
Girifl

S›¤›r vebas› (SV) morbiditesi % 95’den daha yüksek,
mortalitesi ise % 90 oran›nda seyreden geviflgetirenlerde
önemli ekonomik kay›plara sebep olan viral bir hastal›kt›r.
S›¤›r vebas› virüsü, paramyxoviridae ailesi içerisinde

morbilli virüs genusunda yer almaktad›r. Etken  negatif
anlaml› yaklafl›k 16 kb uzunlu¤unda linear  RNA
genomuna sahiptir (1). Bu virüsün farkl› bir çok izolat›
olmas›na ra¤men yaln›z bir serotipi bulunmaktad›r (2).
Hastal›kta belirtiler hayvan›n ba¤›fl›kl›k durumuna göre
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Özet: Bu çal›flmada, Malatya ve Elaz›¤ bölgesinde s›¤›r vebas›na (SV) karfl› yap›lan afl›lamalar sonucu oluflan s›¤›r anti-SV antikorlar›n›
test etmek amac›yla enzime ba¤l› immunosorbent deneyi (ELISA) gelifltirildi. Araflt›rmada kullan›lan s›¤›r serumlar›ndan 180 adedi
1995 bahar döneminde Malatya bölgesinden, 157 adet s›¤›r serumu da 1996 bahar döneminde Elaz›¤ bölgesinden al›nd›. Toplam
337 serum ELISA testi ile araflt›r›ld›. ELISA’y› dizayn etmek için referans olarak ‹ngiltere Pirbright Hayvan Sa¤l›¤› Enstitüsünden
getirilen pürifiye SV virüs antijenleri kullan›ld›. Merkez Veteriner Kontrol ve Araflt›rma Enstitüsü, Ankara’dan temin edilen  SV  virüsü
afl› suflu Afrika yeflil maymun böbrek hücresinde (Vero) üretildi ve k›smen pürifiye edildi. K›smi pürifiye SV virüs antijeni ELISA’da
test antijeni olarak çal›fl›ld›. Test serumlar›, k›smi pürifiye SV antijeni ve referans SV antijenleriyle haz›rlanan ELISA ile kontrol edildi.
Referans antijen kullan›ld›¤›nda, 337 serumun 286’s›nda (% 84,86)  SV  antikorlar› belirlendi. Ayn› serumlarla k›smi pürifiye SV
antijenleri kullan›larak yap›lan ELISA’da ise 337 serumun 223’ü (% 66,17) pozitif belirlendi. K›smi olarak saflaflt›r›lan SV virüs
antijenlerinin duyarl›l›¤› % 75,87 ve özgüllü¤ü % 88,24 olarak bulundu. K›smi olarak saflaflt›r›lan SV virüs antijenleriyle gelifltirilen
ELISA duyarl›l›¤› ve özgüllü¤ünün kabul edilebilir oldu¤u görüldü.
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Developing ELISA for Antibodies to Rinderpest Virus (RPV) by Using Reference and
Partially Purified RPV Antigens

Abstract: The aim of this study was to develop ELISA to examine antibodies against rinderpest virus (RPV) for vaccination
programmes in the Malatya and Elaz›¤ regions. Serum samples from 180 clinically healthy cattle in Malatya were obtained in the
spring of 1995 and 157 serum samples from cattle were taken in the spring of 1996 in Elaz›¤. The 337 serum samples were
investigated with ELISA. To design the ELISA, reference purified RPV antigen obtained from Pirbright Animal Health Institute was
used. RPV RBOK vaccine strain was provided by Central Veterinary Control and Research Institute, Ankara. It was used to infect the
Vero cell line and was purified partially. The partially purified RPV antigen was used as a test antigen in ELISA. To compare the
reference RPV antigen with the partially purified RPV antigen, 337 serum samples were subjected to ELISA. Antibodies to RPV were
detected in 286 out of 337 (84.86%) cattle sera when the reference RPV antigen was used. However, when the same serum
samples were examined in ELISA by using the partially purified RPV antigen, 223 out of 337 (66.17%) sera were positive. The
sensitivity and specificity of partially purified RPV antigen were 75.87% and 88.24%, respectively. The developed ELISA with
partially purified RPV antigen seems to be acceptable according to our results.
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de¤ifliklik göstermektedir. Fakat genel olarak, yüksek
atefl, sindirim sistemi mukozas›nda erozyonlar ve fliddetli
ishal ile karakterize belirtiler görülmektedir (1,3-5). Viral
antijen ve antikorlar›n belirlenmesinde nötralizasyon,
immunodifuzyon, komplement fikzasyon ve ELISA testleri
s›kl›kla kullan›lmaktad›r (6,7). ELISA’n›n bu testlere karfl›
birçok avantaj› vard›r.

Bu çal›flmada 1995-1996 y›l› bahar dönemlerinde
Malatya ve Elaz›¤ bölgelerindeki SV’na karfl› afl›lanm›fl
s›¤›rlardan elde edilen serumlarda, anti-SV virüs
antikorlar›na ELISA ile bak›ld›. Yap›lan ELISA’da k›smi ve
tam pürifiye SV antijenlerinin duyarl›l›¤› ve özgüllü¤ü
de¤erlendirildi.

Materyal ve Metot

Hücre ve Virüs

Afrika yeflil maymun böbrek epitel hücresi (Vero,
Merkez Veteriner Kontrol ve Araflt›rma Enstitüsü,
Ankara) % 10 fötal dana serum (FCS Serva,
Feinbiochemical GmbH, Germany) içeren Dulbecco’s
Minimal Essential Media’da (DMEM) üretildi. S›¤›r vebas›
virüsü RBOK afl› suflu ayn› enstitüden temin edildi. 

Serumlar

Araflt›rma amac›yla 1995 y›l› Malatya bölgesinden 180
adet, 1996 y›l› Elaz›¤ bölgesinden 157 adet olmak üzere
toplam 337 adet kan topland›. Serumlar elde edildikten
sonra, -20 ºC’de sakland›.

Antijen haz›rlanmas›

S›¤›r vebas› virüsü RBOK afl› suflu Vero hücrelerinde
üretildi. Hücreler kültür kab›n›n % 70-80’ini tek tabakal›
olarak kaplad›¤› zaman, hücrelere DKID50 log103.25/0.1 ml
titredeki virüsden 1000 hücreye 1 virüs düflecek flekilde
ekim yap›ld›. Hücrelerin yaklafl›k % 80’inde sitopatik etki
infeksiyondan sonraki 5. günde görüldü. Üst s›v›
toplanarak 4 ºC’de 3500 rpm’de 30 dk santrifüj edildi.
Daha sonra 4 ºC’de 20.000 rpm’de 5 saat santrifüjle k›smi
virüs peleti elde edildi. Pelet virüs 0,001 M PBS ile
suland›r›larak -20 ºC’de sakland› (4,8).

Negatif kontrol grubu olarak Vero hücreleri 25 cm2’lik
hücre kaplar›nda üretildi. Hücreler tek tabaka olduktan
sonra -20 ºC’de iki kere dondurulup çözdürüldü ve 4
ºC’de 3500 rpm’de 30 dk santrifüj edildi. Elde edilen
hücre peleti 0,001 M PBS ile suland›r›larak -20 ºC’de
sakland›.

Protein konsantrasyonlar›n›n belirlenmesi

Lowry ve ark. (9) göre protein konsantrasyonlar›
belirlendi. K›smi pürifiye ve kontrol grubu antijenlerin
protein konsantrasyonlar› Lowry ve arkadafllar›n›n
metoduna göre belirlendi (9).

ELISA

Doksanalt› kuyucuklu ELISA kaplar›na karbonat-
bikorbanat (pH 9,6) tamponu içerisinde 30 µg/ml
oran›nda suland›r›lan tam ve k›smi pürifiye antijenden
100 µl konuldu. Negatif kontrol kuyucuklar›na ise Vero
hücrelerinden elde edilen hücre peleti karbonat-
bikorbanat tamponunda 1/40 oran›nda suland›r›larak 100
µl konuldu. Kaplar  4 ºC’de 1 gece bekletildi.
Ba¤lanmayan antijenleri uzaklaflt›rmak için, kuyucuklar %
0,05 Tween 20 içeren PBS solüsyonu ile 3 kere y›kand›.
Kuyucuklara % 3 tavuk serumu içeren PBS’den 100 µl
ilave edilerek, 37 ºC’de 2 saat bekletildi. ‹ki kere % 0,05
Tween 20 PBS ile y›kama ifllemi yap›ld›. Kuyucuklara %
0,02 Tween 20 PBS ile 1/100 oran›nda dilue edilen
serumlar üç farkl› antijen ba¤lanm›fl kuyucuklara 100 µl
konuldu. Serumlar 37 ºC’de 2 saat inkübe edildi. Befl kere
y›kama iflleminden sonra, kuyucuklara 100 µl % 0,02
Tween 20 PBS ile 1/25,000 oran›nda suland›r›lan
peroksidazla iflaretli keçi anti-s›¤›r serumu ilave edildi.
Bekleme ve y›kama ifllemleri tekrarland›. Kuyucuklara %
3’lük H2O2 içeren 0,1 M sitrat-fosfat tamponunda
haz›rlanan 5 mg/ml oran›nda O-phenylandiamine (OPD,
SIGMA Co. St. Lou›s., MO, USA) 50 µl eklendi. Oda
s›cakl›¤›nda 15-20 dk bekletilerek enzimatik reaksiyonun
geliflmesi sa¤land›. Reaksiyon 1 N  H2SO4’den 50 µl
kuyucuklara konularak durduruldu. Kuyucuklardaki
absorbans de¤erleri (OD) otomatik ELISA okuyucusunda
450 nm dalga boyunda belirlendi (8,10).

Bulgular

S›¤›r vebas› virüsü ile infekte edilen Vero
hücrelerindeki protein konsantrasyonu Lowry metoduna
göre 500 µg/ml olarak, kontrol grubu olarak kullan›lan
Vero hücrelerindeki protein konsantrasyonu ise 200
µg/ml olarak belirlendi.

Referans antijen olarak kullan›lan tam pürifiye SV
virüs antijeniyle yap›lan ELISA’da toplam 337 serumdan
286’s› (% 84,86) pozitif, 51’i ise (% 15,14) negatif
olarak bulundu.
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Ayn› serumlar›n k›smi olarak saflaflt›r›lm›fl SV virüsü
ile yap›lan ELISA’de ise 337 serumdan 223’ü (% 66,17)
pozitif, 114’ü de (% 33,82) negatif olarak belirlendi
(fiekil).

Her iki antijenle yap›lan ELISA sonuçlar›
karfl›laflt›r›ld›¤›nda tam pürifiye antijenin 450 nm dalga
boyunda belirlenen OD de¤erleri k›smi pürifiye antijene
göre daha yüksek bulundu.

Referans antijenle karfl›laflt›r›ld›¤›nda k›smi olarak
saflaflt›r›lan SV virüs antijeninin duyarl›l›¤› % 75,87,
özgüllü¤ü ise % 88,24 olarak saptand›.

Elde edilen bu sonuçlar, k›smi olarak saflaflt›r›lan SV
virüs antijeniyle dizayn edilen ELISA’n›n duyarl›l›¤› ve
özgüllü¤ünün kabul edilebilir s›n›rlar içinde oldu¤unu
göstermektedir.

Tart›flma

S›¤›r vebas› hastal›¤› dünyan›n birçok yerinde eradike
edilmesine karfl›n ülkemizde halen s›¤›r varl›¤›n› tehdit
etmektedir. Bu çal›flmada SV virüsüne karfl› oluflan
antikorlar› belirlemek için ELISA kiti gelifltirilmesi
amaçlanm›flt›r. 

Antiviral antikorlar›n bulunmas› amac›yla kullan›lan
metotlar›n bafl›nda ELISA gelmektedir. ELISA SV tan›s›nda
kullan›lan di¤er birçok metoda göre daha duyarl›  ve
pratik olmas› nedeniyle tercih edilmektedir (11-14).

Laboratuar›m›zda k›smi pürifiye SV virüs antijenleri ile
haz›rlanan ELISA kiti ile Malatya ve Elaz›¤ bölgelerinde SV
virüsüne karfl› afl›lanm›fl hayvanlardan toplanan
serumlarda anti-SV antikorlar›n›n varl›¤› araflt›r›ld›. S›¤›r
vebas› virüs antikorlar›n›n belirlenmesinde 55 ng k›smi
pürifiye antijen ya da doku kültüründe 102,2 DKID50/ml
titresindeki virüs yeterli bulunmaktad›r (15). Lowry
metoduyla elde etti¤imiz k›smi pürifiye SV virüs
antijenleri ile yap›lan ELISA sonuçlar›na göre testin
duyarl›l›¤›n›n % 75,87, özgüllü¤ünün ise % 88,24 oldu¤u
belirlendi. Bu sonuçlar› referans antijenle
karfl›laflt›rd›¤›m›zda % 18’lik bir yalanc› negatiflik
vermesine ra¤men elde edilen de¤erlerin birbirine uyumlu
olduklar› görüldü. Oluflan % 18’lik yalanc› negatiflik
antijenin tam pürifiye olmamas›na ba¤lanmaktad›r. 

Elde edilen sonuçlar›n ›fl›¤› alt›nda, bu metot anti-SV
antikorlar›n›n belirlenmesinde kullan›labilir olarak kabul
edilebilir. Daha sonraki çal›flmalarda polietilen glikol
(PEG) veya sükroz gradient saflaflt›rma yöntemleri
kullan›larak elde edilen virüs antijenleri bu metotla
karfl›laflt›r›labilir. 
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fiekil. K›smi ve pürifiye s›¤›r vebas› virüsü antijenleri kullan›larak
yap›lan ELISA sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›. Dikey sütun serum
say›s›. Yatay sütun k›smi ve pürifiye antijen.
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