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Virüs tespiti ve İdentifikasyon : VHS Virüsü iç organlar sperma,yumurta ve idrardan hazırlanan homojenatlardan elde edilebilir.Anterior böbrek ve dalakta virüs konsantrasyonu, kalp,karaciğer ve kaslardakinden daha fazladır.Gizli VHS taşıyıcılarının tespiti için beyin de incelenmelidir.Dışkıdan az miktarda virüs elde edilebilir.


Enfekte balıklar VHS virüsüne karşı immun yanıt geliştirebildikleri halde anti VHS antikorlarının tespiti enfeksiyonun varlığını veya yokluğunu göstermek için güvenilir bir indikatör değildir.Bununla birlikte VHS virüs spesifik nötralizan antikorların balıklarda tespiti, VHS survalansı için faydalı bir yol olabilir.


İnfeksiyöz Pankreatik nekrozis (IPN)  ile infekte balıklardan VHS virusununda izole edildiği miks enfeksiyonlar tespit edilmiştir.

Standart Teşhis : VHS virusunun hücre kültüründe izolasyonu yoluyla yapılır.Virus çeşitli balık hücre hatlarında replike olur,örneğin BF-2, CaPi, CHSE-214, EPC, FHM, PG, RTG-2, RTM, STE ve levrek , sazan yumurtası ve gold fish. Bunlara ilaveten VHS virusu memeli ( BHK-21 ve WI-38) ve sürüngen(GL-1 ve TH-1) orjinli hücre hatlarında  da replike olur.Virusun hücre hatlarında replikasyonu için  optimum ısı derecesi 14-15 C’dir (de Kinklein ve Scherrer 1970). Hidrojen iyon konsantrasyonu replikasyonu oldukça etkiler ; PH 7,4-7,8 şartları teşhis için mutlaka sağlanmalıdır (Campbell ve Wolf 1969; Wolf ve Quimby 1973). Hücre kültürlerinde VHS virus tespiti hücrelerin % 7 polietilen glikol ( molekül ağırlığı = 20,000 ) ile ön muamelesi veya DEAE dekstran (50 mg/ml) veya polietilen glikol muamelesi ile arttırılabilir.Floresan antikor boyama ile doku kesitlerinde virusun tespiti ,hücre kültürlerinde virus izolasyonundan daha az duyarlıdır (Jorgensen ve Meyling 1972).


VHS virusunun identifikasyonu için çeşitli serolojik teknikler kullanılabilir: Nötralizasyon, Florosan antikor, immuno peroksidaz, komplement fikzasyon, immun presipitasyon, counter current immuno elektroforez, immunoblot ve ELİSA’dir.VHS virusunun üç serotipi ( F1, F2 ve 23.75 ) nötralizasyonla tespit edilmiştir.Bundan dolayı infektivite nötralizasyon testinde 3 antiserum ( veya bir polivalan antiserum karışımı ) kullanılır.İnokule edilmiş hücre kültürlerinde viral antijenin tespiti indirekt florasan antikor  ve immun peroksidaz boyama yöntemiyle yapılabilir ve immun blot ve pleyt ELİSA sistemleri VHS virusunun hücre kültürü sıvılarıda tespiti ve identifikasyonu için kullanılır.


VHS virusunun serotipleri arsında indirekt floresan antikor ve infektivite nötralizasyon yönteminde çapraz reaksiyon görülür.Benzer şekilde , immun blot ELİSA ile F1 VHS serotipine ait antiserum kullanılarak her üç serotipte identifiye edilebilir.

OIE’NİN BALIK SAĞLIĞI VE KONTROL PROGRAMLARINA İLİŞKİN GENEL PRENSİPLER

1.Hedef Patojenler ve Hastalıklar :

Balık hastalıklarının hedef patojenleri Uluslararası Aquatik Hayvan Sağlığı Koduna göre aşağıdaki temel özellikleri içine alır: Tedavinin başarısız olduğu veya dirençli türlerin varlığı, coğrafi dağılım, yüksek sosyoekonomik katkı  ve uluslar arası ticaretle türler arası bulaşma meydana gelir.Sertifika ve bilgi verme yolu göz önüne alınarak hazırlanmış balık hastalıkları listesi şu anda beş tane viral hastalıkla sınırlandırılmıştır.


Epizootic haematopoietic necrsis (EHN)


Infectious haematopoietic necrosis (IHN )


Oncorhynchus masou virus disease (OMVD)


Spring viraemia of carp (SVC)


Viral haemorrhagic septicaemia (VHS)

Sertifika programına alınması gereken balık viral hastalıkları :


Channel catfish virus disease


Viral encephalopathy ve retinopathy


Infectious pancreatic necrosis


Infectious salmon anemia


Epizootic ülserative sendrom


Red sea bream iridoviral disease


White sturgeon iridoviral disease

2.Virolojik Testler İçin Örnek Materyal Seçimi :

a. Balık büyüklüğüne göre :

Alevin ve keseli yavruda : Balığın tümü gönderilir.Eğer yumurta sarı kesesi mevcutsa bu kısım atılır

4-6 cm.büyüklükteki balıkta : Böbreği içeren iç organların tümü ve operkulumun arka kenarından kafa ayrılarak ensefalonun bir parçası alınır.

6 cm.den büyük balıklarda : Böbrek ,dalak ve ensefalon

Yumurtlayan balıklarda : Ovarial akıntı ve dokular alınır.

b. Klinik belirtilere göre :

Virus izlemede ; Alevinin tamamı ,iç organlardan anterior böbrek,dalak,ensefalon alınır.Her havuzdan maksimum beş balık alınacak ve örnek materyal ortalama havuz başına 1,5 gr. olacaktır.

Asemptomatik taşıyıcıların saptanması için ; Her havuzdan maksimum beş balık alınır ve havuz başına materyal 1,5 gr.’ı geçmemelidir.Yumurtlayan beş balıktan alınan ovariyal sıvı miktarı 5 ml.’yi geçmemeli ve balık başına 1 ml.olmalıdır.

3.Virolojik Testler İçin Materyallerin Gönderilmesi :

a. Numune Transportu :

Numuneler laboratuvara ulaşana kadar steril şişelerde +4 C’de saklanır.Virus ekstrasyonu 24 saat veya en geç 48 saat içinde yapılmalıdır.Numune şişeleri içine hücre kültürü medyumu veya Hanks BSS  ve antibiyotik ilave edilir.Bir hacim numuneye beş hacim transport sıvısı katılır.Uygun antibiyotik konsantrasyonları : Gentamisin (1000(g./ml) veya penisilin (800 I.U./ml) ve streptomisin (800(g./ml) eklenir.Antifungal olarak Mycostatin®  veya Fungizone® final solusyonu 400 I.U./ml. olacak şekilde eklenir.Materyalin laboratuvara ulaşması 12 saati aşacaksa % 5-10 serum veya albumin eklenir.

b. Virus Ekstraksiyonu :

Bu işlem 15 C altında veya mümkünse 0- 4 C arasında yapılmalıdır.Organ numunelerinden antibiyotikli medyum dökülür.Organ numuneleri en son 1/10 oranı olacak şekilde transport medyumu içinde elektrikli homojenizatör veya steril havan içinde macun kıvamı alıncaya kadar homojenize edilir.Eğer organ numuneleri homojenizasyondan önce antibiyotikle muamele edilmediyse ,antibiyotikli medyumla süspanse edilip 15 C’de 2-4 saat  veya +4 C’de bir gece bekletilir.Ovaryal sıvılarda aynı işleme tabi tutulur.Homojenatlar veya ovariyal akıntılar iki kereden fazla sulandırılabilirler.2000 g.’de santrifüj edilir ve süpernatant alınır.Ovaryum sıvılarıda organ homojenatları gibi santrifüj edilir ve ilerki aşamalarda direkt kullanılır.

c. Enzootik Virusla Nötralizasyon :

Bazı ülkelerde balıklar genelde enzootik virusu asemptomatik olarak taşır.Şöyleki Infeksiyöz pankretik nekrozis virusu (IPNV) duyarlı hüre hatlarında CPE’ye neden olmakta ve bu nedenle asıl patojen etkenin izolasyon ve identifikasyonu güçleşmektedir.Bu nedenle listedeki viral hastalıkların testlerinden önce IPNV nötralizasyona tabi tutulmalıdır.Yine enzootik viruslardan birinin varlığını tespit etmek önemlidir.Örnekler nötralizasyon antikor varlığı veya yokluğuna bakılmaksızın test edilmelidir.

Yerli birna virus serotipine karşı elde edilmiş Nötralizan antikorlar (NAbs) eşit hacimde (200 µl) süpernatant ile karıştırılır.Karışım reaksiyon için 15 C’de  1 saat veya +4 C’de  gece boyunca bekletilir ve sonra duyarlı hücra kültürlerine inokule edilir.Kullanılan nötralizan antikor (NAb) titresi (multitivalent serumda kullanılabilir.) saha suşuna karşı %50 plak redüksiyon testinde en az 2000 olmalıdır.

Enzootik viral enfeksiyonlardan ari olan üretim ünitesi veya balık populasyonları,bölge ve ülkelerden gelen numunelerde bu işlem yapılmayabilir.

BALIK PATOJENLERİNİN İZOLASYON VE İDENTİFİKASYONUNDA GEREKLİ OLAN BİYOLOJİK ÜRÜNLER VE MATERYALLER

1.Balık Hücre Hatları :

Bluegill fry (BF-2)

Channel catfish ovary (CCO)

Chinook salmon embryo (CHSE-214)

Epithelioma papulosum cyprini (EPC)

Rainbow trout gonad (RTG-2)

2.Kültür Medyumu :

Ticari olarak Eagle MEM ile Earle MEM ( %10 FCS ,antibiyotik ve 2 mM l-glutamine ilaveli) balık hücre kültürlerinde çok sıklıkla kullanılır.

Stoker’s medyumun yanında yukarıdaki medyumların içerikleri modifiye edilerek iki kat daha fazla amino asit ve vitamin içeren ve özellikle hücre üremesini kamçılayan % 10 triptoz fosfat  içerirler.

Medyuma tampon olarak ;NaHCO3 , 0,16 M Tris HCl veya tercihen 0,02 M N-2 hydroxyethil-piperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES) katılır. NaHCO3 yalnız kullanılırsa medyumun ağzı sıkıca kapatılır.Hücre üretmede  %10 FBS kullanılırken virus izolasyon ve üretiminde % 2’ye düşer.Benzer şekilde PH hücre üretirken 7,3-7,4 iken virus üretiminde 7,6’dır.Antibiyotik karışımı olarak 100I.U /ml. penisilin ve 100 µg./ml. dihidrostreptomisin katılır.Mantar şüphesi varsa 50 I.U./ml.Mycostatin katılır.Diğer antibiyotiklerde uygulayıcıya bağlı olarak kullanılabilir.

Hücre Hattı Nomenklatürü

	Özellik ve Kültür Karakterstiği
	BF-2


	CCO
	CHSE-214
	RTG-2
	EPC

	Hücre Morfolojisi
	Fibroblastik
	Fibroblastik/epithelioid
	Epithelioid
	Fibroblastik
	Epithelioid

	Sıcaklık Aralığı (oC)
	15-28
	15-35
	4-25
	4-25
	10-33

	Optimum üreme sıcaklığı(oC)
	20
	30
	          20
	          20
	         30

	24 saatte kaplayacak inokulum miktarı(sayılan hücreX104/ cm.2)    
	        20


	        35
	          50
	          40
	         30

	Maksimum yoğunluk(sayılan hücreX104/ cm.2)


	        150
	        300
	        300
	          200
	        300


3.Antijen ve Virus Pozitif Kontrollerin Hazırlanması :

a.Virus Nomenklaturu :

Epizootichaematopoietic necrosis virus (EHNV)

European catfish virus (ESV)

European sheatfish virus (ESV)

İnfectious haematopoietic necrosis virus (IHN)

Oncorhynchus masou virus (OMV) (Synonym Salmonid herpesvirus type 2)

Spring viraemia of carp virus (SVCV)

Viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV) (Synonym Egtved virus)

b.Virus Üretimi :

Bu virusların çoğunun çoğaltıması için duyarlı hücre kültürlerine uygun şekilde inokule edilmesi gerekir.Hücre başına PFU 102-103 olmalıdır.Ayrıca OMV’da sayı 01-1 PFU/Hücre olacak şekilde artırılmalıdır.

c.Virus Saklama ve Depolama :

Hücre kültürü sıvısında virus titresi ortalama 1,2x106 PFU/ml.olmalıdır.Viral süspansiyon 0,3-0,5 ml.’lik şişelere dağıtılır.Her seri –80 oC veya sıvı azot tankında dondurulur.Eğer uzun süre kullanılmayacaksa düzenli aralıklarla virus titresi kontrol edilir.Bu özellikle OMV için önemlidir.Diğerlerine göre daha labildir hatta –80 oC bile labil hale geçebilir.

Lyophilisation : Uzun yıllar saklanacak (on yıl) standart virus başarıyla liyofilize  edilir.Bunun için hücre kültürü medyumuna distile su içinde % 50 Sodyum glutamat ile % 10 FCS karıştırılarak ilave edilir.Vakum altında mühürlenir veya kapaklanarak +4 oC’de karanlıkta saklanır.

SEROLOJİ

Balık Viruslarına Karşı Tavşan Antiserumu ve Poliklonal Antikor Üretimi :

IPN’ye Karşı Antiserum Eldesi :

O. Gün : 50-100µg. i.v. purifiye virus enjekte edilir.

21.Gün : Aynı booster yapılır ve 5-7 gün sonra kan alınır.Kanı tamamen alınmazsa tavşan tekrar kullanılabilir.

Diğer Viruslara Karşı Serum Eldesi :

O. Gün : İlk enjeksiyonda 500-1000µg. virus  adjuvantla karıştırılarak toplam hacim 1,2 ml. olacak şekilde inokule edilir.( Freund’s inkomple adjuvantı hayvan sağlıklı yaşam alanını kısıtlar,diğer adjuvantlar ise trehalose dimycolate ve monofosfat lipid A içerir.)Hayvan traş edildikten sonra antijen çok noktadan intradermal enjekte edilir.(Bir yerde 20 noktadan)

21.Gün : 20 ml.kan alınır.Nötralizasyon ve floresan reaktivasyon kontrol edilir.Primer enjeksiyon miktarı kadar i.v. booster yapılır.Enjeksiyondan önce hayvanı anafilaktik şoktan korumak için promethazine (12 mg.i.m.) verilir.

28.Gün : Kan  ve serum örneklerinin rektivitesine bakılır veya sonuçlara göre tekrarlanır.

Rhabdoviruslar için ELISA ve FAT’ta kullanılan antiserumun üretim maliyeti uygundur.Daha etkili nötralizan antiserum elde etme metodu ; 3-4 gün arayla (haftada iki kez)0,2 ml. adjuvantsız düzenli enjeksiyon yapmadır.15 kadar enjeksiyon yapmak gereklidir.Son enjeksiyondan bir hafta sonra serum örnekleri toplanır ve test edilir.

OİE STANDARTINDA VHS HASTALIĞININ TEŞHİS YÖNTEMLERİ

VHS hastalığının teşhisinde direk metod itibariyle hücre kültüründe VHSV izolasyonunu takiben immünolojik identifikasyon (geleneksel yöntemle)  veya immünolojik demonstrasyonla infekte balık dokularından antijen aranır.

Balıklarda  viral enfeksiyonlarda serolojik yöntemlerde yeterli bilgiye sahip olunmadığından şimdiye kadar virusa karşı oluşan antikorların saptanmasında rutin bir teşhis metodu oluşturulamamıştır.

1.VHSV Standart İzleme Metodu :

Hücre Kültürlerinde İzolasyon :

Kullanılan Hücre Hattı :BF-2 , RTG-2

Alternatif olarak EPC hücreleride kullıldı ama BF-2 ve RTG-2’den daha az duyarlı bulundu.

a. Hücrelere İnokülasyon :

1- Organ homejanatlarından elde edilen süpernatantlar 24 saatte kaplamış hücrelere aktarılırlar.Hücre kültür medyumu % 10 FCS ve uygun buffer (Tris veya HEPES) iki dilisyonu içerir.Final dilisyonda hücre kültürü medyumu içindeki doku materyali sırasıyla 1/100 ve 1/1000 oranındadır (Sitotoksisite ve homolog interferensi önlemek  için). Hücre kültürü medyumu ile inokulum hacmi arasındaki oran yaklaşık 1/10’dur.

2- Her dilisyon için yaklaşık minimum 2 cm2 hücre alanı kullanılmalıdır ve 24 gözlü bir pleytin bir gözüne karşılık gelmelidir.Hücre kültürü tablası kullanılması tavsiye edilir ama diğer eşit veya büyük hacimdeki ünitelerde kullanılabilir.

b.    İnkubasyonu İzleme :                             
1- Hücrelere inokulasyondan önce, süpernatant uygun dilisyonda eşit hacimdeki IPNV doğal serotipnin antiserumu ile karıştırılır ve en az 15 oC’de 1 saat veya enfazla +4 oC’de  18 saat inkube edilir.Antiserumun titresi % 50 Plak Nötralizasyon Testinde en az 1/2000 olmalıdır.

2- İnokulumun tamamı IPNV antiserumuyla muamele edilir.( Virus dünyanın bazı bölgelerinde balıkların % 50 sinde bulunur.) Amaç; inokule edilen hücre kültürlerinde IPNV’den dolayı CPE oluşumunu önlemektir.Bu virolojik çalışma boyunca oluşacak CPE sayısını düşürecek ve oluşan CPE’lerin  VHS’den dolayı oluştuğunu gösterecektir.

3- Üretim ünitelerinden gelen örneklerde IPNV ari olarak kabul edilirse, inokulum IPNV antiserumuyla muameleye tabi tutulmayabilir.

4- Hücre kültürüne inokulasyondan sonra 40 ve 100 büyütmede 7-10 gün boyunca her bir veya iki günde CPE oluşumu gözlenir.Faz kontrast mikroskop kullanımı tavsiye edilir.

5- İnkubasyon boyunca hücre kültür medyumu 7,3-7,6 PH aralığında olmalıdır.Hücre kültürü medyumu ve steril bikarbonat buffer ilevesi (hücre kültür flasklarının ağzı sıkıca kapalı ise) veya 2 M Tris buffer solusyonu (hücre kültürü pleytleri için)  veya daha iyisi olarak HEPES buffer medyumu kullanmak başarıyı arttırır.

6- Eğer hücre kültürlerinde CPE gözlenirse , derhal identifikasyon metodlarına geçilmelidir.

7- Eğer birinci 7-10 günlük inkubasyondan sonra CPE gelişmezse , subkültivasyonla taze hücre kültürleri kullanılarak primer kültürde olduğu gibi hücreler tekrarlanır.

b. Subkültivasyon Yöntemleri :

1- İnokulasyondan sonraki 7-10 günlük inkubasyon süresine göre hücre hatlarındaki primer kültürün süpernatantlarının tamamı toplanır.

2- Süpernatantlar dilue edilmeden ve 1/10 dilisyonda  ( süpernatanatın final solusyonu sırasıyla 1/10 ve 1/100 olacak şekilde) aynı hücre kültürlerine inokule edilirler.

3- İnokulasyon, önceden tanımlanan IPNV antiserumu ile preinkubasyondan önce yapılabilir. 

4- Altenatif bir yöntemde primer kültürü oluşturan % 10’luk medyumu direkt olarak taze hücre kültürü içine inokule etmektir.

5- İnokulasyonu yapılan kültürler, primer inokulasyonda tarif edildiği gibi 7 gün gözlemlenir.

6- Eğer CPE oluşmazsa test sonucu NEGATİF denilebilir.

Virus İdentifikasyonu :

a. Nötralizasyon Testi :

1- CPE gözlenen hücrelerin medyumları toplanır. +4 oC  2000 g.’de 15 dakika santrifüj yapılır veya 0,45 µm. Çaplı membrandan geçirilerek filtre edilerek hücre kalıntıları uzaklaştırılır.

2- Medyum 102’ den 104’e kadar sulandırılır.

3- VHSV’ ye karşı oluşturulmuş antikor solusyonu ile eşit hacimde herbir dilisyon karıştırılır (ÖRNEK :200 µl.) ve benzer şekilde herbir virus dilisyonuyla hücre kültürü medyumuyla karıştırılır.(Nötralizasyon antikor titresi % 50 plak redüksiyonda en az 2000 olmalıdır.)

4- Paralelinde diğer nötralizasyon testleri de ;

- Homolag virus türü ( Pozitif nötralizasyon testi)

- Heterolog virus türü ( Negatif nötralizasyon testi)

5- Eğer gerekli olursa .IPNV antikorları kullanılarak benzer nötralizasyon testleri yapılabilir.

6- Bütün karışımlar 15 oC’de 1 saat inkube edilir.

7- Yukarıdaki karışımlardan herbiri % 10 FCS içeren hücre kültürü medyumu ile 24 saatte kaplamış hücrelere aktarılır( Her dilisyon 2 hücre kültürüne aktarılır.) ve 15 oC’de inkube edilir.24 veya 12 gözlü hücre kültür pleytleri bu iş için uygundur ve 50 µl. İnokulum kullanulır.

8- CPE başlangıcı için hücre kültürleri kontrol edilir ve sonuçlar okunduğunda kontrollerde nötralizasyon oluşmamalıdır (Pozitif nötralizasyon kontrollerde hücreler korunmuş olmalıdır.). Basit mikroskop bakısı (faz kontrast mikroskobu tercih edilir) veya hücre kültürü medyumu döküldükten sonra % 20 ethanol içinde % 1 Kristal violet solusyonu ile hücreler boyanır ve sonuçlar kaydedilir.

9- Test edilen virus ; diğer hücre kültürlerinin hepsinde CPE yapmış, VHSV spesifik antikorlar ile muamele edilmiş virus süspansiyonu hücre kültürlerinde açılma yapmamış veya CPE oluşumu önlenmişse VHSV identifiye edilmiştir.

10- VHSV antikorları tarafında hiç nötralizasyon oluşturulamazsa, şüpheli örnekten ELISA, İmmunperoksidaz testi veya IFAT yapmak gereklidir.Bazı vakalarda yüzey antijenlerinin kayması gözlenir ve arasıra VHSV antikorlarının nötralizasyon testinde hata oluşabilir. 

 Diğer nötralizasyon testleride ispat için altenatif olarak kullanılabilir.

b.İndirek Floresan Antikor Testi :

1- Plastik hücre kültürlerinde 2 cm2 gözlerde hücreler üretilir veya % 80 oranında düzenli üreme yapmış kapaklarda, 22 oC’de 24 saat inkube edilir( İdentifiye edilecek her virus izolatı için 6 hücre tabakası,ayrıca pozitif ve negatif kontrol içinde 2 adet hücre tabakası kullanılır.).Hücre kültürü medyumunun FCS içeriği % 2-4’e düşürülür.

2- Hücre tabakaları infeksiyon için hazır olduğunda,ya aynı gün veya bir sonraki gün identifiye edilecek virusun 10 katlı sulandırması flasklara veya hücre kültürü gözlerine direk konulur.

3- Aynı şekilde VHSV’nin kontrol virus süspansiyonuda hücre kültürü medyumuyla sulandırılır ve ml.’de yaklaşık 5000-10000 PFU virus titresi elde edilecek düzeyde olmalıdır.

4- 15 oC’de 24 saat inkube edilir.

5- Hücre kültürü medyumları uzaklaştırılır,bir kez 0,01 M PBS ile çalkalanır.PH 7,2’de soğuk(-20 oC) % 70 ethanol/ %30 aseton karışımıyla 3 defa çalkalanır.

6- 15 dakika fikzasyon için bırakılır.2 cm2 hücre tabakası için 0,5 ml.hacim yeterlidir.

7- Hücreler kuru havada en az 30 dakika bırakılır ve hemen işlenir veya –20 oC’de dondurulur.

8- PH 7,2’de uygun dilisyonda % 0,05 Tween-80 (PBST) içeren 0,01 M PBS içinde VHSV serumu veya antikorları ayırmada solusyon hazılanır.

9- PBST ile 4 defa çalkalamayla hücre tabakaları su vererek kurutuldu ve son çalkalmadan sonra bu buffer tamamen atılır.

10- Buharlaşmaya izin verilmeden ve nemli, kapalı ortamda 37 oC’de 1 saat boyunca antikor solusyonu ve hücreler birbiriyle muamele edilir. Solusyon hacmi 0,25ml./2cm2 olmalıdır.

11- PBST ile 4 kez çalkalanır.

12- Hücre tabakaları 37 oC’de 1 saat FITC solusyonuyla konjuge edilmiş antikorlar kullanılarak birleştirildi.Antikorlar genelde tavşan veya keçiden elde edilmişlerdir.

13- PBST ile 4 kez çalkalanır.

14- Plastik pleytlerde muamele edilen monolayer hücreler ya hemen incelenir veya mikroskop bakısından önce PH 8,5’ta gliserol tuzu kullanılarak lamele kapatılır.

15- 10’luk büyütmede mikroskopta UV ışığı altında gözlenir ve sırasıyla numerikal  apertür  0,65 ve 1,3’ten büyük olduğunda 20x40’lık objektiflerde bakılır.

Diğer floresan antikor teknikleride  ispat için alternatif olarak kullnılabilir.

c.ELISA :

1- 0,01 M PBS içinde (her kuyucuğa 200 µl.) PH 7,2’de VHSV spesifik serum veya purifiye edilmiş uygun immuglobulin dilisyonlarıyla ELISA için mikropleyt gözleri kaplanır.Ig.’ler poliklonal veya monoklonal olabilir.IG.’lerin orjinleri genelliklesırasıyla tavşan ve faredir.VHSV identifikasyonu için belli nükleokapsid protein (N) alanları için spesifik monoklonal antikorlar uygundur.

2- + 4 oC’de gece boyunca inkube edilir.

3- % 0,05 Tween 20 içeren 0,01 M PBS (PBST) ile 4 defa çalkalanır.

4- Yağsız süt ile bloke edilir (PBST içinde % 5) veya diğer bloklama solusyonlarıyla 37 oC’de 1 saat  tutulur (200µl./göze).

5- PBST ile 4 defa çalkalanır.

6- İdentifiye olacak virus süspansiyonuna % 2 Tritonx100 eklenir.

7- İdentifiye edilecek virus dilisyonu, VHSV pozitif ve negatif kontrol 2 veya 4 katlı sulandırılarak gözlere 100 µl.dağıtılır (ÖRNEK: IHNV) ve kaplanmış VHSV antikorları ile reaksiyon için 20 oC’de 1 saat inkube edilir.

8- PBST ile 4 kez çalkalanır.

9- VHSV’ye karşı ya biotinlenmiş poliklonal antiserum yada daha önceden biotinle konjuge edilmiş ve Nükleokapsit proteini için spesifik olan ancak farklı bölgesi için elde edilmiş monoklonal antikorlar gözlere konur.

10- 37 oC’de 1 saat inkube edilir.

11- PBST ile 4 defa çalkalanır.

12- Biotinle konjuge edilmiş antikorları ihtiva eden gözlere horse radish peroksidaz ile konjuge edilmiş streptoavidin eklenir ve 20 oC’de 1 saat beklenir.

13- PBST ile 4 defa çalkalanır.Kromojen ve substrat ilave edilir.Pozitif kontrol kuvvetli olarak görüldüğnde test durdurulur ve sonuç okunur.

14- Her testte anahatlar takip edilmelidir, pozitif ve negatif kontrole göre elde edilen optikal absorbanslara göre sonuçlar yorumlanır.Yani pozitif kontrolün 492 nm.’deki absorbansı negatif kontrol için minumum 5-10 x A492 olmalıdır.Negatif kontrollerin absorbans değerleri 3 x A492’den büyükse genelde pozitif şüphesiyle bakılmalıdır.

Yukarıda biotin-avidin temeline dayanan ELISA versiyonu örnek olarak verildi.Diğer ELISA versiyonları ispat için bunun yerine kullanılabilir.
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