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Tanim: Enzim ile isaretli antikorlar ve substrat
kullanilarak , supheli materyalde bulunan etken (ya da
Ag) ya da bunlara karsi olusmus antikor varliginin
arastirildigi, immunositokimyasal bir yontemdir.




Kullanim Amaclari

AMarazi madde inokule edilen hiicrelerde antijen tesbiti

/1Dogal enfekte hiicrelerde antijen tesbiti ( nasal epitel, sperma)
APatolojik materyalde antijen tesbiti

AAntikor tesbiti

ADiger alanlar (virus titrasyonu, histoloji,vb)



Immunperoksidaz testi uygulamasi icin,

AHucre kalturi

AKonjugat

/VSubstrat

AVirus (Bilinen yada supheli)
ASerum(bilinen veya stpheli- Direkt IPharic)
Zlinvert mikroskop

ATest tabletleri ve test solusyonlari



Konjugat: Enzim ile isaretli antikor.
( isaretleyici madde + Antikor)

Alisaretleyici madde

A Peroksidaz, glucosoxidase, B-galaktosidaz, alkalen
fosfataz gibi enzimlerdir. Bunlardan en siklikla
kullanilant PEROKSIDAZ dr.

Peroksidaz enzimi, stabil olmasi, kolayca purifiye
edilebilmesi ve ¢ok sayida substrat ile reaksiyona
girebilmesi nedeniyle tercih edilir.



Konjugatin yapisindaki antikor

A Tespiti amaglanan etken i¢in spesifiktir
(Ornegin direkt IP testi “A” antijenin varligini arastirmak icin
yapiliyor ise antikor “A”antijenine karsi olusmustur)

ZPrimer antikora spesifiktir. ( Ornegin sigir serumunda bir
antikor varligi ariniyor ise, anti-sigir Ig G’ler konjugatin
yapisinda bulunur)

/Direkt PLA ve NPLA testinde konjugat antijene karsi, indirekt PLA
testinde ise primer antikora karsi hazirlanmistir.



Substrat

A Enzim ile reaksiyona girerek immun kompleksin varligini ortaya
koyan maddedir. Enzim-substrat iliskisi sonucunda, viral antijenin
bulundugu bolgelerde boyanma olusur.

AAEC siklikla kullanilan pereksidaz spasifik substrat olup, kirmizi
kahverengi boyanma olusturur.



Test Yontemleri

ADirekt IP testi (Ag tesbiti icin)
Alndirekt IP testi ( Ag ya da Ab tesbiti
icin)

ANotralizasyon IP testi (Ab tesbiti
icin)



Direkt PLA testi:

24 gozli test tabletlerinde monolayer olarak tretilmis
hicre kulturlerine sipheli materyalden adsorpsiyona
bagli yontem ile ekim yapilir.

/AUygun inkubasyon suresini (24-72 saat) takiben hiicre
yuzeyleri YIKANIR.

AHucre kaltarleri Gzerine KONJUGAT ilave edilir.
Inkubasyondan sonra (genellikle 1 saat) hlicre yuzeyleri
yeniden YIKANIR .

AHlcreler tGzerine SUBSTRAT konulur ve 10-15 dakika
sonra test invert mikroskopta kontrol edilir.

7Not: Inkubasyon ortami: 37°C’'de %5CO,’li etlv



. Antijen adsorbe edilir
{doku kultiri/doku kesiti)

TIKAMA

. Enzimle isaretll spesifik antikor
ilave edilir

YIKAMA

. Substrat ilave edilir

. tnkubasyor scnunda dedisen substratin
degerlendirilmesi{gdzle, mikroskepik)

Sekil 1. Direkt Yontem
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Direkt PLA testi sonucu

A Hicrelerde boyanma (+) ise PLA (+)’dir.
AV Hicrelerde boyanma (-) ise PLA (-)'dir.




Enfekte hicre kultirinde BRSV immunperoksidaz boyama

Figure 1. Detection of BRSV antigens in BRSV infected CER cells by IHC test. A: negative control, B: positive
reaction with syncytial formation, and C: positive reaction with atypical nuclear staining (arrows) (100X).



Nekropsi 6rnekleri de IP ile degerlendirilebilir

Immunoperoxidase boyama ile
herpesvirus enfekte karaciger gorinimi

http://tpis.upmc.com/changeBody.cfm?url=/tpis/HB/H00034a.jsp



Indirekt Immunperoksidaz Testi

AHatirlatma: Test Ag yada antikor varligini saptamak icin kullanilir.
Siklikla Ab varligini arastirmak icin uygulanir.

ATestte kullanilan konjugatin yapisindaki antikorlar, primer antikora
spesifiktir.



. Antijen adsorbe edilir
(doku kiltiiri/doku kesiti]

TIKAMA

. Spesifik antikor Kapsayan serum
1lave edilir

TIKAMA EN
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. Substrat ilave edilerek dejerlendirme ® e ® o
yapilir{gozle, mikroskopik) ,/ﬁ\\L

Sekil 2. Indirekt Yontem



Indirekt PLA testinin uygulanisi

/1 Tablette monalayer tabakalanmis hucre kulturlerine
virus inokule edilir.

AUygun inkubasyondan suresinden sonra hiicre yluzeyi
YIKANIR ve ortama SUPHELI SERUMDAN konulur, 1 saat
37°C’de inkube edilir.

Zinkubasyonu takiben, hiicre yiizeyleri YIKANIR ve
hicrelerin Gzerine KONJUGAT ilave edilir.

Zinkubasyon(37°C-1 h) ve YIKAMAYI takiben hicreler
tzerine SUBSTRAT ilave edilir ve 10-15 dakika sonra
sonuclar invert mikroskopta degerlendirilir.



Indirekt PLA testi sonucu

A Hiicrelerde boyanma (+) ise,indirekt IPT(+)'dir. (
Supheli serumda bilinen virusa spesifik antikor
vardir).

AHicrelerde boyanma (-)ise, indirekt IPT (-)’dir.
(Sipheli serumda bilinen virusa spesifik antikor
yoktur)



Notralizasyon IP testi (NPLA)

A1 Tanim: Bilinen virus ile supheli serum 6rneginin notralizasyon icin
bekletilmesini takiben, ndtralizasyonun olup olmadiginin direkt IP
yontemine gore kontrolu esasina dayanir.

7V Hatirlatma:
ATest, antikor varliginin arastilmasi icin uygulanir.
/Konjugat, bilinen virusa spesifik Ab icerir.



Notralizasyon immun peroksidaz testinin
uygulanis

1100DKID50 oraninda sulandirilan virus esit hacimde
sipheli serum ile 1 saat 37°C’de inkubasyona birakilir.(
Bu amacla cogunlukla 96 gozli tabletler kullanilir.)

ASlUre sonunda tabletin gézlerine hiicre siispansiyonu
ilave edilerek, tabletler 37°C’de 2-3 glin inkubasyona
birakilr.

Zinkubasyondan sonra hiicre yiizeyleri YIKANIR ve
hiicrelerin Gzerine KONJUGAT ( Konjugat virusa
spesifiktir) ilave edilir. 1 saat 37°C’de inkubasyona
takiben hicre yuzeyleri yeniden YIKANIR ve SUBSTRAT
ilave edilir. Test 10-15 dakika sonra invert mikroskopta
degerlendirilir



NIF testi sonucunun degerlendirilmesi

AHucrelerde boyanma olusumu (+) ise,NPLA (-)dir. (Stpheli serumda
bilinen virusa spesifik antikor yoktur)

AHucrelerde boyanma olusumu (-) ise,NPLA (+)dir. (SUpheli serumda
bilinen virusa spesifik antikor vardir.)



