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* Tanim: Floresan bilesikleri ile isaretli antikorlar kullanilarak , stipheli
materyalde bulunan etken (ya da Ag) ya da bunlara karsi olusmus
antikor varliginin arastirildigi, immunositokimyasal bir ydontemdir.



Kullanim Amaclari

AMarazi madde inokule edilen hiicrelerde antijen tesbiti

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

AAntikor tesbiti

ADiger alanlar (virus titrasyonu, histoloji,vb)



IF testi uygulamasiicin,

AHucre kalturi

AKonjugat

AVirus (Bllinen yada supheli)
ASerum(bilinen veya sipheli- Direkt IFharic)
AFloresan mikroskop



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

Alisaretleyici madde

A Floresan bilesikleri; floresan i1sik altinda renkli
parildama olusturan maddelerdir.

/1En 6nemli isaretleyiciler rodamin ve florescein
deriveleridir.

/1 Rhodamin bilesikleri: Kirmizi paridama
TMRTC:tetra methyl rodamin thiocyanat)

/1 Florescein bilesikleri : Sari-yesil isildama (FITC:
florescein isothiosiyanat)



Immunofluorescence assay (IFA):
SARS-CoV-infected Vero cells
incubated with negative control
serum. (Source: Source: Institute for
Medical Virology, Director: W. Doerr)

http://www.sarsreference.com/archive/verocells controlserum.jpg



http://www.sarsreference.com/archive/verocells_controlserum.jpg

DENV 1-4 | CHIKV

http://www.zika-diagnostics.com/



http://www.virology.ws/2010/09/30/detectin Nuclear immunofluorescence of Crandell

g-viral-proteins-in-infected-cells-or-tissues-feline kidney (CrFK) line cells infected with

by-immunostaining/ feline panleukopenia virus; not absence of
viral antigen in the cytoplasm. Not every
cell is infected - the shadow of a nucleus is
visible ©Nicola Decaro






Konjugatin yapisindaki antikor

7 '!'_esbiti amaglanan etken i¢in spesifiktir
(Ornegin IF testi “A” antijenin varhgini arastirmak icin
yapiliyor ise antikor “A”antijenine karsi olusmustur)

/Primer antikora spesifiktir.

A(Ornegin sigir serumunda bir antikor varligi ariniyor ise, anti-
SISIr lg G’ler konjugatin yapisinda bulunur)

ADirekt IF ve NIF testinde konjugat antijene karsi, indirekt IF testinde
ise primer antikora karsi hazirlanmistir.



Immunofluorescence staining

specific binding
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Data from Dr. Catleton Stewart




Test Yontemleri

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

ANotralizasyon IF testi (Ab tesbiti
icin)



Direkt IF testi:

AMonolayer olarak uretilmis hlicre kaltarlerine
supheli materyalden inokulasyon yapilir.

AAUygun inkubasyon suresini (24-72 saat) takiben
hiicre ylzeyleri yikanir.

A0rtama konjugat ilave edilir. Inkubasyondan sonra
(genellikle 1 saat) hiicre yuzeyleri yeniden yikanir ve
hiicreler floresan mikroskopta kontrol edilir.

ANot: Inkubasyon ortami: 37°C’'de %5CO,’li etuv




Immunofluorescence Assay (IFA) or
Fluorescent Antibody (FA) Test

REAGENTS:
unknown sample fixed to slide
(may contain Ag of interest)

POSITIVE SAMPLE

Ag is present on slide

NEGATIVE SAMPLE

Ag is not present on slide

<
Ag
¢ ¢ 9 9
REAGENTS: F
fluorescein-labeled Ab F /
to Ag of interest * A
FFF

Allow time to react
Wash away unbound Abs

PROCEDURE: observe under a
fluorescence microscope

POSITIVE: green fluorescence
NEGATIVE: no fluorescence




Direkt IF testi sonucu

A Floresan parildama (+) ise direkt IF (+)'dir.

7 Floresan parildama (=) ise direkt IF (-)’dir.



Indirekt Immunfloresan Testi

ATest Ag ya da antikor varhigini saptamak icin kullanihr. Siklikla Ab
varligini arastirmak icin uygulanir.

ATestte kullanilan konjugatin yapisindaki antikorlar, primer antikora
spesifiktir.



Indirekt IF testinin uygulanisi

AMonolayer tabakalanmis htcre kiltirlerine bilinen

virus inokule edili

I.

AUygun inkubasyon stresinden sonra ortama
supheli serumdan konulur ve 1 saat 37°C’de inkube

edilir.

Alinkubasyonu takiben, hiicre yuzeyleri yikanir ve

konjugat ilave edi
Ainkubasyon ve yi

erek 37°C’de 1 saat bekletilir.
kamay! takiben htcreler floresan

mikroskopta ince

enir.



Indirekt IF testi sonucu

7 Floresan parildama(+) ise,indirekt IFT(+)’dir.
(Stpheli serumda bilinen virusa spesifik antikor
vardir).

ZFloresan parildama(-)ise, indirekt IFT (-)'dir.
(Stpheli serumda bilinen virusa spesifik antikor
yoktur)



Indirect iImmunofluorescence test sonucu

Indirect immunofluorescence microscopy performed on chicken sera with a neutralization titre of
1/80 (diluted 1:1000 in PBS) on West Nile virus infected Vero cells (Bar 50um).

Buckley A, Dawson A, Gould EA - Virol. J. (2006)



Direkt ve Indirekt Immunfloresan
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http://www.sinobiological.com/principle-of-immunofluorescence.htmi



Notralizasyon IF testi

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

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



NIF testinin uygulanisi

/1100DKID<, oraninda sulandirilan virus esit hacimde
sipheli serum ile 1 saat 37°C’de inkubasyona

birakilir.

ASlre sonunda tabletin goézlerine 0.05 ml hicre
sispansiyonu damlatihir. 2-3 giin 37°C’de
inkubasyona birakilir.

Ainkubasyondan sonra hiicre yizeyleri yikanir ve
hiicrelerin tzerine konjugat (bilinen virusa spesifik)
ilave edilir. 1 saat 37°C’de inkubasyonu takiben test
degerlendirilir.



NIF testi sonucunun degerlendirilmesi

AFloresan parildama (+) ise, NIF (-)dir. (Stpheli serumda bilinen virusa
spesifik antikor yoktur)

AFloresan parildama (-) ise, NIF (+)dir. (Stpheli serumda bilinen virusa
spesifik antikor vardir.)



