Serolojik Yontemler




"
Antijen ?
> Ozglil bir bagisik yanit olusturabilen maddelere genel

olarak antijen denir

> Antijenler igin immunojen deyimi de kullanilabilir



"
Antikor ?

> Antikor; antijenlere karsi sivisal bagisik yanit
sonucunda olusan yapilar

< B lenfositleri tarafindan olusturulur

< Antijenleri ile 6zgil olarak birlesme 6zelliginde



"
Antijen-Antikor iligkileri
> Epitop; Antijende, antikorlara baglanabilen aktif

bélgelerdir

> Paratop; Antikorda epitopa karsilik gelen 6zgdl uglar



"
Antijen-Antikor iligkileri

> Antikorun baglayici bélgesi ile epitop arasindaki
baglanti nonkovalan baglar ile saglanir

> Bu baglanti geri donisimlidir

< Yiksek iyonik gli¢ veya u¢ noktalardaki pH ile
ayrilabilir



"
Antijen antikor birlesmesi

Ozgiildiir

Kimyasal bir reaksiyondur

Geriye dondsur bir reaksiyondur

Antijen antikor birbirleriyle ey uygun oranlarda
birlesir

5. Iki safhal bir reaksiyondur
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"
Sonug

> Glnumizde, antijen-antikor birlesme reaksiyonuna
dayanan pek gok serolojik yontem gelistirilmistir

> Buydntemlerle
% hem immun cevap ve patolojisi belirlenmekte,

+ hem de antijen veya antikorun kalitatif ve
kantitatif 6lglimi yapiImaktadir



"
Aglitinasyon testleri
> Aglitinasyon reaksiyonu, partikil halindeki

antijenlerin 6zgll antikorlarla birlesmesi ve ¢apraz
baglar (kafes) olusturarak kiimelesme esasina dayanir



"

Aglitinasyon testleri

> Aglitinasyon testleri;
<+ Kiltirde uretilmis bir bakterinin tiplendirilmesi
% Hazir antiserumlar kullanilarak klinik érnekte
antijen tayini
< Bilinen antijenler kullanilarak serumda antikor

tayini ve kantitasyonu amaciyla yaygin olarak
kullanihr



"
Aglitinasyon testleri

> Partikiler antijen olarak, bakteri hiicresinin ya da
eritrositlerin kendisi veya tasiyici partikiller kullanilir

> Eritrositlerin kullanildigi yontemler “hemagliitinasyon”
olarak isimlendirilir

> Reaksiyon sonucu olugan antijen-antikor kompleksleri
kiiglik kiimeler seklinde gozlenir



"
Hemaglitinasyon testleri

> Ikiye ayrilir
+ Direk hemaglitinasyon testleri

< Indirek (pasif) hemagliitinasyon (IHA)



"
Direk hemaglitinasyon

> Buyontem,

< bazi enfeksiyonlarda eritrosit yiizeyindeki
antijenlere karsi dogal olarak olusan antikorlarin
tespitinde kullanilir

> Bu testler hizli tani igin yararlh olmalarina ragmen
6zqlllik ve duyarliliklar: digtktr
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
(IHA)

> Bu yontem antikor saptanmasinda kullanilan ve 96
cukurlu "U" tabanl mikropleytlerde gergeklestirilir

> Cesitli antijenler (bakteriyel, viral, fungal, paraziter),
eritrosit (genellikle koyun eritrositleri) ylizeyine
baglanmistir

> Bu baglanma iglemi kimyasal maddeler kullanilarak
(orn. tannik asit) yapihir
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
(IHA)

> Ayni eritrosite ya da pargaciga ayni anda birden fazla
antijen kaplanabilir

> Dolayli hemagliitinasyon adi verilen bu deneyler ¢ok
duyarli olup ortamda ¢ok az antikor bulunmasi halinde
bile sonug vermeye yeterli olur
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
(IHA)

> Bu sekilde, kaplanmis olduklari antijenin tasiyicisi
durumuna gelen eritrositler elektrolitli ortamda
suspansiyon halinde kalirlar

> Bunlar tasidiklari antijenlerin antikorlari ile
karsilastiklarinda agliitinasyon verirler
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
(IHA)

> Hasta serumu dillsyonlari tzerine duyarlilagtirilmig
eritrositler eklenir

> Pozitiflik oldugunda hemagliitinasyon, negatiflik varsa
digme gibi ¢okme gordldr
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
(IHA)

> Bu yontem laboratuvarimizda
+ Sifiliz serolojisinde (TPHA testi)

< Amip ve ekinokok antikorlarinin arastirilmasinda
kullanilmaktadir
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ELISA

> 1980'lerde Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) teknolojisi yaygin olarak kullanilmaya
baslamistir

> Glnumuizde birgok tani laboratuvarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir



"
ELISA

> Antijen-antikor iliskisini, antikorlara baglanmis bir
enzimin aktivitesini izlemek temeline dayanir

> ELISA testlerinin avantajlari;

<+ Genig enfeksiyon tani parametrelerinin ticari olarak
kolayca temin edilebilmesi

< Yéntemin otomasyona uyarlanabilirligi

<+ Boylece ¢ok sayida 6rnegin kisa siirede
calisilabilmesi

<+ Sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak
degerlendirilmesi
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ELISA - Antikor aramak

> Mikropleyt ¢ukurlarina 6zgl antijen baghdir
> Cukurlara hasta serum diltisyonlar: eklenir

> Ozgiil antikor (IgG veya IgM) varsa antijenle birlegir
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ELISA - Antikor aramak

> Inkiibasyondan ve yikama igleminden sonra hangi tip
antikor arastiriliyorsa ona 6zgil konjugat eklenir

% IgG aragtiriliyorsa enzimle isaretli anti-insan IgG

<« IgM aragtiriliyorsa enzimle igaretli anti-insan IgM
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ELISA - Antikor aramak

> Inkiibasyon ve yikama sonrasi ¢ukurlara kromojenik
substrat eklenir

> Reaksiyon sonucu olugan renk degisikligi hasta
serumundaki antikor miktari ile DOGRU orantilidir ve
spektrofotometrik olarak degerlendirilir
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ELISA - Antikor aramak

> Antikor aramak;
<+ Antijen kaph kat1 faz
< Aranan antikor
< Antikor varsa antijene yapisir
+ Enzim isaretli antiglobulin
< O da komplekse yapigir
< Enzime uygun kromojen substrat
+ Olusan renk klorometrik olarak ol¢dlir




S
Antikor arama amaciyla kullanilan
ELISA yontemleri

1. Kati faz sandvig yontemi ile antikor arama
2. Sandvig inhibisyon yontemi ile antikor arama

3. ELISA kompetitif yontemi ile antikor arama
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ELISA - Antijen aramak

> Antijen aramak;
<« Antikor kapl kati faz
< Aranan antijen
< Antijen varsa antikora yapisir
+ Enzim ile kapl antikor
+ O da antijene yapigir
< Kromojen substrat
+ Olusan renk kolorimetrik olarak él¢dlir



"
Antijen arama amaciyla kullanilan
ELISA yontemleri

1. Direkt ELISA (Sandvig yontemi) ile antijen arama

2. Direkt ELISA tek basamakli sandvi¢ yontemi ile
antijen arama

3. Indirekt ELISA ile antijen arama

4. Kompetitif ELISA yontemi ile antijen arama
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ELISA yonteminde sonuglarin
degerlendirilmesi

> ELISA yonteminde enzim-substrat reaksiyonu sonucu
ortaya ¢tkan renk degisimi spektrofotometrik olarak
olcdldr

> Elde edilen absorbans degeri "optik dansite (OD)"
olarak ifade edilir
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ELISA yonteminde sonuglarin
degerlendirilmesi

> Kullanilan ELISA kitinin 6zelligine gére, kontrol ya da
standartlardan alinan OD degerleri hasta serumlarinin
OD'leri ile oranlanarak;

+ kalitatif
<« semi-kantitatif
< kantitatif, sonuclar elde edilir



"
Kalitatif sonug

> Kalitatif sonug veren bir yontemde, kitin 6nerisine
gore "pozitif ve negatif kontrol serumlari” veya
"kalibratér serumlar” kullanilabilir

> Bu serumlarin OD'lerinden hesaplanan bir "cut-off"
(esik) degeri vardir

> Orneklerin OD'leri buna gore degerlendirilerek
"pozitif" veya "negatif"” olarak sonug verilir
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Semi-Kantitatif sonuc

> Semi-kantitatif sonug veren bir yontemde, benzer
olarak "pozitif ve negatif kontrol” serumlar: veya
"kalibrator serumlar” kullanilabilir

» Ancak burada hasta serumlarindan alinan OD'ler, cut-
off OD'sine béliinerek sayisal bir deger elde edilir

> Bu deger ornekte bulunan antikor diizeyinin gergek
degeri olmayip rolatif bir deger ifade eder



"
Kantitatif sonug

> Kantitatif sonug veren bir yontemde,
konsantrasyonlari bilinen "standart serumlar” kullanilir

> Fakat kitlere gore degismek tzere kitin icerdigi
standart serum sayisi 3-8 arasinda degismektedir



"
Kantitatif sonug

> Bu tip degerlendirmede, standart serumlarin
konsantrasyonuna karsilik OD’leri kullanilarak bir
grafik elde edilir

> Hasta serumlari OD'lerinin bu grafikteki karsiliklar:
gergek deger olarak ifade edilir

> Bu tip sonuglar antikor konsantrasyonunun
6lglilmesinde ve antikor diizeyinin takibinde deger
tasimaktadir
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Immiinofloresans ysntemi (IFA)

> Floresanlanmis antikorlar, lamlardaki preparatlarda
bulunan antijenleri ile birlegirler

> Bu lamlar floresan mikroskobunda incelenecek olursa
floresans vererek gériiniir hale gelirler

> Buydntemde kati faz lam'lardir ve degerlendirme
floresans mikroskobu ile yapilir

< En sik kullanilan boya "fluorescein isothiocyanate
(FITC)"tir

« FITC, yesil 1sik halinde objektife yansitmaktadir
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Immiinofloresans ysntemi (IFA)

> Incelenecek materyal
< Doku kesitleri

+ I¢lerinde bakteri, mantar, parazit ve virislerin ya
da bunlarin antijenlerinin bulundugu kiltirle ya da
hastalik materyali bulunabilir
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Immiinofloresans ysntemi (IFA)

» Uzun zaman alan cesitli testlerin aksine floresanli
antikor deneyi hemen 1-2 saat iginde sonug verir

> Ancak 0zel ayiraglar ve deneyimli personele ihtiyag
vardir

> Iki sekilde uygulanir
« Direkt IFA (DFA)
% Indirek IFA (IIFA)



"
Direkt IFA (DFA)

> Bu yontemde klinik ornekte antijen tespiti yapilir

> Alinan 6rnek lam tzerine yayilir ve metil alkol ya da
aseton ile tespit edilir

> Daha sonra lizerine FITC ile isaretli 6zgiil antikor
(konjugat) eklenir ve inkiibe edilir

> Floresan mikroskobunda 10x ya da 40x objekftif ile
incelenir



"
Indirek IFA (IIFA)

> Hasta serumunda antikor tespiti yapilir

> Kullanilan lamlar, Gzerine istenilen antijenlerin fikse
edilmesiyle hazirlanir

> Hasta serum ornekleri bu lamlar Gzerindeki ozel
alanlara damlatilir ve inkibe edilir

> FITC isaretli anti-insan antikoru (konjugat) eklenir



"
Indirek IFA (IIFA)

> TIIFA, gerek enfeksiyon hastaliklarin gerekse
otoimmin hastaliklarin serolojik tanisinda oldukga
yaygin olarak kullanilmaktadir

> Ozellikle otoantikorlarin tespitinde referans yontem
olarak kabul edilmektedir



"
Radioimmunoassay (RIA)

> Antijen veya antikor bazi radicizotop maddeler ile
isaretlenerek yapilabilmektedir

> Temel mekanizma;

<+ radioizotop bir madde ile isaretli antijen veya
antikor araciligi ile karsiligi olan (6zgtl oldugu)
antikor veya antijenin varligini ve miktarini
saptamaktir

> Ozellikle diigiik miktardaki antijen tayininde
spesifitesi ¢ok yiiksek olan bir testtir
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Radioimmunoassay (RIA)
RTA ile antijen aramak

Antikor kaplanmis plastik ylizey

Aranmakta olan antijen

Varsa o da plastik ylizeye baglanir, fazlasi yikanir
Radyoaktifli antikor

O da plastik ylizeye baglanir, yikamadan sonra radyoaktifleri
olcdlir
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Radioimmunoassay (RIA)
RIA ile antikor aramak

Antijen kapli plastik yiizey

Aranmakta olan antikor

Varsa o da plastik ylizeye yapisir, fazlasi yikanir
Radyoaktifli antiglobulin

O da komplekse yapisir, sonug yikama igsleminden sonra radyoaktivite
olglilerek anlasihr

4a. Antiglobulin yerine radyoaktiflendirilmis bir baglanti molekiili (6rnegin
stafilokok A proteini) kullanilabilir

5a. O da antikorun Fc kismina yerlesir ve radyoaktivite verir
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"
Presipitasyon testleri

> Ozglil antijen ve antikor belirli oranlarda
karistirildiginda, bunlarin birlesmesine bagl olarak
olusan kompleks (presipitat) gozle gorinir hale
gelebilmektedir

> Presipitasyon reaksiyonu

<% ¢ozlnidr haldeki antijenlerin 6zqgil antikorlarla
birlesmesi ve kafes olusturarak ¢ozinir olmayan
presipitin (cokelek) olusturmasi esasina dayanir
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Presipitasyon testleri

> Presipitasyon temeline dayali ¢ok sayida yéntem
mevcuttur

> Bunlar genel olarak;
<+ Jelde (immunodifiizyon)
+ Sivi ortamda (turbidometrik veya nefelometrik)
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Imminodifiizyon Yontemleri

> Buydntemler;

< Antijen ve antikorun agaroz jel ortaminda difiize
olarak karsilasmasi ve uygun oranlarda karsilatiklar:
bélgede presipitin bandi olusturmasi temeline
dayanir
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Imminodifiizyon Yontemleri

> Iki sekilde uygulanabilir

<+ Cift yonli difiizyon

o Ortadakine bilinen antiserum kenarlardakilere ise antijen
aranan hasta serumu diltisyonlar: damlatilir

o Presipitasyon bantlar: degerlendirilir

+ Tek yonld difizyon
o Antikor jel igine eklenmistir
o Cukurlara arastirilacak antijeni iceren serum damlatilir

o Olugan halkanin gapi antijen konsantrasyonu ile dogru
orantilidir



"
Elektro-immuno diflizyon teknigine
bagl presipitasyonlar

> Protein karakterindeki maddelerin elektrik yikleri
birbirinden farkhdir

» Bu nedenle elektriksel bir alanda hareketleri farklilik
gosterir

> Elektriksel alanda antijenlerin elektroforetik olarak
ayristiriima islemi “elektroforez" olarak tanimlanir

> Imminodifiizyon ve elektroforezin birlegtirilmesiyle
yapilan teknige "imminoelektroforez yontemi” denir



"
Elektro-immuno diflizyon teknigine
bagl presipitasyonlar

> Elektroforez igin degisik tipte matriksler kullanilabilir
<+ Kagrt
< Agar
< Poliakrilamid jel
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Elektro-immuno diflizyon teknigine
bagl presipitasyonlar

> Antijen ve antikor molekillerinin agaroz jeldeki
hareketleri elektrik akimi kullanilarak kolaylastirilmis
ve hizlandirilmistir

> Molekiillerin uygun oranlarda karsilastiklar: bolgelerde
presipitin bantlari olusur
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Elektro-immuno diflizyon teknigine
bagl presipitasyonlar

> Iki sekilde uygulanabilir
+ Basit, tek yonli immunodifiizyon (Laurell teknigi)

2 Kargit immunoelektroforez (Counter Immuno
Electrophoresis = CIE)
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Turbidometrik ve Nefelometrik
6lclimler

> Immunodifiizyon testi teknik olarak kolaydir

> Ancak gok sayida ayri ornegi ayni anda
degerlendirilmesi gerektiginde is zorlasmaktadir
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Turbidometrik ve Nefelometrik
6lclimler

> Bu nedenle:

<« antijen ve antikor baglanmasi ile olugan immdin
kompleks miktarini daha hizl 6lgmek igin
o Turbidometrik
o Nefelometrik, yontemler gelistirilmistir

> Bulaniklik 6lglimu esasina dayanan yontemlerdir
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Turbidometrik ve Nefelometrik
6lclimler

> Bu tekniklerde;
<+ Immin kompleks siispansiyonu iceren kiivete
monokromatik bir isik gonderilir

<+ Gonderilen 1g1k immin kompleksler tarafindan hem
absorbe edilir, hem de defleksiyona (sapmaya)
ugratihr
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Turbidometrik ve Nefelometrik
6lclimler

> Turbidometrik ve nefelometrik yontemde absorbe
edilen veya defleksiyona ugratilan igik miktar: sivi
ortamdaki immun kompleks miktari ile dogru
orantilidir

> Bilinen antijen ve antikor miktar: ile once standart

egri olusturuldugunda, igerigi bilinmeyen 6rneklerdeki
antijen veya antikor miktar: saptanabilir
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Turbidometrik

> Turbidometrik yontemde

< immun kompleksler tarafindan absorbe edilen 1g1k
miktari spektrofotometrik olarak olgdlir

< partikdlin bulundugu siispansiyondan gegen 151gin
6lglimudur
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Nefelometrik

> Nefelometrik yontemde

+ ¢ozeltide siispansiyon halinde bulunan immin
kompleksler tarafinda sagilan 1s1gin 6lgiminddr

> Nefelometrik dlglimlerin avantajlar:

< diguk konsantrasyonlarda daha yiksek duyarliliga
sahiptir
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Kemiliminesans yontemi

> Bir kimyasal reaksiyon sonucu 1sik salinmasidir

> Kimyada pek ¢ok uygulamasi gérdlir
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Kemiliminesans yontemi

> Bazi enzim reaksiyonlari isik Uretirler ve bu yolla trdn
olusumu élcilebilir

> Yaygin kullanimi;
<« Enzimatik kemiliminesans ile peroksidaz tespiti
< Western blot ile antikorlarin tespiti
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Kemiliminesans yontemi

> En iyi bilinen KLM sistemleri;
< luminol ve tiirevleri
< oksalat esterleri
<+ lusigenin
% lusiferin
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Kemiliminesans yontemi

> KLM sitemleri
< ylksek duyarhlik
+ ylksek ozgulluk
< genis saptama araliklarina, sahiptir
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Kemiliminesans yontemi

> Bu tip sistemlerde ikincil antikorlar,

+ substratlari 1sik sinyali (kemiliminesan) olusturacak
Urtinlere donustiren enzimlerle isaretlidir
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Akim sitometri yontemi

> AKim sitometri;

<+ Hucrelerin akmakta olan bir akigkanin igindeyken
karakteristiklerinin olciilmesidir

> Olusan sinyallerin kaynag,
<+ hicrenin biydklik, grandlarite gibi fiziksel
ozellikleri olabildigi gibi
<+ hicreye baglanan ¢esitli fluorokromlar da olabilir
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Akim sitometri yontemi

> Bu yontem ile bir sispansiyon halindeki hiicreler;
<+ lazer 15191 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden

gegiri
< hiicre
sinyal

Ir ve
erin 151gin oniinden gegerken verdikleri
er toplanarak analiz edilir
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Akim sitometri yonteminin ¢alisma
prensibi

> Bu sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak
ekrana aktarilir

+ Histogram, dlgiilen parametrelerin frekans
dagilimlarinin gorsel sunumudur
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Akim sitometri yontemi

> Buyontem ile hiicrelerin asagidaki 6zellikleri hakkinda
bilgi toplanabilir
<+ Imminfenotipi
< DNA igerigi
< Enzim aktiviteleri
< Hiicre membran potansiyeli
< Canliligi






