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Bitki Viruslerinin Tanilanmasinda Kullanilan Serolojik Yontemler
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Ozet

VirGsler dinyada ¢ok sayida tarimsal bitkide énemli diizeyde Uriin kayiplarina neden
olmaktadir. Bitkilerdeki diger patojenlerin aksine, virlsleri kontrol etmek igin kullanilan
dogrudan miuicadele ydntemleri mevcut degildir. Ayrica, virls hastaliklarinin
kontrolinde yararlanilan énlemlerin ¢ogu bitkileri tedaviden ziyade korumayi temel
aldigindan, virGs hastaliklarinin yénetiminde patojenin tanisi i¢in glvenilir ve duyarli
ybntemlere ya da tekniklere sahip olmak énemlidir. Virlslerin teshisinde kullanilan
ybntemler, virls ile onun konukgusu ve/veya vektdrl arasindaki etkilesim ile ilikili
biyolojik 6zellikler ve virisin kendi bilesenlerine (kilif proteini ve nikleik asit) ait
Ozellikler olmak Uzere iki ana kategoride ele alinmaktadir. Kilif proteini temelli
tanilama yontemleri arasinda presipitasyon veya agglutinasyon testleri, enzim,
radyoaktif veya fluoresens maddeler gibi markirlarin kullanildigr immunosorbent
deneyler, immunoblotlama ve Immunosorbent elekiron mikroskopi yer almaktadir.
Viral kokenli hastaliklarin teshisinde serolojik testlerin ana avantajlar 6zgul, hizh,
duyarli ve guvenilir olmalaridir. Serolojik testlerden hastalik teghisi, survey, aragtirma,
bitki karantinasi, sertifikasyon ve islah amaglar i¢in uzun yillardir yararlaniimaktadir.
Son yillarda bitki virslerinin spesifik ve hizli tanisi i¢in degisik serolojik ydontemler
geligtiriimigtir. Bu makalede, bitki virGslerinin teshis ve tanisinda yaygin olarak
kullanilan serolojik testlerin gesitleri, prensipleri ve uygulanmalari konusundaki bilgiler
karsilastirmali bir bicimde sunulmaktadir.

GIRIS

GUnUmUzde bitkilerde 1000’e yakin sayida virGsin bulundugu ve bunlarin bitkilerde
gelisme, Urln olugmasi, olusan Urlinde kalite ve pazarlama degeri gibi d6nemli kriterler
Uzerine dogrudan veya dolayli olarak etki yaptidi bilinmektedir (1). Konukgu-virls
kombinasyonuna bagimli olarak, virislerin degisik Ulkelerde yil bazinda milyonlarla
ifade edilen sayida bitkinin 6limine veya milyar dolarlarla nitelenen miktarda Grln
eksilisine neden olduklari aciklanmaktadir (1). Bitkilerde hastalik olusturan diger
patojenlerin aksine, virGsleri kontrol etmek amaciyla kullanilan dogrudan muicadele
yéntemleri ve araglari henliz mevcut degildir. Bitkilerdeki virls hastaliklarina karsi
genel olarak;
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e VirGslerin bitkilere bulasmasini 6nlemek icin enfeksiyon kaynaginin ortadan
kaldiriimasi,

e Vektbrlerle micadele ederek hastalik yayiliminin azaltiimasi,

e VirUsten ari bitki materyalinin kullaniimasi,

e \VirUslere dayanikh gesitlerin kullaniimasi

gibi 6nlemler alinmaktadir. Gortldiga Uzere, bitkilerde hastalik yapan virlslerle
micadelede dolayll olarak yararlanilan yéntemler ya da taktikler ele alinmakta ve
burada bitkilerin virlis enfeksiyonundan korunmalari amaclanmaktadir. Bu nedenle,
bitki virls hastaliklarinin yénetiminde bitkilerde ve vektérlerde virtslerin teshisi ve
tanisi 6nemli bir role sahiptir. Bitki virGsleri icin kullanilan tanilama teknikleri genel
olarak iki baslik altinda toplanmaktadir (2):

e Virls ile konukgu ve/veya vektéri arasindaki etkilesime (interaksiyona) bagli
biyolojik 6zellikler (6rnegin simptomatoloji, biyolojik endeksleme ve tasinma testleri)

e Virlsin kendi bilesenlerine (protein ve nikleik asit) ait Ozellikler (6rnegin
presipitasyon, aglitinasyon testleri, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA),
immunoblotlama testi, hibridizasyon testi, polimeraz zincir reaksiyonu, elektron
mikroskobu)

Bu bilgiler 1s1ginda; bitkilerdeki virlslerin teshis ya da tanisinda kullanilan yéntem
veya teknikleri, simptomatoloji, biyolojik endeksleme, tasinma testleri, seroloji, niikleik
asit temelli yéntemler ve elektron mikroskopi gibi ana basliklar altinda ifade etmek
muUmkdnddr. Bitkilerde virGslerin teshisi ve tanisi genel olarak arastirma, micadele
ve hastalik ydnetimi, virGsleri gruplandirma, virls irklarini saptama, epidemiyolojik
calismalar, karantina, tohum-fide ve fidan sertifikasyonu, surveyler, 1slah vb. amaclar
icin yapiimaktadir (3).

Kullanilan yéntem ve tekniklerin guvenli, 6zgll (spesifik), duyarli, hizli ve ekonomik
olmasi istenilen dzellikler arasindadir. Bitki virlslerinin teshisi ve tanisinda virlslere
bagimli olarak bir yéntem ya da teknigin kullaniimasi yeterli olabilecegi gibi, bazen
kesin sonuca ulagsmak igin birden fazla yontem veya teknikten birlikte yararlanmak
gerekebilmektedir.

SEROLOJ! VE BITKIi VIRUSLERININ TANILANMASINDA KULLANILAN
SEROLOJIK YONTEMLER

Bitki virUslerinin tanillanmasi ve teshisinin yaninda, ydritilen degisik amagli
arastirmalarda da serolojik ydntemlerden uzun vyillardir basarili bir sekilde
yararlaniimaktadir. VirUs hastaliklarinin kesin tanisi ve teghisi icin, diger patojenlerde
oldugu gibi etmeni gbstermek, Uretmek, ortaya ¢ikarmak glic olmakta ve her zaman
mumkin olamamaktadir. Serolojik yéntemler virlslerin nikleik asitlerini ¢evreleyen
kilif ya da membran proteinlerine ve onlarin 6zelliklerine dayali olarak yapilmaktadir.
Serolojik ydntemlerde immunolojideki antijen ile antikor arasindaki iligkiler temel
alinmaktadir.

Antijen-antikor arasindaki iligkiler organizmalari enfeksiyonlara karsi koruyucu 6zellik
gbrevini Ustlenmelerinin yaninda, virGslerin in vitro’da tanilanmasinda da yardimci
olmaktadir. Antijen-antikor baglanmasi ile ilgili in vitro yapilan deneylerde, antikorlar
icinde bulunduklan serumlarla kullanildiklar igin bu konudaki reaksiyonlar serolojik
olaylar ve bunlarla ilgilenen bilim dali ise seroloji olarak isimlendiriimektedir. Bazi
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arastiricilar ise, serolojiyi “bagisiklik serumlarinin incelenmesi ve patojenleri,
molekdilleri, antijenleri vb. teshis etmek ya da tanilamak (zere antiserumlarin
kullaniimasini inceleyen immdnolojinin bir alt dali” olarak tanimlamaktadir (1, 4).
Serolojide antijen ve antikor temel kavramlardir. Antijen ile antikorun birlesmesi
kimyasal bir olaydir ve bu birlesmede kovalent olmayan baglar (hidrojen, iyonik, van
der Waals ve hidrofobik baglar) rol oynamaktadir. Antijen molekilinin yUzeyinde
cikintt seklinde bazi kimyasal yapilar bulunmaktadir. Antijenin kendine 6zgul
antikorlarla birlesmesini saglayan bu yapilara epitop (determinant grup=antijenik
belirleyici) adi verilmektedir. Bir antijen molekulinde ayni veya farkli yapida ¢ok
sayida epitop bulunabilir. Epitop sayisi antijenin molekul blyUkligl ve karmasikligi
ile yakindan ilgilidir. Bu nedenle, bir antijen molekUlli birden fazla sayida antijen
6zgulligu gdsterebilmekte ve farkli yapidaki her epitop kendine 6zgul antikorlarla ayri
ayri birlesebilmektedir. Antijen ylzeyindeki epitop ile 6zgul antikorun baglanma yeri
arasindaki iligki anahtar ile kilit arasindaki uyuma benzemektedir ve bu iki molekdl
arasindaki birlesmenin dizeyi molekullerin 6zelliklerine bagh olmaktadir. Uyum ve
cekim guci yuksek ise molekdller daha hizli ve saglam bir bicimde birlesmekte ve
cbzinmeleri ise ¢cok yavas olmaktadir (5).

Bitkilerdeki viris enfeksiyonlarinin belirlenmesinde serolojik yéntemlerden eskiden
beri yararlaniimaktadir ve bir kisim modifikasyonlar yapilarak ginimuizde de
kullaniimaya devam edilmektedir ((1, 2, 4-7). Bu ydntemlerle (Sekil 1), elde bilinen
6zgll antikorlan igceren antiserumun bulunmasi durumunda bilinmeyen antijenlerin
(virGslerin) tanilanmasi yapilmakta ya da elde bilinen antijenlerin olmasi halinde ise
antiserumda bu antijene karsi 6zgul antikor bulunup bulunmadigi anlasilabilmektedir.
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Sekil 1. Serolojik testlerin tarihsel geligimi

Bitkilerdeki virGslerin tanilanmasi amaciyla kullanilan serolojik yéntemler ya da
teknikleri asagidaki gibi siniflandirmak mamkandur (1, 2, 4-8):
J Presipitasyon (Cokelme) Testleri

- TOpte Halka Testi

- TUpte Presipitasyon Testi

- Mikropresipitasyon Testi

- Jelde Presipitasyon Testleri

- iImmunoelektroforez Testi
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e  Aglitinasyon Testi
Radyo Aktif Madde, Enzim ve Fluoresans Boya Araciligi ile Yapilan Testler
- Radioimmunoassay (RAI)
- Immunofluorescence (IFA)
- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
e Immunosorbent Elektron MiKroskopi (ISEM)

PRESIPITASYON (COKELME) TESTLERI

VirGslerin serolojik yénden incelenmelerinde ¢ok eski tarihlerden bu yana kullanilan
yontemlerdir. Bu test suda ¢dzinen antijenlerin kendilerine 6zgl olan antikorlarla
birleserek antijen+antikor komplekslerini meydana getirmeleri temeline dayalidir. Bu
testlerin sonucunda, deney ortaminda 6énce bir bulaniklik ve daha sonra ise halka,
daire, bant, ¢izgi vb. sekillerde ¢okelme oldugu gérilmektedir. Cdkelme olayina
presipitasyon ve olusan c¢okeltiye ise presipitat adi verilmektedir. Bu testlerde
reaksiyonun olusmasinda antijen ve antikor miktarlari etkilidir. Cdkelme
reaksiyonunun ortaya c¢ikmasi bu iki molekilin oransal miktarlari ile yakindan
iliskilidir. Antikorlar iki valansl, antijenler ise ¢ok degerlikli molekillerdir. Ortamda
fazla miktarda antikorun bulunusu, antikorlarin yalnizca bir antijen molekiline
baglanarak tek degerlikli moleklller gibi davranmasina yol agmakta ve c¢okelti
olusumu engellenebilmektedir. Antijenlerin fazla olmasi durumu da antijen-antikor
baglanmasini etkilemekte ve antijenlerin tek degerlikli molekuller olarak is yapmasina
neden olmaktadir. Her iki durumda ¢ékelmenin gézlenememesi mimkin olmaktadir.

Presipitasyon testleri degisik sekillerde uygulanmaktadir:

- Tupte Halka (Ring) Testi: Antiserumda bilinen bir antijene kargi 6zgul antikor olup
olmadigini ya da bilinen bir antikora karsi antijenin varligini ortaya koymak amaciyla
uygulanan basit bir testtir. Test icin kig¢uk tUplere konulan antiserum Gzerine tabaka
olusturacak sekilde ve artan oranlarda antijen eklenmektedir. Kisa sUreli bir
inkibasyondan sonra, antikor ile antijenin temas ettikleri yerde halka seklinde bir
cOkelti olusmasi mevcut ise (Sekil 2), sonug olumlu olarak degerlendiriimektedir (6, 8,
9).

Sekil 2. Tlpte halka testi sonucunda gézlenen reaksiyon

- TUpte Presipitasyon Testi: Bir dlctide kantitatif 6zellik tasiyan bu test antiserumun
titresini ve antijenin konsantrasyonunu arastirmak igin tlp icinde uygulan eski
yéntemlerden birisidir. Bir seri tlpe konulan belli miktardaki antikor iceren antiserum
Uzerine, degisik miktarlarda antijen yerlestirilerek karistiriimakta ve ttpler belirli bir
siire 37 °C’de inklibasyona birakilmaktadir. Tlplerde azdan baslayarak gittikge artan
ve sonradan azalarak kaybolan bir bulaniklik oldugu goérilmektedir (Sekil 3).
Bulaniklik ve c¢Okelmenin en ylksek dizeyde oldugu tlpte antijen-antikor orani
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birbirine esittir ve bu durum reaksiyona giren molekdllerin titre ve konsantrasyonunu
belirlemeye yardimci olmaktadir (4, 6).

Sekil 3. Tlpte presipitasyon testi ve gézlenen reaksiyonlar

- Mikropresipitasyon Testi: Bu testte antiserum ve antikor iceren antiserum petri kabi
ya da lam Uzerine esit miktarlarda ve damlalar halinde konmakta, damlalar
karistirlmakta ve karigsim kisa sdreli bir inklbasyona birakilmaktadir (4, 8, 9). Daha
sonra, olusan c¢oOkelti binokiler ile incelenmekte ve degerlendirme yapiimaktadir
(Sekil 4).
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Sekil 4. Mikropesipitasyon testi ve gdzlenen reaksiyonlar (4)

- Jelde Presipitasyon Testleri: Bu testler genellikle tlp ya da petri kabi kullanilarak
antijen ve antikor molekullerinin birbirine dogru yayilabildigi agar veya agaroz jel gibi
yari kati ortamlarda yapilmaktadir. Bu ortamlarda birbirine dogru ilerleyen antijenler
ve antikorlar optimal oranda bulunduklarn bélgelerde karsilastiklarinda bir
presipitasyon c¢izgisi veya banti olusturarak ¢ékelmektedir. Bu testlerin avantajli yéna,
antijen ve ona 6zgU antikor karigiminin jel icindeki yayilma katsayilarindaki farklilik
araciligiyla fiziksel olarak ayrilabilmeleridir. Bu sekilde, adi gegen testler reaksiyona
giren antijen ve antikor molekullerinin homojenliginin ve safliginin yaninda, boyutlar
ve akrabaliklari hakkinda bilgiler saglamaya yardimci olmaktadir. Jelde presipitasyon
testleri gesitli bicimlerde uygulanabilmektedir (2, 7, 9-12) :

a. Tupte Diffzyon (Yayilma) Testi: Bu testte kuguk tlpler icinde erimis durumdaki
agar veya jelatin, antiserum ile karistirimakta ve karigim katilastiktan sonra Gizerine
ince bir tabaka ya da katman halinde antijen konulmaktadir. 37°C’deki bir ortamda
birkac gin birakilan tlplerde Ust kisima konulan antijenin agar veya jelatin icinde
yayilarak burada kendisine 6zgU antikorla reaksiyona girdigi ve tUpin Ust ylzeyinden
biraz asagidaki bir yerde (antijen ve antikorun optimal yogunlukta oldugu nokta)
beyaz renkli bir kusak veya bant olusturdugu goérilmektedir (Sekil 5). Kusak veya
bant olugsmasini antijenin konsantrasyonu ve yayllma katsayisi, molekul agirhgi ve
boyutu gibi faktorler etkileyebilmektedir (4, 8). Distk molekul agirligr ve kigtk boyuta
sahip olan antijenlerin ortamda daha hizli ve kolay yayilabildikleri saptanmigtir. Kusak
veya bandin meydana geldigi yerin Ust kisma olan uzakligi ise zaman, antikorun
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konsantrasyonu ve kalitesi ile ilgilidir. Bu test Oudin testi olarak ta isimlendiriimektedir

(6, 13, 14, 15).
¥
©

Sekil 5. Tupte difflizyon testinde olugan presipitasyonlar

Antijen (viriis) . —
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b. Radyal Diffzyon (Tek YonlU Yayilma) Testi: Mancini Teknigi de adi verilen bu test
Tlpte Yayllma Testi'ne benzemektedir. Bu testte antikor igeren antiserum agarla
homojen olarak karigtirlmakta ve karisim bir tabaka halinde lam, plak veya petri
kabina konulmaktadir. Katilagsmadan sonra, agar Uzerinde esit araliklarla ve ayni
¢aplara sahip olan kiglk gukurlar agilarak bunlarin her birine farkli antijen veya bir
antijenin cesitli seyreltileri ilave edilmektedir. Daha sonra; lam, plak veya petri kabi
37°C’de nemli bir ortamda muhafaza edilmektedir. Siire sonunda, antijen gukurlardan
agarin icerisine dogru yayillmakta ve cukurlarin cevresinde beyaz renkli halka veya
hale seklinde bir presipat olusmaktadir (Sekil 6). Cukurlarin ¢cevresinde daire seklinde
beyaz halkanin olusmasi pozitif olarak degerlendiriimektedir. Gukurlarin ¢evresinde
olusan dairelerin c¢api ve pozisyonu antijenin konsantrasyonu ile ilgili bilgiler
saglamaktadir (4, 10). Bu testte meydana gelen ¢okelti halkasinin ¢apinin karesi ile
cukurdaki antijenin konsantrasyonu arasinda dogru orantinin oldugu belirlenmigtir.

o

Sekil 6. Radyal diffiizyon testi (10)

c. Cift YonlO Diffzyon (Yayilma) Testi: Bu test Ouchterlony testi adi ile aniimaktadir.
Test igin, petri kaplarina dbékilen agar (% 0.7-1.5) Gzerinde bir kalip yardimiyla
ortada bir adet ve bunun g¢evresinde ise 0,5-10 mm uzakliklarda olmak UGzere 4-6
adet cukur acilmakta ve cukurlarin i¢ kisimlari bosaltiimaktadir. Ortadaki cukura
bilinen bir antiserum veya antijen konulmaktadir. Eger, ortadaki ¢ukura bilinen bir
antiserum konulmus ise cevredeki cukurlara hastalikli bitki 6ézsular veya ortaya
bilinen bir antijen yerlestiriimis ise etrafindaki gukurlara degisik antiserumlar pipet
yardimiyla ilave edilmektedir. 37°C'de 1-2 gun bekletilen petri kaplarinda, gerek
ortadaki ve gerekse bunun c¢evresindeki gukurlarda bulunan molekiller agar igine
karsilikli olarak yayilacaklari i¢in antijenle antikorun birlestigi yerlerde (ortadaki
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gukurla cevresindekiler arasinda) beyaz renkli bir ¢izgi ya da bant meydana
gelmektedir (Sekil 7). Negatif durumlarda, cevredeki cukurlardan birisi veya digerleri
ile ortadaki ¢cukur arasinda presipitasyon hattinin olusmadigi gézlenmektedir (4, 6, 7,
9-11, 16).

- _Iimmunoelekiroforez_Testi: immunoelekiroforez, cift yonli jel difflizyon testinin
hizlandinimig bicimde yapilan bir modifikasyonudur. Ancak, antijen ve antikorun
yayllmasi elektriksel ortamda gerceklesmektedir. Bu test antijen karisimlarinin
ayrilmasinda, virtslerin irk ayriminda ve karakterizasyonunda kullanilabilmektedir.
Yontemin esasi, antijenik 6zgullik ve elektroforetik hareketlilige dayanmaktadir. Bu
testte, agar ince bir tabaka halinde lam Uzerine yayllmakta ve agarda cukurlar
acllmaktadir. Daha sonra, bu c¢ukurlara antijenler eklenmekte ve lam bir elektrik
alanina konulmaktadir. Antijen molekulleri bu elektrik alaninda hareket ederek 7.5 ile
8.6 arasinda degisen bir pH derecesinde elektrik yiklerinin farkli olmasi sebebiyle
birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Elektroforezden sonra agardan hareket yéntne paralel
olacak sekilde bantlar kesilip cikarilmakta ve bu bantlarin yerlerine antiserumlar
konulmaktadir. Antiserumun yayilmasi igin bir sire beklenmekte ve uygun antijen
antikorla karsilastiginda presipitasyon banti olusmaktadir. Bu ydntemin diger bir
uygulamasinda (karsit yénli immunoelektroforez) ise, lam Uzerindeki agarin bir
ucunda acilan cukura antijen ve diger ucundaki c¢ukura ise antiserum
yerlestiriimektedir. Antijen tarafina negatif elektrot ve antiserum tarafina da pozitif
elektrot baglanarak ortama uygun voltajda elektrik akimi verilmektedir. Antijenler
pozitif uca ve antikorlar da negatif uca dogru giderlerken, karsilastiklar yerde
birleserek beyaz cizgi ya da bant olusturmaktadirlar (Sekil 8). Bu yéntemin diger bir
alternatifine ise, Laurell (Roket) immuno elektroforez adi verilmektedir (8). Burada,
antikor iceren ve pH’si antikorun hareketsiz antijenin negatif yUOkli olmasini
saglayacak sekilde ayarlanmis olan agar Uzerinde acilan c¢ukurlara degisen
konsantrasyonlarda antijen veya degisik antijenler eklenmektedir. Ortama elektriksel
akim uygulandiginda, rokete benzer sekilde presipitasyon bantlari olugsmaktadir.
Meydana gelen presipitasyon bantlarinin yUksekligi eklenen antijen konsantrasyonu
ile dogru orantilidir. Standart egri hazirlayarak kantitatif 6lgim de yapilabilmektedir
(2,4,6,9, 11).
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Sekil 8. immunoelektroforez testi’nde olusan cizgiler / bantlar
AGLUTINASYON TESTI

Bu test ile presipitasyon testi arasinda farkhlik, aggliatinasyon testinde kullanilan
antijenin genellikle antikordan daha blylk olusudur. Bu nedenle, reaksiyonun
olusmasi icin az sayida antikor moleklll yeterli olmaktadir. Reaksiyonlarin
olugsmasindaki ilkeler presipitasyon testindekine benzemektedir. Lam Uzerinde veya
tipte yapilabilen bu testte, bitki enfekteli ise antikorlar kloroplastlara adsorbe olmus
partikller yapidaki antijen (virls) molekdllerine baglanmakta ve bu organellerin
kimeler ya da yiginlar halinde bir araya toplandiklari ¢iplak gézle bile gérilmektedir.
Bu testte kullanilan antikorlar genellikle 1gG ve IgM tipindedir. Aglitinasyon testinin
mikropresipitasyon testinden yaklasik 10-100 kez daha fazla duyarli oldugu ifade
edilmektedir. Aglitinasyonun meydana gelebilmesi icin asagidaki kosullarin yerine
getirilmesi gerekmektedir (1, 6, 9, 11):

e  Ortamda serum fizyolojik gibi elektrolitler bulunmalidir.

e  Testler optimal sicaklik derelerinde yapilmalidir.

e Ortamin pH degerinin 7 (nétral) veya 7’ye yakin olmasi istenir.

e Gorunar ve net bir reaksiyon elde etmek igin, antijenin tuzlu suda iyice stispanse
edilmesi gereklidir.

Aglitinasyon testinin dogrudan (direkt) ve dolayl (indirekt=pasif) olmak UGzere farkl
bicimlerde uygulandigi belirtiimektedir. Dogrudan uygulama seklinde antijen ile
antikor iceren antiserum bir araya gelmekte ve reaksiyonun olusmasi izlenmektedir.
Bu tip testler genellikle antiserum titresini tayin etmek icin kullaniimaktadir. Dolayli
bicimde uygulanan testte ise, antijen ve antikorlarin belirlenmesi hedeflenmektedir.
Bu amagla; antijen ya da antikorlar reaksiyonlari daha gérinir duruma getirebilmek
icin, etkinligi olmayan ve caplari 0.6-0.8 mm olan latex, bentonit, polistren vb. gibi
maddelerle kaplanmaktadir. Sivi ortamda karistirilan bu molekiller, kendi aralarinda
6zgullik varsa, ¢iplak gbzle gérulebilen kimeler halinde birlesmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Lam Gzerinde ve tlpte yapilan Aglitinasyon testi

RADYOAKTiIF MADDE, ENZiM VE FLUORESENS BOYA ARACILIGI iLE
YAPILAN TESTLER

Bu testlerde, testlerin etkililigini ve duyarlihgini arttirmak icin antikorlara ya da
antijenlere marker (isaretleyici) olarak adlandirilan radyoaktif maddeler (izotop),
enzimler veya fluoresens boyalar eklenmekte ya da baglanmaktadir. Markerlarin
etkinliginin  yOksek olmasi, antijen-antikor reaksiyonun daha hizli bigimde
tanilanmasini saplamaktadir. Yapilan testler araciligiyla antijen ve antikorun varligini
ve miktarini saptamak mimkin olmaktadir.

- Radioimmunoassay (RAI): Bu teknikte temel mekanizma, antikora baglanan
radyoaktif bir madde yardimi ile antijen-antikor birlesmesinin arastinimasidir. Burada
antikorlara baglanan radyoaktif maddeler arasinda cogunlukla iyot (1'%, 128 ['31),
fosfor (P*?) ve karbon (C') bulunmaktadir. Pozitif reaksiyonlarda, antijenle ile antikor
birlestiginde meydana gelen kompleks bir radyoaktivite kazanmakta ve radyo
aktivitenin derecesi 6zel cihazlarla (gama sayaci gibi) saptanmaktadir (Sekil 10).
Standart grafikler kullanilarak reaksiyona giren molekillerin  miktarlari tayin
edilmektedir (4, 6, 11) .

>4 D - By

|z aretli Artijen Antijen + Antikor
Antilor (Wiriis) kompleksi

Sekil 10. Radioimmunoassay’in prensibi ve Gama sayaci

- Immunofluorescence (IFA): Antijen-antikor baglanmasinin gdésteriimesinde bazi
maddelerin fluoresans 6zelliklerinden yararlanilarak lam Gzerinde yapilan testlerdir.
Bu testte, antikorlar fluorokrom bir boya (FITC= fluorescein isothiocyanate,
auramine, rhodamin, vs) ile boyanmaktadir. Test 6rneginde bulunan antijenin Uzerine
boyali antikorlarin konulmasi halinde, boyal antikorlar antijenle birlesmekte ve UV-
Isinlari ile donatilmig bir mikroskopta sari-yesil renkte parlak bir fluoresens isik
vererek kolaylkla fark edilebilmektedirler (Sekil 11). Ornekte virlisiin olmamasi
durumunda fluoresans gézlenememektedir. Kullanim alani hayli genis ve oldukca
duyarll olan bu test, Direkt IFA ve Iindirekt IFA olmak Uzere iki sekilde
uygulanabilmektedir (1, 4,6,9,11,17,18).
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Sekil 11. Immunofluorescence tipleri ve elde edilen gorntller
a. Direkt Immunofluorescence b. Indirekt Immunofluorescence

- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Bu test, yukarida aciklanan testlere
benzemektedir ve bazen Enzyme immuno Assay (EIA) olarak ta tanimlanmaktadir.
ELISA ile antijen ve antikor aramasi yapmak ve bunlarin miktarlarini saptamak
mumkin olmaktadir. Testte; 6zgul antijen-antikor iliskisi, bu komplekse eklenen
antikorlara alkalin fosfataz veya horse radish peroksidaz gibi bir enzimin baglanmasi
ve bu enzim substratinin renkli Grinlere dénustirtlmesi suretiyle gbsterilmesi esas
alinmakta ve sonuclar kolorimetrik olarak degerlendiriimektedir. Bir érnekte antijen
(virls) aranmasinda, plastik (polistiren) ylzeylere bilinen antikor adsorbe edilmekte
ve bunun GOzerine slpheli antijen konulmaktadir. Bir stire beklendikten ve yikama
yapildiktan sonra, ortama aranan antijene 6zgll olan ve enzimle isaretlenmis antikor
ilave edilmektedir. Bekleme ve ylkama isleminden sonra, enzime uygun kromojen
substrat eklenmekte ve olusan renge gére degerlendirme yapilmaktadir. Bu testte,
eger Ornekte, plastik ylzeye baglanmis olan antikorlarla uyumlu antijen varsa, bunlar
antikorlar ile birlesmekte ve bir kompleks olugsmaktadir. Ortama sonradan katilan,
antijene karsl olusturulmus ve enzimle baglanmis spesifik antikor da, bu
kompleksteki antijene baglanmaktadir. En son katilan kromojen substrat, komplekste
var olan enzimle reaksiyona girerek renk vermekie ve kolorimetrik olarak
degerlendirme (spektrofotometre veya gérsel) yapilmaktadir (Sekil 12). Ornekte virls
yani antijen yok veya antikorla homolog dedilse, renk meydana gelmemektedir.
Cunka, antijen-antikor kompleksi olusmadigindan enzimle isaretli ve antijene spesifik
antikor da bu kompleksle birlesememekte ve yikama ile ortamdan uzaklastigi icin
renk olusumu olmamaktadir. Kromojen (renk verici) substratlar kullanilan enzime
gbre degisebilmektedir. Peroksidaz enzimi igin 5-aminosalisilikasit, alkalin fosfataz
enzimi icin ise 4-nitrofenil fosfat kullaniimaktadir. ELISA 1976 yilindan bu yana
bitkilerin degisik organlarindaki virGslerin tanilanmasinda kullaniimaktadir. Diger
serolojik yéntemlere oranla daha basit, hizli ve duyarli olup kullaniminda daha az
miktarda antiseruma ihtiya¢ bulunmaktadir (1, 2, 4, 19, 20). Bu teknigin degisik
amaglar icin yapilan asagida belirtilen farkl uygulama sekilleri mevcuttur:

e Direkt ELISA

e Indirekt ELISA

e  Sandvig¢ ELISA

e  Rekabetci (Competitive) ELISA

44



___________________

|\ a |ndirekt ELISA

' ' - A
Yikama Yikama Yikama ]
| ] T ) L —

Gukura antijen Aragtinlan antikarun Enzimle badgh Substrat ilavesi
konultnas konulmas) antikorun konulmas we renk alcimu

...................

' b. Sandvig ELISA !

[ e e 0
Yikama [J%® 928) Yikama [Jo® €8I v (854S
[N A 8 A S e
Gukura antikor Arastirilan antijenin Enzimle badh Substrat ilavesi
konulmas kanulmasi antikorun konulmas va renk aloimi
i ¢ Rekabetci ELISA
% | "
L S ikama - Yikama 5 3
L | P A e e
Aragtinlan antijen Antijen igeren Enzirnle bagh Subsatrst ilavesi
e antikorun cukura antijen + antikarun konulmas ve renk olcimi
inkibasyony antikor karnigiminin
konulmas!

Sekil 12. Enzyme Linked Immunosorbent Assay tipleri

1990l yillarda ELISA ydnteminin uygulama ortami ve uygulama sekline bagh olarak
DBIA (Dot Blot Immuno Assay) ve TBIA (Tissue Blot Immuno Assay) adli bazi
modifikasyonlari ortaya konulmustur. Bilindigi gibi, klasik ELISA c¢alismalarinda
antijen (virls) ya da antikor molekdlleri amaca bagimli olarak &éncelikle polistiren
nitelikli bir kati ylzeye uygulanmaktadir. DBIA ve TBIA adl tekniklerde ise antijen
protein baglama &zelligine sahip olan nitrosellloz ya da naylon bir membrana
baglanmaktadir. Daha sonraki asamada, bazi ELISA tiplerinde oldugu gibi sirasiyla
primer antikor, enzimle isaretli sekonder antikor ve substrat uygulamasi
yapiimaktadir. Degerlendirmeler enzim ile substratin olusturacaklari renk
reaksiyonuna goére gerceklestiriimektedir. DBIA’da antijen nitroselliloz ya da naylon
membran Uzerine ekstrakt halinde, TBIA'da ise hastalikh bitki kisimlarinin kesik
ylzeylerini membrana bastirmak ve slrtmek suretiyle emdiriimektedir. ELISA’ya
oranla bu tekniklerin bazi avantajli yénlerinin bulundugu ifade edilmektedir. Bunlar
arasinda; daha az miktarda antijene ve reagentlere gerek duyulmasi, membranin
ucuz ve protein baglama kapasitesinin daha ylUksek olusu, 6zel bir ekipmana ihtiyag
olmamasi, daha kisa strede sonug¢ alinmasi, duyarlihdin yiksek olmasi ve rutin
calismalarda kullanilabilmesi gibi 6zellikler yer almaktadir. Buna karsin; ELISA’nin ise
sonuclarin gérsel yorumlama yerine kantitatif olarak elde edilmesi, antikorlarin protein
kokenli bitki bilesenleri ile ¢ogunlukla reaksiyona girmemesi, antiserum kalitesinin
sonuglar tzerinde adi gecen iki teknikte oldugu kadar etkin olmamasi ve kullanim
yayginhginin daha fazla olmasi gibi GUstlin yanlari mevcuttur. Sonu¢ olarak, bu
tekniklerin uygulanmasinin prensip olarak ELISA ile ayni oldugu ve testlerin
duyarliiginin birbirine yakin bulundugu saptanmistir (7, 11, 21).
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IMMUNOSORBENT ELEKTRON MiIKROSKOPI (ISEM)

Bu ybntem, hlcrelerde ¢ok dislk konsantrasyonda olan virisl ya da karigik
enfeksiyonlar icindeki bir virGs saptamak icin kullaniimaktadir. Bu amagla, grid
Uzerine artiimig virGs igeren 6zsu konulmakta ve Uzerine virise 6zgul antikorlar
iceren antiserum eklendikten sonra elektron mikroskobunda inceleme yapilmaktadir.
Eger; 6zsudaki virls, ilave edilen antikora uygunsa kimelesme olustugu
gbrilmektedir. Bu ydntemin diger bir uygulama seklinde ise, grid 6dnce arastirilacak
virise 6zgU antikor ile kaplanmakta ve virls bunun Uzerine konulmaktadir. Daha
sonra, antikor ile viris birlesmesi elektron mikroskop araciligiyla izlenmektedir. Adi
gecen yobntem ile virGslerin tanilanmasini yapmak kolaylasmakta ve ayni
morfolojideki virtslerin birbirinden ayrilmasi mimkuin hale gelmektedir (6, 22, 23, 24).

SEROLOJIK YONTEMLERIN DUYARLILIKLARI VE OLUMLU YA DA OLUMSUZ
YONLERI

Bitki virGslerinin tanisinda 6zellikleri nedeniyle etmeni in vitro ortamlarda tretmek ve
g6rmek pek mamkin olamamaktadir. Bu nedenle, virls partikGlinin protein kilifinin
antijenik 6zelliklerinden yararlanilarak gelistirilen serolojik yéntemler uzun yillardan
beri bitkilerdeki virUslerin tanilanmasinda yaygin bi¢cimde kullaniimaktadir ve
uygulama alanlari ile gesitliligi glin gectik¢ce artmaktadir. Antijen ve antikorun 6zgul
olarak birlesmesi esasina dayanan bu testlerde; virUsler (antijenler) ve antikorlar
belirlenebildigi gibi, virlsler arasindaki akrabalik iligkileri, titre, konsantrasyon vb.
kriterler kalitatif ve Kkantitatif olarak saptanabilmektedir. Serolojik y&ntemlerin
duyarlhklari arasinda farkhliklar oldugu belirtiimekte ve gerektiginde bu ydntemlerin
diger tani yéntemleri ile birlikte kullaniimasi 6nerilmektedir. Serolojik ydntemlerin
duyarhhklarina iliskin bilgiler Cizelge 1‘de verilmektedir (26, 27).

Gizelge 1. Serolojik Yéntemlerin Duyarliliklari

Ybéntem Adi Tanilama Araligl (ug/ml) *

Presipitasyon Testleri (Sivi) 20-200
Presipitasyon Testleri (Jel)

- Radial immunodiffiizyon 10-50

- Cift Yénli immunodiffiizyon 20-200

- immunoelektroforez 20-200
Immunofluorescence Assay (IFA) 1-8
Aglitinasyon Testleri 0,3-0,06
immunosorbent Elektron Mikroskopi (ISEM) 0,001-0,01
Radioimmunoassay (RIA) 0,0006-0,006
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) < 0,0001-0,008

* Antijenin varliginda pozitif reaksiyonun olugsmasi igin gerekli olan en disuk antikor miktari

Gizelge 1‘deki verilere gore; serolojik yéntemlerin duyarlilik yéninden siralamasini
ELISA /RIA/ISEM > Agglutinasyon Testleri > IFA / Presipitasyon Testleri
seklinde yapmak miumkuan olmaktadir.

Bitkilerde hastalik yapan virlslerin tanilanmasinda siklikla kullanilan serolojik
yéntemlerin olumlu ve olumsuz yénleri sunlardir (2, 7, 11, 17, 19, 20, 27):
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Olumlu yénleri:

Uygulanmasi kolay olan, duyarli ve gtivenilir ydntemlerdir.
Cok sayida 6érnegi birlikte test etmek mimkanddr.

VirGs karigimlarini igceren érneklerle ¢calisma yapilabilmektedir.
Diger test ydntemlerine oranla daha kisa slirede sonug alinabilmektedir.
Mekanik olarak tagsinmayan virlsleri tanilamak mamkuindur.
Cok sayida patojenin ticari tani kiti piyasada mevcuttur.

Bazi testler arazi kosullarinda da uygulanabilmektedir.

Testler icin kiicik miktarda antiserum yeterli olmaktadir.
Testlerin uygulama maliyeti dGsuktar.

Sonuglar kantitatif olarak degerlendirilebilmektedir.

Olumsuz yénleri:

. In vitro sistemleri gelismesine ragmen halen hayvansal materyal kullanimi
gerekmektedir.

e Bazi viruslerin bu testlerde istenilen diizeyde reaksiyon vermedigi
g6ralmektedir.

. Bu testlerde ¢apraz reaksiyonlar ve hatall pozitif sonuglar elde edilmesi
mumkanddar.

. Protein ya da buna iligkin bilesenlerin antijenik 6zellikleri zayif olan virtslerin
tanisinda etkili degildir.

. Bazi yontemler icin baglangicta yiksek bir ekipman maliyeti ile bilgi ve deneyim
gerekli olabilmektedir.

e Ozgll monoklonal antikorlarin secimi ve Uretiminde yiiksek harcamalar
gereklidir.

e  Duisuk konsantrasyonda elde edilebilen virGsler igin ticari tani kitleri
bulunmamaktadir.

SONUC

Arastirma, mulcadele ve hastalik ydnetimi, gruplandirma ve irk belirleme,
epidemiyoloji, karantina, sertifikasyon, survey, 1slah vb. amaglar icin yapilan
calismalarda bitkilerdeki virGslerin teshisi ve tanillanmasi énem tasimaktadir.
Bitkilerdeki virUslerin teshis ya da tanisinda agirlikh olarak simptomatoloji, biyolojik
endeksleme, tasinma testleri, seroloji, nikleik asit temelli ydntemler ve elektron
mikroskopi adli ydntemlerden yararlaniimaktadir. Bazi durumlarda tek bir ydontem ya
da teknik, arastirilan virise bagiml olarak teshis icin yeterli bilgi saglayabilmektedir,
ancak kesin sonuca ulasmada genellikle birden fazla yéntemin bir arada kullaniimasi
gerekmektedir. Teshis ve tanilamada kullanilan yéntemlerin gtvenli, 6zgul (spesifik),
duyarli, hizh ve ekonomik olmasi istenilen &zellikler arasindadir. Her ydntemin
kendine 6zgUu olumlu ve olumsuz yanlari mevcuttur. Bitki virGslerinin teshis ve
tanisinda serolojik yOntemler uzun yillar 6nce kullaniimaya baslanmisg olup
gunimuizde de bazi gelistirme ve modifikasyonlar yapilarak uygulanmasina devam
edilmektedir. Serolojik yéntemlerin avantajli olan yoénleri arasinda; belli bir virlise
6zgull olan reaksiyon vermesi, az miktarda enfekteli doku materyaline ve antiseruma
gerek duyulmasi, rutin testlemelerde kullanilabilmesi, sonuclarin kisa silrede ve
kantitatif olarak elde edilebilmesi, testlerde yararlanilan tani kitlerinin ticari olarak
piyasada bulunmasi ve maliyetlerinin dislk olmasi vb. yer almaktadir. Buna ragmen,
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son yillarda gelistirilen ve nikleik asit temelli olan yéntemlerin serolojik yéntemlerle
birlikte kullaniimasi, inceleme konusunu tegkil eden bitki virlslerinin dogru ve kesin
olarak teshis ve tanisini yapabilmek igin uygulamalarda yerini almaya baslamistir.
Bununla birlikte; calismalarda kullanilacak olan yéntemin sec¢iminin eldeki kaynaklara,
testi yaritenin bilgi ve deneyimine, uygulamanin yapilacagi laboratuvarin kosullarina,
testler icin gerekli olan reaktiflerin durumuna, testin duyarlilik diizeyine ve slresine,
test edilecek 6rnegdin durumuna, ¢esidine ve miktarina bagh oldugunu géz éniinde
tutmak yararl olacaktir.
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