
antikor tespitinde kullamlan indirckt ELISA teknigi standardize edilmistir
(3,11,17,21,22). Ayrica Hemagliitinasyon-inhibisyon (HI), Agar jel
prensipitasyon (AGP) ve Viriis Notralizasyon gibi diger antikor tespitinde
kullanilan testlerle hassasiyet yoniinden karsilastirilmali olarak mukayesesi
yapilmustir.

ELISA testi, AGP,VN ve HI antikor teshis metodlanyla kiyaslandiginda
(4.11,17.21,.22) ELISA testi, daha hassas, ¢abuk, giivenilir, daha ucuz ve gok
sayidaki secrum numunelerini islemek igin otomatizasyon sistem seklinde
¢aligilabilirligi yoniiniiden mitkemmel bir test olarak bulundu.

MANISA Tavuk Hastaliklart Arastirma ve Asi Uretim Enstitiisii Tiirkiye nin
tiim tavuk asilarinin, serum ve biyolojik maddelerin iiretilmesi ihtiyacina cevap
vermek tizere kurulmus ve bu konuda FAO ile ortak proje yiiriitmektedir.
Enfeksiy6z hastaliklarin tamisinda dirckt ctken izolasyon ve indentifikasyonu
hizl teshise cevap vermektedir. Bu yiizden degisik serolojik ve immunokimyasal
testler gliniimiizde 6nem kazannugtir. Ditnyada hem tip, hemde Veteriner tebabette
viral, bakteriyel ve paraziter hastaliklarin perakut, akut ve kronik dénemlerinde
teshise olanak veren ve yaygin sckilde kullanilmaya baglanan immunoenzimatik
reaksiyonlardan olan ve test metodlarini, kendi iirettigimiz test igin gerekli
soliisyonlara ve reagentlere gore standardize ctmek amaciyla yapilan bu arastirma
oncelikle tilkemiz igin 6nemli olan 4 hastaliga Newcastle, Gumboro, Enfeksiyoz
Bronsitis ve Avian Encephalomyelitis’e kargi antikor tespit etmek igin indirekt
ELISA teknigi standardize edilmistir (3,5,11,17,21,22). »

Bitirdigimiz diger bir aragtirma sonucuna gérede bu standardize ettigimiz
indirekt ELISA testinde kullanilacak soliisyonlarn hazirlanmasi ve kullanilmalari
da ‘standart hale getirilmistir. Bu metodlar bu testi kullanacak olan biitiin
laboratuvarlarada biiyiik kolaylik saglayacaktir. Diger Enstitii ve teshis
laboratuvarlarinda da ELIS A testinin rutin hale getirilmesi, diger tavuk ve hayvan
hastaliklarinin teshisinde kullanilmaya baglanilmasi ile arastiricilarin baska
hastaliklar i¢inde test metodlarini standardize etmeleri tilkemiz hayvanciligi ve
veteriner teskilatimiz igin g¢ok yararli olacag gibi modernizasyonumuz iginde
gerceklidir.
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