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Oz: Balik hastaliklarinda, bakteri kaynakly enfeksiyonlar énemli bir yer tutmaktadir. Bakteriyel balik patojenlerini tamimlamak igin fenotipik, genotipik
ve serotipik yontemler kullanilabilmektedir. Fakat herbir yontem icin kullamlan farkli metodlarin iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada, cesitli balik
hastaliklarimin olusumunda énemli bir role sahip bakteriyel balik patojenlerinin serotipik olarak tammlanabilmesiigin uygulanan serolojik yontemler, balik
patojenlerine karsi miicadelede bu yontemlerin kullanimi ve dnemi hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir. Bu amagla; kalitatif yontemlerden presipitasyon,
flokiilasyon, agliitinasyon ve komplemanfiksasyon testlerine deginilmistir. Kantitatif yontemlerden ise tiirbidimetrik-nefelometrik olgiimler ile immiinokimyasal
olgiimlerden bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Balik hastaliklari, patojen bakteriler, serolojik yontemler

Serological Methods Used for Classification of Bacterial Fish Pathogens

Abstract: In fish diseases, bacterial originated disease agents are important. To identify of bacterial fish pathogens can be used phenotypic, genotypic
and serotypic methods. However, the different methods used for each method need to be well known. In this study, it is aimed at giving information about the
serological methods that are required to be classified as the serotypical identification of bacterial fish pathogens which have an important role in occurrence of
various fish diseases, using of these methods in struggling against fish pathogens and their importance. For this purpose; qualitative methods such as
precipitation, flocculation, agglutination and compliment fixation are explained. In the quantitative methods are mentioned turbidimetric-nephelometric
measurements and immunochemical measurements.

Keywords: Fish diseases, pathogen bacteria, serological methods

GIRiS Antijen-antikor arasindaki iliskiler, organizmalar1 enfeksiyonlara

kars1 koruyucu ozellik gorevini iistlenmelerinin yani sira, bakterilerin in

Balik yetistiriciligi, saglikli bir besin kaynagi, istihdam veénemli vitro ortamda tanilanmasinda da yardimci olmaktadir. Antijen-antikor
bir ihrag {iriinii durumuolmas: nedeniyle, biiylik kazang geliri olan &nemli baglanmasi ile ilgili in vitro yapilan deneylerde, antikorlar iginde
bir sektordiir. Tiirkiye bulundugu iklim kusag1 ve cografi yapist nedeniyle bulunduklar1 serumlarla kullanildiklar1 i¢in bu konudaki reaksiyonlar
denizlerde ve i¢ sularda bir¢ok su iriiniiniin yetistirilmesi agisindan uygun serolojik olaylar olarak bilinmektedir. Serolojik olaylar ile ilgilenen bilim
olanaklara sahiptir (Atay ve ark, 2000). dali ise seroloji olarak isimlendirilmektedir (Erkan ve ark., 2011).

Balik  hastaliklar,  yetistiricilikte ~ 6nemli ~ bir  sorun Bir antijen molekiiliinde ayni veya farkli yapida ¢ok sayida
olusturmaktadir. Ciinkii baliklar, havuz ve kafes gibi kapali alanlarda epitop bulunabilir. Epitop sayis1 molekiiliin biiyiikliigii ve karmasiklig: ile
yetistirilmekte ve birim alandaki verimliligi yiikseltmek igin stok yakindan ilgilidir. Bu nedenle, bir antijen molekiilii birden fazla sayida
yogunluklart giderek arttirilmaktadir. Bu durum, baliklar i¢in uygun Ozgiillik gosterebilmekte ve farkli yapidaki her epitop kendine 06zgiil
olmayan yetistiricilik kosullarmnin olusmasina ve buna bagh olarak da antikorlarla ayr1 ayr birlesebilmektedir. Antijen yiizeyindeki epitop ile
enfeksiyonlara kars1 hassasiyetin artmasina neden olmaktadir (Sakai, 1999). 0zgiil antikorun baglanma yeri arasindaki iliski anahtar ile kilit arasindaki

uyuma benzemektedir ve bu iki molekiil arasindaki birlesmenin diizeyi

Baliklarda bagisiklik temel olarak omurgalilar ile ayn1 yapidadir. molekiillerin zelliklerine bagl olmaktadir. Uyum ve ¢ekim giicli yiiksek
Immiin yanittaki baslica fark tiim fizyolojik sistemlerde oldugu gibi ise molekiiller daha hizli ve saglam bir bigimde birlesmekte ve ¢oziinmeleri
bagigiklik sisteminin sicakliga bagli degisken yapida olmasindan ise ¢cok yavas olmaktadir (Erkan, 1992).
kaynaklanmaktadir. Baliklarda bagisiklik sistemi temel olarak dogal ve
kazanilmis bagisiklik olmak iizere iki ana alt grupta smiflandirilmaktadir Giinlimiizde serolojik yontemler viral, bakteriyel, fungal ve
(Bly ve ark., 1997). parazit enfeksiyonlarmin tanisi amactyla kullanilmalarmm yani sira;

immiinizasyon, immiinrekonstitiisyon ve imminsiipresyon sonrasi immiin

Yumurtadan yeni ¢ikan larva baliklarin lenfosit ve antikor kompetansin degerlendirilmesi, immiin sistem yetmezliklerinin ya da
uretim kapasiteleri smirli olmakta, dolayisiyla cevresel antijenlere ve hiperaktivitesinin belirlenmesi, malignansilerin tanisi, transplantasyon
hastaliklara karsi direngleri de diisiik olmaktadir (Tatner, 1986). oncesi MHC (Major histo compatibility complex) tespiti ve immiinolojik

hastaliklarmn  tedavi ve progresyonunun izlenmesi gibi alanlarda
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kullanilmaktadir.  Serolojik testlerde, mekanizmalarina (agliitinasyon,
presipitasyon), uygulama sekline (otomatize, manuel), hizlarina (birkag
saatten birkag¢ giine kadar) ve kullanim amaglarina gore (antikor tipi tespiti,
kantitasyon vb.) ¢ok sayida yontem mevcuttur (Kilig, 2012).

UYGULAMA METODOLOJISI

Serolojik  yontemler ile bakterilerin siniflandirilmasinda
kullanilan bazi immiinolojik teknikler, kalitatif ve kantitatif yontemler
olmak tizere baslica iki sekilde yapilmaktadir. Kalitatif yontemler;
Presipitasyon testleri, Flokiilasyon testleri, Agliitinasyon testleri ve
Komplemanfiksasyon testidir. Kantitatif yontemler ise; Turbidimetrik-
nefelometrik 6lgiimler ve isaretlenmis immiinokimyasal 6lgiimlerdir.

1. Kalitatif Yontemler

1.1. PresipitasyonTesti: Presipitasyondan hem enfeksiyon
hastaliklarinda tam1 koymak hem de mikroorganizmalarin identifikasyonu
amactyla yararlanilir (Cagirgan ve ark., 1997).Reaksiyon sonucu kompleks
(presipitat) gozle goriiliir. Reaksiyonda optimum antijen (Ag) ve antikor
(Ab) miktar1 onemlidir. Ayrica pH, elektrolit ve 1s1 da énemli yer teskil eder
(Kocazeybek, 2012).Bu test soliisyonda ve tiipte yapildiginda presipitasyon
testi, agar jelde yapildiginda jel presipitasyon testi olarak adlandirilir.
Antikorlar iki valansli, antijenler ise ¢ok degerlikli molekiillerdir (Erkan ve
ark., 2011).
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Sekil 1. Antijen-antikor tepkimesi (Altinisik, 2004).
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1.1.1. Tiipte Halka (Ring) Testi: Sivi ortamda yapilan
presipitasyon formudur. Tipe konulan sabit miktardaki antikor soliisyonu
iizerine bir tabaka olusturacak sekilde antijen eklenir. Temas yerinde halka
seklindekipresipatolusumupozitif olarak kabul edilmektedir(Afonso ve ark.,
2003).
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Sekil 2. Tiipte halka testi sonucunda gozlenen reaksiyon (Kilig, 2012).

1.1.2. Tiipte Sulandirma Testi: Optimal antijen-antikor oranini
arastirmak igin tiipte yapilan en eski yontemdir. Bir sira tiipe konulan belli
miktarlardaki antikorun itizerine degisen miktarlarda suda ¢oziiniir antijen
eklemesi yapilir.

Ik tiiplerde antikor fazlaligi, son tiipte ise antijen fazlalig:
vardir.Bulaniklik ve ¢okelmenin en yiiksek diizeydeoldugu tiipte antijen-
antikor orani birbirine esittir ve bu durum reaksiyona giren molekiillerin
titre ve konsantrasyonunu belirlemeye yardimer oldugu bildirilmektedir
(Erkan ve ark., 2011).
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Sekil 3. Tiipte presipitasyon testi ve gozlenen reaksiyonlar (Erkan ve ark.,
2011).

1.1.3.  Immiinodifiizyon  (Jelde Presipitasyon) Testleri:
Presipitasyon reaksiyonlar1 antijen ve antikor molekillerinin birbirine
dogru yayilabildigi jel veya yar1 kat1 (Agar Jel) ortamlarda yapilmaktadir.
Boyle bir ortamda birbirine dogru yayilan antijen ve antikorun optimal
oranda bulunduklart bélgelerde karsilastiklarinda bir presipitasyon ¢izgisi
veya bandi olusturarak ¢okeldigi bildirilmektedir. Jelde presipitasyon iglemi
cesitli sekillerde yapilabildigi rapor edilmistir (Shepard, 1972).

1.1.3.1. Radyal Difiizyon (Tek Yonlii Difiizyon) Testi: Antikor
igeren antiserumagarla homojen olarak karistirilmakta ve karisim bir tabaka
halinde lam, plak veya petri kabma konulmaktadir. Katilasmadan sonra,
agar iizerinde esit araliklarla ve aymi ¢aplara sahip olan kiigiik ¢ukurlar
acilarak bunlarin her birine farkli antijen veya bir antijenin ¢esitli
seyreltileri ilave edilmektedir. Daha sonra; lam, plak veya petri kabi1 37
°C’de nemli bir ortamda muhafaza edilmektedir. Siire sonunda, antijen
cukurlardan agarin igerisine dogru yayilmakta ve ¢ukurlarin g¢evresinde
beyaz renkli halka seklinde bir presipat olusmaktadir. Cukurlarin
cevresinde daire seklinde beyaz halkanin olugmasi pozitif olarak

degerlendirilmektedir (Hampton ve ark., 1990).

Sekil 4. Radyal diflizyon testi (Shepard, 1972).

1.1.3.2. Cift Yonlii Difiizyon (Yayilma) Testi: Bu yontemde hem
antijen hem de antikor molekiilleri jel i¢inde yayilarak (6zgiillik varsa)
optimum konsantrasyonlarda karsilagtiklart yerde presipitasyon bandi
olustururlar (Kilig, 2012).

Cozinlir antijen ve antikor molekiilleri agar plagi tizerinde
acilmis karsi gukurlara konulmaktadir. Antijen ve antikor bu ¢ukurlardan
birbirine dogru agar igerisinde yayilirlar ve optimal konsantrasyonlarda
karsilagtiklarinda bir presipitasyon bandi veya ¢izgisi olusmaktadir. Bu
testle ayn1 seruma kars: teste tabi tutulan bir¢ok antijenin birbirine yakinligi
da ortaya konulmaktadir. Plaga dokiilmiis agarin ortasinda bir ve ¢evresinde
birkag¢ gukur agilir; ortadaki ¢ukura antiserum ve ¢evredeki ¢ukurlara farkli
antijenlerin konuldugu rapor edilmistir(Shepard, 1972).

Petri kaplarma dokiilen agar (% 0.7-1.5) tzerinde bir kalip
yardimiyla ortada bir adet ve bunun ¢evresinde ise 0,5-10 mm uzakliklarda
olmak tizere 4-6 adet g¢ukur agilmakta ve cukurlarin i¢ kisimlar
bosaltilmaktadir. Ortadaki ¢ukura bilinen bir antiserum veya antijen

konulmaktadir. 37°C'de 1-2 giin bekletilen petri kaplarinda, gerek ortadaki
ve gerekse bunun ¢evresindeki ¢ukurlarda bulunan molekiiller agar igine
karsilikli olarak yayilacaklar1 i¢in antijenle antikorun birlestigi yerlerde
beyaz renkli bir ¢izgi ya da bant meydana gelmektedir(Dijkstra ve De Jager,
1998).

Sekil 5. Agarda g¢ift yonli dﬁizyon testinde olusan ¢izgiler/bantlar
(Shepard, 1972).
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1.1.3.3. immunoelektroforez Testi: immun difiizyon ve
elektroforezin birlestirilmis teknigine Immunoelektroforez denilmektedir.
Antijenler elektriksel alanda ayrilmaktadir (elektroforez). Elektroforez igin
kagit, seliloz asetat, agar ve poliakrilamid kullanilmaktadir. Antijen
molekiilleri bu elektrik alaninda hareket ederek 7,5 ile 8,6 arasinda degisen
bir pH derecesinde elektrik yiiklerinin farkli olmas1 sebebiyle birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. Elektroforezden sonra agardan hareket yoniine paralel
olacak sekilde bantlar kesilip ¢ikarilmakta ve bu bantlarin yerlerine
antiserumlar konulmaktadir. Antiserumun yayilmasi igin bir siire
beklenmekte ve uygun antijen antikorla karsilastiginda presipitasyon bandi
olusmaktadir (Agrios, 2005).

Sekil 6. Immuno elektroforez testi (Altimgik, 2004).

1.1.3.3.1. Zit Yonlii immiinoelektroforez Testi: Hazirlanip lama
yayilan agarin iki ucuna iki ¢ukur agilip ¢ukurlarm birine antijen, digerine
antiserum konulmaktadir. Antikorun bulundugu taraf pozitif kutba,
antijenin bulundugu taraf ise negatif kutba baglanilmaktadir. Negatif yiikli
olan antijen antiseruma dogru, antikor ise elektroendozmozla antijene dogru
hareket eder ve karsilagtiklart yerde bir presipitasyon bandi olustugu rapor
edilmistir (Erkan ve ark., 2011).

1.1.3.3.2. Laurell (Roket) Immiinoelektroforez Testi: Roket
elektroforezi de denilen bu yontemde, daha ¢ok “titresi bilinmeyen bir
antijenin titresini, titresi bilinen aym tiirdeki bir antijen ile karsilastirarak
Olgmek”olarak agiklanmaktadir (Kilig, 2012). Ortama elektriksel akim
uygulandiginda, rokete benzer sekilde presipitasyon bantlar1 olugsmaktadir.
Meydana gelen presipitasyon bantlarmim yiiksekligi eklenen antijen
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Erkan, 2011).
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Sekil 7. Zit yonlii immiinoelektroforez testi (Altinigik, 2004).
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Sekil 8. Laurell (Roket) 1mmunoelektr0forez testi (Roseman ve ark., 1987).

1.2. Flokiilasyon Yéntemi: Toksin ile antitoksinin uygun
miktarlarda karsilastiklarinda meydana getirdikleri kiimeciklere flokiilasyon
denir. Bu kiimecikler gozle yada kiigiik bilyiitmelerle goriinebilmektedir.
Toksoid asilarin  miktar tayininde kullanilmaktadirlar (Kocazeybek,
2012).Bu testlerde hasta olup olmadigi arastirilacak olan kimsenin kan
serumu, sifilize gore 0zel sekilde hazirlanmis organ ekstreleri ile
kanigtinlmakta ve flokulasyon yani bir cesit ¢okelti meydana gelip
gelmedigi arastirilmaktadir. Kahn testinde bu esasa gore hazirlanmig Kahn
antijeni kullanilmaktadir (Kilig, 2012).

Toksin (antijen) ve antitoksin (antikor) arasindaki reaksiyonla
tipte yaygin bir bulanikligin meydana geldigi goriilmektedir.
Flokiilasyonda denge bolgesinin ¢ok dar oldugu ve bu bolge disinda prozon
ve postzon olaylar1 goriildiigii rapor edilmistir (Altinisik, 2004).

1.3. Agliitinasyon Yéntemi: Agliitinasyon testleri i¢in, bazi
¢Oziinlir antijenler inert yapidaki lateks, polystren veya bentonit gibi
partikiiler hale getirilmis tasiyict maddeler iizerine baglanmaktadir. Bazi
antijenler taze veya formalin ile iglem gbérmiis eritrosit yiizeyine direkt
olarak baglanabilmektedir. Sivi ortamda karistirilan partikiiler yapidaki
antijen ile 6zgiil antikorun (agliitinan antikor) homojen goriiniimii zamanla
ciplak gozle goriinebilen kiimelesme haline doniismektedir. Partikiiler
antijen  olarak  eritrositin  kullanildigi  agliitinasyon testlerine
hemagliitinasyon testleri denilmektedir. Agliitinasyon testleri mikroskopta,
tiipte, lamda yapilabilmektedir. Agliitinan antikorlar genel olarak IgM ve
1gG karakterinde oldugu bildirilmistir (Gling6r ve ark., 2014).
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Sekil 9. F lokulasyon yontemi (Altimisik, 2004)

1.3.1. Lateks Agliitinasyon (LA) Testi: Lateks agliitinasyon
testinde partikiiler antijen olarak lateks boncuklar, lam ve &zel
kartekslerkullanilmaktadir. Lateks yiizeyi, antijen arastirilacaksa antikor
molekiilleri ile, antikor arastirilacaksa antijen molekiilleri ile
kaplamlmaktadir. Pozitif reaksiyonun degerlendirilmesi kiimelesmenin
siddetine gore derecelendirilmektedir. LA testi ile alinan sonuglar
kullanilan lateks partikiiliiniin boyutuna, kullanilan antikorlarin avidite ve
affinitesine  (monoklonal veya poliklonal), sicaklik, pH, iyon
konsantrasyonu ve drnekteki antijen konsantrasyonu gibi degiskenlere bagl
olarak gergeklesmektedir (Barnes ve ark., 2002). Bu test i¢in her ¢alismada
mutlaka pozitif ve negatif kontrol kullanilmas: gerekmektedir.
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Sekil 10. Lateks agliitinasyon test sonucu goriintiisii (Colak, 2004).

1.3.2. Koagliitinasyon (CoA) Testi: Bu yontemde partikiil olarak
oldiirilmils Staphylococcusaureusbakterisi kullanilmaktadir. Bu bakterinin
hiicre duvarinda bulunan ‘Protein A’ maddesi biiylik miktarda antikor
baglama 6zelligi tasimaktadir. Stafilokoklarin yiizeyine istenilen 6zgiilliikte
antikor molekiilii Fab (antijen baglama) bélgeleri serbest olacak sekilde Fc
kismindan baglanir ve LA testinin aksine bu yontem sadece antijen
tespitinde  kullanilabilmektedir. Ozgiilliigii yiiksek olmasma ragmen
duyarliligt LA testine gore disik oldugundan Ornekten direk antijen
tespitinde onerilmedigi bildirilmistir (Glinaydin, M.,1994).

1.3.3. Hemagliitinasyon Testi:

1.3.3.1. Direkt Hemagliitinasyon Testi; Bu yontem, bazi
enfeksiyonlarda eritrosit yiizeyindeki antijenlere kars1 dogal olarak olusan
antikorlarm tespitinde kullanilmaktadir. Bu testler hizli tani igin yararli
olmalarina ragmen 6zgiilliik ve duyarliliklar diisiik oldugu rapor edilmistir
(Kilig, 2012).

a) Aglitinasyon Mekanizmas:
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1.3.3.2. Indirekt (Pasif) Hemagliitinasyon Testi; Bu yontem
antikor saptanmasinda kullanilir ve 96 ¢ukurlu ‘U’ tabanlit mikropleytlerde
gergeklestirilmektedir. Cesitli antijenler (bakteriyel, viral, fungal,
paraziter), kimyasal maddeler kullanilarak (6rn: tannik asit) eritrosit
(genellikle koyun eritrositi) yiizeyine baglanmasi saglanmistir
(duyarlilagtirma). Pozitiflik oldugunda hemagliitinasyon, negatiflik varsa
diigme gibi ¢okme goriilmektedir. Bu yontem laboratuvarda
sifilizserolojisinde (TPHA testi) ve amip ve ekinokok antikorlarmm
arastirilmasinda kullanilmaktadir (Usta ve ark., 2005).

1.4. Kompleman Fiksasyon Testi: Bu teknik balik
bakteriyolojisinden ziyade balik virolojisi i¢in daha 6nemli yer teskil
etmektedir.Bu teknik Ahne tarafindan 1981 yilinda tanimlanmistir (Austin
ve Austin, 1999).

Antijen-antikor  birlesmesinin ~ kompleman1  uyarmasina
dayanarak gelistirilen iki basamakli testtir. Serum diliisyonu yapilmis
tiiplerin her birine esit miktarda antijen eklenir. Eklenen antijenle serum
ornegindeki antikor (var ise) birleserek immiin kompleks olusur. Tiiplerde
antijen-antikor kompleksi aracilifi ile tiiketilmemis kompleman kalmus ise
kalan aktif kompleman miktar1 ile iligkili olarak indikatdr hiicrelerin
tamaminda veya bir kisminda hemolizgériiliir. Hemoliz olan ilk tiipten bir
onceki tiipteki serum titrasyonu antikor miktarim1 tanimlamak icin
kullanilir (Darwish, 2006).
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Sekil 11. Agliitinasyon yontemi (Altinisik, 2004).
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{Antisheep) The titer is 32

Sekil 12. Komplemanfiksasyon testi (Altinigik, 2004).
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2. Kantitatif Yontemler

2.1. Tiirbidimetrik ve Nefelometrik Olciimler: Bu yontemler,
sivi ortam iginde karsilagtirilan ve birleserek bulaniklik olusturan antikor-
antijen komplekslerinin i¢inden gegen 151k siddetine gore kantitatif olarak
Olclildigii otomatize yontemlerdir. Genel olarak kompetitif veya
nonkompetitifve  heterojenveya homojenolarak  siiflandirilmaktadir.
Kompetitif reaksiyonlar, genellikle isaretlenmis antijen kullanilmakta ve
asirt antijen varhiginda antijen Slgiimil i¢in yapilmaktadir. Nonkompetitif
Olgtimler, genellikle isaretlenmis bir antikor kullanilarak ve asir1 antikor
varliginda antijen 6l¢iimii i¢in yapilmaktadir(Kilig, 2012).

2.2. Isaretlenmis Immiino kimyasal Olgiimler: Isaretli
antikorlarin kullanilmasi ile 1942°de FA (Florasan Antikor-Fluorokromlar),
1954°de IFA (Indirekt Fluoresan Antikor), 1960°da RIA (Radyoizotopla-
Iyotla) ve 1970’de EIA veya ELIZA (Enzim ile antikor veya antijen
saptamak) yontemleri kullanilmaya baglanmistir (Usta ve ark., 2005).

2.2.1.  Radioimmunoassay  (RIA):  Radioimmunoassay
yonteminin tarihi ve gelistirilmesi Najjar ve Weintraub tarafindan
incelenmistir. RIA yontemi biyolojik akigkanlar i¢inde farmasotik agidan
onemli bilesiklerin sinirsiz sayida belirlenmesi igin basarili bir sekilde
kullanilmigtir (Darwish, 2006).

Radyoimmunoassay’de temel mekanizma, radyo izotop bir
madde ile isaretli antijen veya antikor araciligi ile karsiligi olan (6zgiil
oldugu) antikor veya antijenin varligimni ve miktarini saptamaktir. En fazla
kullanilan madde radyoaktif iyottur. Standart grafikler kullanilarak
reaksiyona giren molekiillerin miktarlar tayin edilmektedir (Erkan ve ark.,
2011).

2.2.2. Enzyme Immunoassay (EIA-ELIZA): Antijen-antikor
etkilesimlerine dayanarak birbirleri arasindaki farkliliklarinin ortaya
konulmasi i¢in serolojik yontemler igerisinde en duyarli ve hassas yontem
olarak Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) kullanilmaktadir
(Onalan ve Arabaci, 2016).

Enzim Immiinoassay yapisacak kimyasalin bir radyoizotop
yerine bir enzim olmasi ile RadioimmunAssay(RIA) ‘den ayrilmaktadir
(Darwish, 2006).

Beliren renkli reaksiyon {irtinlerinin miktart enzim isaretli
reaktiflerin ve dolayisiyla kat1 faza baglanan Ag ve Ab’nin miktarim
belirlemektedir (Kilig, 2012). ELISA ile antijen ve antikor aramasi yapmak
ve bunlarm miktarlarini saptamak miimkiin olmaktadir. Testte; 6zgiil
antijen-antikor iliskisi, bu komplekse eklenen antikorlara alkalin fosfataz
veya Horse Radish Peroksidaz gibi bir enzimin baglanmasi ve bu enzim
substratinin  renkli triinlere doniistiiriilmesi suretiyle gosterilmesi esas
alinmakta ve sonuglar kolorimetrik olarak degerlendirilmektedir.

Ortama sonradan katilan, antijene karst olusturulmus ve enzimle
baglanms spesifik antikor da, bu kompleksteki antijene baglanmaktadir. En
son katilan kromojensubstrat, komplekste var olan enzimle reaksiyona
girerek renk vermekte ve kolorimetrik olarak degerlendirme yapilmaktadir
(Dijkstra ve De Jager, 1998).

2.2.3. Fluoroimmunoassay (FIA): Bu testte, antikorlar
fluorokrom bir boya (FITC= fluoresceinisothiocyanate, auramine,
rhodamin, vs) ile boyanmaktadir. Test 6rneginde bulunan antijenin {izerine
boyali antikorlarin konulmasi halinde, boyali antikorlar antijenle
birlesmekte ve UV-iginlar ile ¢alisan mikroskopta sari-yesil renkte parlak
bir fluoresens 151tk vererek kolaylikla fark edilebilmektedirler. Time-
Resolved Fluorescence Immunoassay ve Fluorescence Polarization
Immunoassay (FPIA) gibi gesitli fluoroimmunoassay yontemler vardir

(Dijkstra ve De Jager, 1998).
4+ Boyanmig
Antikor

+—— Boyanmamig
Antikor

O O +Antiien (Viros) ) £) «— Antijen (Viriss)

Sekil 13. Immiinofluorescence tipleri ve elde edilen gériintiiler (Dijkstra ve
De Jager, 1998).

+— Boyanmig
Antikor
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SONUC

Bu calismada baliklarda enfeksiyona neden olan bakteriyel
patojenlerin serolojik olarak degerlendirilebilmesi igin kullanilabilecek
serolojik yontemlere deginilmistir. Serolojik yontemler balik hastaliklarinda
koruyucu miidahaleler kapsaminda 6nemli bir yere sahiptir. Giinimiizde
serolojik caligmalar hizli teshis, enfeksiyon ve bagisiklik hakkinda fikir
edinme, izolatkarakterizasyonu ve as1 gelistirme gibi konularda
kullanilmaktadir.

Kalitatif sonuglar Cut-off degerine gore pozitif/negatif olarak
degerlendirilmektedir. Genelde Ag, bazen IgM varligmin belirlenmesinde
degerlidir. IgG diizeyi ve takibinde ise yaramadig: bildirilmistir. Kantitatif
sonuglarda ise konsantrasyonu bilinen standart serumlar kullanilmaktadir.

Serolojik yontemlerin duyarliliklar: arasinda farkliliklar oldugu
belirtilmekte ve gerektiginde bu yontemlerin diger tani yontemleri ile
birlikte kullanilmasi onerilmektedir. Serolojik yontemlerin duyarliliklarina
iligkin bilgiler sekil 13°de verilmektedir.

Tablo 1. Serolojik yontemlerin duyarli olduklart araliklar (Dijkstra ve De
Jager, 1998).
Yontem Ad1

Tamlama Arahigi (ug/ml)*

Presipitasyon Testleri (S1v1) 20-200
Presipitasyon Testleri (Jel)

- Radial immuno diffiizyon 10-50
- Cift Yonlii immuno diffiizyon 20-200
- Immuno elektroforez 20-200

Immuno fluorescence Assay (IFA) 1-8

Agliitinasyon Testleri 0,3-0,06

Radio immuno assay (RIA) 0,0006-0,006

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) < 0,0001-0,008

*Antijenin varliginda pozitif reaksiyonun olusmasi igin gerekli olan en
diistik antikor miktarlar

Bu ¢alismada bahsi gegen serolojik yontemler igerisinde ELISA
testi, kullanilan konjugatlardan Alkalin Fosfataz ve Horse Radish
Peroksidaz (HRP) enzimlerinin; ucuz, kolay olmasi ve fazla gesitte substrat
olarak kullanilabilmesi sebebiyle tercih edildigi bildirilmistir (Cagirgan,
2008).

Serolojik yontemlerin dezavantajlari; tiir igindeki farkli izolatlar
arasindaki capraz reaksiyon olusumuve antijenler igin uygun antiserum
bulunmasi veya elde edilmesindeki zorluklardir (Diler ve ark., 2002).

Avantajli olan yonleri ise; belli bir etkene 6zgiil olan reaksiyon
vermesi, az miktarda enfekte olmus doku materyaline ve antiseruma gerek
duyulmasi, rutin testlerde kullanilabilmesi, sonuglarin kisa siirede ve
kantitatif olarak elde edilebilmesi, testlerde yararlanilan tan1 kitlerinin ticari
olarak piyasada bulunmast ve maliyetlerinin diisik olmasi1 olarak
siralanabilir (Yula, 2009).

Buna ragmen, son yillarda gelistirilen ve niikleik asit temelli
olan ydntemlerin serolojik yontemlerle birlikte kullanilmasi, inceleme
konusunu teskil eden patojenlerin dogru ve kesin olarak teshis ve tanisini
yapabilmek i¢in uygulamalarda yerini almaya baslamistir. Bununla birlikte;
caligmalarda kullanilacak olan yontemin se¢iminin eldeki kaynaklara, testi
ylrlitenin bilgi ve deneyimine, uygulamanin yapilacagi laboratuarin
kosullarina, testler icin gerekli olan reaktiflerin durumuna, testin duyarhilik
diizeyine ve siiresine, test edilecek 6rnegin durumuna, ¢esidine ve miktarina
bagli oldugunu g6z 6niinde tutmak yararli olacaktir (Dijkstra ve De Jager,
1998). Molekiiler tipleme sonuglarmin da en faydal bigimde sonuglarindan
yararlanilmast igin klasik yontemler ile birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir.
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