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SUNUM AKISI

@ Serolojik testlerin onemi?

® Hangi amacla
kullaniyoruz?

® Kullanimda olan testler?
® Son gelismeler?




TARIHCE

® 1965-1975: Minyaturize biyokimyasal testlerin gelisim
® 1975-1985: Immiinolojik testlerin gelisimi
® 1985-1995: Molekuler sistemlerin ve PCR’1n uygulanm

® 1995-....Biyosensor ve mikroarray gibi sistemlerin
gelisimi




LABORATUVAR TANISI

@ Etkenin gorulmesi @ Etkenin genetik
materyalinin
gosterilmesi

® Etkenin uretilmesi

@ Etkenin antijenik
yapisinin veya ona
karsi olusmus
spesifik antikorlarin
saptanmasi




SEROLOJIK TESTLER

® Ag-Ab birlesmesi
tepklmelerlmn gorulebilir
gozlemlenebilir,
olculebilir hale
getirilmesi temelli tanisal
yontemlerdir.




@ Her pozitif test sonucu
hastalig1 kesinlikle
gosteremeyebilecegi gibi ‘
her negatif sonucu da
hastaligi tamamen ekarte
ettirmez.




NEDEN SEROLOJIK TESTLER?

@ Kolay ve pratik
@ Kisa surede sonuc verirler
® Ekonomik




HANGI AMACLAR ICIN
KULLANIYORUZ?

® Etkeni tanimlamak ® Bagisiklik durumunu

® Tamy1 dogrulamak saptamak

® Hastaligin gidisi, ® Serogrup, serotip ve
prognozu ve tedavisini immunotip tayininde

izlemek kullanilabilir.




SEROLOJIK TESTLERIN
TEMELIL

Antijenler

Antijen
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Antikor




INDIREKT YONTEMLER

DIREKT YONTEMLER

Etkene ozgu antijenin
Etkene 0zgu antikorun

saptanmasi
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saptanmasi
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RSV, Influenza, Sifiliz,
Parainfluenza, HCV,HBYV, HIV,
Adenovirus, HSY, Kizamik, kizamikcik,
Varicella-zoster, HSV...

CMV, Rotavirus, HBV...

- / -




KLASIK TEKNIKLER

- TEINTDI TLEININIANLELIR

-

@ ELISA
® Western blot

® Imminofloresan
® Hizl1 testler
® immiino-PCR
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@ Dot blot, immunoblot

® Mikro-boncuk yontemi
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Teknolojik Degigim

Serolojide teknolojiye paralel ilerlemeler:

- Multipleks ve paralel unnlier'
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» Mikroaray » Mikrokure temell
xMap

¢ Test tiipleri *Mikrokuyucuklar




ELISA

Ozgiil antijen-antikor
reaksiyonunu gostermek
amaciyla enzimle isaretli
konjugat ve enzim substrati
kullanilarak reaksiyonun
renklendirilmesi esasina
dayanmaktadir.

econdary

; : antibody
g “ﬂm’
Primary
antibody
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ELISA.

® Hepatit virusleri, @ Antijen veya antikor
Rotavirus, EBY, tespitinde
Adenovirus, Herpes ® Kalitatif veya
virusler, CMV, HIV, kantitatif sonuc verir.
Rubella, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Entamoeba
histolytica, 1. gondii




ELISA.

® Direkt

® Indirekt

® Kompetetif

® Nonkompetetif

® Sandvic

® Makro ve mikro

® Avidin-biyotin ekli

@ Yeni gelistirilen
sistemlerde kat1 faz
mikroboncuk
sistemleri
kullanilmaktadir.

Duyarlihig yiiksek
Test siiresi kisa
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ELISA, kullanilan substrat
6zelligine gore;

Kolorimetrik
Floresan
Kemiluminesan
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KOLORIMETRIK ENZIM
IMMUN YONTEM:

© Katalitik reaksiyon sonucunda renk gelistiren
kromojenik substratlar kullanilarak gerceklestirilir.

© Kromojen sonucun optik dansitesi spektrofotometre
ile olculur.

b

b

)

-

=

@\:

59
03-
D=
D3~

18



FLORESAN IMMUN YONTEM

® Floresan substratlar ® Otoantikorlarin, bakteri,
kullanilir. Enzim virus ve bazi parazitlere
— karsi olusturulan
reaksiyonu sonucu antikorlarin ve bazi
florofor olusmaktadir. antijenlerin (hepatit viris
® Duyarlilik %98.1, antijenleri)
6zgiillik %97 saptanmasinda kullanilir,

@ Viral antijen, antikor ve
diskida Clostridium
difficile toksin, Listeria
spp, Salmonella spp
saptamasinda kullanilir.

VIDAS (Biomerieux)
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KEMILUMINESAN IMMUN
YONTEM

e 1 pg/mL’deki antijeni saptayabilecek kadar
duyarlidir.

@ RIA ‘dan 10 kat duyarli ve daha basittir.

@ Kati1 faz olarak genellikle manyetik
mikropartikuller kullanmlir.

@ Kimyasal reaksiyonun olusturdugu 1s1k
olculmektedir.
=F-
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® Access (Beckman Coulter)
© IMMULITE (Diagnostic Products)
@ Cobas 6000 (Roche Dianostics)
® Vitros ECQ (Ortho Diagnostics)
@ ARCHITECT ¢i4100 (Abbott)

IMMULITE®
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OTOMATIZE ELISA SISTEMLERINDE
OLMASI GEREKENLER

Hiz
Kullanim kolayligi

Yiuksek performans
Yuksek duyarlilik

22



STANDART ELISA YONTEM
MODIFIKASYONLARI

@Kaset ELISA

®Dot Blot ELISA N
®PCR ELISA 000 oo o
@Elispot test | | |
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IMMUNOKROMOTOGRAFIK TESTLER

® Kaset testlerdir
® Hizli, basit, ekonomik

ve guvenilir k"

® Membran, boya,
spesifik antijen veya
antikor

® Sonuclar gorsel olarak
degerlendirilir

® Pozitif testte renkli
cizgiler veya yuvarlak
sekiller elde edilir.




LATERAL MIGRASYON IMMUNOASSAY
(iMMUNOKROMATOGRAFi)

® Acil sonuc gereken ve az g RSV, influenza virus
numunenin calisilacagi

durumlarda, ve HIV antikorlan

@ Dusuk ornek kapasiteli 161N, VIchrgl
merkezlerde, klasik leishmaniasis,
ELISA’ya iyi bir filariasis, Legionella

alternatiftir.

® Avantaji: Tecrubeli
eleman,
spektrofotometre ve
benzeri cihazlar
gerektirmez.

pneumophila serogrup
1 Uriner antijeni

Reaktif Negatif
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DOT BLOT ELISA

(WESTERN BLOT, RIBA, LIA)

@ Hasta orneginin birtakim liganda karsi test
edilmesini saglayan hizli yontemlerdir.

@ Kati1 faz olarak nitroselluloz veya naylon seritler
ve kagitlar kullanilir.

Rotavirus antijenleri, HIV virusu (hucre
kulturunde amplifikasyonu sonrasinda) H.pylori
ve EBY, CMV, HCV antikorlarinin ve
otoantikorlarin saptanmasina yonelik dot blot
ELISA testleri bulunmaktadir.
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WESTERN BLOT

© Poliakrilamid jel @ Treponema pallidum,
elektroforezi ile ® Chlamydia trachomatis,
molekul agirliklarina HIV
gbre ayristirilan ® HIy, .
antijenler, bandlar ® Borrelia burgdorferri

halinde nitroseluloz

v Western blot
kagit membranlara s

gecirilir ve bu g \ N \

memranlar seritler 5 o 1o g8 .

(strip) seklinde o g %"T’ W |-

hazirlanir. i " u\ K
® Hasta serumunda ozgul \ k

antikor varlig1 konjugat SDSPAGE  poper

ve substratin g SO _ it
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IMMUNOBLOT YONTEMI

Negatif indetermine Pozitif

Western blot’a benzer e i
mekanizmaya dayanrr. HiBHIgE d
Rekombinant antijenler kullanilir. -
Kalitatif olarak degerlendirilir.

Bu mekanizmaya dayanan testler e P

a raS-I n d a " L-i n e-i m m u n Oassay( L I A ) " HCV Recombinant Immunoblot Assay test stribinin degerlendirmesi

ve "Rekombinant immunoblot assay
(RIBA)" sayilabilir.

HIV zarf ve cekirdek proteinleri ve
bunlara kars1 ozgul antikorlarin
saptanmasinda kullanilmaktadir.




FLORESAN ANTIKOR TESTI

@ Konjugatin isaretlendigi
madde bir florokrom
boyasidir ve
degerlendirme floresans
mikroskobu ile yapilir.

Avantajlan:
@ Kolay uygulanabilir

@ Ozgul antijenlerin
lokalizasyonunun
belirlenmesine de olanak
saglarlar.

Dezavantajlari:
® Zaman alic,
@ Pahali floresan mikroskobu

© Degerlendirme icin
egitimli ve deneyimli
personele gereksinim
gostermesidir.




Teshis Metodu

KULLANILAN ISARETLERIN HASSASIYET

KARSILASTIRMASI

EKoIorimetrik
! |

‘Floresans

iZaman ¢ozuniirligii floresans

‘Radyoaktivite

‘Kemilliminesans
‘Enzim LUminesans ‘
10°

:Vitros EC

| 10-14 10-15 10-16 10—17 10-18

Minimum Teshis Diizeyi ( isaret Mol. Sayisi)




PCR-ELISA

@ Real time PCR’a gore

_ ® Streptococcus , HIV ve
daha ucuz bir

alternatiftir.

Klasik ELISA ile PCR
yontemlerinin
birlestirilmesi sonucu
ortaya ¢cikmis yeni bir
yontemdir.

Gelecekte infeksiyon
hastaliklarinin
tanisinda giderek
artan oranda
uygulama alani
bulacaktir.

rotaviridsun gibi bircok
infeksiyoz ajanin yiiksek
duyarhhbkla
tanimlanmasinda
kullanildig:
bildirilmektedir.

Rotavirus tanisinda 100
viral partikul /ml tespit
edebilir.HIV-1’e ait p24
antijen yukunu tespit
edebilmektedir.




PCR-ELISA

® PCR iiriinlerini © Igdaretlj p%QRlarPCR
'éant'tf‘t'tjglarall(( di i(]rhgl’ﬂ)éllgl,ﬁirl k)étl faza
egeriendirmektedir. immobilize
edilmesinde
onrol kullanilmaktadir.
anti-DIG-POD ({ ). . .
TR oi6 RS ® Konjugat (Anti-
f »%_‘ﬁ—»é,—,, digoxigenin-AP-
¢ Biotin o konjuge antikorlar) ve
oflSiebess,  bpidiaion  1.binding of e i substrat
denaturation capture probe z.gelggg?rt.eof o Bt iabis ( pa ra n 'I t ro p h e nyl )

with anti-DIG-POD

eklenerek,

® Optik dansite
herhangi bir ELISA
okuyucusunda
okunmaktadir.
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ELISPOT TEST

(ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT SPOT TEST)

® Sandvic ELISA
tabanli test

@ Antijen-antikor
birlesmesine
dayanir.

@ Spesifik antijene
karsi
antikor/protein
ureten T/B
lenfositlerin
kantitasyonu icin
gelistirilmis bir
testtir.
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ELISPOT TEST .

Avantajlan: ELISPOT assay
@ ELISA’dan 20-200 kat -
daha duyarldir. W e
® In vitro kosullarda in lf-}.Y-Y-Y-YiY-Y-YJ
vivo kosullara yakin Membrine  SEated oo
sonuc vermesidir. (F«O 00 sz
YYTTYYYYY] snoocy
® As1 calismalarinda, Tb TW“'/FZS.?.Z%'L%W
tanisinda aktif YYYYYYYYY
infeksiyonu asili Ockeciop A v enzyme
olanlardan ve Tb’yi Tb LA
dis1 mikobakterilerden T

ayirt eder, tedavinin

oo™
takibinde M&mwn




Teknolojik Degigim

Serolojide teknolojiye paralel ilerlemeler:

- Multipleks ve paralel analizler

h D> ) 83%:

» Mikroaray » Mikrokure temell
xMap

¢ Test tiipleri *Mikrokuyucuklar




COKLU ANALIZ SISTEMLERI

® Cok analiz avantajli
sistemler

@ Antijen ya da
antikorlar ELISA’daki
gibi bir zemine
sabitlenirse planar
array,

® Mikrokurelere
sabitlenirse
suspansiyon ya da
bead array (Luminex
ve Xmap)

Planar Arra
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PLANAR ARRAY BEAD ARRAY

Avantaj: Avantaj:

® Kompleks setler ® Esneklik
olusturulabilir Dezavantaj?

Dezavantaj:

@ Antijen uc boyutlu d JJ JJ 29
yapisinin | d J‘)J 9 ...
bozulabilmesi J¢ J‘jJ 20 @

Q0 g 9 00
0 0 %%

Hastalik profillerinin ¢ikarilmasinda
gliclu bir tamisal aracg




Antikor Temelli Protein Array

1.Plak ya da membrana sabitlenmis antikor arrayde

goziinlir drnefin inkibasyonu
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2. Ayni antijen setine &zgil isaretli goziiniir
antikor eklenmesi
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COKLU ANALIZ SISTEMLERININ

Avantajlari: « Serotip tayininde, asi

® Tek 6rnekte en fazla 100  Galismalarinda
analitin es zamanli « Luminex, xMAP
olcumu ve biribiri ile teknolojileri

kiyaslanmasina

® Sadece dusuk ornek hacmi
ile en fazla 100 analitin
olcumu

@ Her bir test icin maliyet
dusuk

® Hizli







Ag1 nereye aﬂtgza—émm
bilmeniz dilegiyle...




