NOTRALIZASYON
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Antijen nedir? Organizmaya girdiginde immun yanita
heden olan molekiiller. (=Virus)

Antikor nedir? Organizmaya giren antijen ozelligindeki
maddelere karsi spesifik olarak sentezlenen immunglobulin
karakterindeki maddeler.
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D o ” Blocked attachment:
Atachment 1) Steric interference
2) Capsid stabilization

3) Structural changes

Blocked uncoating
1) Capsid stabllizadon
2) Fusion interference




Virus enfeksiyonlarinin farkh sonuglar:
olabilir;

(1) konakgi savunmalarina karsi yenilmeden
enfektif kalabilirler.

(2) latent olarak veya dusik virus replikasyonu
dizeyinde kalabilirler.

(3) konakg! organizmadan elimine edilebilirler.



Antijen - Antikor birlesmesine ve stabilitesine
cesitli faktorler etkili olmaktadir:

Ortamin pH'si ve iyonik gtigler

Antijen-antikor baglanti ylizeyinde elektriksel
degisimler

Isi

Antijen-antikor reaksiyonunun hizi

Organik eriyikler (propionik asit, asetik asit vs.):
ylzey geriliminde diisme ve Van der Waals
kuvvetlerinin ortadan kalkmasi



Antikorlar

Antibody

Viruslarin organizmadan elimine edilmesinde
hiicresel ve humoral bagisiklik 6nemli rol
oynamaktadir.

Antikor molekdilleri, immun kompleksler
olustururken antijenik determinantlarla
geriye donisimld olarak birlesirler. Bu
reaksiyonlarin saptanmasi serolojinin femelini
olusturur.
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Antijen antikor baglanmasi sirasinda sekillenen baglar
kuvvetli olmadigi i¢in antijen antikor reaksiyonu geriye
dontsumludur (r'ever'sibleg ve kompleks (Ag-Ab)

ayrigabilir.

Birlesme esnasinda antijenik determinantlarin (epitop),
antikorlarin Fab balgeleriyle (paratop) yapisal olarak
uyusmasi oldukg¢a onem tasir. Bu iliski aynen bir kilit-
anahtar iliskisine de benzetilebilir.




Notralizasyon deneylerinin prensibi:

- Kan serumunda bulunan ve viruslarin ylizeyindeki reseptorleri
bloke edebilecek notralizan antikorlarin tespiti

-Inhibe edilmis viruslarin hiicre hatlarini enfekte edememesi



Notralizasyon tanim: Enfeksiyon meydana
getirme glclne sahip olan bir virusun, in vivo ve
in vitro sistemlerde homologu olan antikorlar
tarafindan enfeksiyozitesinin bloke edilmesidir.

A
-r
5

¢ ¢ 0

O




Virus replikasyon siklusunda bloke ettikleri olaya
gore notralizasyon siniflandirilabilir:

IL.Adim : Virusun reseptérler veya yardimci
molekdller araciligiyla duyarl hicreye tutunmasinin
antikorlar tarafindan engellenmesi

IT.Adim : Virusun duyarl hicreye tutunmasi
sonrasinda antikorlarin reseptérler ve ko-
reseptorlerle etkilegimleri

TIT.Adim : Endositoz ile virion ve beraberinde
ylizeyine tutunmus antikorlarin hicre igine
alinmalarinin azaltiimasi




IV.Adim : Zarfh viruslarin endozomal
vezikiller igine flizyonu sirasinda antikorlar
tarafindan fiizyon proteini etkilegimlerinin
engellenmesi

V.Adim : Kapsit lzerindeki ortici katmanlarin
antikorlar tarafindan ortadan kaldirilmasi

VI. Adim : Virion ylizeyine tutunmus antikorlar
tarafindan transkripsiyonun engellenmesi




UYGULAMA



NOTRALIZASYON

Konakg¢i sistemlere gore notralizasyon 2
sekilde yapilabilir:

1- In vivo nétralizasyon
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otralizasyon

hd

2- In vitron
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1- In vivo notralizasyon

Cesitli viruslar verilerek bagisik kilinmis deneme
hayvanlar;
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*Sipheli virus sigir vebasi (RPV) virusudur.
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2- In vitro notralizasyon

A-

I- Serum sulandirma metodu. (stpheli serum,
bilinen virus)

IT- Virus sulandirma metodu. (Sipheli virus,
bilinen serum)
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2- In vitro notralizasyon ét
B-

I- Serum sulandirma metodu. (sipheli
serum, bilinen virus)

IT- Virus sulandirma metodu. (Stpheli
virus, bilinen serum) -
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A-

I- Serum sulandirma metodu.
($lpheli serum, Bilinen virus)
(Oncelikle Serum Inaktivasyonu yapilmalidir.)

Supheli serumda antikor varligini tespit etme:

= cc sipheli serum
Supheli serum (RPV ?)

- 100DKIDs, oraninda sulandirilir.

NS,

’ ¥ h S
Bilinen virus (RPV)
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2 cc.Bilinen virus
1cc. Sipheli serum

1 cc.PBS —>

Oda derecesinde 2 saat, etiivde 1 saat bekletilir; en az 4 adet doku
kiiltiirdne ekim yapilir. Hicre ve virus kontrollerle birlikte inkube
edilir.

Degerlendirme:

Stpheli serum CPE  Ngotralizasyon




- Pozitif Serum
- Negatif Serum
- Tip Spesifik Serum
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Pozitif serumda SN, Tespifti

1 cc. 1cc. 1cc. 1cc. 1ce. lcc. atilir.

Poif se
RPV (+) 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32




Sigir vebasi virusu

100DKIDs, oraninda sulandirilir.

Her tipe virusdan 1 cc. konur. Oda
1sisinda 2 saat veya 37°C de 1 saat
bekletildikten sonra 4 adet doku
kiiltirdne ekim yapilir. Hiicre ve virus
kontrollerle birlikte 37°C de viruslara
gore degisen sire
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IT- Virus sulandirma metodu. (Sipheli virus,
bilinen serum)

Supheli virus ve bilinen
serum esit hacimde (1 er
cc.) bir araya getirilir.
Etuvde 1 saat veya oda
1si1sinda 2 saat
bekletildikten sonra doku
kiilttirlerine ekim yapilr.

Supheli virus  Bilinen serum
(100DKIDsp) (SN5p)




Degerlendirme:

Sipheli virus CPE Notralizasyon
Sigir vebasi (+) (-) (+)
Sigir vebasi (-) (+) (-)

Rinderpest virus:
Order: Mononegavirales,

Family: Paramyxovitidae,
Genus: Morillivirus

CPE(+) Naotralizasyon(-) CPE(-) Nétralizasyon(+)



B- Mikronotralizasyon

I- Serum sulandirma metodu. (siipheli serum,
bilinen virus)

Makronaotralizasyonda oldugu gibi 3 oraninda
sulandirilmig serum mlkropley’rler'e 0.05 ml oraninda
aktarilir.Uzerine esit hacimde 100 DKID;, oraninda
sulandirilan bilinen virus konur. Oda sisinda 2 saat
bekletilir.Kontroller hazirlanir. Daha sonra tim gozlere
300.000htcre /ml olarak hazirlanan hiicre sispansiyonu
0.05 oraninda damlatilir.

Hicre K.: 0.1 ml serumlu Earle

Virus K.: 0.05 ml saf virus+ 0.05
ml serumsuz Earle




Degerlendirme:

Sipheli serum CPE Notralizasyon
Sigir vebasi ab (+) (-) (+)
Sigir vebasi ab (-) (+) (-)

CPE(+) Nétralizasyon(-) CPE(-) Nétralizasyon(+)



Pozitif serumda SN, Tespiti

3 sulandirilmig

Pozitif serum 1 cc PBS serum



3 oraninda sulandiriimis serum ilk 4 goze 0.1 ml oraninda
aktarilir. Diger gozlere 0.05 m| PBS damlatilir. Ya da tim
gozlere 0.05 ml PBS koyduktan sonra ilk 4 géze 0.05 ml|
serum konur. Ilk gozden sulandirici (diluter) yardimiyla
alinan 0.05 ml oranindaki serum diger gozlere aktarilarak
serumun log2 tabanina gore sulandiriimasi
gergeklestirilir. 100 DKIDs, oraninda sulandirilan virus
tim gozlere 0.05 ml konur. Oda i1sisinda 2 saat veya
etivde 1 saat bekletildikten sonra kontroller hazirlanir ve
daha sonra tim gozlere hiicre sispansiyonu 0.05 m|
oraninda aktarilir. -f




Degerlendirme:
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IT- Virus sulandirma metodu. (Sipheli virus,
bilinen serum)

Sipheli virus ve bilinen
serum esit hacimde (0.05
er cc.) biraraya getirilir.
37°C lik etiivde 1 saat
bekletildikten sonra
Uzerine hiicre
suspansiyonu ilave edilir.

Stpheli virus Bilinen serum
(100DKIDx,) (SNis)



Degerlendirme:

Siipheli virus CPE Notralizasyon

Sigir vebasi (+) (-) (+)
Sigir vebasi (-) (+) (-)
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Kullanim Alanlari

-Epidemiyolojik kontrollerde

*Klinik enfeksiyonun teshisinde
*Serolojik olarak eradikasyon amaciyla
*Karantina merkezlerinde

*Asilama sonrasi antikor tespitinde

*Virus izolatlarinin identifiye edilmesinde



Sernm tire of antihodies

e arfev tinTL

y

i 3 s =

Time {weeks)



