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* Viral partikil tespiti

* Viris izolasyonu/identififikasyonu
* Viral antijen tespiti

* VirUs spesifik antikor tespiti

* Viral nukleik asit tespiti

* Embriyolu tavuk yumurtasi
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Viral Antljenlerm ve Viral * Klinik lerde yapilan 6n tetkikler (anamnez,
ntikorlarin Saptanmasmda cesitli klinik incelemeler, hematolojik,
} ) el g biyokimyasal, radyolojik, vs) hastaliklarin
_ an SerOIOJ”( Yontemler belirlenmesinde ilk adimi olusturmasi,

laboratuvarda galisanlara yardimci olmasi,
islemleri kolaylastirmasi ve yonlendirmesi
bakimlarindan ¢ok degerli iseler de, yine de
tani igin yeterli degildirler ve kesin ¢6zimii
saglayacak olan laboratuvar muayenelerine
gereksinim vardir

* Enzyme Linked immunosorbent Assay (ELISA) 1.ELISA
* immunfluoresans Antikor (IFA) Testi
* Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyon

Inhibisyon (HI) Testi .
¢ Radioimmunassay (RIA)
 Hemadsorbsiyon-inhibisyon Testi

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Gok yaygin olarak kullanihr
* Cok duyarh ve spesifik bir testtir

* Nétralizasyon Testi * Bir antijene karsi uretilen antikorun veya siipheli
* Lateks Aglitinasyonu antijenin varhigini géstermeye yonelik bir tekniktir
* Komplement Fikzasyon (KF) Testi * Antijen — Antikor reaksiyonuna dayanir

* Agar Gel immundifusyon (AGID)

. * Bu yontemle sipheli 6rnekten;
¢ Immunperoksidaz Testi ¥ 3P

— Bilinen antikor varliginda antijen
— Bilinen antijen varliginda da antikor saptanabilir
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* Antijen-antikor baglanmasini takiben, enzim
isaretli bir antikorun ortama ilavesi sonucunda
reaksiyonun renkli Griinlere donisturilerek
degerlendirilmesi esasina dayali immiinokimyasal
Ol¢lm teknigidir

* Bu test igin 96 kuyucuklu 6zel plateler kullanilir

" ¢ g ¢

ELISA Metodlari

* indirekt yontem; Antikor aramada
* Direkt-sandvi¢ yontem; Antijen aramada

Direkt-Sandvi¢ ELISA

Bir gece +4'de bekletlir L & 2L W

o e T J e
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bekletlir
Enxm fsaretl antkor
Yikama yapilir eklexir
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Antijen belirleme yontemi
Direkt ELISA (sandvig yontemi);

* Antijene 6zgl antikor plate baglanir
Bir gece +4C’de bekletilir
Ertesi sabah yikama yapilir

* Antijen aranan ornek eklenir.

1 saat 37C’de inkiibe edilir

* Uzerine enzim ile isaretlenmis spesifik antikor
eklenir.

1 saat 37C’de inkiibe edilir

* substrat eklenir

15-30dk karanlikta bekletilir

* Renk degisimi gozlenen kuyucuklar pozitif ve
negatif kontrollerle karsilastirilarak degerlendirilir.

* ELISA Reader ile test sonucu alinir

Antikor belirleme yontemi

indirekt yéntem ;

* Bilinen antijen plate baglanir

Bir gece +4C’de bekletilir

Ertesi sabah yikama yapilir

* Antikor aranan 6rnek eklenir.

1 saat 37C'de inkiibe edilir

* Enzim ile isaretli sekunder antikor eklenir.

1 saat 37C'de inkiibe edilir

* substrat eklenir

15-30dk karanlikta bekletilir

* Renk degisimi gozlenen kuyucuklar pozitif ve
negatif kontrollerle karsilastirilarak degerlendirilir.

* ELISA Reader ile test sonucu alinir
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096 134 135 13 LI 088 076 056 045 023 012
09 14 137 129 109 089 075 054 036 02 01l
098 136 13¢ LIS 0% 087 07 052 031 017 009
088 123 119 100 088 074 065 043 026 014 009
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023 034 035 021 0I5 016 009 008 007 009 009
019 018 017 016 010 009 008 009 007 007 009

* Antijen aranan doku kesiti lam Uzerine baglanir
Yikama yapilir

* Formalin ile fikse edilir

* Hidrojen Peroksit eklenir

Yikama yapilir

* Kegi serumu ile bloklanir

Yikama yapilir

* Primer antikor ilave edilir

Yikama yapilir

* Enzim isaretli sekunder antikor ilave edilir
Yikama yapilir

¢ Substrat ilave edilir

* Renk degisimi mikroskopta incelenir
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Sonucun
degerlendirilmesi

2.immunperoksidaz

¢ ELISA’da oldugu gibi Antijen-antikor
reaksiyonuna dayanir

* Dokularda bulunan antijen ve inklusiyon
cisimciklerini belirlemede yararlanilr.

* Mikroskop altinda reaksiyon gésteren alanlarin
renk degisimi ile sonug degerlendirilir

Immunperoksidaz
5 Yikama yapilir Yikama yapilar
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Negri cisimcigi-beyin

* Direct
* indirect

Dr.Engin Berber

immunfloresan Test
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direct indirect
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Hemaglutinasyon Test (HA)

Viral Hemagglutination
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icles by their receptor sites to

Ils become attached in this manner
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* Reverz pasif hemaglltinasyon test (RPHA)
* Lateks Aglutinasyon

ELISA (indirekt)

Indirect ELISA

CGolored Product

\. HRPO o

@ Antigen/sample is added to plate. e Secondary Antibocly
© Blocking buffer is added to black remaining TMB Substrate o
protein-binding sites. |

© Next a suitable primary antibody is added

@ # suitable secondary antibody - HRPO conjugate
is then added which recognizes and binds to the
primary antibody.

Primary Antibady

© TMB substrate (Leinco Prod. No. T118) is added
and is converted by HRPO to detectable form.

Diagram 1: llustration of indirect ELISA method. 47
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Radyoimmiin Test (RIA)

Infected serum samgle 5 Hepatts B Urinfected serum 1 Hegatits 8
(containing unlabeled Surtce atigen (noHepatitisB  Syrface antigen
Hepatitis B Surface antigen) 0 Surface antigen)
W% 9
090 9 9

Y ¢ N/

Viriis Spesifik Antikor Tespiti

Notralizasyon Testi

%) L
Blocked atachment:
Atachment ? 1) Steric interference

2) Capsid swbilization
) Strucaral changes

Blocked uncoating
1) Capsid stabilzation

2) Fusion interference

RNA relesse \@
46

Agar Jel immiindifiizyon
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Virus Titrasyon Testleri/Virls

Western Blotlama Testi Quantification

Plak rediiksiyon testi

Hemaglitinasyon inhibisyon testi « Plak testi

* Focus Forming Assay (FFA)
* Endpoint dillsyon testi

Plak testi

Plak testi

PRt 19— 107
7= - N -~

=

Evidence of Purifical HSV by Ouantitative Plaque Assay



http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.virology.ws/2009/07/06/detecting-viruses-the-plaque-assay/&ei=0tFkVeaGLoH3sAHopYDADg&bvm=bv.93990622,d.bGg&psig=AFQjCNHASb157ge0G1fqyh1rzc79bu2ABA&ust=1432757072645047

8/10/2018

r

Focus Forming Assay (FFA)

Dr.Engin Berber

Endpoint dilisyon testi

10
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Virus Dilutions

PCR
Polymerase Chain Reaction
.

PZR -
plitheraz Zincir Reaksiyonu

PCR

* DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki
segment arasindaki 6zgln bir bolgeyi
enzimatik olarak ¢ogaltmak igin uygulanan

yéntemlere verilen g "
DNA the Molecule of Life f‘. \
- - ‘.9

N
A

= Ve cell
chromosomes

* islevlerinin anlasiimasi
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Virolojik Teshis Yontemleri

» Viral partikiil tespiti v V

» Virls izolasyonu/identififikasyopu
» Viral antijen tespiti /
P
» Virus spesifik antikor tespiti V

» Viral nlikleik asit tespiti

PCR?

¢ Canlilari olusturan genetik sifrenin ¢dzllmesiZ.
* Ortaya cikarilan bu yapidaki genlerin ;

yerlerinin saptanmasi

gibi hedefler dogrultusunda ¢ok hizli ve
guvenilir ydntemlere ihtiyag duyulmustur
* gelistirilen bu yontemlerin en énemlilerinde
birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
("Polymerase Chain Reaction", PCR)'dur

* PCRile bir hedef DNA pargasindan milyonlarca
¢ogaltmak mimkuinddr.

¢ PCR’In en 6nemli 6zelligi cok az miktarda DNA ile
calismaya olanak saglamasidir

11
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PCR kullanim alanlari
* DNA o6rneklerinin ¢ogaltilmasi,
* Klinik 6rneklerde patojenlerin saptanmasi,

* Kaltsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin
tanisi,

* Klonlamada ve gen expresyon
arastirmalarinda,

» Adli tipta,

* DNA dizi analizinde,

* Bilinmeyen dizilerin tayininde,

* Genetik parmak izlerinin tanimlanmasinda

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps

/P@&m/\lﬂ Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C
T b e 71-1-‘ rlrr'n‘rr—n‘r-n
T T g A T

S My AT T T T I'* ¥ Step2: annealing

it Uy \/ d
! L—‘Eﬁq;-‘“\.ﬂ I g g A

455

450

'fhr\ bl 'T_TW“Trw'"‘rrr’l‘“ T >
il s
I

[ | P

W‘r.ﬁ,m ,r only
DA i i\

Step 3 : extension

Template DNA amplifiye edilecek hedef DNA
dir

Taq DNA polimeraz DNA ikilesmesini
saglayan bir enzimdir.

Bu enzimler bir DNA iplikgigini kalip olarak
kullanir, onu okuyup, onun boyunca
deoksiribonikleotidlerin polimerizasyonunu
katalizler.

Tag DNA polimeraz sadece mevcut bir 3'-OH
grubuna bir nlkleotit ekleyebilir, ve
dolayisiyla ilk nikleotidi ekleyebilecegi bir

haclaticiva (“nrimer"e) oerek divar
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Bir tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun
kosullarda gogaltilmasi esasina dayanir.

Bir gesit “in vitro klonlama" olarak da tanimlanir

Bir PCR dongsui sirasiyla,
® Deoksiribonukleikasidin (DNA) iki zincirinin yiiksek
sicaklikta birbirinden ayrilmasi "Denaturation”(94°C-98°C)
® Sentetik oligonukleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasi
"Annealing” (37°C-65°)
® ve zincirin yeni gift zincirli DNA'lar olusturacak sekilde
uzamasi “Extension”(72°C)

asamalarindan olusur ve bu dongulerin belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir

Bir PCR dongusti igin gerekli olan bes ana

madde vardir:

— DNA 6rnegi, template DNA;

— g¢ogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen
bir ¢ift sentetik primer;

— deoksi-niikleotit-trifosfatlar (dNTP);

— Yuksek istya dayanikli DNA polimeraz enzimi;

— uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan
tampon karigimi, MgCl2

* Primer amplifiye edilecek DNA’ ya baglanacak

olan baglanma bolgesine komplementer
yapida kisa tek sarmal DNA molekdlleridir.

Primerler giftler halinde biri ¢ift zincir DNA’ yi
olusturan zincirlerinden birine, digeri de o
zincirin komplementerine eslesecek sekilde
farkh dizilimlerde tasarlanir(F/R).
Amplifikasyon igin DNA dizisinin bilinmesi
gerekli degildir. Birlegsme bdlgelerinin dizisinin
bilinmesi yeterlidir.
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* dNTP Esit konsantrasyondaki dATP, dGTP, dCTP
ve dTTP’nin karisimidir.

* MgCI2 Taq DNA polimeraz enzimin calismasi
icin gerekli kofaktor olarak gorev alan Mg
iyonunu saglar.

* 10X buffer: Tag DNA polimeraz enzimin
calismasi icin gerekli stabil pH sartlarini
saglar. Reaksiyondaki son konsantrasyonu 1X

olacak sekilde kullanihr. »
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Her Bir Isi Donglisiinde Olusan Kopya Sayisi
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* Bir déngl sonucunda baglangigta n olan DNA
zincir sayisi 2n’ e ylikselir.

* Dongiller arka arkaya ¢ok kez tekrarlanirken
herbir donglintin Grlini, bir sonrakinde kalip
olarak kullanildigi igin her donglde istenen
DNA segmentinin miktari 2 katina gikar.
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Gorintileme

® PCR ile amplifiye edilen DNA

elektroforez yontemiyle goriinti
* Elektroforez: yuklu molekdllerin,

bir elektriksel alan uyguladiginda,

sivi igeren bir ortamda hareket hizlarinin 6lgtldugu bir ydntemdir.

DNA negatif yikludir.Bu nedenle anoda dogru hareket eder.Yukleme
katod tarafina yapiimalidir.

DNA molekdlleri blyukluklerine gore ancak bir jel iginde
ayrilabilirler.

PCR reaksiyon hazirlama asamasinda pozitif ve negatif kontroller
hazirlanir.

DNA goruntileme esnasinda kotroller ve agirlik marker ile sonug
degerlendirilir.

PCR iiriinlerinin Agaroz
jele yiiklenmesi

i -

' Brmencnce
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* DNA molekdlleri genellikle agaroz jel icinde elektroforez
edilir.

* Jellerin igerisinde DNA molekdllerinin girip hareket
edebilecekleri porlar vardir.

* Elektroforez ile ayrilan

DNA’ yiI gérmek igin ise

DNA etidyum bromid ile

boyanir(UV boya)

M** Gn Gec M*

PCR Metodlar

1.KLASIK PCR:
Hedef DNA dizisinin her iki ucuna 6zgi spesifik
primerler kullanilarak termostabil DNA
polimeraz yardimiyla uygulanan PCR gesididir.

* Daha sonraki analizler igin dongu sayisina gére
Ustel oranda artan diizeyde (rin elde edilir.
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2.Reverse Transcription (RT)-PCR:

mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin
amplifikasyonu amaciyla kullanilir.

Bu PCR gesidinde bir reverse transkriptaz enzimi
ve DNA primeri kullanilir

RT-PCR igin birkag gesit reverse transcriptase
enzimi vardir.

Bir veya iki asamali reaksiyon segimi ve daha
sonraki aplikasyonlara gére enzim karekteristigi
segilir.

Bu secimde RNase aktivitesinin olup olmamasi,
ivan oereklilisi ve antimiim raliema 1cici oihi

4.NESTED PCR:

PCR 6zgilin olmayan Urinlerin olusumunu engelleyen,
yuksek 6zglinlikte bir PCR yontemidir.

Bu metod ; klasik PCR’ye farkli primer takimlariyla ikinci bir
amplifikasyon uygulamaktan ibarettir.

Bu yontemde ardarda iki PCR yapilir;
ilk PCR &zgiin olmayan {riinlerin olusumuyla sonuglanir.

ikinci PCRise ilk PCR sonucu gogaltilmis DNA'nin i¢
kisimlarina ait dizileri iceren ‘nested’ primerler ile yapilir.

ilk PCR riinleri ikinci PCR igin kalip olarak kullanilir ve
istenilen hedef bélge ¢ogaltilarak 6zgiin drtinler elde edilir.
Boylece ‘nested’ PCR dogru drlnlerin gogaltiimasi igin
kullanihr.

6.Real Time PCR

» Real-time PCR Reaksiyon esnasinda her bir PCR
sikliisiinde yeterli miktarda {iriiniin verdigi floresans
1518a gore calisip reaksiyonu agama agama sonuna
kadar olusan iriinii kontrol eden bir sistemdir.

* Isima Ozelligine sahip molekdiller kullanarak
PCR’1 olusurken izleme ve miktar belirleme
yontemidir
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3.MULTIPLEX PCR:
Klasik veya Real-time PCR’nin modifikasyonuyla
iki veya daha fazla farkl PCR amplifikasyonunun
ayni reaksiyonda gerceklestirilmesine dayanir.

Klasik PCR ile ayni basamaklarda gergeklesir fakat
her bir reaksiyonda ¢oklu primer setleri kullanilir.

Multiplex PCR ile daha az zamanda daha ¢ok
hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirildiginden
kullanigh bir inceleme ydntemidir

5.Anchore PCR

* Demirlenmis (‘anchored’) PCR ¢ogaltilacak olan
DNA’nin sadece bir bolgesinin (yani bir primer
bolgesinin) bilindigi durumda uygulanir.

* Amag bilinen bolgeden yararlanilarak ilgilenilen DNA
pargasinin ¢ogaltilmasidir.

* Real-time PCR’da Uriinlerin analizi reaksiyon sirasinda
yapilmaktadir.

* Bunedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor
otesi isik altinda gorintilenmesi gibi islemlerin
uygulanmasina gerek kalmamaktadir.

¢ Real-time PCR urlnlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde,

diziye 6zglin olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgin
problardan yararlaniimaktadir.
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PCR YAPILIRKEN DiKKAT EDILMESI
GEREKENLER

® PCR, tek bir molekil DNA'yi dahi ¢ogaltabileceginden;
reaksiyon karisimlarinin DNA molekdlleriile kontamine
olmasinin engellenmesi gerekmektedir.

* Bu kontaminasyon; daha 6nceki PCR reaksionu veya diger
hiicresel materyelden kaynaklanabilir

® PCR reaksiyonuna baslarken, temiz bir eldiven giyilir.
Mimkinse eldivenler sik sik degistirilir.

© PCR reaksiyonunda Negatif ve Pozitif kontroller mutlaka
olmalidir.
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