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(Ozet: Bu calismada, Malatya ve Elazigj bélgesinde sigir vebasina (SV) karsi yapilan asilamalar sonucu olugan sigir anti-SV antikorlarini
test etmek amacityla enzime bagli immunosorbent deneyi (ELISA) gelistirildi. Arastirmada kullanilan sigir serumlarindan 180 adedi
1995 bahar déneminde Malatya bdlgesinden, 157 adet sidir serumu da 1996 bahar déneminde Elazi§ bolgesinden alindi. Toplam
337 serum ELISA testi ile arastirildi. ELISA'y1 dizayn etmek icin referans olarak ingiltere Pirbright Hayvan Sagligi Enstitiisiinden
getirilen purifiye SV virts antijenleri kullanildi. Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi, Ankara’dan temin edilen SV virtsu
asl susu Afrika yesil maymun bobrek hiicresinde (Vero) uretildi ve kismen pirifiye edildi. Kismi pirifiye SV viris antijeni ELISA'da
test antijeni olarak calisildi. Test serumlari, kismi purifiye SV antijeni ve referans SV antijenleriyle hazirlanan ELISA ile kontrol edildi.
Referans antijen kullanildiginda, 337 serumun 286’sinda (% 84,86) SV antikorlari belirlendi. Ayni serumlarla kismi purifiye SV
antijenleri kullanilarak yapilan ELISA'da ise 337 serumun 223'0 (% 66,17) pozitif belirlendi. Kismi olarak saflastirilan SV virls
antijenlerinin duyarliligi % 75,87 ve 6zgilligi % 88,24 olarak bulundu. Kismi olarak saflastirilan SV virls antijenleriyle gelistirilen
ELISA duyarliligi ve 6zgulliginin kabul edilebilir oldugu gorilda.

Anahtar Sézcikler: Sigir vebasi virisi, ELISA, antikor

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 Elazi§ 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 Elazi§. 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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Giris
Sigir vebasi (SV) morbiditesi % 95'den daha yuksek,
mortalitesi ise % 90 oraninda seyreden gevisgetirenlerde

onemli ekonomik Kayiplara sebep olan viral bir hastaliktir.
Sigir vebasi virlsu, paramyxoviridae ailesi icerisinde

morbilli virds genusunda yer almaktadir. Etken negatif
anlaml yaklasik 16 kb uzunlugunda linear =~ RNA
genomuna sahiptir (1). Bu virtsin farkl bir ¢ok izolati
olmasina ragmen yalniz bir serotipi bulunmaktadir (2).
Hastalikta belirtiler hayvanin bagigiklik durumuna goére
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degisiklik gostermektedir. Fakat genel olarak, ylksek
ates, sindirim sistemi mukozasinda erozyonlar ve siddetli
ishal ile karakterize belirtiler gérilmektedir (1,3-5). Viral
antijen ve antikorlarin belirlenmesinde notralizasyon,
immunodifuzyon, komplement fikzasyon ve ELISA testleri
siklikla kullanilmaktadir (6,7). ELISA'nin bu testlere karsi
bircok avantaji vardir.

Bu calismada 1995-1996 yili bahar doénemlerinde
Malatya ve Elazig bolgelerindeki SV'na karsi asilanmis
siirlardan elde edilen serumlarda, anti-SV virls
antikorlarina ELISA ile bakildi. Yapilan ELISA’da kismi ve
tam purifiye SV antijenlerinin duyarlihidr ve &6zgulligu
degerlendirildi.

Materyal ve Metot
Hucre ve Viris

Afrika yesil maymun bobrek epitel htcresi (Vero,
Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisu,
Ankara) % 10 fotal dana serum (FCS Serva,
Feinbiochemical GmbH, Germany) iceren Dulbecco’s
Minimal Essential Media’da (DMEM) Uretildi. Sigir vebasi
virtisi RBOK asi susu ayni enstitiden temin edildi.

Serumlar

Arastirma amaciyla 1995 yili Malatya bélgesinden 180
adet, 1996 yili Elazig bélgesinden 157 adet olmak Uzere
toplam 337 adet kan toplandi. Serumlar elde edildikten
sonra, -20 °C'de saklandl.

Antijen hazirlanmasi

Sigir vebasi virisi RBOK asi susu Vero hicrelerinde
Uretildi. Hicreler kiltir kabinin % 70-80'ini tek tabakali
olarak kapladigi zaman, hiicrelere DKID50 log10*%%/0.1 ml
titredeki virlisden 1000 hiicreye 1 viriis disecek sekilde
ekim yapildi. Hucrelerin yaklasik % 80'inde sitopatik etki
infeksiyondan sonraki 5. giinde gérildi. Ust swi
toplanarak 4 °C'de 3500 rpm’'de 30 dk santrifij edildi.
Daha sonra 4 °C'de 20.000 rpm’'de 5 saat santrifijle kismi
virts peleti elde edildi. Pelet viris 0,001 M PBS ile

sulandirilarak -20 °C'de saklandi (4,8).

Negatif Kontrol grubu olarak Vero hiicreleri 25 cm?lik
hucre kaplarinda Uretildi. Hucreler tek tabaka olduktan
sonra -20 °C'de iki kere dondurulup ¢dzdlrildd ve 4
°C'de 3500 rpm’'de 30 dk santrifij edildi. Elde edilen
hiucre peleti 0,001 M PBS ile sulandirilarak -20 °C'de
saklandi.
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Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Lowry ve ark. (9) gore protein konsantrasyonlari
belirlendi. Kismi purifiye ve kontrol grubu antijenlerin
protein konsantrasyonlari Lowry ve arkadaslarinin
metoduna gore belirlendi (9).

ELISA

Doksanalti kuyucuklu ELISA kaplarina karbonat-
bikorbanat (pH 9,6) tamponu icerisinde 30 upg/ml
oraninda sulandirilan tam ve kismi purifiye antijenden
100 pl konuldu. Negatif kontrol kuyucuklarina ise Vero
hiucrelerinden elde edilen hiicre peleti karbonat-
bikorbanat tamponunda 1/40 oraninda sulandirilarak 100
ul konuldu. Kaplar 4 °C'de 1 gece bekletildi.
Baglanmayan antijenleri uzaklastirmak icin, kuyucuklar %
0,05 Tween 20 iceren PBS sollsyonu ile 3 kere yikandi.
Kuyucuklara % 3 tavuk serumu iceren PBS'den 100 pl
ilave edilerek, 37 °C'de 2 saat bekletildi. ki kere % 0,05
Tween 20 PBS ile yikama islemi yapildi. Kuyucuklara %
0,02 Tween 20 PBS ile 1/100 oraninda dilue edilen
serumlar U¢ farkli antijen baglanmis kuyucuklara 100 pl
konuldu. Serumlar 37 °C'de 2 saat inkube edildi. Bes kere
yikama isleminden sonra, kuyucuklara 100 pl % 0,02
Tween 20 PBS ile 1/25,000 oraninda sulandirilan
peroksidazla isaretli keg¢i anti-sigir serumu ilave edildi.
Bekleme ve yikama islemleri tekrarlandi. Kuyucuklara %
3'lik H,0, iceren 0,1 M sitrat-fosfat tamponunda
hazirlanan 5 mg/ml oraninda O-phenylandiamine (OPD,
SIGMA Co. St. Louis., MO, USA) 50 ul eklendi. Oda
sicakliginda 15-20 dk bekletilerek enzimatik reaksiyonun
gelismesi saglandi. Reaksiyon 1 N H,SO,'den 50 ul
kuyucuklara konularak durduruldu. Kuyucuklardaki
absorbans degerleri (OD) otomatik ELISA okuyucusunda
450 nm dalga boyunda belirlendi (8,10).

Bulgular

Sigir  vebasi virlst ile infekte edilen Vero
hiicrelerindeki protein konsantrasyonu Lowry metoduna
gore 500 ug/ml olarak, kontrol grubu olarak Kullanilan
Vero hucrelerindeki protein konsantrasyonu ise 200
pg/ml olarak belirlendi.

Referans antijen olarak kullanilan tam pdurifiye SV
virts antjjeniyle yapilan ELISA’da toplam 337 serumdan
286'st (% 84,86) pozitif, 51'i ise (% 15,14) negatif
olarak bulundu.
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Sekil.  Kismi ve prifiye siir vebasi virlsi antijenleri Kkullanilarak
yapilan ELISA sonugclarinin karsilastiriimasi. Dikey situn serum
sayisl. Yatay sutun kismi ve purifiye antijen.

Ayni serumlarin kismi olarak saflastiriimis SV virsu
ile yapilan ELISA'de ise 337 serumdan 223’0 (% 66,17)
pozitif, 114’0 de (% 33,82) negatif olarak belirlendi
(Sekil).

Her iki antijenle yapilan ELISA sonuclari
karsilastirildiginda tam purifiye antijenin 450 nm dalga
boyunda belirlenen OD degerleri kismi purifiye antijene
gore daha yUksek bulundu.

Referans antijenle karsilastirildiginda kismi olarak
saflastirilan SV virts antijeninin duyarliigi % 75,87,
Ozgulligu ise % 88,24 olarak saptandi.

Elde edilen bu sonuglar, kismi olarak saflastirilan SV
viris antijeniyle dizayn edilen ELISA'nin duyarliigi ve
6zgulliginidn kabul edilebilir smnirlar icinde oldugunu
gostermektedir.
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Tartisma

Sigir vebasi hastaligi dinyanin bir¢ok yerinde eradike
edilmesine karsin Ulkemizde halen sigir varhigini tehdit
etmektedir. Bu calismada SV virlsine karsi olusan
antikorlart belirlemek icin ELISA Kiti gelistirilmesi
amaglanmigtir.

Antiviral antikorlarin bulunmasi amaciyla kullanilan
metotlarin baginda ELISA gelmektedir. ELISA SV tanisinda
kullanilan diger bircok metoda goére daha duyarli ve
pratik olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (11-14).

Laboratuarimizda kismi purifiye SV virls antijenleri ile
hazirlanan ELISA kiti ile Malatya ve Elazi§ bolgelerinde SV
virisine Kkargi asilanmis hayvanlardan toplanan
serumlarda anti-SV antikorlarinin varhigi arastirildi. Sigir
vebasi virts antikorlarinin belirlenmesinde 55 ng kismi
purifiye antijen ya da doku Kltiirinde 10%* DKIDsy/ml
titresindeki virls yeterli bulunmaktadir (15). Lowry
metoduyla elde ettigimiz kismi purifiye SV virls
antijenleri ile yapilan ELISA sonuclarina goére testin
duyarliliginin % 75,87, 6zgulluginin ise % 88,24 oldugu
belirlendi. Bu  sonuclari referans  antijenle
karsilastirdigimizda % 18’lik bir yalanci negatiflik
vermesine ragmen elde edilen degerlerin birbirine uyumlu
olduklar1 gérildid. Olusan % 18lik yalanci negatiflik
antijenin tam purifiye olmamasina baglanmaktadir.

Elde edilen sonuclarin 15i1g1 altinda, bu metot anti-SV
antikorlarinin belirlenmesinde kullanilabilir olarak kabul
edilebilir. Daha sonraki calismalarda polietilen glikol
(PEG) veya sukroz gradient saflastirma yo&ntemleri
kullanilarak elde edilen virls antijenleri bu metotla
Karsilastirilabilir.
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