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HUMORAL VE HUCRESEL BAGISIKLIGIN
OLCULMESINDE KULLANILAN
TESTLER VE OZELLIKLERI

Hatice AYHAN (*)

- Insan ve veteriner hekimlikte klinik immunoloji son yillarda
hizla gelismis ve cesitli laboratuvar teknikleri gelistirilerek gerek
immunolojik hastaliklarin (6rnek : Immun yetmezlik ve Otoimmun
hastaliklar) gerekse immun cevabi uyaran (humoral ve selular) di-
ger patolojik olaylarin teshisinde arastirici ve klinisyenlere kolay-
lik saglanmistir.

Klinik hastalarda immunolojik bozukluklar 5 grup altinda top-
lanmuistir.

1 — Humoral immun cevap ve faktorlerin defekti

2 — Selular immun cevap ve gesitli selular elementlerin
defekti

3 — Immun yetmezlikler

4 — Otoimmunite

5 — Allerji

Hekimlik alaninda immunolojide yaygin olarak kullanilan la-
boratuvar testleri 3 kategoride toplanir.

I — Humoral immun cevabin 6lciilmesinde kullanilan test-
ler,

II — Selular immun cevabin 6lciilmesindeki teshis yontem-
leri,

III — Otoimmun bozukluklarin teshis yontemleridir.

(*) A.U. Vet. Fak. Bakteriyoloji Billim Dali.
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HUMORAL IMMUN CEVABIN OLCULMESINDE KULLANILAN
TESHiIS YONTEMLERi VE OZELLIiKLERI

Humoral bagisikligin &lgtilmesinde kullamilan testler, antijen -
antikor reaksiyonlar1 esasina dayanmaktadir. Bakteri, virus, man-
tar, protozoon ve helmint gibi etkenlerle bunlara karsi serumda,
diger viicut sivilarinda ve sekretlerde (cesitli biyolojik ve lab. mra-
teryali) bulunan 6zgiil antikorlarin in vitro veya in vivo olarak kar-
s1 karsiya getirilip birlestirildiginde teknigin ozelligine gore cesitli
reaksiyonlar olusur. Bu reaksiyonlar deneme ortamina bagli olarak
2 ana boliim altinda incelenebilir.

A — IN VITRO olarak uygulanan fiziksel veya serolojik reak-
siyonlar. Orn.: Aglutlnasyon presipitasyon, komplerment flksasyon,
flourescence antikor test, hemaglutinasyon v.s.

B — IN VITRO olarak uygulanan biyolojik reaksiyonlar. Orn.:
No6trolizasyon, koruma testleri. .

Ayrica, humoral immun cevabin 6lciilmesinde kullanilan test-
ler baglanma o6zellikleri esas alinarak 3 grup altinda incelenir. (Ti-
zard, 1981). Buna gore :

TABLO | : immunolojik testler ve duyarliik dereceleri

TESTLER pg PROTEIN/mI

PRIMER BAGLANMA TESTLERI

ELISA e 0.0005
Radioimmunoassay (RIA) ...ccvviiviiiniinnnnnns 0.00005
SEKONDER BAGLANMA TESTLERI
RiNG 165 sovussmosvonmmmeneensan wus denasmssns 18
Jel presipitasyon ......ocooiiiiiiiiiiiiiens 30
Bakteriyel aglutinasyon ...........cccccveevinennns 0.05
_ Pasif hemaglutinasyon ..........ccccvvvvinennn. 0.01
Hemaglutinasyon inhibisyon ........cccccoevvenn 0.005
Komplement fiksasyon test .............cc...... 0.05
Virus nétralizasyon .......cccocovviiiiiiiiininns 0.00005
Bakterisidal aktivite ........ccocveeiiiiininiiaiens 0.00005
Antitoksin notralizasyon ........ceeevvveiivenennnn. 0.06

UcUNCUL (iN VivOo) TESTLER
Pasif deri anaflaksiSi ......coeeevvieevnieiinenenns 0.02
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Bu testlerin en duyarlilar1 antijen ve antikor arasindaki iliskiyi
direk olarak tlcen primer baglanma testleridir. /n vitro da immun
kompleks formasyonu sekonder baglanma testleri ile 6lgiiliir. Teo-
rik olarak, bu testler primer baglanma testlerine gore daha az du-
varlidir. Ugiinciil testlerle in vivo olarak immun cevap teshis edilir.
Orn.: Bir hayvanda antiserumun koruyucu etkisini saptamada
iiclinciil testler kullanilir. Bu nedenle ticiinciil testler sadece antijen
ve antikor arasindaki kombinasyonu degil, fagositoz gibi (mono-
niiklear fagositik sistem hiicrelerinin zarar verme kapasitesi) bu
komplekslerin opsonizasyon kapasitelerini de olger, Birincil bag-
lanma testlerine gore duyarliliklar: azdir.

Humoral immun cevabin olciilmesinde yer alan reaktifler :
1 — Antiglobulinler (antikor)
2 — Antijen

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

PRIMER BAGLANMA TESTLERI

Primer baglanma testleri, antijen ve antikor birlesmesi seklin-
deki immunolojik reaksiyonlara davanir ve bu testlerde immun
kompleks miktarlar: in vitro olarak 8l¢iiliir. Bunun icin flourescen-
ce boyama, radioisotop, enzim baglama yontemleri kullanilir.

ANTIKOR jCiN RADIOIMMUNOASSAY

Bir serumun antikor diizeyi, erimez hale getirilmis antijene
baglanma yetenekleri ile ol¢iiliir. Antijen ya bir immunosorbanla
birlestirilerek veya plastik bir fiziksel absorbsiyon yoluyla bagla-
narak erimez hale getirilir. Bu esasa dayanan ve encok kullanilan
birinci] baglanma testlerinden biri Radio Allego-Sorbent (RAST)
testtir. Bu yontemde, antijenle doyurulmus seliiloz diskler siipheli
seruma daldirilir. Diskler yikanir ve radioaktif madde ile isaretlen-
mis antiglobulin solusyonuna batirilir. Eger antijen 6zgiil olarak
antikor ile baglanmissa antiglobulinlerde diske baglanir. Disklerin
radioaktivitelerinin belirlenmesi ile serumdaki antikor diizeyi 6lgii-

lir.
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Allerjik hastalarda IgE antikorlarinin tayini igin yaygin olarak
kullanilan test de RAST'dir,

ANTIJEN iCiN RADIOIMMUNOASSAY

Karsilastirilmali RIA, antijenlerin belirlenmesi igin encok kul-
lanilan immunolojik bir testtir. Bu yontem radioaktif olarak isaret-
lenmis deney antijeninin bir dizi sulandirimlarinin antikorun sabit
sayidaki antijen baglama bolgeleri ile kademeli olarak birlesmesi
esasina dayanir. Bu metodun kullanilan antijenin isaretlenmesi ve
olctilmesine bagh olarak modifikasyonlar: vardir. Engok kullanilan
yontem karsilastirmali RIA'dir ve arastirilacak antijen *H; (Radyo-
aktif hidrojen, trityum), “C (Karbon), *I (Iyot) gibi izotcplarla isa-
retlenir.

Eldeki bagisik serum siipheli antijen eriyigi ile karistirilir
Eger eriyikte antijen varsa bulundugu oranda bagisik serumdaki
antikorlar: baglar. Belli bir kisim antikor da artar. (Bu antikorun
antijeni baglama giiciine baghdir.) Bu karisima radioaktif hale ge-
tirilmis bilinen antijen eklenir. Eger karisimda ilk basamaktan son-
ra antikor artmis ise bu artan antikorlar radioaktif antijen ile bir-
lesir. Inkubasyondan sonra antijen - antikor kompleksi antikora
kars1 hazirlanmis c¢oktiiriicii antiglobulin ilavesi ile ¢oktiiriiliir. (An-
tiglebulin kopresipitasyon yontemi ve % 50 NH;SO, ile ¢coktiirme
Farr yontemi). Yikama isleminden sonra karisimin radioaktifligi
gama dedektor sayaci ile Olciiliir. Alinan sonug bilinen bagisik se-
rumun radioaktif antijeni baglama giicii ile karsilastirilir, Bu ra-
dioaktiflik derecesi ikinci asamada nekadar azalmis ise incelemekte
eriyikte o oranda antijen var demektir.

Test asir1 derecede duyarlidir. Diger serolojik yontemlerle aras-
tirilmasi ¢ok zor olan hormon ve ilaglarinin miktarlariin tayinin-
de (Orn.: Morfinin idrardaki 10— - 10~ pg konsantrasyonlar1 tes-

pit edilebilir), serumda bazi viral antijenlerin arastirilmasinda
onem tasir,

ELISA (Enzym linked immunoscrbent assay)

Birincil baglanma testleri gibi ya antijeni veya antikoru teshis
etmekte kullanilan ve enzim baglamayi gerektiren testler icinde en
onemlisidir.
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Deneyde kat1 faz olarak seliiloz, dekstron, poliakrilamit, politi-
ren veya polivinil'den yapilan tiipler, kiireler, diskler veya mikro-
aglutinasyon plaklar: kullanilir. Kullanilan antijen ¢oziinebilen bir
antijendir ve kati bir faz iizerine adsorbe edilerek c¢oziinmez hale
doniistiiriiliir.

Kaplama ve yikama sirasinda kullanilan ¢ozelti ve tamponlara
eklenen Tween-20 Ozgiil olmayan maddelerin reaksiyonlara katil-
masini onler.

Tiiplerin kaplanmasinda kullanilacak antijen ¢6zeltisinin kon-
santrasyonu mikroorganizmaya gore farklilik gosterir. Yiiksek kon-
santrasyon prozon olaymna yol acarken, diisiik konsantrasyon anti-
kor diizeyinin aslindan daha az olarak saptanmasina neden olur.

Substrat olarak renksiz, ancak reaksiyona girip parcalaninca
renklenen maddeler segilir, Alkalen fosfataz enzimi icin P-nitro
fenil fosfat, peroksidaz enzimi igin H;0.'li diaminobenzidin, 5-ami-
nosalisalik asit veya ortofenil endiamin gibi duyarh ancak, kulla-
nan kisiler icin mutajenik etkileri olan substratlardan yararlanilir.

indirekt Yontem

— Antij plaklara (kat: faz) adsorbe edilir. Bunun igin plakla-
ra konan antijen + 4°C’de bir gece veya 37°C'de 2-2.5 saat (plagin
tizeri kapatilarak nemli bir ortamda) inkube edilir.

— Plaktaki ¢ukurlarin herbiri 3 defa PBS-Tween 20 (% 0.05
Tween 20 iceren PBS) ile yikanir, kurutulur. (Baglanmayan antijen-
ler uzaklastirilir.)

— Plagm ilk sirasmna test edilecek serumlar konur ve asagiya
dogru dilue edilir.

— Plak ayni1 kosullanda 30 dak. inkube edilir. Bu asamada an-
tikor 6zgiil olarak antijere baglanir.

— Inkubasyondan sonra cukurlarin herbiri 3’er kez PBS -
Tween 20 ile yikanir ve kurutulur.

— Olusan antijen-antikor komplekslerinin tesbiti icin enzim
ile baglanmis antiglobulin (konjugate) ilave edilir.
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— 30 dak. 37°C’de 3. kez inkubasyona birakilir.
— 3 defa PBS-Tween 20 ile yikanip kurutulur.
— Enzime uygun enzim substrati ilave edilir,

— Oda sicakhiginda 45 dak. bekletilir ve antijen-antikor-anti-
globulin kompleksi tesbit edilebilir ve dlciilebilir. Sisteme yapismis
enzim substrati parcalayacagindan substrat tiipte renklenmenin ge-
lismesine neden olur. Renk degisiminin siddeti substratin antiglo-
bulin ile baglanma oranina yani serumda bulunan antikor miktar-
larinin oranina baglidir. Olusan renk goézle goriilebildigi gibi spek-
trofotometre ile de saptanabilir. Renk olusumunu durdurmak icin
her ¢ukura 5 M H;SO,'den 100ul ilave etmek yeterlidir.

Direkt Yontem

Indirekt yontemin bir modifikasyonu olup antikor kat1 faza ad-
sorbe edilir ve antijen aranir.

— Antikor kat1 faza adsorbe edilir.
— Plak yikanir, kurutulur.
— Antijen ilave edilir ve 30 dak. 37°C'de inkube edilir.

— Antijene 6zgiil enzimle isaretlenmis antikor ilave edilir, in-
kubasyona birakilir.

— Ilave edilen substrat isaretli antikorun enzimi ile reaksiyo-
na girer ve isaretli enzimi ile 6zgiil olarak reaksiyon verir.

Bu testte renk reaksiyonunun siddeti baglanan antijenin mik-
tar1 ile direkt iliskilidir.

ELFA (Enzym linked flourescence assay)

1979 yilinda Rotovirus’lar ile ¢alisan bir grup arastirici ELISA
yonteminden yaklasik 100 kkez daha duyarli olan ELFA yontemini
gelistirmislerdir. Yontemin esasi, ELISA yontemine benzer. Ancak
substrat olarak enzimi ile reaksiyona girince flouresans veren 4-
metil umbelli fenil fosfat (MUB), 3-0-meti] flourescein fosfat, fla-
van-difosfat tiamonyum gibi maddelerin kullan:digi bu yontemde
sonuclar fluoraklorimetre ile degerlendirilir.
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FA (Fluorescence Antikor, IMMUNOFLOURESANS)

Primer baglanmada isaretleme amaciyla kullanilan flouresan
boyalar icinde en 6nemlisi fluorescein isothiocynade (FITC)'dir. Bu
sar1 renkli bir boya olup Ig'lerin aktivitelerini etkilemeden birle-
sebilir. Boya maddesi goriilmeyen UV veya 290 pm ve 145 pm’de
mavi 1s1kla uyarildiginda yaklasik 525 pm'de goriilebilir yesil 151k
olusturur.

Bu teknik ile doku ve hiicrelerin yiizeyinde ve icinde bulunan
antijenler tanimlanabilir, bakteri ve viruslar identifiye edilebilir,
serumda bulunan antikorlarin varligi ortaya konabilir, Testin uy-
gulanmasinda genelde 2 yol vardir.

1 — Direkt Yontem

Fluorescen boya ile isaretlenmis bakter: veya virus antijenleri
gibi Ozgiil bir antijene karsi olusmus antikorlarin varligimi belirle-
mek amaciyla kullanilir. Antijen temiz bir lam iizerine fikse edilir.
Uzerine isaretlenmis antiserum ilave edilir. Yikanarak baglanma-
yan antikorlar uzaklastirilir. Kurutulur ve UV 1sik kaynakli bir
mikroskopta koyu bir zemin iizerinde incelenir. Antijen ve antikor
homolog oldugunda, antikor antijene yapisir ve bu bdolgelerde flo-
resan goriiliir.

Bu yontemle daha ¢ok bilinen bir baému’k seruma uygun anti-
jenler aranir.
METOT :

— Doku pargalar: (antijenik yapilar) soguk etalende veya ase-
tonda 5-10 dak. fikse edilir.

— pH 7.2 olan fosfat buffer ile 5-10 dak. yikanir. Preparat
kurutulur.

— Preparat iizerine 1-2 damla komjugat konur. (Bu sekilde
—70°C’de uzun bir siire saklanabilir.)

— 37°C'de 30 dak. veya oda sicakliginda 1 saat inkube edilir.
Bu siire i¢inde konjugate kurumamaiidir.

— Birlesmeyen konjugat: uzaklastirmak igin preparat PBS ile

yikanir.
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— Sonra da gliserol buffer ile yikanir. (9 kisim fluorecens ol-
mayan gliserol + 1 kisim PBS)

— Preparat fluorecence mikroskopla UV 1siginda incelenir.
Lam 1-2 giin + 4°C’de saklanabilir.

2 — indirekt Yontem :
iki safhada gerceklesir,

I. Basamak : Mikroskobik preparatlar once isaretlenmemis
antiserum ile ortiiliir. Antikor Fab ucu ile homolog antijenik de-
terminanta baglanir ve goriilmeyen bir antijen-antikor kompleksi
olusturur.

Il. Basamak : FITC ile isaretlenmis antiglobulin serum kullani-
Iir. Bu 6zgiil olarak Ig'nin Fc pargasina baglanir. Boylece fluores-
cens antijen-antikor, antiglobulin kompleksi olusur. Kompleksfluo-
rescens mikroskopta goriilebilir.

METOT :
— Bilinen bir antijen lama fikse edilir.

— Bir damla siipheli serum ilave edilir.

— Eger antikorlar antijene homolog ise lamdaki antijeni bag-
lar. Fazla serum yikanarak uzaklastirilir.

— FITC ile igaretlenmis antiglobulin lama konur ve antijen -
antikor kompleksi ile birlesir.

— Boylece siipheli serumda antikor varsa antijen fluoresans
verir. Antikor yoksa IF test negatiftir.

Indirekt floresan antikor testinin direkt teknikten avantajli ya-
ni, antijene baglanan her antikor molekiiliiniin birka¢ antiglobulin
molekiiliinii kendine baglamasidir, Bu nedenle floresan direkt yon-
teme gore daha giiclii olur.

Benzer olarak, her antikor sinifi i¢in 6zgiil antiglobulin seru-
mun kullanilmasiyla, serumda bulunan 6zgiil antikor grubu da tes-
bit edilebilir.
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BIRINCIiL BAGLANMADA KULLANILAN DIGER TESTLER

Birincil baglanma testlerinde radioizotoplar, enzimler ve flo-
resan boyamanin alternatifi olan diger birka¢ isaretleme yontemi
daha kullanilir. Orn.: Iyon igeren bir protein olan ferritine baglan-
mis ayiraclar dokuda lokalize olmus antijenlerin elektron mikros-
kobuyla identifikasyonu i¢in kullanilir.

Ferritin molekiilii 700.000 D molekiil agirliginda bir protein
olup ferrik hidroksid veya fosfat gibi % 23 iyon igerir. Iyon mole-
kiilde yogunlasir ve elektron mikroskobunda karakteristik elek-
trondens noktalar seklinde tesbit edilebilir. Bu nedenle, eger ferri-
tin Ig'e baglanirsa antijen grubu elekiromikrograflar iizerinde oku-
nabilir. Kullanmilan Ig'lerin peroksidaz ile isaretlenmesi de benzer
bir tekniktir.

SEKONDER BAGLANMA TESTLERI
In vitro olarak uygulanan bu testler iki safhada meydana gelir.

I. Asama : Antijen ve antikor arasindaki etkilesimdir. Bu etki-
lesimi sicaklik pozitif yonde etkilerken diisiik pH veya yiiksek iyon
glicii reaksiyonu tersine cevirebilir.

Il. Asama : Antijenin fiziksel durumu ile ilgilidir. Antikor-
lar uygun kosullar altinda eriyebilir antijenler ile birlesirse komp-
leksler presipite olur- Ancak, antijenler partikular (Orn.: Bakteri,
virus, eritrosit) halde ise kompleksler aglutine olurlar. Bu tip se-
rolojik reaksiyonlara COKELTI VEREN REAKSIYON’lar ad1 veri-
lir, Diger baz1 reaksiyonlar da ANTIJEN-ANTIKOR-KOMPLEMENT
birlesmesi esasina dayanir. Yani antijen ve antikor birlesmesi
komplamenti aktive eder.

Tablo Il : Sekonder baglanma reaksiyonlari ve rol oynayan Ig’ler.
(Benjamin Lee Gordon, D.K. Ford. 1971)

Reaksiyon Antijen Antikor Reaksiyonda goérev
tipi alan lg sinifi
AGLUTINASYON Aglutinojen Aglutinin IgM, 1gG, IgA, (IgE?)
PRESIPITASYON Presipitinojen  Presipitin 1gG, IgM, IgA, (IgE?)
KOMP. FiKSASYON — Komp. Fik. eden A. IgM, 1gG (Y haric)
VIRUS NOTRALI. Virus h.resep. Not. eden Anti. IgM, 1gG, IgA?
ATOPIK REAK. Allergenler Aeagin IgE (1gG?, 1gM?)
ENZIM NOTRALI. Enzimler Anti-enzim IgM, 1gG, (IgA?)
SITOTOKSISITE Memb.antijen  Sitotok. Antik. ~1gG (Y harig), IgM
Lizis Memb.antijen  Lizinler 1gG (Y harig), 1gM
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Cokelti veren reaksiyonlarda antijen ve antikorun birleserek
¢okmesinin Marrck-Heilderberger tarafindan ortaya konan «lattice
mekanizmasi» ile oldugu bugiin herkes tarafindan kabul edilmistir.
Lattice mekanizmasi, antijen ve antikor diizeyi dengeli oldugunda
bivalent antikorlar ile multivalent antijenlerin kafes formasyonu
olusturarak ¢okmesi esasina dayanir. Antikorun fazla oldugu PRE-
ZON wve antijenin fazla oldugu POSTZON bolgesinde birlesme tam
olmaz.

AGLUTINASYON

Bir antijen-antikor reaksiyonu olup antikorlarin saptanmasi ve
titrelerinin olciilmesi amaciyla kullanilir. Partikular karakterdeki
antijenler, elektrolitli ortamda uygun antijenleri ile birleserek goz-
le goriilebilecek biiyiiklitkte kiimeler halinde ¢okerler. Bu olaya
AGLUTINASYON denir.

Farkli immunglobulin gruplarimin aglutinasyon yetenckleri de
farklidir. (Tablo-III). Bu farklilik antikorlarin antijen ile baglanma
giiclerinden dolayidir. IgM’lerin aglutinasyon giicii IgG’lerden daha
fazladir, Diger bir deyimle diisitk konsantrasyondaki IgM'ler ile
viiksek konsantrasyondaki IgG’'lerin meydana getirdigi aglutinasyon
reaksiyonunun siddeti aynidir.

Tablo Il : Sekonder baglanma testlerinde 6zgiil Ig'lerin rolii (Tizard, 1981)

TESTLER 1aG IgM IgA 19G(T)

Aglutinasyon 4 +++ — e

Komp.  Fiksasyon
(Heterolog kobay -+ +++ e e
komplementi)

H
H

Presipitasyon + 4+ =
Nétralizasyon + ++ = A +

Antijene baglandik-
tan sonra goriilme :
sliresi 3-7 giin 2-5 gln 3-7 gin 3-7 gln

Reaksiyonun en yiik« 7-21 gin 5-14 glin 7-21 giin 7-21 glin
sek noktaya ulagma
suresi
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Aglutinasyon testleri genelde uygulamasi basit olan testlerdir.
Oldukca duyarli olan bu testler ile 1 m] serumdaki 0.1 ygm mikta-
rindaki antikorlar saptanabilir.

Aglutinasyonun Mekanizmasi :

Aglutinasyon 0.15 M NaCl solusyonunda meydana gelir. Bu re-
aksiyonda iyon giicii 6nemlidir. Antijen ve antikorlar arasinda ye-
terli oranda spesifik baglarin olusmas: i¢in hiicrelerin yiizeyindeki
negatif yiikiin karsit yiikler tarafindan né6tralize edilmesi gerekmek-
tedir. Bu da nétral pH’da olur. Bu nedenle antikorlar antijenler ile
ozgiil olarak baglanmis olsalar bile 10— M ve daha diisiik tuz kon-
santrasyonunda aglutinasyon meydana gelmez. Ortama fazla mik-
tarda tuz ilave edilmesi halinde ise antikorlarin bulunmadig: du-
rumlarda dahi aglutinasyon olabilir. Elektrolit varliginda aglutinas-
yon reaksiyonunun lattice mekanizmasina gére oldugu bugiin pek-
¢ok arastirici tarafindan kabul edilen bir teoridir.

Laboratuvarlarda aglutinasyon iki sekilde yapailir.
1) — Yavas tiip aglutinasyonu

2) — Cabuk lam aglutinasyonu

1) — Cabuk Lam Aglutinasyonu :

Bu yontem, PLATE test veya CARD test olarak da isimlendiri-
lir. Daha ¢ok bir tarama testi olarak kullamlir. Serum veya kan ile
uygulanan testte kullamlan antijen tiip aglutinasyonuna gore 10-50
kat daha konsantre ve boyanmistir. Ornek: Pullorum lam agluti-
nasyon antijeni kristal violet, Brucella antijeni rose bengal, Myco-
plasma antijeni ise metilen mavisi veya alcion mavisi, kanla yapi-
lan cabuk lam aglutinasyon antijeni hemotoksilen eozin ile boya-
lidir.

Bu test igin bir lam iizerinde bir damla (0,05 ml) kan veya kan
serumu esit miktarda lam aglutinasyon antijeni ile karigtirilir.
Birkac dakika icinde kum tanesi seklinde goriilen reaksiyon pozitif
olarak degerlendirilir. Negatif durumlarda ise homojen bir dagilim
vardir.
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2) — Yavas Tiip Aglutinasyonu :
Metot :

— Bir seri aglutinasyon tiipii aliir ve siipheli serum log; ta-
banina gore 1/5, 1/10 ... seklinde FTS ile sulandirilir,

— Her tiipe esit miktarda belli konsantrasyonda hazirlanm:s
antijen ilave edilir.

— Tiipler calkalanir. Genellikle 37°C’'de 24-48 saat inkube edi-
lir ve sonuglar degerlendirilir.

— Pozitif tiiplerde siipheli serumdaki antikor homolog antijeni
ile birleserek yer cekimi etkisiyle tiipiin dibine ¢oker, iist taraf po-
zitiflik durumuna gore kismen veya tamamen berraklasir. Deney
tiipleri calkalandiginda ise aglutinasyon nedeniyle iri graniiller ha-
linde ortama yayilir.

Negatif durumlarda, serumda 6zgiil antikor bulunmadigindan
aglutinasyon olmaz. Dolayisiyle tiipiin dibinde diigme tarzinda bir
cokiintii goriiliir. Ust swv1 bulaniktir. Calkalanma sonucu dipteki
tortu ortama homojen olarak dagilir.

Ancak bazi durumlarda serumda antikor olmasina ragmen tiip
aglutinasyonu olmayabilir. Bunun nedenleri :

A) —— Serumda bulunan ve izotonik tuzlu su igersinde antijen
ile birlesmeyen INKOMPLE ANTIKORLAR ile izotonik tuzlu su
icersinde homolog antijeni ile birlesebilen KOMPLE ANTIKORLAR’
dir.

Inkomple antikorlar 3’e ayrilir.

1) — Aglutinoidler : (Albumin antikorlari) Protein (albumin)

ginde goriilebilen bir olay meydana gelir.

2) — Crypt antikorlar : IgG ve IgA grubu antikorlar olup an-
cak, indirekt Coobs testi ile ortaya cikarilir.

3) — Blocking antikorlar : Antijenik yapilar érterek aglutinas-
vonu inhibe eden antikorlardir.

B) — Diger bir neden ise PROZON FENOMEN olarak tan'mla-
nir. Tiip aglutinasyonunda ilk dilusyonda reaksiyon olusmayip dii-
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sitk konsantrasyonda antikor iceren diger tiiplerde aglutinasyonun
goriilmesi olayidir. Bu durum, serumda aglutininlerin bulunmas:
yamnda daha diisiik konsantrasyonda blocking antikorlarin bulun-
mas1 ve sulandirma ile bu antikorlarin reak51yonu engelleyici etkl-
lerinin ortadan kalkmas: seklinde aciklanabilir.

Serumun uzun siire saklanmasi, serumun kontamine olmasi,
ayrica antijenin fenol yerine formalinie hazirlanmasi prozon feno-
menini arttirir. Bunu 6nlemek i¢in serumun 1/80 - 1/160 sulandi-
rimlar: kullanilmali, taze serum 56°C’de 30 dak. bekletilmelidir.

Bazen de infekte olmayan siiriillerden alinan serumlarin bazi-
larinda diisiik diizeyde non spesifik aglutininler ile koaglutininler-
den ileri gelen aglutinasyon reaksiyonu goriiliir. Serumun bu 6zel-
ligi 65°C'de 10-15 dak. inaktive edilerek veya a31t1end1r11m1$ plate
test antijeni (pH = 4) kullamlarak 6nlenir.

Hemolizli serumla yapilan tiip agiutinasyon testlerinde antijen
ve sulandirma sivisinda bulunan fenol, serum icinde serbest hal-
deki hemoglobin ile presipite olup ¢dker. Yalanci bir aglutinasyon
reaksiyonu ile sonucu yaniltabilir. Bu durumda ring test uygulanir.

Aglutinojen Brucella asis1 ile asilama sonucu ilk olusan IgM
grubu antikorlar ile infeksiyon sonucu meydana gelen IgG grubu
antikorlar aglutinasyon testinde pozitif reaksiyon goriilmesine ne-
den olur. Bu nedenle hayvanin asili olup olmadigini belirlemek
IgM grubu antikorlar: ekarte etmek ve gercek infeksiyonu ortaya
cikarmak gerekir. Bunun igin cesitli mekanik (santrifiij, blocking
test, inaktivasyon, coobs test) ve kimyasal (merkaptoetanol, riva-
nol, tripsin) olarak modifiye aglutinasyon testleri uygulanir.

1) — Merkaptoetanol aglutinasycn testi:
Normal tiip aglutinasyonu uygulanir ve test tiipleninin hepsiné
esit miktarda merkaptoetano]l solusvonundan damlatilir. Tiipler

calkalanarak 37°C’de 24 saat inkube edilir. Sonug aynen tiip aglu-
tinasyonunda oldugu gibi degerlendirilir.

2) — Rivanol aglutinasyon test :

% 0.4’liik nivanol, 1 kissim serum + 3 kisim rivanol olarak ka-
ristirthir ve 15 dak. oda sicakliginda bekletilir. 2000 rpm de 10-15
dak, santrifiij edilir. Ustteki berrak kisim alinarak normal agluti-
nasyon testi uygulanir. s
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3) — Tripsinle aglutinasycn testi:

Aglutinasyon yapildiktan sonra tiiplere % 2'lik tripsinden 1'er
damla konarak karstirihir. 37°C’de inkube edilir ve sonuglar oku-
nur.

4) — Blocking test :

Aglutinasyon testi yapilip inkube edildikten sonra negatif olan
test tiiplerine 1’er damla yiiksek titreli pozitif serum konur ve tek-
rar inkube edilir. Eger serumda inkomple antikorlar varsa daha
once antijen inkomple antikorlar ile birlestiginden pozitif serum
katilmasi halinde dahi aglutinasyon olusmaz, Serum negatif ise ag-
lutinasyon meydana gelir.

5) — Coombs (Antiglobulin) test:

1940 yilinda Coonibs ve arkadaslar: tarafindan gesitli eritrosit
antijenlerine karsi nonaglutine antikorlarin varhigini tesbit etmek
amaciyla gelistirilmis bir testtir. Test, tek reseptére sahip inkomple
antikorlarin antiglobulin serum araciligiyla antijenle birleserek ¢ok-
mesi esasina dayanir. Testte siipheli serum ve globulinden bagka
her hayvan tiirii icin 6zel bir antiglobulin serum gerekir,

Serum aglutinasyonu yapilip inkube edildikten sonra agluti-
nasyon fiipleri 3 defa 2000 rpm’de 10’ar dak. santrifiij edilerek y1-
kanir. Sonra da biitiin tiipler FTS ile 1 ml'ye tamamlanir, calkala-
nir ve her tiipe bilinen antigammaglobulin ilave edilerek tekrar
inkube edilir.

Coombs testinin iki ayr1 modifikasyonu olup kliniklerde encok
anti Rh antikorlarinin ortaya konulmasinda kullanilmaktadir.

Direkt COOMBS Testi :

Antikoagiilanli1 kandan elde edilen eritrositler antikorlar ile
test edilmis 6zgiil C; veya IgG antikorlarina kars: keci veya tavsan-
da hazirlanmis antiserum ile reaksiyona sokulur. Yiizeylerinde C:
veya IgG igeren hiicreler 2 dak. iginde aglutine olurlar. Genellikle
% 2 (4 x 10° hiicre/ml) eritrosit siispansiyonu kullanilir, Antiserurn
(coombs serum). 1/2 veya 1/4 sulandirihir, Aglutinasyon derecesi
mikroskopta veya biiyiitec ile ‘belirlenir.
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indirekt COOMBS Testi :

Bu testte hasta serumunda eritrositlere karsi olusmus antikor-
larin vericinin eritrositleri ile birlesmis kan gruplarinin bulundugu
saptanabilir. Ornek: Rh(4) bir cocugu gebe Rh (—) bir annenin
serumunda olusan bloke edici anti Rh antikorlar: ortaya c¢ikarila-
bilir,

% 2'lik O Rh (+) enitrositler siipheli (annenin) anti Rh iceren
serumla karistirihir. 30 dak. 37°C’'de bekletilir. Aglutinasyonun ol-
mast halinde sonug pozitif olarak degerlendirilir. Ancak aglutinas-
yonun olmamas: halinde sonucu negatif olarak degerlendirmek ha-
talidir. Bu durumda eritrositler 3 defa FTS ile yikanarak iizerlerine
l'er damla coombs serumu damlatiiir. 1-2 dak. icinde aglutinas-
yonun olmasi serumda bloke edici antikorlarin varligini kanitlar.

Siit Serumu ile Aglutinasyon :

Taze siitiin kazeini c¢Oktiiriilerek elde edilen serum hem yavas
tiip aglutinasyonunda ve hem de ¢abuk lam aglutinasyonunda kul-
lanilabilir. Kolostrum ve eksi siitler test icin kullanilmalidir,

Vaginal Mucus ile Aglutinasyon :

Vaginal mucus ile aynen kan serumundaki gibi tiip aglutinas-
yonu yapilabilir.

Seminal Plazma ile Aglutinasyon :

Sperma santrifiij edildikten sonra elde edilen seminal plazmea
ile tiip aglutinasyon testi uygulanabilir.

Klinik Immunolojide hastalik tanis1 amaciyla aglutinasyona da-
yaii : Gruber Widal (Salmonellozis igin)

Wright deneyi (Brusellosis icin)
'Weil-Felix (Riketziya)
Aglutinasyon lizis (Leptosrirozis)

Soguk aglutinasyon (Bazi infeksiyoz hastaliklarda
" Orn.: Primer atipik pndémoni) .
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Ring Test :

- Brucellosis’in tanis1 amaciyla siitle yapilan bir test olup hemo-
toksilen eozin ve triphenyl tetrazolium ile boyanmis ring test an-
tijeni kullanilir- Yag: alinmamis ve bozulmamus siit 6rneginden bir
tlipe alinir ve her ml siite 1 damla test antijeninden konarak ka-
ristirihir. 37°C’'de 1.5-2 saat veya oda sicakliginda 3 saat inkube
edilir, Pozitif olaylarda, tiipiin iizerinde yag zerrelerinde bulunan
aglutininler ile birlesen antijenler (aglutinojen) test tiipiiniin yiize-
yinde kirmizi renkli bir halka olusturur.

Immunolojide humoral bagisikligin 6lciilmesinde ve sekorder
baglanma reaksiyonlarinda aglutinasyon esasina dayanan eritrosit-
lerin yer aldig1 baz testler de kullanilmaktadir,

HEMAGLUTINASYON :

Baz1 mikroorganizmalarin (Newcastle,Cicek, Reo virus, Togo
viruslarin ¢ogu,  enterobakterilerin bazilar1) eritrositleri aglutine
etme 0zelligi vardir. Iste mikroorganizmalarin bu &zelligine daya-
nilarak teshis amaciyla HA testleri kullanilmaktadir.

HA testlerinin mekanizmas: tam olarak agiklanamamis olma-
sina ragmen HA 0Ozelligi olan mikroorganizmalarin duyarli eritro-
sitlerin ylizeyine yapisma egilimleri oldugu bilinir. Elektron mik-
roskopik ¢alismalar ile HA yetenegi olan viruslarin yiizeylerinde
bir emzim fonksiyonuna sahip kisa, civi benzeri onganellerin oldu-
gu goriilmiis ve yitksek derecede 6zgiil olan bolgelere etkili olduk-
lar1 saptanmustir. Erifrositlerin yiizeyindeki bu bolgeler mukopo-
lisakkarid icerirler. HA sirasinda cok sayida virus partikiilleri du-
yarli eritrositlerin yiizeylerine etki eder ve virus iki eritrosit ara-
sinda olacak sekilde baglamir, aglutine olarak dibe coker. HA testi
pH 5—9 arasinda calisir.

HA testinde fazla miktarda virus kullanilmis veya viruslarin
kan hiicreleri tizerindeki etki siireleni uzatilmigsa aglutine olan
eritrositler virus partikiilleri tarafindan serbest birakilir ve eritro-
sitler tekrar hemaglutine olmazlar. Ciinkii hiicre yiizeyindeki resep-
tor gruplar1 enzim aktivitesi ile parcalaniriar,
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HA iki sekilde uygulanir.
1) — Cabuk lam HA :

Lam tizerine 1 damla % 2'lik enitrosit ve 1 damla antijen (6rn.:
virus) konur. Nokta seklindeki kiimelesmeler pozitif olarak deger-
lendirilir.

2) — Yavas tip HA Testi:

Bakteriyel ve viral HA icin ayni metod uygulanir. Buna gore :
— Incelenecek antijen 1/2, 1/4 ... olarak sulandirilir.

— Uzerlerine esit miktarda % 2'lik eritrosit konur.

— Oda sicakhiginda 30-45 dak. inkube edilir.

— Pozitif reaksiyonlarda dipte dantela seklinde bir tortu go-
riiliir. Pozitif olan en son sulandirma HA birimi olarak kabul edilir.

Bu test viruslarin HA birimini saptamak, bakteri virus izolas-
yon ve identifikasyonu icin kullanilir.

PASIF (indirekt) HEMAGLUTINASYON

Memeli veya kanatli hayvanlarin eritrositleri ya da sentetik
(polistiren, lateks) parcaciklar cesitli yontemlerle (basitce antijen
ile karistirilarak veya tannik asit ile muamele edilerek) -antijenler
tarafindan kaplanabilirler. Antijenle kaplanarak duyarlilasan erit-
rosit veya cargaciklar ozgiil antikor ile karistirildiginda aglutine
olurlar.

Bugiin pasif (indirekt) HA yontemi bircok bakteri ve virus an-
tijenleri ile duyarli hale getirilen eritrositler kullamilarak hastalik
teshisi amaciyla hasta kaninda antikor aranmasi icgin kullanilir.

TERS PASIF HEMAGLUTINASYON :

Eritrositler antikorlarla kaplaniriar. Antikorlar Fc kisimlar:
ile baglanirlar. Bu duyarh eritrositler tasidiklar: antikorlara uygun
antijenlerle karsilastiklarinda antikorlarm Fab uclarina baglanarak
aglutine olurlar. . '
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HEMAGLUTINASYON iNHiBSiYON (HI) :

Hemaglutinasyon, HA yapan organizmaya karsi meydana gelen
antikorlar tarafindan 6zgiil olarak inhibe edilebilirler. Bu reaksi-
yona HI denir. HI testi, bu ozellige sahip mikroorganizmalarin
identifikasyonu ve serumda bulunan antikorun titresinin ¢lciilmesi
amaciyla kullanilir.

Hemaglutinasyon inhibisyon icin iki yontem vardir.

-METODU :
— Serum F.T.S. ile iki kathi olarak sulandirilir.

— Her tiipe esit miktarda HA {initesi bilinen ve 8 HA veya
4 HA olarak sulandirilmis virustan ilave edilir.

— 30 dak. oda sicakliginda inkube edilir.

— Her tiipe esit miktarda % 2 sulandirilmis eritrosit konur.
30-45 dak. oda sicakliginda bekletilir.

— Diigme tarzindaki ¢okiintii pozitif olarak degerlendirilir ve
en son pozitif olan sulandirma HI titresi olarak kabul edilir. (So-
nuc¢ virusun sulandirma oranina gore hesaplanir.)

B-METOTU :

HI antikor diizeyinin belirlenmesinde kullanilan degisik bir
metottur, HA aktivitesi bilinen virus siispansiyonu iki katli olarak
sulandirilir ve bilinen miktarda antiserum ilave edilir. Bu teknik
laboratuvarda fazla sayida serum 6rneginin test edilme zorunlulugu
oldugu durumlarda basar: ile kullanilir. Bu testte sadece virusun
bir dilusyonu kullanilir ve her serum icin seri diliisyonlarin yapil-
masina gerek yoktur. Normal ve siipheli serumda bulunan virusun
HA titrelerinin karsilastirilmasiyla test edilen serumun inhibisyon
giicti hakkinda sonuca varilir

Reaksiyon su isekilde meydana gelir :

Siipheli serumda antikor bulunmasi halinde I. inkubasyondan
sonra virus (antijen) ve antikor birlesir. Daha sonra ilave edilen
eritrositlerin antijenle birlesmesi onlenir ve eritrositler yercekimi
etkisiyle diigme tarzinda c¢okerler. Antikorun bulunmadig hallerde
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ise reaksiyon tersine isler. Eritrosit ijlk dilusyonundan itibaren an-
tijen ile birlesir ve aglutine olur. Bu sonug¢ negatif olarak deger-
lendirilir.

HI testi doku kiiltiirlerinde de yapilabilir. Viruslarin iiretildigi
doku kiiltiirlerine 6zgiil antikor igeren bagisik serum ilave edilir.
Daha sonra ortama eritrosit eklendiginde viruslana baglanamaz.
Eritrositlerin viruslar ile baglanmasi 6zgiil antikorlar tarafindan
onlenir.

~ Bu test, serolojik bir reaksiyon olarak viral hastaliklarin (HA
ozelligi olan) tanisinda kullanilir.

HEMADSORBSIYON :

SPE ousturmayan viruslari saptamak amaciyla kullanilan di-
rek bir testtir. Viruslar ile eritrositler direk olarak karsi karsiys
getirilir.

Virus doku kiiltiiriinde iiretilir. Inkubasyondan sonra kiiltiire
virusun iiretildigi canhiya ait % 0.5'lik eritrosit solusyonundan ko-
nur. Eger doku kiiltiiriinde SPE olusiurmayan virus varsa eritro-
sitlerin kiimeler olusturdugu makroskobik olarak saptanabilir.

PRESIPITASYON :

Eriyebilir durumdaki antijenlerin elektrolitli ortamda ozgiil
olarak antikorlarla birleserek ¢cokmesi seklindeki immunolojik re-
aksiyonlara PRESIPITASYON denir. Presipitasyonun mekanizmasi
ile ilgili pekgok teori ortaya atilmistir. Ancak, bugiin gegerli olan
teoriye gore elektriksel yiiklere bagli olarak etkilesen bivalan anti-
korlar ile multivalan antijenlerin birleserek ¢okmesi seklinde ol-
maktadir. Buna LATTICE TEORISI denir.

Lattice Teorisi :

Coktiirme reaksiyonlarinda antijen veya antikorun fazla olmasi
halinde az ¢okiintii olusur. Bu su sekilde aciklanabilir:

Genellikle bivalan olan antikorlar fazla oldugunda muhivalan
olan antijen molekiiliinii kaplar, diger antijen-antikor kompleksleri
ile baglanmasini onler. Dolayisiyla az bir presipitasyon olusur. An-
tijenin fazla olmasi halinde antikor molekiilii antijen ile baglanir.
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Ancak baglanma az oldugundan yine presipitasyon azdir. Oysa, an-
tijen ve antikorun optimal oranlarda karigsmas: ile olusacak reak-
siyonda baglanma fazla olur ve lattice formasyonu meydana gelir,
presipitasyon olusur.

Bu mekanizma ile olusabilecek presipitasyon reaksiyon ozelli-
gini IgG ve IgM’'lerin ¢ok az olarak da IgA'larin gosterdigi samil-
maktadir.

~ Bu esasa dayanan reaksiyonlar swi, kat1 ve yar1 kat1 ortamlar-
da uygulanir. Bu amacla giiniimiize kadar ¢esitli teknikler gelisti-
rilmistir. :

1 — S Ortamda Presipitasyen -

Anthrax teshisinde kullanilan As Coli (halka deneyi) testi or-
nek olarak verilebilir. Bu test kantitatif bir testtir. Kapillar bir tiip
icine esit miktarda bagisik serum ve antjen solusyonu iki tabaka
karismayacak sekilde konur, Kisa bir inkubasyondan (30-45 dak.)
sonra -antijen ve antikor arasinda olusan mat-beyaz presipitasyon
halkas1 pozitif olarak degerlendirilir.

2 — Tipte Sulandirma :

Bir seri tiip alinir. Tiiplere pbelli miktarda antikor (presipitin)
ve lizerine de degisen miktarlarda presipitinojen ilave edilir. Test
tiipleri once 37°C’de sonra da sogukta inkube edilir. Antijen ve an-
tikorun homolog oldugu durumlarda ilk tiipten baslayarak kade-
meli olarak artan ve bir tiipte en yiiksek dereceye ulastiktan sonra
azalarak kaybolan bir bulanmiklik olusur. Bulanikligin en fazla ol-
dugu tiipte antijen ve antikor miktar: optimaldir. Bu noktada an-
tijen ve antikorun tiimii birleserek presipitasyon meydana getirir.

3 — Jel Presipitasyon Yontemi :

Kat1 veya yar: kat: ortamda uygulanan presipitasyon reaksiyo-
nuna JEL PRESIPITASYON denir. Bu yontemde homolog antijen
ve antikorlarin lagar icinde difiiz olmalar1 ve karsilastiklar1 yerde
presipitasyon bandi olusturmalar: esastir. Agarda presipitasyon
testinin cesitli modifikasyonlar1 olmasina ragmen genel olarak 3
temel ;yontem vardir.
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I) — BASIT DIFUZYON Yontemi :
Tek Yonli Basit Diflizyon :

Fransiz Ouidin tarafindan gelistirilmis olan bu ydnteme
OUIDIN TUP yontemi denir. Antiserum veya antijen iceren agar
tiipe konur. Donduktan sonra iizerine antijen tabaka halinde ilave
edilir. Oda derecesinde bir siire inkube edilir. Agar icine difiiz olan
antijen, homolog antikoru ile karsilastigi yerde bir ¢okelti olusur
ve mat-beyaz bir bant meydana gelir.

Bazen de agar igine antijen katilir ve antikorun difiiz olmias:
saglanir.

Cift 'Yonli Basit Diflizyon :

Bag:isik serum karistirilmis agar petri kutusuna 3-4 mm kalin-
Iiginda dokiiliir. Agar iizerine ¢ukurlar acilir. Bu ¢ukurlara antijen
konur ve difiiz olmasi icin jbir siire inkube edilir. Pozitif reaksiyon-
da antijen ve antikorun karsilastigi yende presipitasyon ¢izgisi mey-
dana gelir.

I) — CIFT DIFUZYON Yéntemi :

Oakleyl ve Fulthrop tarafindan Ouidin’in ¢ift yonlii basit di-
fiizyon yontemi gelistirilerek elde edilmis bu test, tiip, petri ve lam
izerinde uygulanabilir. Antiserum iceren agar (% 0.3’liikk agar) tiip-
lere alinir. Uzerine agaroz ive daha sonrna da belli miktarlarda anti-
jen konur. Karsilikli difiizyon ile agar icinde antijen ve antikorun
karsilastigi noktada c¢okerek plusturdugu beyaz bandin gbzlenmesi
pozitif olarak degerlendirilir.

iki Yonde Cift Difiizyon Yéntemi :

Isvegli arastirmaci Ouchterlony tarafindan gelistirilmis bu tek-
nikte petrilere konan agar tizerinde agilan deliklere (ortaya antijen
cevreye antikor veya tersi olacak sekilde) antijen veya antikor ko-
nur. Karsilikli difiizyon ile birlestikleri optimal noktada presipi-
tasyon ¢izgisi olusur.

Metot :

— % 1-1.5'luk agar veya agaroz 120°C’de 20 dak. steril edilir.

193



Bagisikllk - Ayhan

— Agardan 9 cm'’lik petrilere 15 ml, 5 cm'lik petrilere 5 ml ko-
nur.

— Jeloz iizerinde 5-6 mm ¢aplarinda 8-10 mm aralikla delik-
ler agilir. Delikler, ortada bir digerleri ¢cevrede olacak sekilde yer-
lestirilir.

— Delikler agildiktan sonra alta bir damla agar konur. Delik-
lerin yiiksekligi 1 cm’den daha az olmamalidir.

— Amaca uygun olarak ya ortaya antijen cevreye sulandirilmis
serumlar veya ortaya antikor cevreye antijen konur.,

— Petriler 1-5 giin siireyle nemli ortamda +4°C, —25°C, —35°C
de inkube edilir.

— Inkubasyondan sonra olusacak presipitasyon cizgileri de-
gerlendirilir.

Nonspesifik presipitasyon cizgilerini ayirabilmek igin kontrollii
calismanin onemi biiyiiktiir,

Bitisik cukurlarda presipitasyon reaksiyonunun baslamas: iki
antijen arasindaki immunolojik iliskiye baglanablir. Iligkili olma-
yan antijenler arasinda kros reaksiyon sonucu gizgiler olusabilir.
Birlesmis cizgiler, kullanilan antiserumun benzerligi ile ilgilidir.
Orn.: Dinitrocbenzen haptenine karsi elde edilen saf antikorlar, di-
nitrobenzen-ovalbumin ve dinitrobenzen serum albumin birlesigi-
nin yanyana gukurlarda bulunmasi halinde birlesik ¢izgiler meyda-
na gelir.

SINGLE RADIAL iViMUNDIFUZYON :

Mancini, Carbonova ve Heremans tarafindan gelistirilen bu
teknikte uygun miktarlarda dilue edilmis antiserum iceren agar
tizerindeki bir delikte bulunan yitksek konsantrasyondaki antijen
difiiz oldugunda eriyebilir kompleksler olusturur. Bu sekilde 6zgiil
olarak antiserum ile antijenin jagar icinde etkilesimi ile cukurun
cevresinde optimal oranda halka seklinde presipitasyon zonu mey-
dana gelir. Bu halka ¢ukura konan antijen (veya antikor) miktar1
ile direk iliskilidir. Yani antijenin (veya antikorun) konsantrasyonu
arttikca presipirasyon halkasinin c¢ap1 da biiyiir. Ters gevrilmis,
yani antijenli agarin kullamildig: radial immun difiizyon testi de
kullanilir. :
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Konsantrasyonlar: bilinen standart antijen veya antikorlar kul-
lanilarak bilinmeyen reaktifin miktar: meydana gelen presipitasyon
halkasinin ¢apina bagli olarak saptanir. Sonuclardan emin olmak
icin yiiksek ozgiilliikte antiserum kullanilmasinin énemi vardir. An-
cak serum orneklerindeki Ig yiiksek konsantrasyonda ise sonucu
degerlendirmek icin inkubasyon siiresini uzatmak gerekir. Orn.:
IgG ve IgA icin 48 saat; IgM icin /72 saat.

iMMUN ELEKTROFOREZIS :

Cift yonlit immun difiizyon tekniklerinde her antijen-antikor re-
aksiyonu i¢in ayri bir presipitasyon cizgisi meydana gelir. Ancak, -
cok kompleks olan materyaldaki biitiin komponentleri ayirmak zor
olabilir. Bu nedenle immundifiizyon iizerine elektroforezisin uygu-
lanmas: ile antijen karisiminin ayrilmasi yoluna gidilerek 1926 yi-
Iinda Laurell tarafindan IMMUNELEKTROFOREZIS olarak bili-
nen bir teknik gelistirilmistir- Bu teknik, antijen ve antikorlarm
elekircforezisi ile yar: seffaf Jelozde presipitasyon verme esasina
dayanir. Genellikle viicut sivilarindaki proteinleri identifiye etmek
icin kullanilir.

Serum jelde elektroforeze edildiginde baz antikorlar agar igin-
deki bufferin hareketi ile katoda dogru giderler (Elektroendosmo-
sis). Ancak antijen kuvvetli olarak negatif yiikliiyse anoda hareket
eder. Bununla birlikte antijen ve antikorun agardaki hareketleri

cukurlarin uygun diizenlenmesi ile miimkiindiir. Birkac dakika icin-
de hareket yoniinde presipitasyon g¢izgilerinin olusmasi ile sonug-
lanan teknik COUNTER-IMMUNOELEKTROFOREZIS olarak bili-
nir ve bazi yviral hastalik etkenleri ile Mycoplasma tiirlerinin iden-
tifikasyonunda kullanilir,

Metod :
— Cam plaklar:1 pH = 8.2 olan % 2’lik jeloz dokiiliir.
— Jelozle agilan cukura incelenecek ¢ozelti konur.

— Jelozden elektrik akimi gegirilir. Akim nedeniyle ¢ozelti bel-
li bir yere kadar hareket eder. Eger incelenen ¢ozelti antijen ise 6z-
giin bagisik serum (tersi de olabilir) clektroforez dagiliminin ek-
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senine dikey dogrultuda agar jeline difuz olmasi saglanir, Bunun
igcin agar jelinde elektroforez dagiliminin yoluna paralel bir oluk
acilip oluga bagisik serum konur. Agarda difuz olan antikorlar elek-
troforez ile ©nceden ayrilan antijenlerle birlesir ve presipitasyon
zonlar1 olustururlar.

ROKET IMMUNELEKTROFOREZIS :

Test edilecek serumun 1/10 veya 1/20 diliisyonlar1 yapilir. Oz-
giil antiserum % 1'lik agar ile 1/2 oraminda karistirilir. 2ul wveya
2.5 mm kalinliginda bir tabaka halinde lama yayilir. Lam antijen
ve antikorun oranina bagli olarak presipitasyon ¢izgisi olusana ka-
dar elektroforezise tabi tutulur. (7-8 cm ile 3-5 saat). Elektrofore-
zisten sonra lam yikanir ve diger elektroforetik yayilmalara benzer
bir sekilde lekeler meydana gelir. Presipite olmayan proteinler yi-
kandiktan sonra presipitat lekeler kalir. Bu teknikte Ig'ler her iki
kutba da gog¢ ederler. Ancak, ¢cogu agarin merkezinde lokalize olur
ve sonucta puro veya roket benzeri presipitasyon cizgileri meydana
gelir. Bu nedenle teknik ROKET ELEKTROFOREZIS olarak isim-
lendirilir. Puro ve roketin genisligi, serumda bulunan Ig konsan-
trasyonu ve zaman ile direkt orantilidir.

Basari ile kullanilan bu test dogrulugu acisindan redial immun-
difuzyondan daha giivenilirdir.

KARSIT GiDISLi [JMMUNELEKTROFOREZIS :

Jel iginde iki yonli difiizyon temeline dayali bir yontemdir.
Ozellikle bulasic1 viral sarilikta hepatit B yiizeyel antijenini sap-
tamak icin kullanilir.

Cam plaklar tizerine pH 8.2 dietilbarbiturat-asetat eriyigiy-
le hazirlanmis % 1'lik agaroz konur. Yanyana 2 mm c¢apinda ve 3
mm uzunlukta iki ¢ukur acilir. Birine siipheli serum, digerine an-
tiserum konur. Siipheli serum tarafina (—), antiserum tarafina (4)
elektrod baglanmir, Elektrik akimi verildiginde (—) yiiklii serum
anoda, antiserum katoda gd¢ ederken arada karsilasip 6zgiil ola-

rak birlesir ve presipite olurlar.

196



Etlik Vet, Mikrob. Derg. 1988 6 (3)

KOMPLEMENT FiKZASYCN

Komplement omurgalilarin normal serumunda bulunan isiya
direncsiz, antikor ile iliskisi olmayan, uygun antijen-antikor komp-
leksine baglanabilen bu yolla hiicrelerin erimesine neden olan bir
serum komponentidir. Ayrica degisik yollardan aktive olarak (kla-
sik yol, alternatif yol) bir yandan organizmanin savunmasinda ba-
zen de doku incinmeleri ve bir kisim hastaliklarin olugsmasinda yer
alan proteinlerden olusmustur. Normal sérum globulinlerinin %10’
unu olusturur. Bu sistem Ci'den Co'a kadar adlandirilan yaklasik 20
farkli protein biriminden olusur.

Iste bu o6zelliklere sahip olan komplementin immun kompleks-
lere baglanmasi ile bilinmiyen antijen veya antikorun saptanmasi
KOMPLEMENT FIKZASYON TESTI ile olmaktadir. Komplement
yalmz antijen veya yalniz antikor ile birlesmez. Komplementin erit-
rositleri lize edilebilme yetenegi oldugundan indikatér hiicreler ola-
rak test sistemine ilave edilir.

Serumda antikor seviyesinin 6l¢iilmesinde kullanilan en 6nemli
test, hemolitik komplement fikzasyon testidir (KFT) ve testlerin en
fazla kullanilani olup, duyarliligi oldukea yiiksektir.

Hemolitik komplement fikzasyon test prozondan waz etkilenir.
Gerekli ayiraglarin hazirlanmas: ve standardizasyonu ile ilgili giic-

liikler ise testin en oOnemli dezavantajlaridir. Ayrica gesitli viral
hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilan bu testte saf an-
tijen siispansiyonlarinin hazirlanmas: da ayri bir problemdir.

Hemolitik komplement fikzasyon testinde kullanilan biitiin re-
aktiflerin (antijen, komplement, ambo, eritrosit) dikkatle standar-
dize edilmis olmas1 gerekir. Orn.: Ilave edilen komplement mikta-
rimin yeterli olmasi dnemlidir- Aksi takdirde inkomple lizis mey-
dana gelir. Komplement miktar1 fazla olursa immun kompleks ta-
rafindan baglanamaz ve yanlis negatif sonug ortaya ¢ikar. Fazla an-
tijen ise komplementin baglanmasini nler.

Komplement fikzasyonunda, serumda bulunan inkomplementer
aktivitenin bulunmas: 6nemli bir sorundur, Antijen olmadigi du-
rumlarda bile komplementin fikse edilmesi seklinde ortaya gikar.
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Infekte edilmis hayvanlarin serumunda komplementi baglama ect-
kisi olan immunkomplekslerin plmas: serumda bakteriyel kontami-
nantin olmas: ve alternatif olarak komplementin aktivasyonu ne-
denlerini olusturmaktadis.

Mekcanizma :

Antijen siipheli serum ile (56°C’de inaktive edilmis) muamele
edildiginde eger serumda o6zgiil antikor bulunmuyorsa antijen-anti-
kor kompleksi olusur. Test sistemine komplement ilave edildiginde
koplement komplekse, antikor iizerindeki spesifik bolgeden bagla-
mir. Bu sistem 37°C'de 30 dak. veya + 4°C’de 18 saat inkube edilir.
Daha sonra % 2'lik koyun eritrositleri ve buna karsi hazirlanmis
ve amboseptor olarak adlandirilan anti-tavsan serumu ilave edilir.
Amboseptor bir antikor olup homolog koyun eritrositi ile antijen -
antikor kompleksini olusturur, Ortamdaki komplement testin ilk
boliimiinde antijen-antikor kompleksi ile baglanmis oldugundan
yani senbest halde komplement bulunmadigindan testin ikinci bo-
liimiinde sisteme ilave edilen eritrositleri lize edemediginden he-
moliz meydana gelmez. Bu nedenle test ortaminda bir bulamklik
ve dipte ¢cokmiis eritrositler goriiliir. Bu sonug (+) pozitif olarak
degerlendirilir. Serumun en yiiksek diliisyonu titre olarak kabul
edilir. Bu titrede % 50’den fazla eritrosit olmalidir.412 nm de spek-
trofotometre kullanilarak daha dogru sonuglar elde edilir.

Eger siipheli serum homolog antikor igermiyorsa antijen anti-
kor ile birlesemez, dolayisiyla da komplementi baglayamaz. Serbest
kalan komplement ise eritrosit-amboseptor ile birleserek eritrosit-
leri eritir ve test ortaminda hemoliz goriiliir. Hemoliz ile agiga ¢i-
kan hemoglobin kirmizi, berrak olarak goriiliir. Bu (—) negatif bir
reaksiyondur.

Evcil hayvanlarin cesitli tiirlerinde hemolitik komplement fik-
zasyon testi i¢in baz1 6nemli faktorler ve optimal kosullar vardir.
Bunlar : (Tablo-III)

1 — Test edilecek serum orneklerinin saklanmasi.

2 — Kullanilan duyarl: eritrositlerin konsantrasyonu,
(10° h/ml)

3 — Amboseptoriin optimal konsantrasyonu tesbit edilerek en
yiiksek titredeki kkomplement kullamilmalidir.
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4 — Kullanilan bufferin iletkenlik durumu ve pH’s1 dnemlidir.

5 — Standart sicaklik ve siire.

Domuz serumu bazen prekomplementer aktivite gosterir ki bu
komplementin ilavesiyle hemolitik aktivite olusur.

Tablo HI : Evcil hayvanlarin serumunda hemolitik komplementi test icin
gerekli :optimal kosullar ‘(Barta, 1981)

Komp. kaynadi Duyarh hedef Optimal
eritrositler pH 1s1 (°C)

Sigir Kobay 7.0 37
Kopek Koyun 73 37
Keci : Kobay 8.0 37
At : " Domuz 8.0 37
Kedi Kobay 73 37
Koyun Tavsan 6.5 37
Domuz Koyun 7.3 37
Kus Domuz 8.0 30

Komplement fiksasyon testinde gerekli olan reaktiflerden an-
tijen ve amboseptdr ticari olarak piyasadan elde edilebildigi halde
rutin calismalarda kullanilacak komplement genellikle 'kdbaylé.rdan
veya diger deneme hayvanlarindan saglanmaktadir. Bu nedenle ru-
tin test laboratuvarlarinda titrelerin belirlenmesi gerekir. Iste bu
sebeple KFT yontemini anlatmadan bu boliimde komplementin tit-
resinin belirlenmesinde izlenecek yolu agiklama geregi duyuyorum.

Komplementin Titresinin Belirlenmesi :

Dondurularak saklanan kobay serumu ¢oziiliir ve tiipte buffer
ile 1/10’dan ... 1/20’ve kadar dilusyonlar: hazirlanir. Her bir dilus-
yondan mikropletin ilk sirasindaki ¢ukurlara 50 pl, B'ye 40 ul, C'ye
30 pl, D’'ye 20 ul ve E'yve 10 pl konur. Komplement diliisyonlar:
buffer ile 50 pl'ye tamamlanir. Uzerlerine 50 ul hemolitik sistem
ilave edilir. Mikroplate iizerindeki altta son iki sira hemolitik sis-
tem ve eritrosit kontrol igin kullamilir.
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c’ c’ c’ c’ c' c’
1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 1:60...
ul C 50 50 50 50 50 50
! NaCl —_ —_ — = — —_
wl C 40 40 40 40 40 40
pl NaCl 10 10 10 10 10 10
wl C 30 30 30 30 30 30
wpl NaCl 20 20 20 20 20 20
pl C 20 20 20 20 20 20
wl NaCl 30 30 30 30 30 30
wl € 10 10 10 10 10 10
w! NaCl 40 40 40 40 40 40
wl C — — = = = —
p! NaCl 50 50 50 50 50 50
Her cukura 50 4] Hemolitik sistem

wl C 50 50 50 50 50 50
pl NaCl — — — — KONTROL

Her cukura 50 | koyun eritrositi (Ambo’suz)

30 dak. 37°C ve 1-2 saat 20°'de inkube edilir.

Bu sekilde hazirlanan mikroplate otomatik calkalayicida karis-
tirnlir ve 37°C'lik etiivde 30 dak. inkiibe edildikten sonra 1-2 saat
oda sicakliginda bekletilir- Eritrosit kontrollerinde % 90 sediment
bulunan gukurlarin % 90 hemoliz yapan sirasindaki komplement
dilusyonu 1 komplement iinitesi olarak kabul edilir ve testin uygu-
lanmasi sirasinda bu iinitelerin 2.5 kati komplement kullanilir.

Mikro Sistemde KOMPLEMENT FiKSASYON TEST :

KFT makro ve mikro olarak uygulanir. Mikro test cok daha
pratik oldugundan bu test yontemi anlatilacaktir,

Test, mikroplateler iizerinde yapilir ve asagidaki gibi isaretle-
nir. . i .
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12. Komplement kontrol

Testte ilk 3 cukurda hemoliz, 4. cukurda ve digerlerinde he-
moliz yoktur.

Antijen kontrol ¢ukurlarinda ise ilk ikisinde hemoliz diger iki-
sinde hemoliz olmamas: ve pozitif serum kontrollerinin bilinen
titreyi verip vermediklerine dikkat edilir.

MODIFiYE KOMPLEMENT FiKSASYON TESTLERI :

KFT'nin cesitli modifikasyonlar: gelistirilmistir. Ornek: Avian
ankitorlar mammalian komplementi fikse edemez. Bu olumsuzluk
ya avian komplement kullanilarak veya genel bir KFT sistemine
antijene karsi komplementi fikse eden indikat6r antikor ilave edi-

lerek yok edilir.

Eger incelenen serum infekte kuslardan alinmissa antijen ile
muamele edildiginde antijen-antikor kompleksi olusur ve sonradan
ilave edilen komplement baglanamaz. Antikorlarla kaplanmis olan
koyun eritrositleri (2. bir indikator sistem) ilave edilirse lizis olur.
Serum negatif ise antijen indikator antikor ve komplementle bag-
lanir, indikator sistem lize olmaz.
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Atlarda bazi komplementler, hemolitik degildir. Bu komple-
mentin fiksasyonu immunokonglutininlerin varliginda eritrositlerin
kiimelesme durumlarinin derecesiyle élciiliir. Immunokonglutininin
C; iizerindeki antijenik determinantlara kars: direkt etkili dogal bir
antikordur, Test, hemolitik komplement fikzasyon testi gibidir. An-
cak, indikator sistem antikorlarla kapli eritrositlerden baska im-
munokonglutinin kaynagini da igerir. Bu test RUAM'mn tanisinda
kullanilir,

KFT, homolog komplement ile kobay komplementinin eklen-
mesi ile de modifiye edilebilir. Kobay komplementinin modifikas-
yonu ig¢in gerekli homolog komplement komponenti Cy'dur.

Komplement sadece eritrositlere degil, protozoonlara ve c¢ekir-
dekli hiicrelerin membranlarina da zarar verir. Hiicre yiizey inti-
jenlerine karsi olusan antikorlar, komplement varhifinda antikor-
larla hedef hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar olgiilebilir. Re-
aksiyon sonucu hiicreler oliir. Bu yontemde o6len hiicreler, eozin
veya trizan mavisi gibi bir boyanin ilavesiyle saptanir. Olen hiicre-
ler boyanir. Canli hiicreler ise boyanamazlar. Bunun bir modifi-
kasyonu olan Sabin-Feldman boya testi Tokzoplazmozisin teshisin-
de kullanilir.. Toxoplasma gondii, metilen mavisi ile boyanir. Anti-
kor ve komplement varliinda protozoonlarin boyanma o6zelligi yok
olur. Bu teknikle antikor titreleri de 6lciilebilir.

NOTRALIZASYON TESTLERI :

Notralizasyon testleri, korunma testlerinin bir modifikasyonu
olup, antijenlerin biyolojik aktivitelerini in vitro olarak nétralize
eden antikorlarin saptanmasi amaciyla kullanilir.

-1 — TOKSIN Notralizasyon Testi:

. Bu test, bakteri toksinlerinin identifikasyonunda kullamlir.
Orn.: Cl, perfiringes -toksini (bir fosfolipazdir) yumurta saris1 ve-
ya serum iceren agar iizerinde iiretilirse koloniler gevresinde do-
nuk beyaz bir alan gelisir: -toksin antiserumu bu zonun olusumu-
nu onler. Bu reaksiyona NAGLER REAKSIYONU denir. Ayrica bu
toksini iireten organizmalarda bu yolla identifiye edilebilir. Benzer
bir testle Stafilokokal -toksinin identifikasyonunda kullanilir ve
ozgiil antiserum ile- hemolitik aktivitenin inhibisyonu esasina da-
yanir. :
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2 — PLAK OLUSUMUNUN inhibisyonu :

Bu teknikler, plak olusturan viruslarin doku kiiltiirlerinde ho-
molog antiserum ile muamele edildiginde plak ousumunun engel-
lenmesi esasina dayanir. Yani antiserum virusu notralize ederek
plak olusturmasini engeller. Orn.: Coli-faj Ty'e karsi hazirlanan an-
tiserum E.coli'nin bu fajlar tarafindan lize edilmesini dnler. Clinki
antikorlar fajin kuyrugu iizerindeki reseptore bloke olur ve bakte-
rinin lize olmasini inhibe ederler,

a) Bu aktivite birkag metotla saptanabilir. Plak notralizasyon
testinde monolayer tabakalanma gosteren hiicre kiiltiirii, virus ile
infekte edilmeden 6nce virus antiserumu ile inkube edilir. Plak olu-
sum testinde virus ekiminden sonra 2x E arla vasati + % 1.8-2
Noble agar virus {iretme vasati kullamlir. Inkubasyondan sonra
plaklar sayilir. Bu yontemde kontrol kullanilmasinin énemi biiyiik-
tiir. Sonug, kontrol ile karsilastirilarak degerlendirilir.

Diger bir metot da monolayer tabakali hiicre kiiltiirii antise-
rum iceren agar ile ortiiliir ve virus ikinci tabaka agar iizerine eki-
lir. Virusun antiserumlu agar tabakas: icinde difiiz olmasiyla plak
olusturan virus nétralize olur. '

c) Petri kutularinda doku kiiltiirii hazirlamir. Monolayer ta-
baka olustuktan sonra 4 cm c¢apindaki petri kutularima 100-200
PCB (plak olusturan birim) miktarinda virus ekilir. Agarli virus
tiretme vasati lizerine 2x E arle + % 1.8 noble agar) incelenecek
immun serum veya emdirilmis filtre kéagitlarindan hazirlanmis
diskler konur. Disklerin altinda hiicreler harap olmazsa, incelenen

serumda o virusa karsi 6zgiil antikorlarin varligi ortaya c¢ikar. Bu
diskler yerine agar iizerine delikler acilarak bu deliklere immun
serum konulabilir. Deliklerin ¢evresinde hiicrelerin iiremesi immun-
serumda homolog antikor oldugunu gosterir. '
Bu test ile 0.00005 pg gibi cok kiigiik miktarlardaki antikorlar

saptanabilir.
3 — ViRUS Nétralizasyon Testi :

Virus nétralizasyon testlerinin esas1 patojen viruslarin antise-
rum ile karsilastiklarinda nétralize olmalar: ve infeksiyon olustur-
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mamalaridir. Virolojide bilinmeyen viruslarin identifikasyonu veya
ozgiil antikorlarin saptanmasinda yaygin olarak kullamilir. Yiiksek
derecede 0zgiil veya duyarh oldugundan giivenilir bir testtir.

Biitiin notralizasyon testlerinde titresi yani infektif giicii bili-
nen virusa gerek duyulur. Bu hayvaniarda LDs/ml, embriyolu yu-
murtada YIDs/ml, doku kiiltiirlerinde DKIDs,/ml'nin 6lciilmesivle
elde edilir:

Infektif giicii bilinen bir virus siispansiyonu kullamilarak iki
metotla serumun ndétralizasyon aktivitesi oletiliir.

1 — Virus konsantrasyonu sabit tutulup antiserum dilue edi-
lir, -

2 — Antiserum konsantrasyonu sabit tutulup virus sulandirilir,

Metot :

Lab.da mikro ve makronoétralizasyon yontemleri olarak uygu-
lanir. Mikronétralizasyon testi daha az reaktif kullanilmas: ve ayni
anda cok sayida serumun bir mikrotitrasyon tablasinda gérme im-
kan saglanmasi bakimindan daha pratiktir.

Makronotralizasyon :

Serum (sulandurma ve 'virusu sabit tutma yontemi :

— Siipheli serum 1/2 ...... 1/512 seklinde iki kath sulandirilir.

— Her cukura 1000 DKIDs'i bilinen virustan esit miktarda ko-
nur.

— 37°C’de 1 saat inkube edilir.

— Her bir sulandirmadan en az 4 adet doku kiiltiiriine ekim
yapilir.

— Doku kiiltiirleri 37°C'de 6 giin siireyle hergiin SPE yoniin-
den kontrol edilir.

— Bu arada virus ve hiicre kontrolleri kullanilir. Bunun igin
doku kiiltiirlerine sadece virus veya hiicre ekilir,

Ilk sulandirmalarda antikor virusu cok iyi baglandigindan
SPE olusmaz. Ancak antikorun azaldig: ileri sulandirmalarda vi-
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rusu tutacak antikor olmadigindan SPE olusacaktir. Inkubasyon
sonunda kiiltiirlerin % 50’sinde SPE goriilen serum dilusyonu SNs
titresi (serum notralizasyon) olarak kabul edilir. Negatif testlerde
ilk dilusyondan itibaren SPE gozlenir.

Mikronétralizasyon :

Serum sulandirma virusu sabit tutma yontemi : {

Bu test mikrotitrasyon plaklarinda yapilir. Her serum 6rnegi
icin en az 2 cukur ayrilir. Bu nedenle yanyana 6 serum alt alta 8
serum olmak iizere bir plak iizerinde 48 serum test edilebilmekte-
dir.

— Serum ornekleri 1/5 Eagle (PBS) ile sulandirilir ve plak
iizerindeki cukurlara 0.05’er m] konur.

— Uzerine 1000 DKIDs, virustan 0.05 ml ilave edilir ve iizeri
iyice kapatilarak etiivde 1 saat, oda sicaklifinda 2 saat veya + 4°C
de i1 gece inkube edilir.

Inkubasyondan sonra her cukura 300000 h/ml olacak sekilde
0.05 ml hiicre konur.

Uzeri kapatilir ve virusun iireme hizina bagli olarak bir siire
inkube edilir. Hergiin SPE yoniinden plaklar incelenir. SPE'nin go-
riilmesi heterolog bir durum oldugunu gosterir.

Bu arada hiicre, virus ve serum kontrollerinin de kullanilmasi
sarttir.

SNy, igin ise:
— Plaklar iizerine yanyana en az ikiser gtz ayrilir.
— Birinci swraya 1/5 sulandirilms serum 6rnegi konur.

— Asagidaki cukurlara 0.05 ml sulandirma sivisi olarak Eagle
konur ve serum birinci siradan agagiya dogru 0.05 m] aktarilarak
1/10, 1/20, 1/40 olarak sulandirilir.

— Uzerine 6nce virus cklenir. Inkubasyondan sonra da hiicre
ilave edilir ve etiivde bekletilir.
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. —  En az yarisinda SPE goriilen serum sulandirilmasi SNs
olarak kabul edilir.

Virus notralizasyon testi diger in vivo ortamlarda da uygula-
nabilir ve in vivo olarak virus notralizasyonu yoluyla antikorlar test
edilebilir. Orn.: Pox virus antiserumunun embriyolu yumurtalarm
korioallantoik membranlarinda ¢igek hastalig: kabarciginin olusu-
munu inhibe etme yetenekleri test edilebilir.

Equine encephalitis viruslar1 da antiserum ile notralize olma
yetenekleri ile titreleri saptanabilir ve virus-antikor karismanin in-
traserebral olarak farelere injeksiyonu 6liimii engeller.

KORUMA TESTLERI :

Korunma testleri yalniz in vivo olarak uygulanan nétralizasyon
testleridir. Bu testler ile 0zgiil bir antiserumun infeksiyon etken-
lerine karsi organizmada olusturdugu bagisiklik durumu &lciilebi-
lir. Bu reaksiyon, aktif veya pasif olarak bagisik kilinmis deneme
hayvanlarina patojenik mikroonganizmalarin oliidiiriicii dozda ve-
rilmesiyle uygulanir. Sonugta bagistk olmayan hayvanlar oliiv, ba-
gi1sik olanlar ise canli kalirlar.

~ Baska bir uygulamada farkli etkenlerle farkli infeksiyonlara
tutulmus deneme hayvanlarina siipheli serumun belli oranlarda in
jekte edilmesi ile uygulanir. Deneme sonunda siipheli serumda in-
feksiyon etkenlerine karsi antikor varsa injekte edilen hayvan *I-
mez. Bir ozgiillilk yoksa injekte edilen patojen etkenin aktivitesi
sonucu hayvan oliir.

OPSONOSITOFAJIK DENEY :

Fagositik hiicreler bakteri, virus gibi c¢esitli mikroorganizma-
lar ile karbon ve plastik yapidaki parcaciklar: fagosite ederler. Ba-
z1 patojenik bakterilerde bulunan kapsiil formasyonu fagositozu
onler. Boyle bakterilerin kapsiillerine karsi olusmus ve OPSONIN
(Bakteriotropin) denen antikorlar, bakterilerin fagositozunu hizlan-
dirir. Bunlar 6zellikle IgM grubu antikorlardir.

Iste bagisik serumlarda bulunan opsoninlerin ortaya konulma-
sinda- OPSONOSITOFAJIK DENEY (Opsonik indeks)’'den yararla-

nilir.
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Metot :

Bir tiipe normal serum, normal okositler (sitratli kanin sani-
rifiijii ile elde edilir) ve hastalik etkeni olabilecek bakteriler, diger
tiipe ise bagisik serum (hasta serumu), normal lokositler konur.
37°C’de 20 dak. bekletilir. Tiiplerden alinan érneklerle preparatlar
hazirlanir, kurutulur, boyanir (May Granwald, Giemsa). Mikroskop-
ta incelendiginde lokositler tarafindan fagosite olmus bakteriler
goriilebilir. Her iki preparatta sayilan 16kosit ve bu ldkositler ta-
rafindan fagosite olan bakteriler arasindaki oran, fagositoz indek-
sini verir. Bagisik serumun fagositoz indeksinin normal serumun
fagositoz indeksine orami ile Opsonik indeks elde edilir. Opsonik
indeksin yiiksek olusu hastaligin prognozunun iyiye gittigini gos-
terir. Bu deney ile, infeksiyoz bir hastaligin gelecegi kontrol edile-
bilir. N

UCUNCUL TESTLER (In yivo)

PASiF DERi ANAFLAKSISI :

Normal hayvanlara antijenler intradermwal injekte edildiginde
bir reaksiyon olusmaz, Eger injekte edilen antijene karsi IgE grubu
antikorlar iiretilmisse bu antikorlar derideki mast hiicrelerine bag-
lanurlar ve ancak o zaman antijenin cok dilue solusyonlar: kullanil-
mis olsa bile antijenin intradermal injeksiyonuyla lokal bir asir1
duyarlilik reaksiyonu sekillenir. Mast hiicrelerinin aktivitesi nede-
niyle birka¢ dakika icinde salinan vazoaktif ajanlar etkisiyle olu-
san kapillar dilatasyon sonucu eritema olusur. Reaksiyon maksi-
mum 30 dak. icinde meydana gelir ve birkac saat icinde sonuclanir.

Ikinci bir teknik ise oOzgiil antijenlere karsi olusan reagenik
antikorlarm (IgE) teshisi i¢in kullamilir. Bu tekniklerden biri
PRAUSNITZ-KUSTNER (P-K) testidir. Bir deri testi olup normal
bir hayvana intradermal olarak test hayvanindan alinan serum in-
jekte edilirse 24-48 saatlik periyod sonunda antikorlar derideki
mast hiicrelerine baglanir. Ayni bolgeye 6zgiil antijen injekte edil-
diginde pozitif reaksiyon birkac dakika icinde goriiliir veya farklh
dilusyonlarda serum ayri bolgelere injekte edilir (intravendz). In-
jeksiyon bolgesinde cabuk tipte yangisal bir reaksiyonun goriilmesi
pozitif olarak degerlendirilir. Bu teste PASIF DERI ANAFLAKSI
TEST (PCA) denir. PCA ile hafif deri reaksiyonlarini tesbit etmek
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bazen zor olabilir. Bunun i¢in Evans mavisi gibi bir boya ile bo-
yanmis antijen intraventz olarak injekte edilerek reaksiyon gorii-
lebilir hale getirilir. Bu, normal olarak serum albuminine bagrana-
bilir veya baglanamaz. Kan dolasimindan ayrilir. Vaskular permea-
bilitenin oldugu deri bolgesinde akut bir yangisal reaksiyon mey-
dana gelir. Albumine baglanmis boya o bolgedeki dokuya girebilir
ve mavi bir alan olusur. Bu boélgenin biiyiikliigii yang1 reaksiyonu-
nun siddetinin ol¢limii i¢in kullamilir.

SELULAR iMMUN 'CEVABIN OLCULMESINDE KULLANILAN
TESTLER VE OZELLIKLERI

Hiicresel bagisiklik, timusta gelisen ve farklilasan T-lenfosit-
ierinin organizmaya kazandirdigi ve belirli canli antijenlere karsi
olusmus bir savunmadir.

Antijenlerle temas sonucu lenfoblastik transformasyona ugra-
van duyarli T-lenfositleri ayni canli antijenlerle tekrar temas ettik-
lerinde salgiladiklar: lenfotoksinlerle canli hiicre ve mikroplar: 6l-
diiriirken diger taraftan lenfokinlerle makrofaj ve lokositlerin olay
yerine gelmelerini stimiile eder. Makrofajlar1 uyarir ve aktive olan
makrofajlar fagositoz etkinligi kazanirlar.

Bu esaslar gercevesinde son yillarda beseri ve veteriner hekim-
likte bazi1 hastaliklarin teshisi amaciyla selular immun cevabi 6l-
cebilen bazi testler gelistirilmistir. Gergi bugiin i¢cin veteriner he-
kimlikte arastirmalarin otesinde kullanilma alani bulamayan tek-
niklerden insan hekimliginde genis 6lciide yararlanilmaktadir.

Bu testler 2 grup hiicrenin fonksiyonlar: iizerine kurulmustur.
1) — Fagositik hiicreler

2) — Lenfositler

FAGOSITLERIN FONKSiYONLARI

1) — Epinefrin Stimulasyonu :

Notrofillerin viicutdaki hareketleri 1/1000 oraninda epinefrinin
subkutan injeksiyonuyla test edilir. injeksiyondan 6nce ve injeksi-
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yondan en gec 60 dak. sonra kapillar kan alinarak 1 saat icinde
% 45'in iizerinde periferal poliniikleer hiicrelerin arttigi goriiliir.

2) — Nitroblue Tetrazolium'un Oral Yella Alma ve Sindirme
Testleri :

Aktif polimorfoniiklear hiicrelerin fagositozdan sonra safra
purple formazana superoksid anyonuyla Nitrobulue tetrazoliumun
etkisi direk olarak azalir. Bu nedenle nitroblue tetrazoliumun etki-
sinin azalma oram polimorfniiklear Ivicrelerle superoksid anyonu-
nun meydana gelisinin bir lciimiidiir. Insan hekimliginde kullani-
lan iki modifikasyonu vardir.

1 — Spektrofotometrik Ol¢timlerle in vitro olarak polimorfo-
niiklear oksidatif fonksiyonlarin test edilmesi.

2 — Kan dolasiminda formazan iceren hiicrelerin sayimai.

3) — Aycnlarin Tesbiti :

Bu test, yakin zamana kadar polimorfoniiklear hiicre fonksi-
yonlarinin belirlenmesi calismalarinda basariyla kullamilmistir. Bu
test ile polimortoniiklear hiicrelerin proteinlere baglanarak anor-
ganik anyonlarin cokebilen trichloracetic aside doniigsme yetenegi
olciiliir.

Bu sistemde, toksik aktiviteleri jsaretlenmis bakteri, mantar ve
viruslar tesbit edilebilir. Bu metot hiicrelerin opsonize edilmis
zymoson, Nal ve I ile inkube edilmesinden sonra polimorfniiklear
hiicrelere baglanan radio isaretlenmis anyonlarin teshisi esasina

dayanir.

LENFOSIT FONKSIYON TESTLERI

1) — Lenfecsit Transformasyon Testi:

Normal immun cevap olusturan canlilarda lenfositler spesifik
ve nonspesifik mitojenlerle blastogenezise ugrayarak cogalirlar.
Oysa immun yetmezligi olan canlilarda lenfositler ayni uyarima
daha az cevap verirler. Serumdaki immunosupressif faktorler veya
lenfositlerdeki bozukluklar, lenfositlerin fonksiyonlarimi yapama-
malarina neden olurlar.
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In vitro lenfosit transformasyon testi 1960 yilinda gelistirilmis,
o zamandan bu yana gesitli modifikasyonlar: yapilmis ve test immun
yetmezligin teshisi ile lenfosit transformasyonu calismalarinda kul-
lanilmagtir.

Kimyasal allerjenler, nonspesifik ajanlar, cesitli protein yapi-
sindaki antijenik maddelerle duyarhlastirilmis sahislarda sentez-
lenen ve salinan aktif biyolojik komponentlerle lenfositlerin aktive
olarak blast formasyonuna (daha soluk boyanan cekindek bazofil
stoplazma) doniisiimii, DNA, RNA, protein sentezindeki artis in vit-
ro olarak gosterilebilir. Lenfositlerin in vitro transformasyonu bir
lenfosit populasyonunun duyarlilastirma derecesi degerlendirilerek
yapilir.

Lenfoblastik transformasyona neden olan ve yaygin olarak kul-
lanilan nonspesifik mitojenler arasinda Concavalin A (ConA: T-
lenfositlerine dzgiilliigii fazla olan mitojenlerden biri), Fitohemag-
lutinin (PHA: T-effektor hiicre mitojeni), Rokeweed (PWM: B- hiic-
re mitojeni olan bir boya) yer alir. Bunlarin timidine baglanarak
optimal veya suboptimal dozlarda kullanilmas: tavsiye edilir.

Laboratuvarda lenfosit transformasyonunun 6lgiilmesinde su
parametreler kullanilir:

a) Biiyiiklitk artis1 gibi morfolojik degisime ugrayan hiicrele-
rin oranlarinin saptanmasi.

b) Hiicrelerin boliinme sayilari (Mitotik indeks)
c) Isaretlenmis timidin (H timidin) %kullanilarak DNA sente-
zinin olgiilmesi.

Yaygin olarak kullanilan: ise isaretlenmis timidin ile DNA sen-
tezinin olgiilmesidir ve genellikle periferal kan lenfositleri ile cali-

silir.

Metot :
— Heparinle veya cam boncuklu sisede defibrine kan alinir.

— Ficoll-hypage ile karistirilip santrifiij edilerek lenfositier
ayrilir, sayilir ve belli sayida enfosit tiiplere konur. Ozel sivi besi
yerlerinde (% 1020 homolog veya heterolog serumlu) kiiltiirleri ha-
zirlanir.
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— Lenfosit kiiltiirlerine gesitli yogunlukta mitojenik maddeler
ilave edilerek 5-7 giin % 5-10 CO,'li ortamda inkube edilir. Mitojen
konmayan tiipler kontrol olarak birakilir.

— Kiiltiirlere inkubasyondan sonra *H timidin katilir. 18 saat
sonra kiiltiir santrifiij edilerek hiicre parcalanarak DNA agiga cika-
rilir.

Genetik materyal, isaretlenmis timidin igerip icermemesi yo&-
niinden incelenir, Sonuglar, kontrollere gore degerlendirilir.

2) — Makrofaj Gociinii Onlenim Testi :

Lenfokinlerden ilk tanimlanani olan MIF, uyarilmis canlilardan
elde edilen lenfositlerin in vitro kiiltiirlerinde 6 saat iginde olus-
maya baslar, 4-5 giin sentezlenmeye devam eder. 80.000 molekiil
agirliginda olan faktor 30 dak. 56°C'ye dayamikli ancak, tripsinle
inaktive olur.

MIF'nin esas etkisi, makrofajlarin hareketini onleyerek mik-
roplarin bulundugu bdlgeden wuzaklasmasini onlemektir. Boylece
makrofajlarin yangisal bolgede mikroplarla daha uzun siire yakin
temasta bulunarak fagositozun artmas: saglanir.

Meted :

MIF'nin intradermal injeksiyonu tipik gecikmis tip asiri du-
yarlilik reaksiyonunun gelismesine neden olur. Lezyonlar hizla ge-
lisir. Boylece MIF mononiiklear fagositlerin bir aktivitesi olarak
lenfositler cevrede birikir ve in vivo olarak antijenik stimiilasyon
ile bolgede bu hiicreler lokalize olur.

Onceden antijenle duyarhlastirilmis kobaylarin periton eksu-
dat1 kapillar bir tiipe alinip besi ortam: igine konursa bir siire son-
ra makrofajlarin tiipiin disina dogru hareket ederek yayildiklar
goriiliir. Bu negatif bir sonuctur. Ancak, bu swiya homolog antijen
ilave edilirse makrofajlarin kapillardan disari gitkmadigi, hareketin
onlendigi goriiliir. Bu reaksiyon pozitif olup testte kullanilan peri-
ton eksudatinda bulunan lenfositlerin sentezledigi MIF nedeniyle
olmaktadir.
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3) — T-Lenfositlerinin Sayim Testleri :

Periferik kan dolasiminda bulunan B- ve T- lenfositlerinin ay-
rimi, saymmi ve orani hiicresel bagisikligin degerlendirilmesinde
Onemli bir yer tutar.

T- ve B- lenfositleririn ayrimi igin birkag yontem vardir. T-
lenfositlerinin sayiminda E-ROZET TESTI en ¢ok kullanilanidir.

T- lenfositleri, heterolog olarak eritrositler igin membranlarin-
da reseptorler bulundurur. Bu reseptorler eritrositler igin spesifik-
tir, T- lenfositleri kobay, koyun ve insan eritrositleri ile rozet for-
mu yaparlar. Eritrositler ile kompleks olusturarak serbest eritro-
sitler gibi cokerler.

Pratikte uygulanan E-rozet testi koyun eritrositlerinin insan T-
lenfositleri duvarina yapigsmasi esasina dayanir.

Metot :
— 5 ml'lik tiiplere 10° lenfosit konur.

— 10® koyun eritrositlerine (koyun kani alsavar solusyoru ile
alinir. PBS ile 3 kez yikanir. Sediment koyun eritrositleridir) ad-
sorbe edilmis fotal dana serumunun 0.1 ml’si ilave edilir ve dikkatle
karisgtirilar.

— Hiicre siispansiyonu 3 dak. 5000 devirde santrifiij edilerek
hiicreler c¢oktiiriiliir, Sonra da 37°C’de 15 dak. inkube edilir.

— Sanrifiij sirasinda diger bir 5 ml'lik test tiipiine 3 ml Ficoll,
Ronpacon konur ve ficol solusyonu santrifiij edilen tiipiin {izerine
karistirmadan dikkatlice konur.

— 1700 devirde 30 dak. tekrar santrifiij edilir.
— Interfazdaki ve en alttaki hiicreler iki ayr1 tiipe alinir.

— Yikama isleminden sonra hiicreler identifiye edilir. T- len-
fositleri test tiipiiniin dibinde yer alir ve koyun eritrositlerine ya-
pisarak olusturduklar: rozet formasyonu mikroskopta incelenir.

T lenfositleri, E- rozet testinden baska anti-T lenfositik serum-
larla saptanabilir.
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4) — Lenfositotoksik Test:

Bagisik lenfositlerin uygun hedef hiicreler iizerine sitotoksik
etkisi vardir. Bu iki sekilde olur,

a) Lenfosit dogrudan hedef hiicre iizerine yapisir ve bilinme-
yen bir mekanizma ile sitoliz meydana gelir.

b) Lenfositler tarafindan olusturulan ve lenfotoksin denen
faktorier araciligy ile (lenfosit yogunlugunda dahi) hedef hiicreyi

eritir.

Canl: hiicreler iizerine nonspesifik sitotoksik etki, aktive olmus
lenfosit kiiltiirlerinin bulundugu ortamda (hiicrelerin inkube edil-
mesiyle meydana gelir.

Sitotoksik hiicrelerin clusturdugu sitolizin derecesi, daha dnce
isaretlenmis hedef hiicrelerden ortama salinan radyoaktif kromu
dlcerek veya canli kalan hiicrelerin sayilmasi “C ile isaretlenmis
amino asidin hiicre proteinine katilmas ilesaptanir.

Bu testte, etkin hedef hiicreler degisik oranlarda anti-T serum
ile karistirilir. Komplement ilavesi ile spesifik hiicrelerin lizisi sag-
lanilir. Daha sonra tripan mavisi ile yapilan boyamada canli hiicre-
lerin koyu mavi boyandiklar: goriiliir.

IN VIVO TESTLER

Gecikmis Tip Asin Duyarhlik Deri Testi :

Gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonlarina birgok infeksi-
yonlarda raslanir. Gecikmis tip deri reaksiyonundan bircok infek-
siyoz hastaligin teshisinde yararlanilir,

Bu test i¢in uygun antijenden deri icine 0.1 ml injekte edilir.
Injeksiyondan 24-48 saat icinde injeksiyon yerinde kizariklik, ka-
bariklik, sertlik seklinde ortaya cikar ve semptomin derecesine go-
re negatif, siipheli ve pozitif olarak degerlendirilir.
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Ornek: Tiiberkiilozda allerjik test bu sekilde uygulanir. Duyar-
lilig1 belirlemek icin sigirlarda boyun derisi icine, tavuklarda sa-
kalin birine, insanlarda ise kola belli oranlarda deri ici olarak PPD
injekte edilir. 48-72 saat sonra siirlar ¢in deri kalinlasmasi, ta-
vuklar i¢in sakalda biiyiime, insanlar i¢in ise deride injeksiyon
bolgesinde meydana gelen kizariklik, sertlik ve sisligin derecesine
bagh olarak yonetmelikler geregince degerlendirilir.

Atlarda ruam iginde benzer bir allerjik test uygulanmr. Atlarda
boyun derisi igine sivi malleinden 0.2 ml injekte edilir ve 72 saat
sonra sonug¢ degerlendirilir. Derideki 6dem, sisme, duyarhlik ve ka-
Iinlasma yonetmeliklere gore degerlendirilir.

Deri testlerinde pozitif sonug, canlinin daha 6nce herhangi bir
ozgiil antijen ile temas ettigini, duyarhlastigini, eger bir infeksiyon
s6z konusu ise o hastaligi gecirmis veya gecirmekte oldugu anlami-
ni tasir,

Allerjik testlerdeki reaksiyonun goriiniimii gesitli infeksiyon
allerjilerinde kiigiik degismelerle birlikte benzer gériiniimdedir.
Reaksiyon ibenzerlik derecesine bagl olarak genellikle bir hafta
icinde kaybolur.

Sellular immun yanitin dlgiilmesinde kullanilan bu in vitro ve
in vivo testlerden baska, uyarilmis T- lenfositlerinin kiiltiir filtrat-
larinda bulunan ve diger ozelliklere sahip mediatorlerin aktivitele-
rine bagh olarak pekgok testler gelistirilmistir.

Bu mediatorlerden makrofajlar iizerine etkili
— Makrofaj aktivasyon faktor (MAF)

— Makrofaj kemotaktik faktor {(MKF)
Polimorfniiklear 16kositleri etkileyen

— Lokosit inhibitor faktor (LIF)

— Polimorfniiklear kemotaktik faktor
Ayrica,

— Koloni uyaran faktor sayilabilir.
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