9. KONU:

VIRUSLERIN SAFLASTIRILMASI

Virtiislerin izole edilmesi diger bir deyimle saflastirilmast algak ve yiiksek devirli
santriiffigasyonlardan sonra ultra santriiffigasyon 1ile elde edilir. Ultra
santrifligasyon 100.000 g iistiinde olup viriisii konukcu hiicre bilesiklerinden
ayirir. Viriis saflastirilmasinda density gradient saflastirilmast oldukca 1yi
sonuglar vermektedir. Uygulana tiim bu yontemlerde viriis test tiipiinii dibinde
renksiz bir ¢okelti ve ya test tiipliniin i¢inde bir bant seklinde goriiliir. Bu sekilde
saflagtirilan viriis elektromikroskop, serolojik caligmalar ve niikleik asit

calismalar1 i¢in baslangi¢ materyalini olusturur

VIRUS HASTALIKLARININ TESPITI

1. Mekanik Inokulasyon ( konukcu dizisinin belirlenmesi)

Viriis hastaliklarinin belirlenmesinde birinci asamadir. Viriisiin enfekte ettigi
bitki familyas1 olmak iizere, fosfat buffer i¢inde belli oranda sulandirilmis bitki
0zsuyu basta konuk¢u bitkinin i¢inde bulundugu familya iiyelerini akabinde
Nicotiana, Chenopodium, Amaranthus sp., sayet odunsu dokularda enfeksiyon
yapan bir virls ise konuk¢unun bulundugu familya tiyelerine asilanir. Viriisiin
orjinal konukgusu ile birlikte hangi konukcularda enfeksiyon olusturdugu
saptanir. Ayrica viriisin otsu lokal leke konukgusu bu sekilde belirlenmis olur.
Bu calismada asilama sonrasinda bitkide olusan simptomlar giinliik yapilan
gozlemlerle kaydedilir dolayisiyla enfeksiyonu takiben ne kadar siire sonra
hastaligin ortaya ¢iktig1 belirlenmis olur.

2. Serolojik Yontemler

Bir antigen, 6rnegin yabanci bir protein, mesela bir viriis proteini bir memeliye
(tavsan, kobay, at) veya bir kusa tavuk veya bildircina verildiginde hayvanin
kanida yeni spesifik proteinler meydana gelir. Buna antibody denir. Antibodyler
kan sivisinda veya serumunda dolasir. Ve tamami ile enjekte edilen antigen,

antigenik determinantlar ile 6zel olarak birlesir. Antigenin kiiciik bir yiizeyi ile



birlesir. Her antigenin 6rnegin bir viriisiin yiizeyinde 6-10 aminoasitten olusan
farkli antigenik determinant bolgeleri mevcuttur. Antibodyleri ihtiva eden kan
serumuna antiserum adi verilir. Antiserum hayvandan belli donemlerde kan
aliarak elde edilir. Sicak kanli hayvanlarin viicutlarinda ¢ok farkli antibodylerin
bir karistmi olusur ki bu tiir antibodylere poliklonal antibody denir. Tek bir
klondan elde edilen antibodylere ise monoklonal antibody ad1 verilir. Bunlar
genellikle dalak hiicrelerinden elde edilir ve belli bir viriis irkina karsi afinitesi
olan antiserumlardir. Bu teknige hibridoma teknolojisi ad1 verilir.

Antiserum ve virlis en basit olarak presipitasyon testlerinde bir araya gelir. Bu
basit bir test olup tiip icinde veya petri kabi icindeki damlaciklarla
gerceklestirilir. Hangi sulandirma derecesine kadar antiserumun viriisii tanidigi
ortaya ¢ikarilir.

Digeri ise Agar jel testi olup kat1 agar jel ortaminda antigen ve antiserum karsi
karsiya gelerek beyaz bir ¢izgi veya zoom meydana getirerek viriis belirlenir.
Son donemlerde yaygin olarak kullanilan serolojik test ELISA’dir. Bu teknik
1970 ortaya ¢ikmis ve 1977°de bitki virolojisinde uygulanmistir. Mikro titre
tabakalar adim1 verdigimiz saydam tabakalarda test gerceklesir. Antigen ve
antiserum belli bir diizende tabakaya yerlestirilir uygulamalar arasinda tweeen
iceren buffer solusyonu ile tabakalar yikanir. Antiserum alkalin fosfataz ile
etiketli ise paranitrofenil fosfat subsrati ile reaksiyon belirlenir. Test iki giinde
gerceklesir. Ve neticede bosluklar sar1 renkli olarak gozlenir. Antiserumlar ayrica
virlislerin elektromikroskop ile tesbitinde de kullanilmaktadir. Bu teknige
immonosorban (ISEM ) ad1 verilmektedir. Bu teknikte giritler dnce antibody ile
kaplanmakta daha sonra lizerine enfekteli bitki 6zsuyu damlatilarak viriis 6zsuyu
yakalanmaktadir.

3. Fiziksel ozellikler

a. En son sulandirma noktasi

b. in vitro 6miir uzunlugu

¢. Termal inaktivasyon noktasi



En son sulandirma nokrasinda viriis, viriis enf bitki 6zuyu 10 1 9 den kadar
sulandirma seri hazirlanir. Daha sonra bunlar her bir 6rnek viriisiin lokal leke
konukgusuna asilanarak viriis enfeksiyonun gelismedigi sulandirma derecesi
saptanir.

Termal inaktivasyon noktasinda, viriis ile bulasik bitki 6zsuyu ¢esitli sicaklik
derecelerinde 10 dakika tutulur viriisiin lokal leke konukgularina asilanarak
viriisiin hangi sicaklik derecelerine kadar aktif oldugu belli olur.

In vitro omiir uzunlugu, enfekteli bir 6zsuyu hazirlanir. Igine birka¢ damla
streptomycin ilave edilir. Bu sekilde oda sicakliginda tutulan ekstraktan belli

araliklarla 6rnek alinarak konukc¢u asilanir.

d. Elektromikroskob

Bu teknikte viriis (formvar ile kapli ) kiiciik bakir Giritlere viriis enfekteli bitki
ozsuyu konur. Giritler %]1’lik granil aseatat PTA ile boyanarak
elektromikroskobunda gozlenir. BU yontem viriisiin buiytikligi hakkinda fikir
vermektedir.

4. Molekiiler yontemler

En son gelisen tekniktir. RT-PCR RNA viriislerinde uygulanir. Direkt PCR ise
DNA viriislerinde uygulanir. Bu yontemlerde viriistin DNA’s1 veya RNA’s1 1zole
edilerek taq DNA polimeraz enzimi ve 20-30 baz uzunlugundaki primerlerle
suni ortamda ¢ogaltilir. Genellikle viriislerde RNA oldugundan dolay1 RT enzimi
yardimiyla RNA’ dan cDNA elde edilir. Daha sonra PCR uygulanir. Genom
bliyiikliigiine gore virlisiin ne oldugu saptanir.

Viroid enfeksiyonlarinda serolojik olarak tespitleri miimkiin degildir. Sadece

molekiiler teknikler kullanilarak tespitler yapilabilir.



VIRUS TAKSONOMISI



