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Bitki Virlislerinin Tanilanmasinda Serolojik Yontemlerin
Kullanilabilirlikleri Yoniinden incelenmesi’

Uftade Giiner?, Ulkii Yorganci®

Giris

Bitki virUslerinin tespitinde degisik test yontemleri kullaniimaktadir. Bunlardan biri
olan serolojik ydntemler, bitkilerde hastallk meydana getiren viral etmenlerin
karakterize edilmesinde ve teghisinde kullaniimaktadir. Biyolojik indeks testi ile
molekuler ydontemlerde oldugu gibi, serolojik teshis metotlari da birgok avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. Belli bir virise spesifik olan serolojik reaksiyonlarda, sadece
kliguk miktarlarda viral materyal kullanilarak birka¢ gln igerisinde sonu¢ almak
mumkuandur. Ayrica genis Olgcekli rutin testlemelerde faydali olabilen serolojik
yontemlerde uygun antiserumun 6nceden temini durumunda, testlerin
uygulanabilirligi onem kazanmaktadir.

Serolojik yontemler virUslerin tespit ve tanisinda yaygin olarak kullaniimakla birlikte,
hastaliklarin fizyolojik dzelliklerinin izlenmesinde de énemili bir role sahiptir. Ozellikle
patateste, bitki viruslerinin epidemiyolojik calismalari igin uygulanan serolojik metotlar
hizli, basit ve duyarli immuno yontemlerin gelisimini gerektirmistir (1, 2).

Islah programlarindaki rutin testlemelerde ve hastaliklarin fizyolojik o6zelliklerini
izlemede yararli olan serolojik yontemler, virasleri gruplandirmak ve virus irklarini
ayirmak amaciyla da kullaniimaktadir (3).

Sertifikasyon programlarina ait indeksleme stoklamasinda, 1slah programlarinda ve
yumrulari testlemek amaciyla da serolojik testler kullaniimaktadir (1, 4).
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Serolojik Yontemlerin Kullanilabilirlikleri Yonlunden Degerlendiriimesi

Hastallk etmenlerinin tanilanmasinda tek bagina bir teknigin kullanimi vyeterli
olmamaktadir. Viral etmenlerin teshisinde kullanilacak yontemin dogrulugu, tutarhhgi,
duyarhihgi, kullanim kolayligi ve maliyeti gibi faktorler testten etkili sonuglar elde
edilmesi agisindan 6nem tagimaktadir (5).

Bu konuyla ilgili olarak gesitli viris hastalik etmenleri Gzerinde ¢alismalar yapiimistir.
Ozellikle Citrus tristeza trichovirus (CTV)'niin tespiti (izerinde daha fazla ¢aligilimistir.
Etmenin tanilanmasi igin uygulanan serolojik tekniklerin karsilastiriimasi amaciyla
yapilan bir aragtirmanin degerlendirmesi Cizelge 1'de verilmigtir (6).

Cizelge 1. CTV'nun tespiti igin serolojik tekniklerin karsilastiriimasi

Metot Nispi Avantajlari Dezavantaijlari
duyarlilik
SDS- disuk *Basit ve hizlidir *Duyarlihk disuktir
immuino *Ekipman ihtiyaci azdir *Fazla miktarda antiserum
difizyon *24-48 saatte sonug alinir gereklidir
SSEM orta *Partikdl kalitesi saptanabilir *TEM ve iyi egitim gereklidir
*Pahaldir
SSEM-altin |ylksek |*In situ'da virls lokalizasyonu ve  |*TEM ve iyi egitim gereklidir
etiketli virls partiktllerinde epitop *Pahahdir
lokalizasyonu yapilabilir
DAS-direkt |orta *Nicel tespitler yapilabilir *Virtse spesifik IgG enzim
*Az miktarda antiserum gereklidir |konjugatlarinin hazirlanmasi
*24 saatte sonug alinir gerekmektedir
*Sik background reaksiyonu
PTA orta *Nispi olarak basittir * Duyarlihk disuktar
*Ticari olarak hazirlanan enzim
konjugatlar kullanilabilir
*Kisimlara ayrilmamig virise
spesifik antiserum kullanilabilir
DAS- orta *Ticari olarak hazirlanan enzim *Farkli iki hayvandan alinan
indirekt konjugatlar kullanilabilir virlse spesifik IgG'ye ihtiyag
*Arttinlmig duyarhlik ve azaltilmig  |vardir
background reaksiyonlari vardir *Teste bir inkiibasyon agsamasi
ekler
DAS- yuksek [*Ticari olarak hazirlanan enzim * Farkli iki hayvandan alinan
indirekt konjugatlar kullanilabilir virlse spesifik IgG'ye ihtiyag
ABC *Arttirilmis duyarlihk ve azaltilmis  |vardir
background reaksiyonlari vardir *Teste iki inklibasyon asamasi
*DAS-indirekt ELISA'dan 2-3 kat  |ekler
arttinlmis duyarhlik vardir
RISA yuksek  |*Nicel tespitler yapilabilir *Isik titresi sayacina ve deneyimli
personele ihtiyac vardir
*Radyoizotoplarin yari émri 60
gundir ve atiklarin 6zel olarak
imha edilmelidir
ISIF disuk *Virls antijeninin dagihmi in situ'da |*Nicel tespitler yapilamaz

yaplilabilir

*Oransal olarak yavastir
*Bazen doku otofloresansi
olusabilir

*Cok iyi sonuglar icin kristota




Metot Nispi Avantajlar Dezavantajlari

duyarhlik
ihtiyag vardir
Dot- orta *Basit ve hizlidir *Gelisme igin reagentlarin ihtiyag
immuno *Inkiibasyon agamalari azdir duydugu oran tutarsizdir
binding *Ekipman ihtiyaci azdir

*24 saatte ya da daha kisa slrede
sonug alinabilir
*Az miktarda IgG gereklidir

Amplifiye  |cok *Ticari olarak hazirlanan enzim *Sonugclar degiskendir

enzim yuksek  |konjugatlar kullanilabilir *Nicel tespitler dogrusal degildir
*Arttinlmig duyarhlik ve azaltiimig  [*Reagentlar pahaldir

altyapi reaksiyonlari vardir
*Arttinimig duyarhlik DAS-indirekt-
ELISA'dan 25 kez daha fazladir

Western yuksek  [*Kilif proteinlerin haritalanmasi *Elektroforez ekipmanina ihtiyac
blot polipeptid ¢alismasini yararl hale |vardir
getirir *Nicel tespitlerde eksiklik vardir

*Strain farkhhgi icin farkli
antiserum kullanimina imkan
saglar

*Proteinlerin kati destekleyicilere
baglanma yetenegi, ticari ELISA
testlerinden daha duyarhdir

*2-3 saatte sonug alinabilir

SDS : Sodyum dodesil silfat, SSEM : Serolojik olarak spesifik elektron mikroskop, DAS
:Double antibody sandwich, ABC : Abitin-biotin kompleks, RISA : Radio immunosorbent
assay, ISIF : In situ immunofluoresans, TEM : Transmission electron microscopy, PTA :
Plate-trapped antigen

Cizelge 1 incelendiginde, etmenin teshisinde; SDS-immunodifizyon, in situ
immunofloresans, serolojik spesifik elektron mikroskop, altin immunoetiketli
mikroskop ile tespit duyarlihdini arttirmak icin enzim amplifiyeli sistem ya da biotin-
avidin kompleks kullanimini igeren cesitli serolojik yontemler gelistiriimistir. Farkh
avantajlara ve duyarlilik seviyelerine sahip olan bu metotlar, degisik amaclarda ve
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Tium teknikler arasindan 6zellikle DAS-ELISA ve
DAS-indirekt sistemlerinin, CTV tespitinde yaygin olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmigtir (7).

CTV'nun tespiti icin geligtiriien DIBA (Dot immunobinding assay) yontemi, DAS-
ELISA ve DAS- indirekt ELISA yontemleri ile karsilastirimis ve CTV teshisinde DIBA
yonteminin kullaniminin ELISA yéntemi kadar kolay oldugu bildirilmistir (7).

Kullanim Kolayhgi

Bitki virGslerinin tanisinda onemli ve etkili olabilecek bir diger kriter ise, yontemin
ve/veya yontemlerin kullanilabilirligidir. Ozellikle bitki dokusunu manipiile etmek giic
olmadikga 6zel bir editim gerektirmeyen bazi ydntemler (DTBA, Direct tissue blotting
assay) kolaylikla kullanilabilmektedir.




DAS-ELISA ve DAS-indirekt ELISA yontemleri, yiksek duyarlihk saglamakla birlikte,
genis Olgekli indekslemeler icin zahmetli ve zaman alicidir. Ayrica, her bir testte
blyuk hacimli buffer ve antikor kullanma zorunlulugu bulunmaktadir.

CTV'nun tespiti ile igili yapilan bir baska calismada, DIBA testinin DAS-ELISA kadar
duyarl oldugu fakat kullanilan antiserumlarin reaksiyona girmesinden dolayi, testte
spesifik olmayan bazi etkilesimlerin meydana geldigi gézlenmistir. Sonug olarak, CTV
tespitinde konvansiyonel DAS-ELISA ya da DAS-indirekt ELISA kullanmak yerine
DIBA kullanmanin daha avantajli oldugu bildiriimistir. ELISA kadar da hassas olan
DIBA basit ve kullanimi kolay bir testtir. Yeterli laboratuvar ekipmani ve polyklonal
antiserum kullanimi ile test 2-3 saatte tamamlanabilmektedir. ELISA ile
kargilastirildiginda, DIBA testinde nicel oOlgumlerin eksik olmasi bir dezavantaj
olmakla birlikte, rutin tani calismalari i¢in kullanimi gtvenilirdir (7).

Bir baska arastirma, Cucumber mosaic cucumovirus (CMV)'nu tespit etmek igin,
RIPA (Rapid immunofilter paper assay) yontemini kullanarak gercgeklestirilmistir.
Arastirmada viral belirti gosteren biber, hiyar, kabak, karpuz, kereviz ve titln bitkisi
olmak Uzere toplam 64 ornek testlenmistir. Testlenen Orneklerin 37'sinde virls
saptanmistir. Elde edilen sonuglar agar jel ¢ift difizyon testi ve indikator bitkideki
konukgu reaksiyonlari ile de dogrulanmis ve CMV'nu tespitte, RIPA testinin hizli,
basit ve spesifik bir teknik olarak kullanilabilecegi bildirilmigstir (8).

Maliyet ve Hizlilik

VirUslerin teshisinde uygun ve etkili yontemi se¢gmek kadar kullanilacak teknigin
maliyet agisindan avantajlari da 6énemlidir. Farkli testler kullanarak ayni sonuglarin
elde edilebilecedi durumlarda, genellikle uygun maliyete sahip olani se¢mek daha
dogru olmaktadir.

Cizelge 2'de yapillan bir calismaya ait degerlendirmede, Yine Cizelge 2'ye
bakildiginda, DTBA ydntemi ile, 72 6rnegdin Potato Y potyvirus (PVY) acisindan
testlenmesinde, 67 dakikalik bir zamana gereksinim duyulurken, ELISA ile ayni
islemlerin 149 dakika surdugu goézlenmistir. Gerekli olan ekipman (membranlar, petri
tabaklari vd.) maliyetinde ise, ELISA testinin DTBA'dan daha pahali oldugu tespit
edilmistir (5).

Yine Cizelge 2'ye bakildiginda, DTBA testinin zaman ve emek agisindan ELISA'dan
pahali oldugu bununla birlikte, konvansiyonel DAS-ELISA testinin 2-3 gunde
DTBA'nin ise 1 ginde tamamlanabildigi géralmustar (5).

Yapilan bagka bir calismada, primer olarak kaplama antikorunun elemine edilmesine
ve kullanilan konjugat antikor miktarinin azaltiimasina bagh olarak maliyette %50'lik
bir azalma oldugu kaydedilmistir (Cizelge 3) (5).

ELISA reaksiyonlarini okuyan spektrofotometreler pahali olmasina ragmen test
yaygin olarak kullaniimaktadir (9).



Cizelge 2. ELISA ve DTBA yontemlerinin siire agisindan karsilastiriimasi

DAS-ELISA DTBA
Fonksiyon Sire | Islemler Fonksiyon Siire | islemler
(dk) arasindaki (dk) | arasindaki
sure sure
(Saat) (Saat)
Kirtasiye 10 Kirtasiye 10
Kiyafet 8 12 Ornek 24
hazirlamal/yikleme
Tabak yilkama 2 0.1 Bloklama 2 1
Ornek 89 12 Konjugat ilavesi 2 2
hazirlama/ylkleme
Tabak yikama 2 0.1 Tabak yikama 2 0.75
Konjugat ilavesi 4 1-4 Substrat ilavesi 4 0.5-1
Tabak yikama 2 0.1 Okuma 8
Substrat ilavesi 4 1 Final 14/1
Kirtasiye/Temizlik
Okuma 4
Kirtasiye/Temizlik | 14/10
Toplam 149dk | 2-3 glin 67dk | 1 gln

Cizelge 3. ELISA ve DTBA yontemlerinin maliyet acisindan kargilastiriimasi

Materyal maliyeti

DAS-ELISA ($) DTBA($)

ELISA tabaklari 3.40 Membranlar 2.28
Antiserum 9.64 Petri tabagi 0.30
Konjugat 11.40 Konjugat 5.70
Bufferlar 0.30 Bufferlar 0.30
Enzim substrat 0.82 Enzim substrat 0.20
Toplam 25.56 Toplam 8.78

Antiserum secimi, orneklerin toplanma zamani ve uygun kit kullanimi gibi faktorler
de, serolojik testlerden iyi sonu¢ alinmasina, ekonomik avantaj saglanmasina ve
islem surecinin kisalmasina yardimci olmaktadir (10).

Bir diger arastirmada, PAS-ELISA (Indirekt protein A-sandwich) ELISA testi ile,
Tobamovirus grubundaki viras irklari ve 26 viris antiserumu kullanilarak 8 virts
arasindaki serolojik etkilesim saptanmaya calisiimistir.  Yontemin, diger ticari
testlerden daha az antiseruma ihtiya¢c duymasi ve IgG ya da viris purifikasyonunu
gerektirmemesi, serolojik etkilesimlerin tespitinde birtakim avantajlara sahip oldugunu
goOstermigtir. Fazla sayida ornek testlenmesi ve gabuk sonug¢ alinmasi da testin bir
diger avantaji olarak gorulmektedir (11).

Ayni zamanda, Plum pox potyvirus (PPV)'nun kontrolinde, latent tasiyicilarda ya da
belirtiler ayirt edilemediginde, infeksiyonun tespiti icin ELISA yararli olmaktadir (12).

Doku imprints kullanarak ELISA yontemi ile Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV)'Un tespiti icin bir calisma yapilmistir. Yontem, mekanik yolla ya da dogal



olarak TSWV'nun bulastinldi§i krizantemde, biber ve domateste etmenin tespitine
olanak sagladigi gozlenmistir. DIBA ve biyolojik indeksleme yontemlerine gére daha
duyarli, hizli ve guvenilir olan immunoprinting yontemi ¢ok sayida ornegin teshisi igin
onerilmektedir (13).

Virulifer boceklerde ve piring bitkisinde 10 bitki virisu pratik olarak tespit etmek icin
uygulanan 4 serolojik yontem (ELISA, simplified ELISA, LF, Latex flocculation ve
PHA, Passive hemagglutination) karsilastinimistir. Persistent olarak tasinan tum
virusler bireysel bocek vektorlerinde ELISA ve simplified ELISA ile tespit edilmigtir.
Testlerin kolayligina gore LF, PHA, simplified ELISA ve ELISA seklinde bir siralama
yapilabilecegine karar verilmistir. Vektor bocekleri saptamak icin kullanilan ezme
yonteminde, bocek ELISA tabagindaki ¢gukurda direkt ezilerek testlenir. Direkt ezme
yontemi de dikkate alindiginda, simplified ELISA testinin, LF ve PHA ydntemlerine
goOre daha fazla avantaja sahip oldugu belirtilmistir (2).

Daha az antikor kullanimi ile, spesifik olmayan reaksiyonlari uzak tutarak enfekteli
dokularda bitki virGslerinin (6zellikle TMV) hizh tesbiti icin DIBA ydntemi modifiye
edilmigtir. Bu metotla, Tobacco mosaic tobamovirus (TMV)'Un 1 ng'dan daha azi
saptanabilmistir. Yontem hizli ve duyarli olmasiyla, bitki viris hastaliklari agisindan
yararl ve pratik bulunmustur. Son zamanlarda tanimlanan immunoblotting teknigi ise,
monoklonal antikorlari testlemek icin DIBA yontemine dogru basitlestiriimistir.
Teknikler, DIBA ile ayni olup dot-ELISA (Nitroseluloz membran Uzerinde ELISA) ve
NC-ELISA (Nitrosellloz ELISA) adiyla tanimlanmistir. DIBA'nin prensipleri ELISA ile
hemen hemen ayni olup, sadece nitrosellloza giren antikor ya da antijende farklilik
vardir ve enzim reaksiyon uriinu ¢ézulememektedir (14).

Almanya'da bir enstitide Uretilen DIBA test kiti (Serion R Immuno Tab) kullanilarak
sert ¢ekirdeklilerde dormant donemde Prunus necrotic ringspot ilarvirus (PNRSV) ile
Prune dwarf ilarvirus (PDV)'Un tespiti icin uygulanan DIBA yéntemi, DAS-ELISA ile
kargilastinlmigtir. Her iki test ayni sonuglari vermekle birlikte, ELISA'da 18-20 saatte
DIBA testinde ise 165 dakikada sonug elde edilmistir. DIBA'nin modifikasyonlariyla
yapilan testlerde, test surelerinin PDV igin 65 dakika, PNRSV igin ise 85 dakika kadar
kisalmasina olanak sagladigi gézlenmistir. inkiibasyon siiresinin 37 °C'den 21 °C'ye
digsmesi etmenlerin tespitinin gavenilirligini etkilememigtir. DIBA yontemi kolay ve
hizli olmasindan dolayi, viris tespitinde potansiyel olarak yararli bir yontemdir
(15,16).

Dogruluk, Tutarlihik ve Duyarlihk

Bir testin kullanilabilirliginde énemli olan bir baska faktor ise; dogruluk, tutarlihik ve
duyarlihktir. Bununla ilgili olarak yapilan bir caligmada Tobacco rattle tobravirus
(TRV) ile bulasik bir tarladan alinan 82 patates 6rnegi ELISA ve DTBA yodntemileri ile
kullanilarak testlenmistir. ELISA metodu ile 9 6rnek, DTBA ile 15 6rnek bulasik olarak
saptanmigtir (Cizelge 4) (5).

Cherry leaf mottle nepovirus (CLRV) tespitinde, ELISA ve immunoblotting teknikleri
kargilastinlmistir. Etmeni saptamada izolatlarin duyarhligini kargilagtirmak amaciyla
cesitli serolojik yontemler degerlendirilmigtir. Virise spesifik Mab'ler kullanilarak



yapilan PTA-ELISA ve DIBA yoéntemlerinin TAS-ELISA ve Western blot testlerine
g6re daha duyarl oldugu tespit edilmistir (17).

Cizelge 4. Patates dokusunda DTBA ve ELISA ile TRV'nun tespitinin sikligi

Doku Ornek sayisi Pozitif drnek sayisi
ELISA DTBA
Yaprak 23 2 2
Petiol 2 0 1
Kok 18 4 8
Yumru 39 3 4
Toplam 82 9 15

Bitki patolojisi alanindaki arastirma ve teshis materyallerinde oldukga yararli olan DIA
testlerinin, antijenin dusik konsantrasyonlarinin tespit edilebilmesinde guvenilir
sonuclar verdigi goézlenmistir. indirekt ve DAS-DIA yéntemleri rutin teshisler icin
yararli olmustur. Guvenilirlik, duyarhlik, maliyet ve isglicl agisindan ELISA ile
kargilastirilan DIA testlerinde bu yontemin, bulasik bitkilerde virlUsu saptamada her
zaman glvenilir oldugu gorilmustir. indirekt DIA, ELISA'da oldugu gibi disik
konsantrasyonlarda virusu tespit edememesine ragmen, yontemin duyarlihgi birgok
amag icin yeterli bulunmustur. indirekt DIA, ELISA'dan daha maliyetlidir. Bir 6rnegin
testlenmesi igin ihtiya¢ duyulan antiserum miktari DIA yonteminde ELISA'dan daha
yuksek olmakla birlikte, antikor solisyonu en az 6 ay depolanmakta ve hissedilebilir
duyarlilik kaybi olmaksizin en az 600 6rnek yeniden kullanilabilmektedir. Nitroseltloz
alanlarin bireysel olarak kullaniimasi durumunda, DAS-DIA ELISA'dan daha fazla
sayida ornegin testlenmesine imkan saglamaktadir. Nitrosellloz Uzerindeki spesifik
bir bolgede 6rnegi sinirlandirmak igin plastik bir sablon ile bu engel asiimaktadir.
inkiibasyon siiresi ELISA'dan daha kisa olan DIA testinde, protein igin nitroseliiloz
membran plastik destekleyicilerden daha buylk bir etkilesime sahip oldugu
kaydedilmistir (9).

Patates viruslerinin tespiti icin diagnostik bir ara¢ olarak kullanilabilen DTBA testi,
kolay, hizli, duyarl olmasinin yani sira dusik maliyet gerektirmesi agisindan da
onem kazanmaktadir. Sonuglar nicel olmasa bile, tani laboratuarlari ile patates
sertifikasyon programlarinda fazla sayida bitkinin izlenmesinde DTBA testi oncelikli
bir arag olarak yararh olabilir (5).

Sonug

Viral etmenlerin teshisinde kullanilan serolojik, biyolojik ve molekuler teknikler farkli
acllardan incelendiginde birtakim avantaj ve dezavantajlara sahip olduklari
gorulmektedir.

Biyolojik test klasik ve hassas bir yontem olmakla birlikte, gerek indikator bitkilerin
yetismesi icin gerekse inokulasyondan sonra bitkilerden sonug¢ alincaya kadar gegen
surenin uzun olmasi bir dezavantaj olarak gortlmektedir.



Serolojik teshis yontemlerinden biri olan ELISA testi, 10 yildan daha fazla bir stredir
bitki virls hastaliklarinin tanisi igin yaygin kullanim alanina sahip bir metot haline
gelmigtir. Patateste virlsten ari sertifikasyon programlarinda ve fidanlk stoklarindaki
virusleri elemine etmek amaciyla monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan ELISA
testi, basarili bir sekilde uygulanmaktadir. NUkleik asit hibridizasyon metodundan
daha az duyarli olan ELISA testi, blyUk olcekli tarla érneklerinin rutin testlenmesinde
cok yararlidir. Biyolojik indeks testi ise, ELISA'dan daha duyarlidir fakat islemin
tamamlanma sdreci uzun oldugu igin buyuk Olcekli indekslemelerde problemler
meydana gelebilmektedir (18).

Bu tdr problemleri minimum seviyede koruyabilmek amaciyla teshis igin alternatif
yontemler kullaniimaya baslanmigtir. Bunlardan biri olan immunodifizyon yontemi
ELISA'dan sonra ikinci popduler teknik olmustur. Homolog ve heterolog antijenler
arasinda gorulur bir ayrim ile farkl viral strainler ve turler arasinda karsilastirma
imkani saglayan bu ydntemde, presipitin hatlarinin farkli olusumlari gdézlenebilir.
Intrajel gapraz absorbsiyon teknigi 6zellikle viral serotipler arasindaki kuguk antijenik
farkliliklarin varligini agiklamak icin yararlidir. Uglincii bir teknik ise, islenmemis bitki
Ozsuyundaki viruslerin buylk Olgekli testlenmesine uyarlanmis olan dot-blot
yontemidir (18).

Gerek arastirma calismalarinda gerekse karantina analizlerinde 6nemli olabilecek
kritik nokta, viral etmenlerin teshisinde etkili ve uygun teshis metodunu secgebilmektir.
Dolayisiyla, kisa surede saglikli ve guvenilir sonuglar elde etmek suretiyle uygun
mucadele programlarinin uygulamaya aktarilmasina da imkan saglanmig olunacaktir.
Bununla birlikte, cok sayida 6rnegin testlenmesi icin gerekli olan sure de korunmus
olacaktir.
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