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HUMORAL VE HÜCRESEL BAGIŞIKLIGIN 

ÖLÇÜLMESiNDE KULLANILAN 

TESTLER VE ÖZELLİKLERİ 

Hatlee AYHAN (*) 

İnsan ve veteriner hekimlikte klinik immunoloji son yıllarda 
hızla gelişmiş ve çeŞitli laboratuvar teknikleri geliştirilerek gerek 
immunolojik ıhastalıkların (örnek: İmmun yetmezlik ve Otoİmınun 
hastalıklar) .gerekse immun cevabı uyaran Qhumoral ve selt.il.ar) di­
ğer patolojik alayların teŞhisinde araştıncı ve .klinisyenlere kolay­
lık sağlanmıştır. 

Klin~k hastalarda immunolojik bozukluklar. 5 grup altında top­
lanmıştır. 

1 - Humoral immuri cevap ve faktörlerin defekti 

2 - Selular immun cevap ve çeşitli selular elementlerin 
defekti 

3 - İmınun yetmezlikler 

4 - Otoimmunite 

5 - ALlerji 

Hekimlik alanında immunolojide yaygın olarak kullanılan la­
boratuvar testleri 3 katogoride toplanır. 

I - Humorıal immun ceıvabın ölçülmesinde kullanılan test­
ler, 

II - Selular immun ceva:bın ölçülmesincieki teşhis yöntem­
leri, 

III - Otoimmun bozuklukların teşhis yöntemleridir. 

(*) A.Ü. Vet. Fak. iBakteriyoloji Billim Dalı. 
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HUMORAL iMMUN CEVABlN ÖLÇÜLMESiNDE 'KULLANILAN 
TEŞHiS ;yöNTEMLERi VE ÖZELLiKLERi 

Humoral ıbağışıklığın ölçülmesinde •kullanılan tes tl er, . antijen -
antikoi- ı~eaksiyonları esasına dayanmaktadır. Bakteri, virus, man­
tar, protozoon ve helmint ıg~bi etkenlerle •bunlara karşı serumda, 
diğer vücut sıvılarmda ve sekretlerdc (çeşitli biyolojik ve lab. ma­
teryali) ·bulunan ÖZigül antikorların in vitro veya in vivo olarak kar­
şı karşıya getirilip birleştirilıdiğinıde tekniğin özelliğine göre çeşitli 
reaksiyonlar oluşur. Bu reaksiyonl-ar ciene.me ortamına bağh olarak 
2 ana bölüm .altında inceleneıbilir. . 

A - İN VİTRO olarak uygulanan fiziksel veya serolojiik reak­
siyonlar. Örn.: Aıglutinasyon, presipitasyon, komplement fiks·:ı.syon, 
flouresceiTce antikor te<st, hemaıglutinasyon ·v.s. 

B - İN \TİTıRO olarak uygulanan biyoloji'k reaksiyonlar. öni.: 
Nötrolizasyon, koruma testleri. 

Ayrıca, humoral immun cevaibın ölçüln1ıesinde kuıllanılan teşt­
lcr bağlanma özellikleri esas alınarak 3 grup altında incelenir. (Ti­
zard, 1981). Buna göre: 

TABLO 1 : immunolojik testler 11e duyarlılık derece.leri 

T E S T L E R JJ,.9 PROTEiN/ml 

PRiMER B-AGLANMA TESTL!ERi 

ELI SA ... 00.00 oo • ••••••••• 00 • ••• 00 •••• 00 •• 00 ••• oo •• 00. 0.0005 

Radioimınurıoassay (RIA) 00 00 00 00 00 00 00 00 0000 0000 0.00005 

SEKONDER BAGLANMA TEST•UERi 

Ring tes-t 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 .......... 00 .. 00. 18 

Jel presipitasyon ........ 00 .... 00 00 00 ................ 30 · 

Bakteriyel aglutinasyon .. 00 ................ 00 .. ... 0.05 

. Pasif heınaglutinasyon .. 00 00 .. 00 .... 00 00 00 00 .... • O.D1 

Heınaglutinasyon inhibisyon .. 00 .. oo 00 .. 00 00 .... • 0.005 

Kampiement fiksasyon test .......... 00 00 00 .... • 0.05 

VirUs nötralizasyon .. 00 ...... 00 .. 00 00 .... 00...... 0.00005 

Bakterisidal aktivite .... 00 .... 0000 00 .... 00 ...... .. 0.00005 . · 

Antitoksin nötralizasyon ........ 00 .... 00 00 00 00..... 0.06 

ÜÇÜNCÜL (iN VıiVO) TESTLER 

Pasif deri anaflaksisi .. 00 .... 00 .... 00 .... 00 .. 00 00.. 0.02 
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Bu testierin en duyarlıları antijen ve antikor arasındaki ilişkiyi 
direk olarak ölçen primer ıbağlanma testleridir. İn vitro da İmınun 
kompleks formasyonu seikonder bağlanma testleri ile ölçülür. Teo­
rik olarak, ıbu testler primer bağlanma testlerine rgöre daha az du­
yarlı:dır. Üçüncü! testle:ııle in vivo olarak immun cevap teşhis edilir. 
Örn.: Bir hayvanıda a!1tiserumun koruyucu etkisini saptamada 
üçüncül testler kullanılır. Bu nedenle uçüncül testler sadece antijen 
ve ant iıkar .arasındaki komlbina!Syonu değil, faıgositoz giıbi (mono­
nüklear fagositik sistem hücrelerinin zarar verme kapasitesi) bu 
komıplekslerin opsonizasyon kapasitelerini de ölçer. Birincil bağ­
lanma testlerine göre duyarlılıklan a~dır. 

Humoı-:al immun cervcubın ölrçülmesinde yer alan reaktifler : 

1 - Antigloıbulinler (anükor) 

2- Antijen 

3 ~ Non-spesifik serum proteinleri (komplement sistem pro­
teinleri, konglutininler) 

PRiMER BAGLANMA TESTLERi 

Primer bağlanma testleri, antijen rve antikor birleşmesi şeklin­
deki immunolojik reaksiyonlara dayanır ve bu testlerde immun 
kompleks n1i!ktarları in vitro olarak ölçülür. Bunun için flourescen­
ce ıboyama, raıdioisotop, enzim bağlama yıöntemleri kullanılır. 

ANTiKOR JCiN ~ADiOiMMUNOASSAY 

Bir serumun antikor düzeyi, erimez 'hale getirilmiş antijene 
bağlanma yetenekleri ile ölçülür. Antijen ya .bir immunosorıbanla 
birleştirilerek veya plastik bir fiziksel <tbsorbsiyon yoluyıla bağla­
narak erimez hale getirilir. Bu esasa dayanan ve ençoik kullanılan 
birincil bağlanma testlerinden biri Radio Alleıgo-Sorıbent (RAST) 
testtir. Bu yöntemde, antijenle dayurulmuş selüloz diskler şüpheli 
seruma daldırılır. Diskler yıkanır ve radioaktif madde ile işaretlen-

miş antiglolbulin solusyonuna batırılır. Eğer antijen .ö:zıgül olarak 

antikor ile bağlanmışısa antiıglobulinlerde diske bağlanır. Disklerin 
radioatk:ti.vitelerinin \belirlenmesi ile .serumdaki antikor düzeyi ölçü­
lür. 
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Allerjik hastalarda IıgE antikarlarının tayini için yaygın olarak 
kullanılan test de RAST'·dır. 

ANTiJEN .iCiN RADiOiMMUNOASSAY 

Karşıla-ştırılmalı RIA, antijenlerin belirlenmesi için ençok kul­
lanılan immunol•ojilk ıbir testtir. Bu yöntem radioaktif olar.ak işaret­
lenmiş deney antijeninin bir dizi sulandırımlannın antikorun sabit 
sayıdaki antijen bağlama bölgeleri ile kadcmeli olarak birleşmesi 
esasına dayanır. Bu metodun kullanılan antijenin işaretlenmesi Ye 
ölçülmesine bağlı olarak modifikasyonlan vardır. Ençok kullanılan 
yöntem karşılaştırmalı RIA'dır ve araştırılaca'k •antij.en 3Hı (Radyo­
aktif hidrojen, trityum), 14C (Karbon), 1151 (İyot) g~bi izotoplarla işa­
retlenir. 

Eldeki bağışık serum şüpheli antijen erıyıgı ile kanştırılır 
Eğer eriyikte antijen varsa bulunduğu oranda bağışık serumdaki 
antikorlan bağlar. Belli bir kısım antikor da ·artar. (Bu antikorun 
antijeni bağlama gücüne bağlıdır. ) Bu karışıma radioaktif hale ge­
tirilmiş ıbilinen antijen eklen.ir. Eğer karışımda ilk basamaktan son­
ra antikor artmış i·se ıbu artan antilkadar radioaktif antijen ile ıbir­
leşir. İnkll!basyondan sonra antijen- antikor kompleiksi antikara 
karşı hazırlanmış çöktüıiicü antiglolbulin i-lcweısi ile çöktüıiilür. (An­
t1glcibulin kopresipitasyon yöntemi ve % 50 NI-lıS04 ile çöktürme 
F.arr yöntemi). Yıkama işleminden sonra karışımın radioaktifliği 
gama eledektör sayacı ile ölçülür. Alınan sonuç bilinen ıboağışık se­
rumun radioaktif antijeni bağlama gücü iıle karşılaştınlır. Bu ra­
dioaktiflik derecesi ikinci aşamada nekadar azalmış ise incelemekte 
eriyikte o oranda antijen var demektir. 

Test aşırı derecede duyarlıdır. Diğer serolajik yöntemlerle ,araş­
tırılması çok zor olan hormon ve ilaçlarının miktarlarının tayinin­
de (Örn.: Mor.finin idrardaki 10-8 - ıo-ıo ı.ıg konsantrasyonları tes-

pit edilebilir), serumda bazı vir:al untijenlerin araştırılmasında 

önem taşır. 

ELISA (Enzym linked immunoscrbent .assa\') 

Birincil bağlanma testleri giıbi ya antijeni veya antiıkoru teşihis 
etmekte . kullanılan ve enzim bağlamayı gerektiren testler içinde en 

önemlisidir. 
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Deneyde katı faz olarak selüloz, dekstron, poliaıkrilamit, politi­
ren veya polivinil'den yapılan tüıpler, küreler, diskler veya mikro­
aglutinasyon plakları kullanılır. Kullanılan antijen çözünebilen bir 
antijendir ve katı bir faz üzerine adsorlbe edilerek çözünmez hale 
dönüştürülür. 

Kaplama ve yıkama sırasında kullanılan çözelti ve tamponlara 
eklenen Tween-20 özgül olmayıan maddelerin reaksiyonlara katıl­

masını önler. 

Tüplerin kaplanmasında kullanılacak antijen çözeltisinin kon­
santrasyonu milkroorganizmaya ıgöre farklılık gösterir. Yükıseık kon­
santrasyon prozon olayına yol açarken, düşük konsantrasyon anti­
kor düzeyinin aslınıdan daha az olarak .saptanmasına neden olur. 

Substrat olarak renksiz, ancak reaksiyona girip parçalanınca 
renklenen maddder seçilir. Alıkalen fosfataz enzimi için P-nıitro 
fenil fosfat, peroksidaz enzimi için HıO:ı'li diaminobenzidin, 5-ami­
ııosalisalik asit veya ortofenil endiamin giıbi duyarlı ancak, kulla­
nan kişiler için mutajeni'k etkileri olan ·sUbstratlardan yararlanılır. 

indirekt Yöntem 

- Antij plaıklara (katı faz) aıds•oıibe edilir. Bunun için plakla­
ra konan antijen + 4°C'de bir gece veya 3TC'de 2-2.5 saat (plağın 
üzeri kapatılarak nemli bir ortamd·a) inkuıbe edilir. 

- Plaktaki çukurların herbiri 3 defa PBS-Tween 20 (% 0.05 
Tween 20 içeren PBS) ile yıkanır, kurutulur. {Bağlanmayan antijen­
ler uzaklaştırılır.) 

- Plağın ilk sırasına test edilecek serumlar 'konur ve aşağıya 
doğru dilue edilir. 

- Plak aynı kıoşuHaııda 30 dak. inkuibe edilir. Bu aşamada an­
tikor özgül olaraık antijere bağlanır. 

- İnkubas·yondan sonra çukurların herbiri 3'er kez PıBS­

Tween 20 ile yıkanır ve kurutulur. 

- Oluşan :antijen-antikor komplekslerinin tesıbiti için enzim 
ile bağlanmı:ş antiıgloibulin {konjugate) ilave edilir. 
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- 30 dak. 3rC'de 3. kez inlkuıbasyona tbırakılır. 

- 3 def.a PiBS-Tween 20 ile yıkanıp kurutulur. 

- Enzime uyıgun enzim suıbstı:atı ilave edilir. 

- Oda ~ıcaklığmda 45 dak. beld-etilir ve antijen-antilkor-anti­
gldbulin kompleksi tesibit .edile/bilir ve ölçülebilir. Sist eme yapışm1ş 
enzim suıbstratı parçalayacağından su!bstrat tüpte renklenmenin ge­
lişmesine neden olur. Renk değişiminin şiddeti sulbstı:atın antiglo­
bulin ile ibağlanma oranına yani serumda bulunan antikor miktar­
larının oranına ibağlıdır. Oluşan renk gözle görül,eıbildiği ıgLbi spek­
trofotometre ile de saptanalbilir. Renk oluşumunu durdurmak için 
her çukura 5 M HıSO/den 100ul il<we etmek yeterlidir. 

Direkt IV öntem 

. İndirekt yıöntemin bir modifikasyonu olup antikor katı faza ad-
sorbe ·edilir ve antijıen aranır. 

- Antiik1or kat1 faıza adsorlbe edilir. 

- Plak yıkıanır, 1kurutulur. 

- Antijen ilave edilir ve 30 dak. 37oC'de inkuıbe edilir . 

...:::_ Antijene özıgül enzimle işaretlenmiş antikor ilave edilir, in­
kuıbasyona bırakılır. 

- İla'Ve edilen sulhstrat işaretli antikorun enzimi ile reaksiyo­
na girer ve işaretli enzimi He özgül olarak reaksiyon verir. 

Bu testte renk reaıksiyonunun şiddeti bağlanan antijenin mik­
tarı ile direkt ilişkilidir. 

ELFA (Enzym linked flourescence assay) 

1979 yilında R!otovirus'lar ile çalışan bir grup araştırıcı ELIS!A 
yönteminden yaklaşık 100 /kez datha duyadı olan ELFA yöntemini 
geliştirmişle.ııdir. Yöntemin esası, BLISA yöntemine benzer. Anca•k 
suıbstrat olarak enzimi ile reaksiyona girince flouresans veren 4-
metil umbelli fenil fosfat (MUB), 3-0-metil flourescein fosfat, fla­
van-dirfosfat tiamony;uın giibi maddelerin kullamdığı ıbu yöntemde 
sonuçlar fluoraklıoriınetre ile değerlendirilir. 
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FA (Fiuorescence Antikor, IMMUNOFLOURESANS) 

Primer bağlanınada işar.etlerrie amacıyla kullanılan flouı·esan 
boyalar içinde en önemli'Si fluoresceiıı isothiocy11.ade (FITC)'dır. Bu 
sarı renkli ibir iboya olup Ig'lerin aktivitelerini etkilerneden birle­
şebilir. Boy.a maıclıdesi görülmeyen UV veya 290 ı.ım ve 145 ı.ım'de 
mavi ışıkla uyarıldığında yaklaşık 525 ı.ım' de ıgörüleb~li:r yeşH ışık 
oluşturur. · 

Bu telknik ile ·doku ve hücrelerin yüzeyinde ve içinde bulunan 
antijenler tanımlanaibilir, ibakteri ve viruslar identifiye edilebilir, 
:serumda ıbulunan antiikorlann varlığı ortaya kon~bilir. Testin uy­
gulanmasında genelde 2 yol vardır. 

1 - Direkt Yöntem 

Fluorescen fhoya ile işaretlenmiş bakten veya virus antijenleri 
gibi özgül lbir antijene karşı oluışmuş antikorların varlığını belirle­
mek amacıyla kullanılır. Antijen temiz 'bir lam üzerine fikse edilir. 
Üzerine işaretlenmiş antiserum ilave edilir. Yıkanaı;ak bağlanma­
yan antikorlar uzaklaştırılır. Kurutulur ve UV ışık kaynaklı bir 
mikroskopta koyu ibir zemin üzerinde incelenir. Antijen ve aiıükor 
homolog olduğunda, antikor ,antijene yapışır ve ibu ;bölgelerde f.lo­
resan görülür. 

Bu yöntemle daıha çok bilinen bir ibağışıik s·eruma uygun anti­
jenler aranır. 

METOT: 

- Doku parçaları (antijenik yapılar) soğuık eta.lende veya ase­
tonda 5-10 dak. fikse edilir. 

- ptH 7.2 olan fosfat bufıfer ile 5-10 dak. yıkanır. Preparat 
kurutulur. 

- Preparat üzerine f-2· damla komjugat konur. (Bu şeikilde 
-70oC'de uzun ıbir süre sa'klanalbilir.) 

- 37oC'de 30 dak. v.eya oda sıcaklığında 1- saat inkuıbe edilir. 
Bu süre içinde konjugate kurumamahdır. 

- Birleşmeyen konjugatı uzaıklaştırmak için preıparat PES ile 
y:ıkanır. 
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- Sonra da gliserol tbuffer ile yıkanır. (9 kısım fluorecens ol­
mayan gliserol + 1 kısım P.BS) 

- Preparat fluorecence mikroskopla UV ışığında inceleniT. 
Lam 1-2 gün + 4•c'de saklanaıbilir. 

2 - indirekt Yöntem : 

İki safiha:da gerçekleşir. 

1. Basamak : Mikroskdbik preparatlar önce işaretlenmemiş 

antiserum ile örtülür. Antiıkar Falb ucu ile homolog antijenik de­
terminanta bağlanır ve görülmeyen bir antijen-.antikor kompleksi 
oluşturur. 

ll. 'Basamak : FITC ile işaret·lenmiş antiıgl'Oibulin serum kullanı­
lır. Bu özgül olaralk I.g'nin Fe parçasına bağlanır. Böylece fluores­
cens antijen-antikor, antiglobulin ·kompleksi oluşur. Kompleksfluo­
rescens mikroskopta görülebilir. 

METOT : 

- Bilinen bir .antijen lama fik'se edilir. 

- Bir damla şüpıheli serum ilave edilir. 

- Eğer antikorlar antijene homolog ise lamdaki antijeni bağ­
lar. Fazla serum yıkanarak uzaklaoştırılır. 

- FITC ile işaretlenmiş antigloibulin lama konur ve antijen­
antikor komplelksi ile birleşir. 

- Bö~lece şüpiheli serumda antilmr varsa antijen fluoresans 
verir. Antil{iQr yoksa IF test ne.gat1ftir. 

indirekt floresan .antikor testinin direkt teknikten avantajlı ya­
m, antijene b-ağlanan her antikor molekülünün birkaç antigloibulin 
mol-eiki.ilünü kendine ibağlamasıdır. Bu nedenle floresan direkt yön­
teme göre daha güçlü olur. 

Benzer olarak, her antikor sınıfı ıçın öz:gül antiglobulin seru­
rnun kullanılmasıyla, serumda bulunan .öZ!gül antiıkar gruıbu da tes­
bit edilebilir. 
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BİRİNCiL BAGLANMADA KULLANILAN DiGER TESTLER 

Birincil bağlanma testlerinde radioizotoplar, enzimler ve flo­
resan boyamanın alternatifi olan diğer lbirkıaç işaretierne yıöntemi 
daha kullanılır. Örn.: İyon içeren bir protein olan ferritine bağlan­
mış ayıraçlar dokuıda lokalize olmuş antijen1erin elektron mikros­
kohuyla identifikasyonu için kullanılır. 

Ferritin molelkıülü 700.000 D mo1ekül ağırlığında ibir protein 
olup ferrik ihidroksid veya fosfat gibi % 23 iyon içerir. İyon mole­
külde yoğunlaşır ve elektron mikroskdbunda kar;aikteristik elek­
trondens noktalar şeklinde teslbit edilebilir. Bu nedenle, eğer ferri­
tin lg' e bağlanırsa antijen .gnıibu elektromikroıgraflar üzerinde oku­
na;bilir. Kullanılan Iıg'lerin peroksidaz i1e işaretlerrmesi de ·benzer 
bir tekniktir. 

SEKONDER BAGLANMA TESTLERİ 

İn vitro olarak uy~gulanan ibu testler ilki s•aıfJhada meydana gelir. 

1. A~ama : Antijen ve antikor arasındaki etkileşimdir. Bu etki­
leşimi sıcaklık pozitif yönde etkilerken düşük pH veya yüksek iyon 
gücü reaksiyonu tersine çevireibilir. 

ll. Aşama : Antijenin fiziksel durumu ile iLgilidir. Antilkor­
lar uy;gun .koşullar altında eriy;e!bilir antijenler ile birleşirse komp­
leksler presipi te olur- Ancak, antijenler partikular (Örn.: Balkteri, 
virus, eritrosit) halde ise kompleksler aglutine olurlar. Bu tip se­
ı'Olojik reaksiyonlara ÇÖKELTİ VEREN REAKSİYON'lar radı veri­
lir. Diğeribazı reaksiyonlarıda ANTİJEN-ANTİKOR-KOMPLEMENT 
!birleşmesi esasına dayanır. Yani antijen ve anükor ıbirleşmesi 

komplamenti aktive eder. 

Tablo ll : Sekonder bağlanma reaksiyonları ·Ve .rol :oynayan lg'ler. 
(Benjamin Lee Gordon, D.K. Ford. 1971) 

Reaksiyon ;Antijen Antikor Reaksiyonda görev 
tipi alan lg sınıfı 

AG LUTliNASYON Aglutinoien Aglutinin lgM, lgG, lgA, (.l.gE?) 
PRESiPiTASYON Presipitinojen Presipitin lgG, lgM, lgA, (ılgE?) 

KOMP. FiKSASYON ~omp. Fik. eden A. lgM, lgG (V hariç) 
Vi.RUS NÖTRAL1. Virus h.resep. Nöt. eden Anti. lgM, lgG, lgA? 
ATOPiK. REAK. Allergenler Aeagin lg E (lgG?, lgM?) 
ENZiM NÖTRALL Enzimler Anti-enzim lgM, lgG, (lgA?) 
SiTOTO~SiS'iTE Memb.antijen Sitotok. Antik. · lgG (V hariç). .JgM 

Lizis Memb.antiien Lizi n ler lgG (V hariç). lgM 
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Çökelti veren reaksiyonlarda antijen ve antikorun birleşerek 
çökmesinin Marrck.-Heilderberger tarafından ortaya konan «lattice 
niek.ariizmqsı» ile olduğu buıgün herkes tarafından ıkaJbul edilmiştir. 
Lattice mekanizması, antijen ve antikor düzeyi dengeli olduğunda 
bivalen't antikorlar ile multilvalent antijenlerin kafes formasyonu 
oluşturarak çökmesi esasina dayanır. Antikorun fazla olduğu PRE­
ZON ve a~tijenin fazla oltduğu POSTZON bölgesirrde birleşme tam 
olriıaz. 

AGLUTiNASYON 

Bir antijen-anti:kor .reaksiyonu olup antikorların saptanması ve 
titrelerinin . ö~çülmesi .amacıyla kullanılır. Partikular karakteıldeki 
antijenler, elektrolitli ortamda uyıgun antijenleri ile birleşerek ıgöz­
le görül.e!bilecelk !büyüklükte kümeler halinde çökerleı· . Bu olaya 
AGLUTİNASYON denir. . 

Farklı immungloibulin gruplarının aglutinasyon yetenekleri de 
farkhdır. (Taıblo-III). Bu farklılık antikariarın .antijen ile bağlanma 
güÇlerinden dolayıdır. IgM'lerin aglutinaısyon gücü IgG'lerden daha 
fazladır. Diğer ıbir deyimle düşük konsantrasyondaki IgM'ler ile 
yıüksek korisantr.asyondaki IıgG'lerin meydana getirdiği aglutl.nasyon 
reaksiyonunun şiddeti aynıdır. 

Tablo lll : Sekonder bağlanma testıerinde özgül lg'lerin rolü (Tizard, 1981) 

TESTLER 

Aglutinasyon 

Kamp . . Fiksas.yon 
(Heterolog kobay 

-~omplementi) 

Presipitasyon 

Nötralizasyon 

Antijene bağlandık­
tan sonra görülme 
süresi 

Reaksiyonun en yük­
sek noktaya ulaşma 
süresi 
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+++ 
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++ 

3-7 gün 2-5 gün 

7-21 gün . 5~14 gün 

lgA lgG(T) 

+ ± 

;'·. + + 

3-7 gün 3-7 gün 

7-21 giÜ n 7-21 gün 
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Aglutinasyon testleri genelde uygulaması ıbasit olan testlerdir. 
Oldukça duyarlı olan ibu testler ile 1 ml serumdaki 0.1 ı.ugm mikta­
rındaki antikorlar saptanabilir. 

Aglutinasy.onun . Mekanizması : 

.A!glütinasyon 0.15 M NaCl solusyonunda meydana gelir. Bu re­
a;ksiyonda iyon ıgücü önemlidir. Antijen ve antikorlar arasında ye~ 
terli oranda spesifik bağların oluşma:sı için hücrelerin yüzeyindeki 
negatif yükün karşıt yükler tarafından nötra-Iize edilmesi gerekmek­
tedir. Bu da nötral pH'·da olur. Bu nedenle antil<!Orlar antijenler ile 
özıgül olarak bağlanmış olsalar bile 1Q-3 M ve daıhadüşük tuz kon­
santrasyonunda aglutinasyon meydana gelmez .. Ortama fazla mik­
tarda tuz ilave edilmesi halinde is·e antikorların bulunmadığı du­
ruinlarda ,daıhi aıglutinasyon olaibilir. Eleıktrolit vaı:;lığında aglutinas­
yon reaksiyonunun lattice mekanizmasına göre olduğu biigün pek­
çok araştırıcı tarafından kalbul edilen ibir teoridir. 

Laiboratuvarlarda aglutinaısyon rki şekilde yapılır. 

1) - Yavaş tüp ,aglutinasyonu 

2) - Çaıbuk lam aıglutinasyonu 

1) - Çabuk Lam ·Aglutinasyonu : 

Bu yöritem, PLATE test veya CARD test olarak da i·simlendiri­
lir. Dalıa çok bir tarama testi olarak kullanılır. Serum veya kan ile 

uygulanan testte kullanılan antijen tüp aglutinasyonuna ıgöre 10-50 
kat daha konsantre ve iboyanmiştır. Örnek: ;Pullorum lam agluti­

nasyon antijeni kristal violet, Bruceila antijeni mse ibenJgaL Myoo­

plasma antijeni ise metilen mavisi veya alcion maıvisi, kanla yapı­
lan çabuk lam aıglutinasyon antijeni hemataksilen eozin ·ile boya­

lıdır. 

Bu test için bir lam üzerinJde !bir damla (0,05 ml) kan veya kan 

scrumu eşit miküı.rda lam aglutinasyon antijeni ile karıştırılır. 

Birkaç dakika içinde kum tanesi şeklinde ıgörülen reaksiyon poZitif 
olaraık değerlendirilir. Negatif durumla~da ise homojen bir dağıbın 

vardır. 
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2) - Yavaş Tüp Aglutinasyonu : 

Metot: 

- Bir seri aglutinasyon tüpü alınır ve şüpheli serum log2 ta· 
hanma göre 1/5, 1/10 ... şeklinde FTS ile sulandırılır. 

- Her tüpe eşit miktarda belli konsantrasyonda hazırlanm;:;; 
antijen ilave edilir. 

- Tüpler çalkalanır. Genellikle 3TC'de 24-48 saat inkuıbe edi­
lir ve sonuçlar değerlendirilir. 

- Pozitif tüplerde şüpheli serumdaki antikor homolog antijeni 
ile birleşeı~ek yer çekimi etkisiyle tüpün dilbine çöker, üst taraf po­
zitiflik durumuna göre kısmen veya tamamen berrakbşır. Deney 
tüpleri çalıkalandığmda ise aglutinasyon nedeniyle iri granüller ha­
linde ortama yayılır. 

Negatif durumlarda, serumda özgül antikor bulunmadığından 
aglutinasyon olmaz. Dolayısıyle tüıpün dirbinde düğme tarzında bir 
çöküntü .göıi.i.lür. Üst sıvı ıbulanıktır. Çalkalanma sonucu dipteki 
tortu ortama homojen olarak dağılır. 

Ancak bazı durumlarıda serumda antikor olmasma rağmen tüp 
ag1utinasy.onu olmayaibilir. Bunun nedenleri : 

A) -- Serumda bulunan ve izotonik tuzlu su i.çersinde antijen 
ile birleşı:neyen İNKOMPLE ANTİKORLAR ile izıotonik tuzlu su 
içersinde homoloıg antij.eni ile birleşe!bilen KOMPLE ANTİKORLAR' 

'dır. 

İnkomple antikorlar 3'e ayrılır. 

1) - Aglutinoidler : (Albumin antikorları) Protein (a~bumin) 
veya büyük bir molekül (dekstran giıbi) test ortamma ilave erdiidi­
ğinde görüleJbilen bir olay meydana gelir. 

2) - Crypt antikorlar : IıgG ve IgA grutbu antikorlar olup an­
cak, indirekt Cooibs testi ile ortaya çıkarılır. 

3) - Blacking antikorlar : Antijenik yapıLarı örterek aglutinas­
yuna inhibe eden antikorlardır. 

B) - Diğer bir neden ise PROZON FENOMEN olarak tan•mla­
nır. Tüp ag1utinasyonunda ilk dilusyanda reaksiyon oluşmayıp dü-
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şük konsantrasyonda antikor içeren diğer tüplerde aglutinasyonun 
görüinıesi olayıdır. Bu durum, ·serumda aglutininlerin !bulunması 
yanında daıha düşük konsantrasyonda blockinıg antikorların bulun­
ması ve sulandırma iJ.e bu antiJkorların reaıksiyonu engdleyid etki-
lerinin ortadan kalkması şeklinde açıklanaıbilir. · 

Serumun uzun süre saklanması, senunun körrtamine olması, 
ayrıca antijenin fenol yerine formalin1e bazıdanması prozon feno­
menini arttıı-ır, Bunu önlemek için serumun ı/80 - ı;ı60 sulandı~ 
nınları kullanılmalı, taze serum S6°C'de 30 dak. bekletilmehdir.. 

Bazen de infekte olmayan sürülerden alman serumların ıbazı­
larında düşük düzeyde non spesifik aglutininler ile koaglutininler­
den ileri gelen aglutinasyon reaksiyonu görülür. Serumun hu özel­
liği 6Soe'<de 10- ıs dak. inaktiv·e edilerek veya asitlendirilmi:ş plate 
test antijeni (pH = 4) kullanılaraik önlenir. 

Hemolizli serumla yapılan tüp a.glutinasyon testlerinde antijen 
ve sulandırma sıvısında bulunan fenol, serum içinde serbest hal­
deki hemogldbin ile presipite olup çöker. Yalancı bir aglutinasyon 
reaks.iyonu ile sonucu yanıltaıbilir. Bu durumda rin:g test uy;gulanı~. 

· Aıgh.i.tinoj.en · Bruceila aşısı ile aşılama sonucu ilik -oluşan IgM 
gn~bu antikorlar ile infeksiyon sonucU meydana gelen IgG ·grubu 
antikorlar aglutinasyon testinde pozitif reakısiyon görülmesine ne­
deri olm. · Bu nedenle hayıvanın aşılı olup olmadığını belirlemek 
IgM grubu antikorları .ekarte etmek ve gerçeık infeksiyonu ortaya 
çıkarmak ge~ekir. Bunun içiri çeşitli mekani:k (santrifüj, bloc!kiiıg 
test, inaktivasyon, coobs test) ve kimyasal (merkaptoetanol, riva­
no!, tripsin) obrak modifiye aıglutinasyon testleri uy;gulanır. 

·1) - Merkaptoetanol aglutinasyon testi : 

Normal tüp aglutinasy.onu uygulanır ve test tüpleııinin hepsine 
eşit miktarda merikaptoetanol solusyonundan damlatılır. Tüpler 
çalkalanarak 37CC'de 24 saat inkutbe edilir. Sonuç aynen tüp aıglu­
tinasyonuııda olduğu .giıbi değerlendirilir. 

2) - Rivanal aglutinasyon· test : · 

% 0.4'lük rıivanol, 1 kısım serum + 3 kısım ri. van ol olarak · ka­
nştırılır ve ıs daik. oda sıca'klığında ıbekletiJir, 2000. rpm de lO- lS 
dak, santrifüj edilir. Üstteki berrak kısım alınar.aık normal· agluti­
nasyon testi uygulanır. 
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·· 3) - Tripsinle ıaglutinasycn testi : 

Aıglutinasyon yapıl'dıkıtan sonra tüplere % 2'lik tripsinden l'er 
damla kanarak karıştırılır. 37"C'de inkube edilir ve sonuçl:ar oku­
nur. 

4J - .~locking test : 

Aglutinasyon testi yapılıp inku1be edildikten sonra negatif olan 
test ti.iıplerine l'er damla yüksek titreli pozitif serum konur ve tek-

. rar inkuıbe edilir. Eğer serumda inkomple antikorlar varsa daha 
önce antijen inkomıple antikorlar ile ibirleştiğinıden pozitif serum 
katılması halinde daıhi aglutinasyon oluşmaz. Serum negatif ise ag­
lutinasyon meyıdana gelir. 

5) - Coombs (Antiglobulin) test : 

1940 yılında Coorr~bs ve arkadaşları tarafından çeşitli eritrosit 
antijenlerine karşı nonaglutine antikorların varlığını testb-it etmek 
amacıyla gel~ş;tirilmiş ·bir testtir. Test, tek r.escpt.ore sahip inkomple 
antikorların antigloibulin serum ,aracılığıyla antijenle birleşerek çök­
mesi esasına dayanır. Testte şi.ipıheli serum ve globulinden başka 
her hayvan türü için özel bir .antiglobulin serum gereıkir. 

Se.rum aglutinasyonu yapılıp inkuibe edildikten sonra agluti­
nasyon tüpleri 3 defa 2000 rpm'de lQ':ar dak si:bııtrifüj edilerek yı­
kanır. Sonra da ıbütün tüpler FTS ile 1 ml'ye tamamlanır, çahkala­
nır ve her tiipe bilinen · antigammagloıbulin ilave edıilerek tekrar 
inkuibe edilir. 

Coomıbs testinin iki ayrı modıifikasyonu olup kliniklerde ençok 
anti RJh antikarlarının ortaya konulmasında kullanılmaktadır. 

Direkt .COOMBS Testi : 

Antikoagiilanlı .kandan elde ediieh eritrositler antikorlar ile 
test .edilmiş özıgül C3 veya lıgG antikarlarına kaıışı keçi vey,a tavşan­
da hazırlanmış antiserum ile rerukısiyona sokulur. Yüzeylerinete c~ 
veya IıgG içeren · hücreler 2 dak. içind..e agluıtine olurlar. Ge ;ı elli kk 
%2 (4 x 108 hücre/ml) eritrosit süspansiyonu kull,anılır. Antiserum 
(co0mibs serum) :1/2 veya 1/4. sulandırılır. Aıglutinasyon derecesi 
ınikroskopta veya lbü)'ıiitec ile ·belirlenir. 
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indirekt COOMBS Testi: 

Bu testte hcusta serumunıda eritros·itlere karşı oluşm4ş antikor­
ların ver:icinin eritrositleri ile ·birleşmiş kan gruplarının .bulunduğu 
saptanabilir. Örnek: Rıh { +) 'bir çocuğu geıbe Rh (-) bir annenirı 
serumunda oluşan 'bloke edici anti Rh antikorları ortaya çıkarıla· 
bilir. 

o/o 2'lik O Rh { +) eııi-trositler şüpheli (annenin) anti Rh içeren 
serumla ıkarıştırılır. 30 dak. 37°C'·de beıkletilir. Aıglutinasyonun ol· 
ması halinde sonuç pozitif olarak değerlendirilir. Ancak aglütinas· 
yonun olmaması halinde sonucu negatıif olarak değerlendirmeik ha· 
talıdır. Bu durumda eritrositler 3 defa PTS ile yıkanarak üzerlerine 
l'er damla coomhs serum u damlatıiır. 1-2 dak. içinde aglutinas­
yonun olması serumda bloke edici antikorl-arm varlığını kanıtlar. 

Süt ,Serumu ile Aglutinasyon : 

Tz.ze sütün kazein~ çöktürülerek elde edilen serum hem yavaş 
tüp aglutinıasyonunda ve hem de çrubuk lam aglutinasyonunda kul: 
laıiıla!bilir. Kolostrum ve ekşi siltler test için kullanılmalıdır, 

Vaginal Mucus ile Aglutinasyon :. 

Vaginal mucus ile aynen ıkan senunundaki gi!bi tüp aglutinas-
yonu yapılaıbilir. : 

Seminal Plazma ile ;Aglutinasyon : 

Sperma s.antrifüf edild~kten sonra elde edilen seminal plazma 
ile tüp a~lutıinasyon testi uy:gulanaıbilir. 

Klinik İmmunoloji:de hastalık tıanıs~ amacıyla aglutinasyona da­
yalı : Gruıber Wi•dal (Salmonellozis için) 

Wright deneyi (Brusellosis için) 

Weil-Felix (Rikeıtziya) . 

Aglutinasyon lizis (Leptosdrozis) 

Soğuk aıglutinasyon (Bazı infeksiy•öz hastalı-klarda 
· Örfı.: Primer atipik pnö~oni). _ 
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Ring Test: 

·. Brucellosis'in tanısı amacıyla sütle yapılan :bir test olup hemo­
toksilen eozin ve trıipıhenyl tetrazolium ile ıboyanmı:ş ring test an­
tijeni , kullanılır. Yağı alınmamış ve bozulmamış 'süt örneğinden bir 
tüpe alınır ve her ml süte 1 damla test antijeninden ~anarak ka­
rıştırılır. 37°C'de 1.5-2 sıaat veya oda sıcaklığınıda 3 saat inkube 
edilir. Poz.itif olaylarda, tüpün üzerinde yağ zerrelerinde bulunan 
aglutininler ile birleşen antijenler (aglutinojen) test tüpünün yüze· 
yi'nde kırmızı renkli bir halka oluşturur. 

İmmunolojide humoral hağışrklığın ölçülmesinde ve seıkorıder 
bağlanma reaksiyonLarında agluıtinasyon esasına dayanan eritrosit· 
lerin yer aldığı bazı testler de kullanılmaktadır. 

HEMAGLUTiNASYON : 

Bazı mi.kroor:ganizmaların {Newca.stle,Çiçek, Reo virus, Togo 
v'rusların çoğu,· enteroibakterilerıin bıazıları) eritrositleri aglutine 
etrİıe özdliği vardır. İ·şte mikroorganizmaların bu özelliğine · d:aya­
nılarak teşhis amacıyla HA testleri kullanılmaktadır. 

HA testlerinin mekıanıizması tam olarak a:çıklanamamış olma­

sma rağmen HA özelliği olan mikroorganizmaların duyarlı eritro-
. .. : .. 

sitlerin yüze:yine yapışma eğilimleri olduğu bilinir. Elektron mik-

roskopik çalışmalar ile HA yeteneği ol:an virusların yüzeylerinde 

bir emzim fonksiyonuna saıhip kısa, çivi benzeri oııganellerin oldu· 

ğu görülmüş ve yüksek derecede öııgül olan bölgelere etkili olduk· 
1im saptaİunıŞtır. El-ifrositlerin yüzeyindeki bu :bölgeler mukopo· 

lisakkarid içerıirler. HA sırasında çok say~da virus partikülleri du­

yarlı eritrositlerin yüzeylerine etki eder ve virus iki eritrosıit ara· 

sında olacak şekil,de bağlanır, aıglutine olarak d~be çöker. HA tes.ti 

pH S - 9 arasmda çalışır. 

HA teıstinde fazla miktarda virus kullanılmış veya virusların 

:kan hücreleri üzerindeki etki sürelerıi uzatılmışsa aglutine olan 

eritrositler virus partikülleri tarafından ser:best bırakılır ve eritro­

sitler tekrar he111aglutine olmazl,ar. Çünkü· hücre yüzeyıincieki resep­

tör grupları enzim aktivitesi ile parçalanırlar. 
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HA iki şekilde uygulanır. 

1) - Çabuk lam ıHA : 

Lam üzerine ı damla % 2'lik erıitrosit ve ı damla ıantijen (örn.: 
virus) konur. Nokta şeklindeki kıümeleşmeler poziti·f olarak değer­
lendirilir. 

2) - Yavaş tüp HA ,Testi: 

Bakteriyel ve viral HA için ayriı metod uygulanır. Buna göre : 

- incelenecek antijen ı;ı, 1/4 .. . olarak sulıandınlır. 

~ Üzerlerine eşit miktarda % 2'Hk eriti·osit konur. 

- Oda sıcaklığında 30-45 dak. inkube edilir. 

- Pozitif reaksiyonlarda dipte dantela şeklinde bir tortu .gö-
rülür. Pozitif olan en son sulandırma HA birimi olarak kaibul edilir. 

Bu test virusların HA birimini saptamak, bakter.i .virus izolas­
yon ve identifikasyonu için kullanılır. 

PASiF (indirekt) HEMAGLUTiNASYON 

Memeli veya kanatlı hayvanların erürositleri y;a da sentetik 
(polistiren. lateks) parçacıklar çeşitli yöntemlerle Qba•sitçe antijen 
ile karıştınlarak veya t.anniik asit ile muamele edilereJ9 -{mtijenler 
tarafından :kaplanaibilirler. Antijenle kaplanarak duyarlılaşan erit~ 
rosit veya çarçadklar ö2ıgül antikor ile karıştırıldığında aglutine 
olurlar. 

Bugün pasif (indirekt) HA yöntemi lbiı;çok bakteri ve virus ·an~ 
tijenleri ile duyarlı hale .getirilen eritrositler. kullanılar.ak hastaiık 
teşıhisi amacıyla hasta kanında antikor aranması için kullanılır. 

TERS PASiF J-IEMAGLUTiNASYON : 

Eritrositler antikorlada kaplanırlar. Antikorlar Fe kısımları 

ilc bağlanırlar. Bu duyarlı eritrositler taşıdıkları antikodara uyıgun 
•antijenlerle •karşılaştıklarmcLa antikorların Faib uçlarına bağlanarak 
aglutine olurlar . . 
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HEMAGLUTiNASYON iNHiBSiYON (HI): 

Hemaglutinasyon, HA ya}Jan oı~ganizmaya karşı meydana gelen 
antikorlar tarafınd·an ÜZigül olarak inlübe ecLilE:ıbilirler. Bu reaksi­
yona HI denir. HI testi. 'bu özelliğe sahip m~kmoı-ıganizmaların 
i:dentiflkasyonu ve serumda· ıbulunan antikorun titresinin ölçülmesi 
amacıyla kullanılır. 

Hemaglutinasyon ird1iıbisyon için iki yöntem vardır. 

-METODU: 

- Serum F.T.S. ile .iki lmtlı olarak sulandırılır. 

- Her tüpe eşit miktarda HA ünitesi :bilinen ve 8 HA veya 
4 HA olarak suİandırılmış virustan ilave ~dilir. 

- 30 :dak. oda sıcaıklığında inkuıbe edilir. 

- Her tüpe eşit miktal'da % 2 sulandırılmış eritrosit konur. 
30-45 dak: oda sıcaklığında ibekletilir. 

- Düğme tarzındaki çöküntü pozitif olarak değerlendirilıir ve 
en son pozitif olan sulandırma -HI titresi olarak ka.bul edilir. (So­
nuç virusun sulandırma oranına göre hesaplanır.) 

~-METOTU: 

HI ant.iıkor düzeyinin belirlenmesinde kullanıbn değişik bir 
metottur. HA aktivitesi ibilinen virus süspansiyonu iki katlı -olaraık 
sulandırılır ve bilinen miktarda ant.iserum ilave edilir. Bu teknik 
laıboratuvaııda fazla say~da serum örneğinin test edilme zorunluluğu 
olduğu durumlarda başarı ile kullanılır. Bu testte sadece ·virusun 
ıbir dilusyonu hı.llanılır ve her serum için seri dilüsyonların yapıl­
masına gerek yoktur. Normal ve şüpheli serumda bulunan virusun 
HA titreleriilin katşılaştırılmasıyla test edilen serwnun inhiıbisyon 

güoü hakkında sonuca varılır-

Reaksiy<m şu ışekilde meydana ;gelir : 

Şüphel.i serwnda antikor bulunması halinde I. inkuhasyondan 
sonra virus ('antijen) ve antikor ibirleşir. Daıha sonra ilave edilen 
eritrositlerin antijenle ıbirleşmesi önlenir ve ·eritrositler yerçekimi 
etkisiyle düğme tarzmda çökerler. Antikorun bulunmadığı hallerıde 
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ise rea_ksiyon tersine iŞler. Eritrosit ilk dilusyonundan iti1baren an­
tijen ile birleşir ve ag1utine olur. Bu sonuç negatif olarak değer­
lendirilir. 

HI testi doku ıkültürlerinde de yapılabilir. Viri.ıs~arın üretildiği 
doku kültürlerine öııgül antikor jçeren bağışık serum ilave edilir. 
Daha sonra ortama eritrosit eklendiğinde viruslaııa bağlanamaz. 
Eritrositlerin virushır ile bağlanması özgül antikorlar tarafından 
önlenir. 

. Bu test , serolajik bir reaksiyon olmak viral hastalıkların (HA 
özelliği olan) tanıısında kullanılır. 

HEMADSORBSiYON : 

SPE ouşturmayan virusları saptamak amacıyla kullanılan di­
rek bir testtir. Virusliar ile eritrositler direk olarak karşı karşıycı 
getirilir. 

Virus doıku kültürlinde üretilir. İnkwbasyondan sonra kültüre 
virusun üretildiği canlıya ait % O.S'li:k eritrosit solusyonundan ko­
nur. Eğer doku ·kültüründe SPE oluşturmayan virus varsa eritro­
sitler.in kümeler oluşturduğu makroskoibik olarak saptaniaıbilir. 

PRESiPiTASYON: 

Eriyelbilir durumdaki antijenlerin elektrolitli ortamda özgül 
olarak antikorlada birleşeı:ıek çökmesi şeıklıindeki immuno'lajik re­
aksiyonlar.a PREıSİIPİT·A!SYON denir. Presipitasyonun mekanizması 
ile ilrgili pekçok teorıi ortaya atılmıştır. Anca'k, bugün geçerli olan 
teoriye göre elektrik'Sel yüklere ıbağlı olarak etkil-eşen bivalan anti­
korlar ile multivaian antijenlenin birleşerek çökmesi şeklinde ol­
maktadır. Buna LATTİCE TEORiSi deniı". 

Lattice ,Teortsi: 

Çölktürme reaksiyonlarında antijen veya antikor-un fazla olması 
halinde ,az çöküntü oluşur. Bu şu şekilde açıiklanaibilir: 

Genellikle hivalan olan anti1korlar fazla olduğunda muldvalan 
olan antijen molekülünü kapl'ar, diğer antijen-antikor kompleksleri 
ile ıbağlanmasını önler. Dol·ayısıyla az :bir presipitasyon oluşur. An­
tijenin fazla olması haLinde antikor molekülü antij-en ile bağlanır. 
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Ancak bağlanma az oLduğundan yine presipitasyon azdır. Oysa, an­
tijen ve antikorun optimal . oı~anlarida karışması He oluşacak reak­
siyonda bağlanma fazla olur ve lattice fonnasyonu meydana gelir, 
presipitasyon oluşur. 

Bu mekanizma ile oluşaibilecek presipitiasyon rea:ksiyon özelli­
ğini IgG ve lıgM'lerin çdk az olarak da lıgA'ların gösterdiği sanıl­

maktadır. 

Bu esasa dayanan _ _reia'ks.iyonlar sııvı, katı ve yarı katı ortamlar­
cia uyıglılanır. Bu amaçla · günümüze kadar çeşitli 'teknikler gelişti­
rilmiştir. 

1 - Sıvı Ortamda Presipitasycn ~ 
. . . 

Antıhrax teşihisinde :kullanılan As Coli '(ıl~alkıa deneyi) testi ör-
nek olarak verileibilir. ıBu test kantitatif ibir testtir. Kapillar 'hir tüp 
içine eşit mikta·rda bağışık s'erum ve antjen solusyonu ·İki taba'k:a 
karışmayacak şekilde ıkonur. Kısa ıbir inkuıbasyondan {30-45 dak.) 
sonra antijen ve ıantikor arasında oluşan mat-ıbeyaz presipitasyon 
halkası pozitif olarak değerlendirilir. 

2 - Tüpte Sulandırma : 

Bir seri tüp alınır. Tüplere jbelli miktarda antikor (presipitin) 
ve üzerine de değişen miktarlarda pres.ipitinojen ilave edilir. Test 
tüpleri önce 37"C'de \Sonra da soğuk.tia inkuıbe edilir. Antijen ve an­
tikorun h:omölog olıduğu dıurumlarda Hk tüpten başlayara:k kade­
melİ olarak artan ve ıbir tüpte ·.en yüksek dereceye ulaştıktan sonra 
azalaralk kaybolan ıbir ıbulanıklık oluşur. Bulanıklığın en fazla ol­
duğu tüpte antijen ve antikor miktarı optimaldir. Bu noktada an­
tijen ve antikorun tümü :birleşerek presipitasyon meyıdana ıgetirir. 

3 - Jel Presipitasyon Yöntemi: 

Katı veya yarı ka.tı ortamda uy;gulanan presipitasyon .>rea:ksiyo­
nuna JEL PRrESİ:PıİTA!SYON denir. Bu yöi.ııtemde ıhomolog antijen 
ve antikorların ıaıgar içiirde difüz olmaları ve karşılaştıkları yerde 
pre!Sipitıasyon bandı oluşturmaları esastır. Aıgarda presipitasyon 
testinin çeşitli moıdifi\kasyonları olmasına . rağmen genel olarak 3 
temel ,,yöntem · vardır. 
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1) - BASiT DiFÜZYON Yöntemi : 

Tek :Yönlü Basit Difüzyon: 

Fransız Ouidiıı tarafmdıan ıgeliştirilmiş olan lbu yönteme 
OUİDİN TÜP yöntemi denir. Antiserum veya antijen içeren agar 
tıüpe konur. Donduktan sonra üzerine !antijen taıbaka haLinde ilave 
edilir. Oda derecesinde ıbir süre inkube edilir. Aıgıar içine :difüz olan 
antijen, ~omolog antikoru ile karşılaştığı yerde bir çökelti oluşur 
ve mat-heyaz bir ibant meydana gelir. 

Hazen de agar içine antijen ikatılır ve antikorun difüz olrnıası 
sağlanır. 

Çift 'Yönlü !Basit Difüzyon : 

Bağışı'k serum karıştırılm1ş ıagar petrj kutusuna 3-4 mm kalın­
lığınıda dtokülıür. A:gar üzerine çukurlar açılır. Bu çukıurlara antijen 
konur ve difüz olması için )bir süre inkulbe edilir. Pozitif reaksiyon­
da antijen ve antikorun karşılaştığı yerde presipitasyon çizgisi mey­
dana gelir. 

ll) - CiFT DiFÜZYON Yöntemi : 

Oakley[ ve Fultlırop tarafından Ouidin'.in çift yönlü ibiasit di­
füzyon yöntemi geliştirilerek elde ediln:riş ıbu test, tüp, petri ve lam 
üzerinde uygulan'abilir. Antiserum içeren agar (% 0.3'lük aıgar) tüp­
lere alınır. Üzerine aıgaroz /Ve daha sonııa da ibeili miktarlarda anti­
jen konur. Karşılıklı difüzyon ile agar içinde antijen v.e antikorun 
karşılaştığı noktada çökerek ıoluşturduğu !beyaz ibandın gözlenmesi 
poziüf ollarak değerlendirilir. 

iki Yönde ;Cift Difüzyon Yöntemi: 

İsıveçli araştırmacı Ouchterloııy taraıfından .geliştirilmiş ibu tek­
nikte petrilere konan aıgar üzerinde açılan delikiere (ortaya antijen 
çevreye antikor v.eya ıt·ersi oliacaik şekilde) antijen veya antikor ko­
nur. ~arşıhklı dirfüzyon ile ibideştikleri optimal noktada presipi­
tasyon çizgisi oluşur. 

Metot: 

- % 1-l.S'luk agar veya agaroz 120°C' de 20 dak. steril edilir. 
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- Aıgardan 9 cm'lilk petrilere lS ml, S cm'lik petrilere S ml ko-
nur. 

- Jel<Qz üzerinde S-6 mm çapl-annda 8-10 mm .aralıkla del.ik-
1er açılır. DeHkler, ortaıda bir diğerleri çevr•ede olacak şekilde yer­
leştirilir. 

~ Delikler açıldıktan sonra alta bir damla :aıgar konur. Delik­
Ierin yükselkliği 1 crn'-den daha az olmamalıdır. 

- Amaca uyıgun olarak ya ortaya antijen çevreye sulandırılmış 
serumlar ·veya ortaya antikior çevreye .antijen wonur. 

- P.etriler 1-S gün süreyle nemli ortamda +4°C, -2SoC, -3SOC 
de inkuibe edilir_ 

- İnkuıhasyondan sonra oluşacak presiıpitasyon çizgileri de­
ğerJendirilir. 

• o 

Nonspesifik presipitaısyon çizgilerini ayırabilmek için kontrollü 
çahşmanın önemi lbıüyü;ktür. 

Bitişik çukurlarda pı·esipitasyon .r·eaksiyonunun başlaması i'ki 
antijen arasındaki immunolojik ilişkiye ibağlanaiblir. İliş!kili olma­
yan antijenler arasmda ·kros reaksiyon sonucu çizıgiler ;oluşaibilir. 
Birleşmiş çizgiler, kullanılan antiserumun ibenzerliği iJıe ilgilidir. 
Örn.: Dinitr.oıbenzen haptenine karşı elde edilen saıf antikorlar, di­
nitwbenzen-ovatbumin ve dinitrobenzen serum a~bumin birieşiği­
nin yanyana çuwurlard:a !bulunması halinde birleşik çizgiler meyda­
na gelir. 

SINGLE RADIAL iMMUNDiFÜZVON : 

Mancini, Carbonova ve Heremans tarafından geliştirilen ibu 
teknilete uyıgun miktarlarda dilue ·edilmiş antiserum .içeren aıgar 
üzerindeki ibir deli:kte !bulunan yü~(sek .kronsantrasyondaki antijen 
difüz olduğunda eriyelbilir 'kompleksler oluşturur. Bu şekilde özgül 
olarak antiS'erum ile antiJenin iaıgar içinde etkileşimi ile çulkurun 
çevresjnde optimal oranda halka şeklinde presipita:syon zonu mey­
dana gelir. Bu halka çukura .konan antijen (veya antikor) miktarı 
ile direk ilişkiHdir. Yani .antijenin {veya antikorun) konsantrasyonu 
arttıkça presipirasyon halkasının çapı .da ibiiyür. Ters çevrihniş, 
yani antijenli agarın kullanıldığı radial İmınun difüzyon testi de 
k;ullanılır. 
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Konsantrasyonları bilinen standart antijen veya angkorlar kul· 
Ianılarak !bilinmeyen reaküfin miktan mey.dana gelen presipi tasyon 
halk.asımn çapına ıbağlı olarak saptanır. Sonuçlardan emin olmak 
için yüksek özıgüllükte antiserum kullanılmasının önemi vardır. An· 
cak serum örnelderindeki log yükse/k konsantrasyonda ise sonucu 
değerlendirmek için inkıubasyon süresini uzatmalk gerekir. Örn.: 
IogG ve J.gA için 48 saat; TgıM için ,72 saat. 

iMMUN ELEKTROFOREZiS : 

Çift y•önlu immun di·füzyon teiknik1erinde her antijen-antikor re­
·aıksiyonu için ayrı fbir presipitasyon çi2ıgisi meydana gelir. Ancak, 
çok kompl-eks -olan materyaldaki bütün komponentleri ayırmak zor 
ol.aıbiliı·. Bu nedenle immundifüzyon üzerine elektroforezisin u~gu· 
lanması ile .antijen ık.anşımının ayrılması yoluna gidilerek 1926 yı· 
lmda Laurell tarafmdan İMMUNEıLEKTROFOREZtS olarak bili­
nen bir teknik geliştirilmiştir- Bu teknik, antijen ve antikorların 
elektroforezisi ile yarı şeffaf J elıözde presipitasyon verme esasına 
d·ay.anır. Genellikle vücut sıvılarmdaiki prot·einleri identifiye etmek 
için kullanılır. 

Serum jelde ,elektroforeze edildiğinde bazı antikorlar agar için­
deki ıbufferin hareketi ile katoda doğru g1derler (Elek.troendosmo­
sis). Anaa'k antijen lmvıv.etli olaralk neıgat1f yüklüyse .anoda hareket 
eder. Bununla birlikte antijen ve antikorun agardaki hareketleri 
çukurlann uygun ,düzenlenmesi ile münıkü!1'dür. Birkaç dakika için­
de hareket yönünde pı-esipitasyon çizgilerinin oluşması ile sonuç· 
lanarı teknik COUNTER-İMMUNOELEKTROFOREZİS olarak ibili· 
nir ve bazı ;viral hastalık etkenleri ile Mycoplasma türlerinin iden· 
tifikasyonunda kullanılır. 

Metod: 

~ Cam plaklan pH = 8.2 olan % 2'lik jelöz ;dökülür. 

- Jelözle açıl.an çukuı·a incelenecek çözelti konur. 

- JeLözden elelktrik akımı geçirilir. Akım nedeniyle çözelti bel· 
li bir yere kadar hareket eder. Eğer inedenen çözelti antijen ise öz· 
gün bağışık serum j(l-ersi ele ol·wbilir) elektro.for.ez dağılımının ek· 
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senine dikey doğrultuda aıgar jeline difuz olması sağlanır_ Bunun 
için aıgar jelinde elektro.forez dağıbınının ,yoluna paralel bir oluk 
açılıp oluğa lbağışık serum konur. Aıgarda difuz olan anti'korlar elek­
troforez He ,önceden ayrılan antiJenlerle 'birleşir ve presipitasyon 
:z;onlan oluştururlar. 

ROKET !MMUNELEKTROAOREZiS : 

Test edilecek serumun 1/10 veya 1/20 dilüısryonlan yapılır. Öz­
gül antiserum % 1 'li.:k aıgar ile 1/2 oranında karıştırılır. 2ı-ıl ,rveya 
2.5 mm kalınlığında bir tabaka halinde lama ,y;ayılır. Lam antiJen 
ve antikorun oranına ibağlı olaraik presi:pitasyon çiıJgisi oluşana ka-
dar .elektroforezise ta/bi tutulur. (7-8 cm İl'e 3-5 saat). E1ektrofore­

zisten sonra lam yıkanır ve diğer elektroforetik yayıimalara benzer 
bir şekilde lekeler meydana gıelir. Presiıpite olmayan 1proteinler yı­
kandıktan sonra presipitat lekeler kalır. Bu te;knikte Iıg'ler her iki 
kutba da göç ederler. Ancak, çoğu .agarın .merkezinde kılkalize olur 
ve sonuçta puro veya roket ibenzeri presipitasyon çizgileri meydana 
gelir. 1Bu nedenle teknik ROiKET ELEKTROFOREZİS olarak isim­
lendirilir. Puro vıe raketin genişliği, serumda bulunan I·g konsan­

trasyonu ve zaman ile direkt orantılıdır. 

Başarı ile kullanılan !bu test doğruluğu açı:smdan redial immun­
difuzyondan daha ıgü~enilirdir. 

KARŞIT :GiDiŞLi JMMUNELEKTROFOREZiS : 

Jel için'de iki yönlü difüzyon teme1ine dayalı bir yöntemdir. 

Özellikle bulaşıcı viral sarıbkta hepatit B yüzeyel antiJenini sap­
tamak için kullanılır. 

Cam plaklar üzerine pH 8.2 dietHbarbiturıat-asetat eriyiğ1y­

le hazırlanmi>ş % l'lik ·aıgaroz konur. Yanyıana 2 mm çapında ve 3 
mm uzunlulkta iki çukur açılır. Birine şüpheli serum, diğerine an­
tiseruın 'konur. ŞüpheLi sıeruın tarafına (-), antiserum tarafına ( +) 

elektrod ıbağl.anır. Elektrik aluını . verildiğinde (-) yüklü serum 
anoda, antiserum katoda göç ederken arada karşılaş1p öııgül ola­

rak birleşıir ve presipite olurlar. 
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KOMPLEMENT FiKZASYON 

Komplement omurgalıların normal s·erumunda bulunan ısıya 
dirençsiz, anüıkor ile ilişkisi olmayan, uygun antijen-antikor komp­
leık,sine ;bağlanabilen .bu yolla hücrelerin erimesine neden olan bir 
serum komponentidir. Ayrıca değişik yollardan aktirve oLarak (ikla­
si:k yoL alternatif yol) bir yarrdan organizmanın savunmasında pa­
z.en de doku ineinmeleri ve .bir kısım haJstalıkl.ann olruşmasında yer 
alan proteinlerden oluşmuştur. Normal s.erum gldbulinlerinin % 10' 
unu oluşturur. Bu sistem Cı'ıden C9'a kadar adianıdırılan yaklaşık 20 
farklı protein biriminden oluşur. 

İşte bu özelliklere salhip olan komprementin .immun kompleks­
lere ,bağlanması ile bilinmiyen antijen v.eya antik!Orun saptanması 
KOMP.l.JEıMENT FİIKZıASYON TEıSTİ ile ohnaiktadır. Komplement 
yalnız antijen veya yalnız anti·kor ile ıbirleşmez. Komplementin erit­
rositleri J,ize edile/bilme yeteneği olduğundan indikatör hücreler ola­
rak test sistemine ilave edilir. 

Serumda antikor seviyesinin ö1çül.rnesinde kullanılan en önemli 
test, hemolitik .,komplement fikzıasyon testidir (KFT) ve testierin en 
fazla kullanılanı olup, duyarlılığı oldukça yüksektir. 

Hemolitik lmmplement fikz.asyon test prozondan az etık.ilenir. 
Ger-eıkli ayıraçların hazırlanması ve standıardizasyonu ilıe iLgili güç-

lükler ise testin .en önemli -dezavantajlarıdır. Ayrıca çeşitli viral 
hastalıkların teşıhi·sinde y.ay;gın olarak ·kullanılan bu testte saf an­

tijen süspansiyonlarının hazırlanması da ayrı ıbir prolblemdir. 

Hemolitiık komplement fikza'Syon tıestinde kullanılan bütün re­
aktiflerin (antijen, .komplement, amlbo, eritro's.it) dikkıatle standar­

dize edilmi·Ş ol'ması gerekir. Örn.: İlave edilen komplement mikta­
rının yeterli olması önemlidir· Aksi takıdiı:ıde inlmmple lizis mey­
·dana gelir. Komplement miktarı fazla olursa immun •komple'ks ta­
rafından ihağlan.amaz ve yanlış negatif sonuç ortaya çıkar. Fazla an­

tijen ise komplementin bağlanmasını önler. 

Komplement fikzasYionunda, serumda bulunan inkoinplementer 

aktivitenin bulunması önemli ıbir sorundur. Antijen olmadığı du­
rumlarda bile komplementin nkse edilmesi şeklinde ortaya çıkar. 

197 



Bagı~ıklık - Ayhan 

İnfekte edilmiş hayıVıanların serumunda komplem.enti ıbağ1ama et­
kisi olan .immunkomplekslerin plması serumda 'bakteriyel kontami­
nan1ıın olması ve alternatif olarak komplementin aktivasyonu ne­
denlerini oluşturmaktadır. 

Mekanizma : 

ıAntijen şüpheli serum ile (56oC'de inaktive edilmiş) muamele 
edildiğinde eğer serumda ö:zıgül anti;kor bulunmuyarsa antijen-anti­
kor kompleksi oluşur. Test sistemine komplement ilaıve .edildiğinde 
ikoplement komplekıse, anti:kıor üzerindeki spesifik ibö1geden -bağla­
mr. Bu sistem 37oC'dıe 30 dak. veya + 4°C'de 18 saat .inkuıbe edilir. 
D'aıha sonra % 2'lik koyun eritrosüleri ve ıbuna ·karşı hazırlanmış 
ve amıboseptör olarak adlandırılan anti-taıvşan serumu ilay.e .edilir. 
Amlboseptör bir antikor .:olup homolog koyun eritrositi ile antijen­
anti'kor komplekısini oluşturur. Ortamdaki komplement testin ilk 
bölümünde ant.ijen-antikor kompleksi ile bağlanm1ş olduğundan 
yani ,seııbest halde komplement bulunmadığından testin ikinci bö­
liirnünde sisteme ilave edHen eritmsitleri lize edemediğinden he­
moliz meydana gelmez. Bu nedenle test ortammda bir lbulanıklık 
ve dipte çökmüş erritrositler .görülür. Bu sonuç ( +) .pozitif ol,ara;k 
değerlenıdirilir. Serumun en yüksek di1üsyonu tit~e olarak kıa:bul 
edilir. ,Bu titrede o/o SO'den fazla eritrosit olmahdır.412 nın de spek­
trofotometre kullanılarak daiha doğru sonuçlar elde edilir. 

Eğer şüpheli serum homoloıg antikor içenniyorsa antijen anti­
kor ile birleşemez, dolayıısıyla da lromplementi bağlayamaz. Se~est 

kalan komplement jsıe eritrosit-am!hoseptör ile birleşerek eritrosit­
leri eritir ve test ortamında hernaliz görülür. Hernaliz ile açığa çı­
kan hemoıgl'obin kırmızı, berrak olarak görülür. Bu (-) negatif bir 
realksiyond ur. 

Evcil hay;vanların çeşitli türlerinde hemolitik l(lQmplement fik­
zasyon testi için bazı önemli faktörler ve optimal koşuUar v::ı rdır. 

Bunlar : (Taıbl10-III) 

19-8 

1 - Test edilecek serum örne&J.erinin saklanması. 

2 - Kullanılan duyarlı eritrositlerin konsantrasyonu. 

(lOS h/ml) 
3 - Amlboseptöri.in optimal konsantrasyonu tesbit edilerek en 

yükseık titredeki ıkomplement kullanılmalıdır. 
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4 - Kullanılan ibuıfıferin iletkenlik durumu ve pH\sı önemlidir. 

S - Standart sıcaklık ve süre. 

Domuz serumu bazen prekomplementer aküvite gösterir ki bu 
komplem.entin ilavesiyle hemolitik aktivite oluşur. 

Tablo lll : Evcil hayvanların serumunda hemolitik komplementi test için 

gerekli !Optimal !koşullar '(Barta, 1981) 

Komp. kaynağı Duyarlı hedef ·Optimal 
eritrositler pH ısı (oC) 

Sığır Kobay 7.0 37 

Köpek Koyun 7.3 37 

K e ci Ko ba-y 8.0 37 

At Domuz 8.0 37 

Kedi Ko bay 7.3 37 

Koyun Tavşan 6.5 37 

Domuz Koyun 7.3 37 

Kuş Domuz 8.0 30 

Komplement fi:ks.asyon testinde gerekli olan reaktiflerden an­

tijen ve .amlboseıpt.Or ticari olarak piyasadan elde edii-eibildiği ?-alde 
rutin çalışmalarda kullanılacak ıkomplement genelLikle kOibayLardan 
veya diğer deneme hayıvanlarından s·ağlanmaktadır. Bu nedenle ru­
tin test laboratuvarlarında tlt:relerin belirlenmesi .gerekir. İşte bu 
sebeple KFT yöntemini anlatmadan bu bölümde komplementin tit­
resinin belirlenmesinde izlenecek yolu açıklama gereği duyuyorum. 

Komplemerıtin Titresinin Belirlenmesi : 

Dondurularak sa·klanan kOib,ay serumu çözülür ve tüpte ıbuıfifer 

ile 1/lO'dan ... 1/20'ye kadar dih.ısyonları hazırlanır. Her bir dilus­

yondan mikro~] etin ilk sırasındaıki çukurlara SO ı.ı.L B'ye 40 ı.ı.L C~ye 
30 ı,ı.l, D'ye 20 lll ve E'ye 10 [1.1 konur. Kıomplement dilii'syıonları 

buffer ile SO [l.l'ye tamamlanır. Üzerlerine SO ı,ı.l hemolitik si'Stem 
ila-ve ,edilir. Mikroplate üzerinıdeki altta son iki sıra hemolitik sis­

tem ve eritroısit kontrol için kullanılır. 
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C' C' C' C' C' C' 

1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 1:60 .•• 

ı..ı.l c· 50 50 50 50 50 50 

:!.Ll NaCl 

:!.Ll C' 40 40 40 40 40 40 

ul NaCl 10 10 10 10 10 10 

.ll. IC' 30 30 30 30 30 30 

.fJ.I NaCl 20 20 20 20 20 20 

:!.Lı c· 20 20 20 20 20 20 

·IJ.I NaCl 30 30 30 30 .30 30 

!.Ll C' 10 10 10 10 10 10 

!.Ll NaCl 40 40 40 40 40 40 

!J.I C' 
!.Ll NaCl 50 50 50 50 50 50 

Her çukura 50 11) Hemolitik sistem 

!.Ll C' 50 50 50 50 50 50 

lll NaCl KONTROL 

Her çukura 50 !.Lı . koyun eritrositi (Ambo'suz) 

30 dak. 37"C ve ı -2 saat 20. 'de irtkube ·edili:r. 

iBu şekilde hazırlanan mikroplate otomatik çalk.alayıoıda karış­
tırılır ve 37.C'lik etiivde 30 dak. mkülbe edildikten sonra ı -2 saat 
oda sıcaklığınıda ıbekletilir- Eritrosit kıontrollerinde % 90 sediment 
bulunan çukurların ~% · 90 lhemoliz yapan sırasınıdaki komıplement 

dilusyonu ı komplement ünitesi olarak 'kaJhul edilir ve testin uygu­
lanması sırasınıcia ·bu ünitelerin 2.5 katı komplement kullanılır. 

Mikro Sistemde KOMPLEMENT FiKSASYON TEST: 

KFT makro ve mikro olarak uygulanır. Mikro test çoık daha 
pratik olduğundan ibu test yıöntemi anlatılacaktır. 

Test, mikroplateler üzerinde yapılır ve aşağıdaki giıbi işaretle­
nir. 
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Testte ilk 3 çukurda hemoliz, 4. çukurda ve diğerlerinde he­
moliz yoktur. 

Antijen kontrol çukurlarında ise ilk ikisinde hernaliz diğer iki­
sinde hernaliz olmaması ve pozitif serum kontrollerinin bilinen 
titreyi verip vermediklerine cli'ıkkat edilir. 

MODiFiYE ;KOMPLEMENT FiKSASYON TESTLERi : 

KFT'nin çeşitli modifikasyonları geliştirilmiştir. Örnek: Avian 
ankitarlar mammalian komplementi fikse edemez. Bu olumsuzluk 
ya avian komplement kull.anılara:k veya genel bir KFT sistemine 
antijene ikarşı komplementi fi'kıSe eden indikatör antikor ilave edi­
lercık yok edilir. 

Eğer incelenen serum infekte kuşlardan a1mmışsa antijen ile 
muamele edildiğinde antijen-antiıkar komp1eksi oluşur ve sonradan 
ilave edilen komplement ıbağlanamaz. Antikorlada kaplanmış olan 
koyun eritrositleri (2. ıbir indikatör sistem) ila.ve edilirse lizis olur. 
Serum negatif ise ,antijen indikatör antikor ve komplementle ıbağ­

lanır , indikatör sistem lize olmaz. 
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Atlarda bazı komplementler, hemolitik değildir. Bu kample­
mentİn fiiksasyonu iıınmunokonglrutininlerin varlığında eritrositlerin 
kümeleşme durumlarının derecesiyle ölçülür. İmmunolmnıglut.ininin 
c3 üzerindeıki antijenik determinantlara karşı direkt etkili doğal bir 
antikorıdur. Test, hemolitik .komplement fikzasyon testi gibidir. An­
cak, indikatör sistem antikorlada kaplı eritrositlerden başka im­
munokonrglutinin kaynağını da içer.ir. Bu test RU:AM'ın tanısında 
kullanılır. 

KFT. homolog komplement ile koihay komplementinin e1clen­
nıesi ile de modifiye edilebilir. l<!oibay komplementinin modifikas­
yonu için gerekli homolog komplement komponenti Cı9'ıdur. 

Komplement sadece eritrositlere değ.il, protozoonlara ve çekir­
dekli hücreleırin memibranlarına da zar.ar verir. Hücre yüzey inti­
jenlerine karşı oluşan anti'korlar, komplement varlığında antikor­
lada hedef hücrelerde meydana gden re.a:ksiyonlar ölçüleıbil.ir. Re­
aksiyon sonucu hücı~el.er ölür. Bu yöntemde ölen hücreler, eozin 
veya trizan mavi•si giJbi ibir boyanın ilavesiyle saptanır. Ölen hücre­
ler boyanır. Canl1 hücreler ise boyanamazlar. Bunun bir modifi­
kasyonu olan Sabiıı-Feldınan boya testi Tokzoplazmozisin teşhisin­
de kullanılır. Toxoplasma gondii, m~tilen mavisi ile boyanır. Anti­
kor ve komplement varlığında protozoonlıarın boyanma özelliği yok 
olur. Bu teknikle antikor titreleri de ölçüleıbilir. 

NÖTRALiZASYON TESTLERi : 

Nötralizasyon testleri, korwıma testlerinin bir modifikasyonu 
olup, antijenlerin biyolojik aktivitelerini in vitro olarak nötr.alize 
eden antikorların saptanması amacıyla kullanılır . 

. 1 - TOKSiN Nötralizcısyon Testi : 

Bu test, bakteri toksinlerinin identifi:kasyonunda kullanılır. 
6rn.: Cl. perfirinıges -toksini (ıbir fosfolipazıdır) yumurta sansı ve­
ya serum içeren agoar üzerinde üretilirse kolaniler çevresinde do­
nuık beyaz bir al.an gelişiL -toks.in antiseruma bu zonun oluşumu­
nu önlıer. Bu reaksiyona NAGLER REAKSiYONU denir. Ayrıca 'bu 
toksini üreten organizmalarda bu yolla iıdenüfiye edileıb.ilir. Benzer 
bir testle Stafilokokal . -taksinin identifikasyonunda kullanılır ve 
ö.:zıgül antiserum ile · hemolitik aktiıvitenin irrlıiibisyonu esasına da­
yanır. 
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2 - PLAK OLUŞUMUNUN inhibisyonu : 

Bu teknikler, plak oluşturan virusların doku kültürlerinde he,>~ 
molog antiserum ile muamele ed,ildiğinde plak ouşumunun engel­
lenmesi esasına dayanır. Yani ant'iserum virusu nötralize ederek 
plak oluşturmasını engeller. Örn.: Coli-faj T/e !karşı hazırlanan an­
tiserum .E.coli'nin bu fajlar tarafından lize edilmesini önleL Çünkü 
anükorlar fajın kuyruğu üzerindeki reseptöre bloke olur ve balete­
rinin lize olmasını inhibe ederler. 

a) Bu aktivite birkaç metotla saptanalbilir. Plak nötralizasyol1 
testinde manolayer taıbakalanırna gösteren hücre kültürii, virus ile 
infc:ıkte edilmeden ·Önce virus antiserumu ile inku!be edilir. Pla:k olu­
Şttm testinde virus ekiminden sonra 2 x E arla vasatı + o/o 1-8 - 2 
Noble agar virus üretme vasatı kullanılıır. İnl~uıhasyondan sonra 
plaklar sayılır. Bu yöntemde kontrol kullanılmasının önemi büyük­
tür. Sonuç, kontrol ile k,arşılaıştırılarak değerlendirilir. 

Diğer bir metot da manolayer tabaıkalı hücre kültüıii antise­
rum içeren aıgar He örtülür ve viı;us ikinci tabaka agar üzerine eki­
lir. Virusun antiserumlu agar taıbakası içinde difüz olmasıyla plak 
oluşturan virus nöt<ralize olur. · · 

c) Petri kutularında doku kıültürü hazıdanır. Manolayer t&­
baka oluştu1ctan sonra 4 cm çapındaki petri kutularına 100-200 
POB (plak oluşturan birim) miktarmda virus ekilir. Aıgarlı virus 
üretme vasatı üzerine (2 x E arle + % 1.8 noble aıgar) incelenecek 
immun sıerum veya emdiı·ilmiş filtre lcağıtl.arından hazırlanmış 
diskler lcoaur. Disiklerin altında hücr·eler harap olmazsa, incelenen 

serumda o virusa karşı özıgül antikorların varlığı ortaya çıkar. Bu 

diskler yerine ,agar üzerine delikl~i- açılara·k bu deiiklere immun 

serum konulaıbilir; Delikierin çevresinde hücreler.in üremesi immun­

serumda homoloıg anti'kor olıcluğunu gösterir. 

Bu test ile 0.00005 (.lig g~bi çok küçük miktarlardaki antİikorlar 

saptana:bilir. 

3 - ViRUS Nötralizasyon Testi: 

Virus nötralizasyon testlerinin esası patojen virusların antise­

rum ile karşılaşt:ıık.Larında nötralize olmalan ve inEeksiyon oluştur-
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mamalandır. Virolojide bilinmeyen virusların identi.fiıkasyonu veya 
özgül antikorların saptanmasmda yaygın olarıak kuUanılır. Ywksek 
derecede özıgül veya duyarlı olduğundan gürvenilir bir testtir. 

Bütün nötralizasyon testlerinde titresi yani inıfektif gücü bili­
nen vinısa gerıek duyulur. Bu hayvanlarda lJDso/ml, embriyolu yu­
mur.tada YIDso/ml, doku kültürlerinde DKIDso/ ml'nin ölçülmesiyle 
elde edilir; 

İnfektif gücü bilinen bir virus süspansiyonu kullanılarak iki 
metotla serumun nötralizasyon aktivitesi ölçülür. 

ı - Virus konsantrasyonu salbit tutuluıp antiserum dilue edi­
lir. 

2 - Antiserum konsantrasyonu sabit tıutulup virus sulandırılır. 

Metot: 

La:b.da mikro ve makronötralizasyon yöntemleri olarak uyıgu­
lanır. M1kronötr.alizasyon testi daha az rea'ktif kullanılması ve aynı 
anda çok sayıda senunun ıbir mikrotitrasyon taıblasında görme im­
kanı sağlanması bakımından daıha pratiktir. 

Makronötralizasy.on : 

Serum ısulandurma ve ·virusu sabit tutma yöntemi : 

- Şüpheli serum ı/2 ...... ı/512 şeklinde iki katlı sul-andırılır. 

- Her çukura ıooo DKiıDso'i bilinen virustan eşit miktarda ko-
nur. 

- 37oC'de ı saat inkuıbe edilir. 

- Her bir sulandırmadan en az 4 adet doku kültürüne ekim 
yapılır. 

- Doku kültürleri 3TC'de 6 gün süreyle hevgün SPE yönün­
den Kontrol edilir. 

- Bu arada virus ve hücr·e kontmlleri kullanılır. Bunun h)n 
doku kültürlerine sadece virus veya hücre ekilir. 

İlk sulandırmalar:da antikor virusu çok ıyı bağlandığından 
SPE oluşmaz. Ancaık antikorun azaldığı ileri sulandırmalarda vi-
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rusu tutacalk antikor olmadığından SPE oluşacaktır. İnkuıbasyon 
sonunda kültürlerin % 50'sinde SP,E görülen serum dilusyonu SN50 

titresi (serum nötr.alizasyon) olarak kaıbul edilir. Negatif testlerde 
iFk dilusyandan itibaren SPE gözlenir. 

Mikronötralizasyon : 

Serum !SUiandırma ıvirusu ısabit tutma yöntemi : ( 

Bu test mikrotitrasyon plaklıarında yapılır. Her serum örnegı 
için en az 2 çukur ay;nlır. Bu nedenle yanyana 6 serum alt alta 8 
serum olmak üzere bir plak üzerin:de 48 serum test edilelbilmekte­
dir. 

Serum örnekleri 1/5 Eagle (PıBS) ile sulandırılır ve plak 
üzerindeki çukurlam 0.05'er ml konur. 

- Üzerine 1000 DKiıDso virustan 0.05 ml ilave edilir ve üzeri 
ıyice kapatılarak eti.i!vde 1 saat, oda sıccrklığmda 2 saat veya + 4'C 
de 1 gece irılku!be edilir. 

İnku!haıs.yondan sonra her çukura 300·000 h/ml olacak şeıkilde 
0.05 ml hücre konur. 

Üzeri kapatılır ve virusun üreme hızına bağlı olarak bir süre 
inkube edilir. He:rıgün SPE yönünden plaklar incelenir. SPıE'nin gö-

rülmesi het:erolog bir durum olduğunu gösterir. 

Bu arada hücre, virus ve serum kontrollerinin de kullanılması 

şarttır. 

SNso icin .ise : 

- Plaldar üzerine yanyana en az ikişer göz ayrılır. 

- Birinci sıraya 1/5 sulandırılmış serum örneği ·konur. 

- Aşağıdaki çukurlara 0.05 ml sulandırma sıvısı olarak Eagle 
konur ve ·serum :birinci sıradan aşağıya doğru 0.05 ml aktarılarak 
1/10, 1/20, 1/40 olarak sulandınlır. 

- Üzerine önce virus eklenir. İnkuıbasyondan sonra da hücre 
ilave edilir ve eti.i!vde .bekletilir. 
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En az yarısında SPE görülen serum sulandıı·ılması SNsG 
ol·arak kalbul edilir. 

Virus n'Ôtralizasyon testi diğer in vhro ortamlarda da uyıgula­
nabilir ve in v1vo olarak virus nötralizasyonu yoluyla antikorlar test 
edilebihr. Örn.: Pox virus antiserwnwnm embriyolu yumurtaların 
korioallantoik memıbranlannda çiçek hastalığı lmbarcığının oluşu­
munu inJ.übe etme yetenekleri test edilebilir. 

Equipe encephalitis viruslan da antiserum ile nötralize olma 
yetenekleri ile titreleri saptanaibilir ve virus-antiıkar karışmanın in­
tra.sereibral olarak farelere inje'l<'siyonu ölümü engeller. 

KORUMA TESTLERi: 

Korunma testleri yalnız in vivo olarak uygulanan nötralizasyon 
testleridir. Bu testler ile özgül :bir antiserumun infeksiyon et'ken­
lei.·ine karşı organizmadıa, oluşturduğu bağışılklık durumu ölçÜlebi­
lir.- Bu reaksiyon, aktif veya pasif olarak bağışık kılınmış deneme 
hayvanların.a patojenik mikrooııganizmalann ölüdürücü dozda ve· 
rilmesiylc:: uygulanır. Sonuçta bağışılk olmayan hayvanlar ölür, ba­
ğış.I'k olanlar ise canlı kalırlar. 

Başka bir U.)rıgulamada farklı etkenlerle farklı infeksiyonlara 
tutulmuş Clcrieıne hayvanl'arma şüplheli serumun belli oranlarcra in 
jC:ktc edilmesi ilc uy;gulanır. Deneme sonunda şüpheli serumcl<-ı. in­
feksiyon etkenlerine karşı ,antikor varsa injekte ediLen hayvan ~1-
mez. Bir ö:ugüllü1k yoksa injekte edilen patojen etkenin aktivitesi 
sonucu hayıv.an ölür. 

OPSONOSiTOFAJiK DENEY : 

Fagositik hücreler b_akteri, virus giibi çeşitli mikroorganizma­
iar ile ıkaribon ve plastik yapıdaki parçacıkları bgosite ederler. Ha­
zı patojenilc bakterilerde bulunan kapsül formasyonu fagositozu 
önler. Böyle bakterHerin kapsüllerine karşı oluşmuş ve OPSONİN 
(Bakteriotropin) denen antikorlar, bakterilerin fagositoZiunu hızlan­
dıı·ır. Bunlar özellikle IıgM grulbu antikorlaı:ıdır. 

İşte bağışık seııumlarda bulunan opsoninlerin ortaya ·konulma­
sında OPSONOSİTOFAJİK DENEY (Opsonik indeks)'den yararla­

mlır. 
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Metot: 

Bir tüpe normal serum, normal lökositler (sitratlı kamn sant· 
rifüjli ile elde ediliır) ve hastalık etkeni olabilecek baikteriler. diğer 
tüpe ise b.ağışılk 'serum Qhasta serurlıu), normal lökositler konur. 
37oC'de 20 cİak. bekletilir. Tüplerden alman örneklerle pn:~paratlar 
ha:z;ırlamr, kurutulur, boyanır (May Granwald, Giemsa). Mikroskop· 
ta incelendiğinde l'okositler tarafından fagosite olmuş , bakteriler 
görülebilir. Her iki preparatta sayılan l()ıkosit ve 'bu lökositler ta· 
rafından fagosite olan bakteriler arrasırıdaki oran, .fagositoz indek­
sini verir. Bağışılk serumun f'a:gositoz indeksinin normal serumun 
faıgositoz indeksine oranı ile Opsonik indeks elde edilir. Opsonik 
indekstn yüksek oluşu hastalığın prognozunun iyiye gittiğini gös· 
terir. Bu deney He, infeksiyıöz bir hastalığın g~leceği woı~trol edil~~ 
bilir. , 

ÜCÜNCÜL TESTLER (In ,vivo) 

PASiF DERi ANAFLAKSiSi : 

NOirmal hayvaniara antijenler intradermal injekte edildiğınde 
bir reaksiyon olTUşmaz . Eğer injekte edilen antijene karşı IgE grUJbu 
antikorlar üretilmişse bu antikorlar dedde'ki mast hücrelerine ba~­
lanırlar ve ancak o zaman antijenin çok d:iılue solusyonları kullaml­
mış o1sa ib.He antijenin intradernml injeksiyonuyla lokal bir aşırı 
duyarlılık reakısiy<OnJU şeıkillenir. Mast hücrelerinin aktivitesi nede­
niyle birkaç dakilka iç1nde salınan vazoaktif ajanlar etkisiyle olu" 
şan kapillar dilatasyon sonucu eritema oluşur. Reaksiyon maıksi­
mum 30 dak. içinde meydana gelir ve birkaç saat içinde sonuçlariır. 

, İkinci bir teknik ise özgül antijenlere kaı;şı oluşan re.agenik 
antikorların (TgE) teşhisi için kullanılır. Bu tekniklerden biri 
PR!AUSıNİTZ-KUSTıNER (P-K) teıstidir. Bir deri testi ohıp normal 
bir hay;vana intradermal olarak test hayvanından alınan serum in­
jekte edilirse 24-48 saatlik periyod sonunda antikorlar derideki 
mast hücrelerine bağl.amr. Aynı bölıgeye özıgül antijen injeık:te edil­
diğinde pozitif reaksiyon birkaç daıkika içinde görülür veya farklı 
dilusyonlarda serum ayrı bölıgel.er.e injekte edilir (intravenöz). İn­
jeksiyon böLgesinde çabuk tipte yanıgısal bir reaksiyonun görülme-si 
pozitif · olarak değerlendirilir. Bııi teıste HA!S.İF DBRİ A!NıAFıLAKSİ 
TEST (PCA) denir. PCA ile hafif deri reaksiyonlarını tesbit etmek 
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ıb.azen zor olabilir. Bunun için Evans mavisi giibi bir boya ile bo­
yanmış antijen ·intravenıöz olarak injekte edilerek reaksiyon göıii­
lobilir hale getirilıir. Bu, normal olaraik serum allbuminine bağ:ana­

bilir veya bağlanamaz. Kan dolaşımından ayrılır. Vaskular permea­
bilitenin olduğu deri bö~gesinde akut bir yangıs.al reaksiyon mey­
dana gelir. Abbumine bağlanmış boya o böLgedeki dokuya girEJbili r 
ve mavi ıbir alan oLuşur. Bu bölgenin büyü!klıüğü yalllgı r.eaksiyonu­
nun şiddetinin ölçümü iÇin -kullanılı:r. 

SELULAR iMMUN 'CEVABlN ÖLÇÜLMESiNDE KULLANILAN 
TESTLER VE ÖZELLiKLERi 

Hücresel bağışıkılı'k , timuısta gelişen ve farklılaşan T-lenfosit­
lerinin organ.izmaya kazandıı;dığı ve belirli canılı antijenlere karşı 
oluşmuş bir saıvunmadır. 

Antijenlerle temas sonucu lenfabiastik transformasyona uğra­
yan duyarlı .T-lenıfositıleri aynı canlı antijenlerle tekrar temas ettik­
lerinde salıgıladıklan lenfotoksinlerle canlı hücre ve mikroplan öl­
cliürürken diğer taraftan lenıfolkinlerle makrofaj ve lökositlerin olay 
yerine ,gelmelerini stimüle eder. Makrof.ajları uyanr ve aiktive olan 
maikrofajlar fagosi toz etkinliği kazanırlar. 

Bu esas:lar çerçevesinde son yıllarda beşeri ve veteriner hekim­
liktc bazı hastalıklarm teşlhisi ,amacıyla selular immun cevabı öl­
çe!bilen bazı testler geliştirilmiştir. Gerçi bugün için v.eteriner he­
kimlikte araştırmalann ötesinde kullanılma alanı bulamayan tek­
niklerden insan hekimliğinde geniş ölçüde yararlanılmaktadır. 

Bu testler 2 grup hücrenin fonksiyonlan üzerine kurulmuştur. 

1) - Fagositik hücreler 

2) Lenfasitler 

FAGOSiTLERiN FONKSiYONLARI 

1) - Epinefrin Stimulasyonu : 

Nötrofillerin vücutdaki hareıketlet"i 1/1000 oranında epinefrinin 
suh:kutan injeksiyonuyla test edilir. İnjeksiyondan önce ve injeksi· 
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yondan en geç 60 daik. sonra kapillar kan almarak 1 saat içinde 
% 45'in üzerinde peri.feral polinükleer hücrelerin arttığı görüılür. 

2) - Nitroblue Tetrazolium'un Oral Yolla Alma ve Sindirme 
Testleri: 

Aktif polimorfıonük1ear hücrelerin faıgositozdan sonra safra 
purple formazana superoksid anyonuyla Nitrdbulue tetrazoıliumun 

etkisi direk olarak azalır. Bu nedenle nitroiblıue tetrazoliumun etki­
sinin azalma oranı polimorfnükılear hücrelerle superoksi:d anyonu­
nun meydana gelişinin ıbir ·ö1çümü'dür. İnsan hekimliğinde kullıanı­
l.an iki mo:diıf.İ'kasyonu vaı:ıdır. 

1 - Spektrofotometriık örçümlerle in vitro olarak polimorfo­
nüklear oksidatif fonksiyonların test edilmesi. 

2 - Kan dolaşımmda .formazan içeren hücrelerin sayımı. 

3) - Ayonların Tesbiti: 

Bu test, yakın zamana ·kadar polimorfonüklear hücre fonksi­
yonlannın 'belirlenmesi çalışmalarında başarıyla kullanılmıştır. Bu 
test ile polimortonüklear hücrelerin proteinlere bağLanarak anor­
ganik anyonların çöke/bilen tridhl1oracetic ıasiıde dönüşme yeteneği 
ölçülür. 

Bu sistemde, toksik aktiviteleri işaretlenmiş ıbcrkteri, mantar ve 
viruslar tesbit edile/bilir. Bu metot hücrelerin opsonize edilmiş 
zymoso.a, Nal ve I i1e inkuibe edilmesİnıden sonra polimorfnüklear 
hücreJ.ere b.ağlanan radio işaretlenmiş anyonların teŞhi\Si esasına 

dayanır. 

LENFOSiT FONKSiYON TESTLERi 

1) - Lenfcsit Transformasyon Testi : 

Normal immun cevap oluşturan canlıl-arda lenfasitler spesiffk 
ve nonspesifik mitojenlerle iblastıagenezise uğrayaraık çoğalırhır. 
Oysa immun yetmezliği olan c.anlılarda lenf.ositler aynı uyanma 
daha az cevap verirler. Serumdaki immunosuıpressif faktörler veya 
lenfosi tleı•deki bozukluklar, lenf os i tl erin fonksiyonlarını yapama­
malarına neden olurlar. 
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In vitr.o lenıfosit transformasyon testi 1960 yılında geliştirilmiş, 
o zamandan bu yana çeşitli m~diıfilkıasyonları yapılmış ve test immun 
yetmezliğin teşihisi ile lenfasit transformasyonu çalışmalarında kul­
larulm'lştır. 

Kimyasal allerjenler, nonspesifik -ajanlar, çeşitli protein yapı­
smdaki antijenilk madde'lerle duyarlılaştırılmış şaıhıslarda sentez­
lene.rı ve •salınan a'ktif :biyolojik komponender1e lenfasiderin aktive 
olarak blast formasyonuna (daha soluk bo}'iallan çdkiııdelk ıbazofil 

stoplazma) dönüşümü, DNA, R'NiA, protein S'entezindeki arhş in vit­
ro olarak gösterileibilir. Lenfusitlerin in vitro transformasyonu bir 
lenfasit ;populasyonunun duyarlıLaştıı-ma derecesi değerlendirilerek 
yapılır. 

Lenfoiblastik transformasyon-aneden olan ve yaygın olarak kul­
lanılan nonsıpesiıfik mitojenler arasında Concavalin A .(OonA: T­
lenıfositlerine özıgüllüğü fazla olan mitojenlerden ibiri), Fitohemag­
lutinin (PıHıA: T-effektıör hücre mitojeni), Rokeweed (PW!M: B- hüc­
re mitojeni o·lan bir boya) yer -alır. Bunların timi:dine ibağlanar.ak 
optimal veya suhoptimal dozlarda ikullanıl:ınası tavsiye edilir. 

Laboraturvarda lenfasit transformasyonunun ölçülmesinde şu 
p-arametreler kullanılır : 

a) Büyüklük artrşı giıbi morfolojik değişime uğrayan hücrele­
rin oranlarının saptanmarsı. 

b) Hücrelerinibölünme sayıları (Mitoti1k indeks) 

c) tşaretlenmiş timidin (3H timidin) lkuUamlarak DNA sente­
zinin ölçülmesi. 

Yaygın ol-arak kullanılam ise işaretlenmiş timidin ile DNA sen­
tezinin ölçülmesidir ve genellikle periferal kan lenfasitleri ile çalı­
şılır. 

Metot: 

~ Heıparinle veya cam ıbonoukLu şişed·e defiıbrine kan alınır. 

- Ficoll-ihypaqe ile kıarıştırılıp santrifüj edilerek len.tositler 
ayrılır, sayılır ve belli sayıda enfo:sit tüplere konur. Özel sıvı besi 
yerlerinde C% 1020 homolog veya heterolog serumlu) kültürleri ha­
zırlanır. 
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___. Lenıfosit kültürlerine çeşitli yoğunlulkta mitojenik maddeler 
ilave edilerek 5-7 gün %' 5-10 COı'li ortamda inkruibe edilir. Mitojen 
konmayan tüpler ikontrol olanak bırakıhr. 

- Kültürlere inlkuibasyonldan sonra 3H timidin katılır. 18 saat 
sonra kültür santrifüj edilerek hücre parça-lanarak DNA ıaçığa çıka­

rılır. 

Genetik materyal, işaretlenmiş timidin içerip içennemesi yö­
nünden incelenir. Sonuıçlar, kontrolleı~e .göre değerlendirilir. 

2) - Ma,k:rofaj Göçünü Önlenim Testi : 

Lenfakinlerden ilk tanımlananı olan MIF, uyarılmı.ş canlıla11dan 

elde edilen lenfositlerin in vitro kültürlerinde 6 saat içinde oluş­
maya ıbaşlar, 4-5 gün sentezleurneye devam eder. 80.000 molekül 
ağırlığında olan faıktıör 30 dak. 56.C'ye dayan:iklı anca:k, tripsinle 
inaküve olur. 

MIF'nin esas etlkisi, ma!krofajların hareketini .önley.erek milk­

roplann 'bulunduğu ibö1geden uzaklaşmasını önlemektir. Böylece 
makrofajların yangısal \bölgede n1ikroplarla dafrıa u:zıun •süre yakın 
temasta bulunarak fagositozun artması sağlanır. 

Metod: 

MIF'nin intradermal injeksiyonn tipik gecikmiş tip aşırı .du­

yarlılık reaksiyonunun ıgelişmesine neden olur. LezyonLar hızla ge­
lişir. Böylece MIIF mononuklear fago·sitlerin bir aktivitesi olaraik 
lenfasitler çeıvrede ibirikir ve in viıvo olar:aık antijenik stimülasyon 

ile bölıgede bu hücreler lokalize olur. 

Önceden antijenle duyarlılaştırılmış ·koibayl.arın periton eksu­

datı kapillar bir tüpe alınıp ibesi ortamı içine konursa bir süre son­
ra makrofajların tüpün dışına doğru hareket ederek yayıldıklan 
görülür. Bu negatif ibir sonuçtur. Ancak, !bu swıya homolog antij:en 
ilave edilirse makrofajların kapillardan dışarı çtkmadığı, hareketin 

önlendiği görülür. Bu reaıksiyon pozitif olup testte kullanılan peri­
ton ekısudatında buLunan lenfositlerin senteziediği MIF nedeniyle 
olmaktadır. 
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3) - T-lenfasitlerinin Sayım Testleri : 

Periıferilk kan dolaşımında h uluınan .B- ve T- lenıfosi tl erinin ay­
rımı, sayımı ve oranı hücresel 'bağışıklığın değerlendirilmesinde 

önemli bir yer tutar. 

T~ ve B- lenıfositleriPin ayrımı için ibirkaç yöntem vardır. T­
lenfositlerinin sayımınıda E-R!OZ>ET TESTİ en çok kullanılanıdır. 

T- lenıfositleri, ıheteroloıg olarak eritrositler için memlbranl.ann­
da reseptörler ibulundurur. Bu reseptörler eritrositler için spesifik­
tir. T- lenfasitleri koibay, koyun ve insan eritrositl-eri ile rozet for­
mu yaparlar. Eritrositler i1e kompleks oluşturarak serıbest eritro­
sitler gibi çölkerler. 

Pratikte uyıgulanan E-rozet testi koyun eritrositlerinin insan T­
lenfositleri duvarına yapıışması esasına dayanır. 

Metot: 

- S ml'lik tüpl'ere 1()6 lenfasit konur. 

- 108 koyıun eritrositlerine (koyıun kanı alsavar solusyoı:.u ile 
alınır. PBS ile 3 :kez yıkanır. Sediment koyun eritrositleddir) ad­
sorıbe edilmiş fötal dana serumunun 0.1 ml' si ilave edilir ve di,kkatle 
karıştırılır. 

- Hücre süspansiyonu 3 dak. 5000 devirde s.antrifüj edilerek 
hücreLer çöktürülür. Sonra da 37"C'ıde lS dak. inkuibe edilir. 

- Sanriıfüj sırasında diğer lbir 5 ml'lik test Hipüne 3 ml Ficoll, 
Ronpacon konur ve ficot solusyonu santrifüj edilen tüpün üzerine 
karıştırmadan dik\lmtlice konur. 

- 1700 devirde 30 dak. tekrar s.antrifüj edilir. 

- İnterfazdaki ve en altta'ki hücreler iki ayrı tüpe alınır. 

- Y,~kama işleminden sonra hücreler identiıfiye edilir. T- len-
fasitleri test tüpünün dilbinde yer alır ve 'koyun eritrositlıerine ya­
pışarak oluştıurckıklan rozet formasyonu mikroskopta incelenir. 

T lenıfositleri, E- rozet testinden başka anti-T lenfositik serum­
lada saptana!bilir. 
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4) -· Lenfositotoksik Test: 

Bağışık lenfositlerin uygun hede,f hücreler üzerine sitotoksik 
etkisi vardır. Bu iki şeıkilde olur. 

. a) Lenıfosit doğrudan hedef hücre üzerine yapışır ve b~linme­
yen bir mekanizma ile sitoliz meydana gelir. 

b) Lenfasitler taraıfından oluşturulan ve lenfataksin denen 
faktörler aracılığı ile (len5osit yoğunluğunda dahi) hedef hücreyi 

eri tir. 

Canh !hücreler ~izerine nonspesifik sitotoksi!k etki, a!ktive olmuş 
lenfasit kültürlerinin bulunduğu ortamda !hücrelerin inlmbe edil· 
mesiyle meydana gelir. 

Sitotoksik hücrelerin oluşturduğu sitalizin derecesi, daha önce 
işaretlenmiş hedef !hücrelerden ortama salınan radyoaktif kromu 
ölçerek veya canlı kalan hücrelerin sayıtınası 14C ile işaretlenmiş 
amino .asidin hücre pııoteinine katılması ilesaıptanır. 

Bu testte, etikin hedef hücreler değişi'le oranlarda anti-T ser~m 
ile kanştınlır. Kmnplement ila:vesi ile spes~fik hücrelerin lizisi sağ­
lanılır. Dalha sonra tripan mavisi ile yapılan boyarnada canlı hücre­

lerin koyu mavi bayandıkları görülür. 

IN VJVO !TESTLER 

Gecikmiş Tip A!?ırı Duyarlılık ı.oeri Testi : 

Gedkmiş tipte a·şırı duyarlılı'k re<tksiyonlarına birçok infeksi­
yonlarda raslanır. Gecikmiş tip deri reaıksiyonurıdan birçok infek­

siyöz hastalığın teşhisinde yaı~arlanı1ır . 

.Bu test için uyıgun antıijenden deri içine 0.1 ml injekte edilir. 
İnjek·slyondan 24-48 saat içinde injeksiyon yerinde kızarıklık, ka­
ibarıklı:k, sertlik şeklinde ortaya çıkar ve semptomın derec·esine gö­

re negatif. şüpheli ve pozitif olarak değerlendirilir. 
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Örnek: TıüıberiküloZJda allerjik test bu şelkilde uygul.anır. Duyar­
lıLığı belirlemek için sığırlarda boyun derisi içine, tavuiklarda sa­
kalın birine, ünsanlaı::da ise ~ola belli or.anlarda deri içi olaraik PıPU 
injekte edilir. 48-72 saat sonra sığırlar çin deri kalınlaşması, ta­
.vuklar için sakalda büyüme, insanlar -için ise deriıde injeksiyon 
böLgesinde meydana gelen kızarıklık, sertli:k ve şişliğin derecesine 
bağlı: olarak yönetmelikler .gereğince değerlendirilir. 

Atıarda ruam içinde benzer bir allerjik test uygulanır· Atıarda 
boyun derisi içine sıv.ı maHeinden 0.2 ml injetkte edilir ve 72 saat 
sonra sonuç değerlendirilir. Derideki ödem, şişme, duyarlılı'k ve ka­
lınlaşma yıönetmeliklere ıgöre :değerlendirilir. 

Deri testlerinde pozitif sonuç, canlının daha önce heııhangi bir 
ö]jgül .antijen ile temas ettiğini, •duyarlılaştı,ğmı, .eğer bir infeksiyon 
söz konusu ise o hastalığı geçirmiş veya geçirmekte olduğu ,anlamı­

nı taşır. 

Allerjik testlerdeki reakısiyonun gorunumü çeşitl·i infeksiyon 
allerjilerinde küçü;k değişmelerle ıbirlikte ibenzer görünümdedir. 
Reaksiyon ıbenzerlik derecesine bağLı olarak genellikle bir haıfta 

içinde kayıbolıur. 

Sellular immun yanıtın ölçülmesinde kullanılan bu in vitro ve 
in viıvo testlerden haş.ka, uyarılmış T- lenfasitlerinin kültür filtrat­
larınıda bıilunan ve diğer özelliıkiere S<lihip mediatörlerin aktirvitele­
rine ibağlı olaraık pekçok testler gelic;;tirilmiştir. 

Bu mediatörlerden makrofajlar üzerine etkili 

- Makrofaj aküvasyon faktör (MıAF) 

- Makroıfaj kemotakıtik faktör (MıKF) 
Polimorfnüklear ~ökıositleri etkileyen 

- I.1okosit inıh~bitör fa(knör (LIF) 

- Polimorfnüklear kemotaktik faktör 

Aynca, 

- Koloni uyar.an faktör sayılabilir. 
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