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Uygulamanin adi Biyoglvenlik uygulamalari, Serolojinin  tanimi,
seroloji laboratuarinda kullanilan temel geregler,
biyolojik ve kimyasal maddeler, kullanim amaclari

Yapilacagi hafta 1

Uygulamanin temel hedefi Serolojinin tanimi, seroloji laboratuarinda kullanilan
temel gerecler, biyolojik ve kimyasal maddeler,
kullanim amaglarinin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezir, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

eImmiinolojinin bir alt dali olan seroloji antijenlerle ba@isiklik sistemi Griinlerinin
etkilesimini invitro olarak inceler. Antijen ve antikor birlesmesi 6zgul bir reaksiyon
oldugu igin, bilinen bir antijen oldugunda 6rnek materyal igerisinde 6zgul antikor
aranabilir veya bilinen bir antikor oldugunda érnek materyal icerisindeki 6zgull antijen
degisik teknikler ile saptanabilir. Ayrica 6rnek materyal icerisindeki 6zgul antijen
veya antikor miktarlar niceliksel testler kullanilarak saptanabilmektedir.

*Serolojik testlerden elde edilen sonuglar;

*1.Klinik tani veya diger laboratuvar bulgulari ile tanisi konan hastaliklarda serolojik
testler dogrulama amagli kullanilabilir.

*2.Bir kiginin veya toplumun bagisiklik durumunu saptamak amaci ile kullanilabilir.
*3.Hastaligin gidisi, tedavi ve\veya prognozu serolojik testlerle izlenebilir.
*4 Etken mikroorganizmanin serogrup, serotip veya immunotipi saptanabilir.

*5.Etken mikroorganizmanin Uretilemedigi veya Uretmenin pratik olmadigi
durumlarda etkeni tanimlamak sadece serolojik testlerle mumkuandur.

*Bir infeksiyonun tanisinda 6énemli olan, varolan infeksiyonu yansitan antikorlarin
onceden gegciriimis infeksiyona iligkin antikorlardan ayirdedilmesidir. Burada
ayirimda o6nemli olan, infeksiyonu izleyen 2-3 hafta suresince antikor titresinin
yukselip sonra yavas yavas dusmesidir 10-14 gun ara ile alinan iki serum 6rnegi
antikor titresinin ylUkseldigini gosterirse yeni bir infeksiyon s6z konusudur. ilk serum
ornegdinin infeksiyonun erken evresinde alinmasi énemlidir; tersi durumda, titre artisi
atlanmis olur. Yeni infeksiyonun taninmasina olanak saglayan bir baska durum
infeksiyondan sonra ilk ortaya ¢ikan antikorlarin ¢cogu kez IgM sinifinda olmalaridir.

*Serolojik testlerin miktar tayininde duyarliik bakimindan ayriliklari vardir. Ornegin
basit presipitasyona bakarak agarda iki yonlu yayilma 15, bakteri aglutinasyonu ve
kompleman baglanmasi 300, dolayli hemaglutinasyon 600, ELISA ve virus
noturlenmesi 300000 kez daha hassas bildirilmigtir.




«Duyarlilik (sensitivite) : Belirli bir hastaligi olan kigilerde bir yontemle alinan pozitif
sonuglarin ylizdesine o metodun duyarlihdi denir. Duyarl bir testte yalanci negatiflik
cok azdir.

«Ozgiillik (spesifisite) : Saglikh kigilerde bir yoéntem ile arastirilan hastalik
bulgusunun negatif sonug¢ yizdesine o yontemin 6zgulligu denir.

Bir testin duyarlihgr aranan hastaligi olan , 6zgulligu ise o hastaligi olmayan
secilmig bir populasyonda aranir.

*Antijenin tek bir determinantinin antikorun tek bir yanina yani bir epitopun bir
paratop’a olan birlesme ilgisine afinite denir.

*Dogal antijenlerin gogunlugu ¢ok valanshdir. Antikorlarinda en az iki valansi vardir.
Bu sekilde ¢ok valansli(determinanth) bir antijenin ¢ok valansli antikorlarla baglanma
glcune avidite denir.




Uygulamanin adi Kanin yapisi, kan alma islemleri, serum, plazma,
elde edilmesi ve kullanim alanlari

Yapilacagi hafta 2

Uygulamanin temel hedefi Kanin yapisi, kan alma iglemleri, serum, plazma,
elde edilmesi ve kullanim alanlarinin égretiimesi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezir, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

SERUM: Pihtilagsmaya terkedilen kanda (antikoagulansiz) pihtinin sikismasi sonucu
pihtidan ayrilan beyaz-sari renkli siviya SERUM denir. Serum, fibrinojen icermez.

Elde edilmesi

- Kanda tipe alindiktan sonra pihtilasmaya baslar. Pihtilasan kanin tip ile
iligkisi gizilerek ayrilir. Bu igsleme kanin cizilmesi denir. Cizilen kan 22°C, 37 C°, 4
CP de bir siire bekletilerek pihtinin blzismesi saglanir. Kan pastasindan timiyle
ayrilan sivi (serum) alinarak hemen kullanilir veya hemen kullanilmak Uzere
saklanabilir.

- Antikoagulansiz alinan kanin pihtilastirilmasi, gizilmesi ve santriflj edilmesi
ile serum daha kisa sure iginde elde edilebilir.

- Uygun yontemlerle hazirlanan serumun serolojik ve immunolojik onemi
bayuktar. Bilindigi gibi serumda (antikorlar ve komplement bulunur. Bundan dolayi
serolojik reaksiyonlarin temel reaktiflerinden birini olusturur) erimis halde proteinler
(gammaglobulinler, komplement vs.), hormonlar ve enzimler bulunur. Cesitli
hastaliklarin teshisinde bu maddelerdeki degisiklikler incelenir. immunolojik acidan:
Serumun i¢inde bulunan sivisal bagisikhdl saglayan ve antikor adiverilen
gammaglobulinler bulunur. Cesitli enfeksiyonlarda veya asilamalarda bu antikorlarin
varliklarinin ve yogunluklarinin saptanmasinda kullanilan serolojik testler kullanilir
ve enfeksiyon olgularinin veya bagisiklik dizeyi saptanir.

Ayrica bazi hastaliklarin sagaltiminda hastalik etkenine 6zgul fazla miktarda
Ig igeren immun serumlar kullanilabilir.

Serumun saklanmasi:
- Dondurularak
- Cesitli prezervatif maddeler ilave edilerek saklanabilir.

PLAZMA

Tanim: Antikoagulanli olarak alinan kan santrifuj edildiginde hicre kismi dipte
toplanarak Ust kisimda sivi kalir ki, fibrinojen igeren beyaz-sari renkli bu siviya
PLAZMA adi verilir.

Elde edilmesi

- Kan antikoagulanli olarak alinir.

- 3000-3500 devir/dak. 30 dak. santrifuj edilir.
- Ust kisimdaki sivi plazma olarak kullanilir.

ANTIKOAGULAN MADDELER
Heparin




Na sitrat

EDTA

Na, K okzalat

Pepton

Hirudin

Dikumarol v.s.

Na sitrat: Kati bir madde olup, genellikle %10’luk ¢bzeltisi hazirlanarak 1/10
oraninda kullanilir.

EDTA: %10’'luk hazirlanan EDTA 1/1 olarak kan ile karnstinldiginda
pthtilagmayi onler.

DEFIBRINE KAN
Fibrin icermeyen kan demektir. Antikoagulan maddenin toksik etkisi
s6zkonusu oldugunda defibrine kana gerek duyulur.

Elde edilmesi:

Defibrine kan elde etmek i¢in cam boncuklu siseler kullanilir. Kan uygun
yontemlerle cam boncuklu siselere alinarak pihtilagsmasini onlemek amaciyla surekli
olarak karistirihr. Olusan fibrin iplikleri boncuklar g¢evresinde toplanarak, kanin
pihtilasmasi onlenir. Defibrine kan bu sekilde hazirlanabildigi gibi 6zel solusyonlar
(Alsever solusyonu v.s.) ile de hazirlanabilir.

HEMOLIZ

Tanim: Alyuvarlar iginde bulunan ve kana kirmizi rengini veren hemoglobinin
hicre disina ¢gikmasina HEMOLIZ denir. Hemoliz olmus kan nargicegi renginde ve
berraktir.

Normal kosullar altinda alyuvarlar i¢cinde bulunan sivinin ozmotik basinci
plazmanin ozmotik basincina esittir ve bu da % 0.9 NaCl ¢dzeltisinin ozmotik basinci
kadardir. Bu konsantrasyondaki c¢ozeltilere IZOTONIK ¢dzelti denir ve boyle bir
ortamda hucreler sivi kaybederek buzugur. Alyuvarlarin ozmotik basinci kanin
ozmotik basincindan az oldugunda (HIPOTONIK) hiicreler su alarak siser ve gerilir.
Gerilme ile hiicre duvarindaki porlar buyur. Normalde bu deliklerde gegcemeyen Hb
digari ¢ikar, ya da hipotoniklik fazla ise hiucre patlayarak hemoliz meydana gelir.

Distile su hipotonik bir sivi oldugundan kan, distine suda hemoliz olur.

KANIN YIKANMASI

Kan yikanarak saf eritrositler elde edilir. Eritrositler pek c¢ok serolojik
reaksiyonda 6énemli bir reaktif olarak yer alir. Orn: KF, HA, HI, IHA v.s.

Yoéntem:

-Kan antkoagulanli olarak alinir,

- 1000-1500 devirde 5 dak. santrifuj edilir,

- Ust sivi (plazma) atilarak, atilan hacim kadar FTS ilave edilir ve pipet ile
homojenize edilir,

- 1000-1500 devirde 5 dak. tekrar santriftjlenir,

- islem 3 kez tekrarlanir.

- TUpteki sediment ¢esitli testlerde yikanmig kan olarak kullanilir. Genellikle %
2’lik solusyonlari hazirlanir (108 h/ml).




Uygulamanin adi

Serolojik reaksiyonlar, mekanizmalari, kullanim
alanlan

Yapilacagi hafta
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Uygulamanin temel hedefi

Serolojik reaksiyonlar, mekanizmalari, kullanim
alanlarinin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve
malzeme adi

Pleyt, mezur, kan alma tupleri, santrifdj, pipet, pipet
uclari

Gerekli olan glivenlik
uygulamalari

Uzun kollu onluk, plastik gozluk, koruyucu maske,
lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

« Antijen : Organizmaya uygun yollardan girdiklerinde kendilerine karsi bagisik
yanitin olusmasina yol agan, bu yanit sonucunda ortaya ¢ikan drunlerle
(antikorlar ve duyarl hiicrelerin reseptorleri) 6zgll olarak birlesme 6zelliginde
olan, organizmanin kalitsal yapisina yabanci maddelerdir.

» Antikor : Antijenlere karsi sivisal bagisik yanit sonucunda plazma hicreleri ve
dolayisiyla duyarli B lenfositleri tarafindan olusturulan ve antijenleri ile 6zguil
olarak birlesme 6zelliginde olan 6zgul globulinlerdir.

Serolojik reaksiyonlar antijen antikor komplekslerinin baglanma durumlarina gore

sekillenir ve yorumlanir.




Uygulamanin adi Sulandirma sivilarinin (FTS, PBS) hazirlanmasi,
farkli oranlarda (1/2, 1/5, 1/10) sulandirmalarin

yapillmasi
Yapilacagi hafta 4
Uygulamanin temel hedefi Sulandirma sivilarinin (FTS, PBS) hazirlanmasi,

farkli oranlarda (1/2, 1/5, 1/10) sulandirmalarin
yapilmasinin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezir, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

1X PBS (Fosfat Tamponlu Salin) Tampon olusur:

137 mM NacCl 137 mM NacCl

2.7 mM KCI 2.7 mM KCI

100 mM Na2HPO4 100 mM Na2HPO4
2 mM KH2PO4 2 mM KH2PO4

O O O O

To make 10X PBS Buffer , dissolve the following reagents in 800 ml ultra saf su.
Tampon yapmak 10X PBS igin saf olarak 800 ml reaktif gerekmektedir.

NaCl NaCl 80g80¢g
KCI KCI 2929
Na2HPO4 Na2HPO4 14.49g14.4¢g
KH2PO4 KH2PO4 249249

HCI ile 7.4 'e PBS Tampon Cozelti pH ayarlanir.
Otoklav veya filtrasyon ile sterilize edilir.

Tap dilisyon teknigi ile sulandiriimis slar




Uygulamanin adi Presipitasyon testleri, agar jel presipitasyon testinin
yapillmasi ve yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 5

Uygulamanin temel hedefi Presipitasyon testleri, agar jel presipitasyon testinin
yapilmasi ve yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tlpleri, santriflij, pipet, pipet
malzeme adi uglari

Gerekli olan guvenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISIi

PRESIPITASYON

A) Tanim: Eriyebilir durumdaki antijenlerin elektrolitli ortamda 6zgull olarak
antikorlarla birleserek ¢okmesi seklindeki immunolojik reaksiyonlara Presipitasyon
denir.

B)_Mekanizmasi: Presipitasyon reaksiyonlarinin mekanizmasi ¢okelti veren
reaksiyonlarda oldugu gibi Lattice teorisi ile agiklanmaktadir.

LATTICE TEORISI

Elektriksel yuklere bagl olarak etkilesen bivalan antikorlar ile multivalan
antijenlerin birleserek ¢okmesidir.

-Genellikle bivalan olan antikorlar fazla oldugunda multivalan antijen
molekullerini kaplar, diger antijen-antikor kompleksleri ile baglanmasini onler.
Dolayisiyla az presipitasyon olusur.

-Antijenin fazla olmasi halinde antikor molekullu antijen ile baglanir. Ancak,
baglanma az oldugundan presipitasyon da azdir.

-Oysa antijen ve antikorun optimal oranlarda karismasi ile antijen ve antikor
arasinda tam bir baglanma olur ve Lattice formasyonu meydana gelir.

Bu mekanizma ile olusabilecek presipitasyon reaksiyon 06zelligini
lgG>IgM>IgA’ lar gostermektedir.

C) Uygulama Sekilleri:

Presipitasyon reaksiyonlari, sivi, kati ve yar kati ortamlarda uygulanir. Bu
amagcla gesitli teknikler geligtirilmigtir.

1) Sivi Ortamda Presipitasyon:

Antraksin teshisinde kullanilan AsColi (halka deneyi) testi 6rnek olarak
verilebilir. Bu test kantitatif bir testtir. Kapillar bir tlip icine esit miktarda bagisik
serum ve antijen solusyonu iki tabaka karigmayacak sekilde konur. Kisa bir
inkubasyondan (30-45 dak.) sonra antijen ve antikor arasinda olusan mat-beyaz
presipitasyon halkasi pozitif olarak degerlendirilir.

2)Tlpte Sulandirma:

Alinan bir seri tipe belli miktarlarda antikor (presipitin) ve tzerine de degisen
miktarlarda antijen (presipitinojen) ilave edilir.Test tupleri 6nce 37°C’ de sonrada
sogukta inkube edilir. Antijen ve antikorun homolog oldugu durumlarda ilk tlpten
baglayarak kademeli olarak artan ve bir tipte en ylUksek dereceye ulastiktan sonra
azalarak kaybolan bir bulaniklik olusur.Bulanikligin en fazla oldugu tupte antijen ve
antikor miktari optimaldir.Bu noktada antijen ve antikorun tumu birlegerek
presipitasyon meydana getirir. 3) Agar_Jel Presipitasyon Yontemi:

Kati veya yari kati ortamda uygulanan presipitasyon reaksiyonuna_Jel
Presipitasyonu denir.Bu yontemle homolog antijen ve antikorlarin agar igcinde diffuz




olmalari ve kalinlastiklari yerde presipitasyon bandi olugturmalari esastir. Agarda
presipitasyon testinin ¢esitli modifikasyonlari olmasina ragmen genel olarak 3 temel
yontem vardir.

A-Basit Difizyon Yontemi

Antijen veya antikorlarin birinin difuz oldugu yontemdir.

a-)Tek yonlu Basit Difuzyon:

Oudin Tup Yéntemi olarak da bilinir.Antiserum igeren agar tupu konur.Donduktan
sonra Uzerine antijen tabaka halinde ilave edilir.Oda derecesinde bir sure inkube
edilir.Agar icinde diffuz olan antijen,homolog antijeni ile karsilagtigi yerde ¢oker ve
bir band meydana getirir.

Bazen de agar igine antijen katilir veantikorun diffuz olmasi saglanir.

b-)Cift YénlIU Basit Difizyon:

Bagisik serum Kkaristinlmis agar petri kutusuna 3-4mm kalinhiginda
dokultr.Agar Uzerinde gukurlar acgilir.Bu gukurlara antijen konur vedifuz olmasi igin
bir slre inkube edilir.Pozitif reaksiyonda antijen ve antikorun karsilastigi yerde
presipitasyon ¢izgisi olusur.

B-)Cift Difuzyon Yontemi

Hem antijen hem de antikorun diftiz olduklari bir ydéntemdir.

a.)Tupte Cift Difuzyon Yontemi:(Oacley ve Fulthrop)

TUp- petri ve lamda uygulanabilir.

Antiserum igeren agar (% 0.3'lik) tuplere alinir.Uzerine agaroz ve daha sonra
da belli miktarlarda antijen konur.Karsilikli difizyon ile agar icinde antijen ve
antikorun karsilastigi noktada ¢okerek olusturdugu mat-beyaz bandin gézlenmesi
pozitif olarak degerlendirilir.

b-)iki Yénde Cift difiizyon: Ouchterloncy

%!-5’luk agar veya agaroz petrilere dokulerek tzerinde delikler acilir.Deliklere,
ortaya antijen gevreye antikor veya tersi olacak sekilde antijen ve serum konur.
Petriler 1-5 giin 4°C 25°C 35°C’de inkube edilirler. inkubasyondan sonra olusacak
presipitasyon gizgileri degerlendirilir.

Bitisik ¢ukurlarda presipitasyon reaksiyonunun baglamasi iki antijen
arasindaki imminolojik iliskiye baglanabilir.iliskili olmayan antijenler arasinda kross
reaksiyon sonucu ¢izgiler olusabilir.Birlesmis ¢izgiler kullanilan antiserumun
benzerligi ile ilgilidir.

c)Single Radial immunodiffiizyon:

Bu teknikte uygun miktarlarda dilue edilmis antiserum iceren agar Uzerinde
acilan bir gukura konan antijenin difiz olmasi sonucu 6zgul antijen ve antikorlar
arasinda homolog etkilesim sonucu c¢ukur c¢evresinde halka seklinde bir
presipitasyon zonu meydana gelir. Antijenin (veya antikorun) konsantrasyonu
arttikga presipitasyon halkasinin ¢api da buydr. Ters ¢evrilmis yani antijen iceren
agarin kullanildigi radial immunodiffizyon testi de vardir.

Konsantrasyonlari bilinen standart antijen veya antikorlar kullanilarak
bilinmeyen reaktifin miktari gelen presipitasyon halkasinin ¢apina bagl olarak
saptanir.

Kullanildigi Yerler:

1. Hastaliklarin serolojik tanisinda

2) Antijenik iligkilerin saptanmasinda

3) Antijen ve antikorlarin molekuil agirliklarin saptanmasinda

4) ozellikle besin kontrol ve adi tipta proteinli maddelerin tip tayininde (kan grubu
tayini, et tipinin tayini vs).




/o
/4

Agar jel presipitasyon




Uygulamanin adi Aglutinasyon testleri, cabuk lam aglutinasyon testi
yapillmasi ve yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 6

Uygulamanin temel hedefi Aglutinasyon testleri, gabuk lam aglutinasyon testi
yapillmasi ve yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Aglutinasyon bir antijen-antikor reaksiyonu olup serolojik testler arasinda sekonder
baglanma testleri icinde yer alir. Partikiler karakterdeki antijenler , elektrolitli
ortamda homolog antikorlarla birleserek gozle gorulebilecek buyuklUkte kumeler
halinde ¢okerler ki bu olaya AGLUTINASYON denir.

Farkli Ig molekdillerinin aglutinasyon yontemleri birbirinden farkhdir. Bu fark
antikorlarin antijen ile baglanma giclerinden ileri gelir. Ornegin, Ig’lerin aglutinasyon
gucu IgG’lerden daha fazladir.

Aglutinasyon testleri genelde uygulanmasi basit olan testlerdir. Oldukca
duyarli olan bu testler ile 1ml. serumdaki 0.1 ugm. miktarindaki antikorlar
saptanabilir.

Aglutinasyon reaksiyonundan;

-infeksiyonlarin teshisinde (Brucella, Listeria, Salmonella, Campylobacter,
Ruam, Morexella, vs.)

-Mikroorganizmalarin identifikasyonunda

-Bagisiklik durumunun belirlenmesinde ( antikor titresi ) yararlanihr.

Aglutinasyonun Mekanizmasi:

Aglutinasyon 0.5 M NaCl solusyonunda meydana gelir.Bu reaksiyonda iyon
gucu 6nemlidir. Antijen ve antikor arasinda yeterli oranda spesifik baglarin olugsmasi
icin hicrelerin ylzeyindeki negatif yikin karsit yukler tarafindan nétralize edilmesi
gerekir.Bu da noétral pH'da olur. Bu nedenle antikorlar antijenlerle 6zgul olarak
baglanmis olsalar bile 10-3NaCl ve daha disik tuz konsantrasyonunda aglutinasyon
meydana gelmez. Ortamda fazla miktarda tuz bulunmasi halinde ise antikorlarin
bulunmadigi durumlarda bile aglutinasyon olusgur.

Laboratuvarda aglutinasyon iki sekilde yapilir:
-Cabuk lam aglutinasyonu
-Yavas tup aglutinasyonu

Cabuk Lam Aglutinasyonu:

Bu yontem, PLATE test veya CARD test olarak da isimlendirilir. Bu test daha
¢ok bir tarama testi olarak kullanilir. Serum veya kan ile uygulanan testte kullanilan
antijen tup aglutinasyon antijenine gore 10-50 kat daha konsantredir ve boyanmistir.
Ornegin, pullorum antijeni kristal violet, Brucella antijeni rose bengal, Mycoplasma
antijeni ise metilen mavisi ile boyanmistir.

Bu test icin temiz bir lam Uzerinde bir damla (0.05 ml) kan veya kan serumu
esit miktarda lam aglutinasyon antijeni ile karistirilir.Birkag dakika icinde kum tanesi
seklinde gorulen ¢okuntu pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir.Negatif durumlarda
ise homojen bir dagilim olusgur.




Lam aglutinasyon




Uygulamanin adi Yavas tup aglutinasyon testinin yapilmasi ve
yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 7

Uygulamanin temel hedefi Yavas tup aglutinasyon testinin yapilmasi ve
yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezir, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Yavas tup aglutinasyonu:

Bu testte ise bir seri aglutinasyon tipu alinir ve supheli serum log=2 tabanina
gore FTS ile sulandirilir.Bunun igin ilk tipe 0.8ml. digerlerine ise 0.5ml. FTS konur.
ik tipe 0.2ml. test edilecek serum konarak pipetaj ile iyice karigtirilarak ikinci tiipe
0.5ml. aktarilir.Boylece ilk tiipteki serum sulandirmasi 1/5 olmus olur. ikinci tiipte de
ayni islem yapilarak Ggtinci tiipe 0.1ml aktarilir. ikinci tipteki sulandirma da 1/10
olmus olur.Son tlpe kadar ayni sekilde sulandirmaya devam edilir ve son tupten 0.5
ml. atilir. Bodylece serum sulandirmasi hazirlanmis olur.TUplerin Gzerine
konsantrasyonun belli lam aglutinasyon antijeninden esit miktarda ilave edilir. Tapler
calkalanarak 37° C de 24-48 saat inkubasyona birakilir ve sonuglar degerlendirilir.

Pozitif tUplerde suUpheli serumdaki antikor homolog antijeni ile birleserek
yercekimi etkisiyle tipln dibine ¢oker, Ust taraf ise pozitiflik durumuna goére kismen
veya tamamen berraklagir. Tuplerin dibinde dantela tarzinda bir ¢okuntu
gozlenir. Tupler calkalandiginda ise aglutinasyondan dolayl ¢okuntu iri granuller
halinde ortama yayilir.

Negatif durumlarda, serumda homolog antikor bulunmadigindan aglutinasyon
olmaz.Dolayisiyla tipiin dibinde digme tarzinda bir ¢okintli olusur.Ust sivi ise
bulaniktir.Calkalanma sonucu dipteki tortu ortama homojen olarak dagilir.

Ancak bazi durumlarda serumda homolog antikor olmasina ragmen tup
aglutinasyonu sekillenmeyebilir.Bunun nedenleri:

A- Serumda bulunan izotonik tuzlu su iginde antijen ile birlesemeyen INCOMPLE
ANTIKORLAR ile izotonik tuzlu su icinde homolog antijeni ile birlesebilen COMPLE
ANTIKORLARdIr.

incomple antikorlar 3’e ayrilir:

-Aglutinoidler:(Albumin antikorlari)Protein (albumin) veya buylk bir molekdl
(dekstran gibi) test ortamina ilave edildiginde goérilebilen bir olay meydana gelir.

Crypt antikorlar:IgG ve IgA grubu antikorlar olup ancak, indirekt Coombs testi
ile ortaya cikarilirlar.

Blocking antikorlar:Antijenik yapilari orterek aglutinasyonu inhibe eden
antikorlardir.

B-) Diger bir neden ise PROZON FENOMEN olarak tanimlanir. Tup
aglutinasyonunda ilk dilusyonda reaksiyon olusmayip dusuk konsantrasyonda
antikor iceren diger tuplerde aglutinasyonun gorulmesi olayidir. Bu durum, serumda
aglutininlerin bulunmasi yaninda daha duguk konsantrasyonda blocking antikorlarin
bulunmasi ve sulandirma ile bu antikorlarin reaksiyonu engelleyici etkilerinin ortadan
kalkmasi seklinde aciklanabilir.




Serumun uzun sure saklanmasi, serumun kontamine olmasi ve antijenin fenol
yerine formalinle hazirlanmasi prozon fenomenini arttirir. Bunu ©Onlemek igin
serumun 1/80-1/160 sulandirmalari kullanilmali veya taze serum 56°C’de 30 dk.
bekletilerek inaktive edilmelidir.

Bazen de infekte olmayan hayvanlardan alinan serumlarda dusuk diuzeyde
nonspesifik aglutininler ile koaglutininlerden ileri gelen aglutinasyon reaksiyonu
gorilir.Serumun bu 6zelligi 65°C’ de 10-15 dk. inaktive edilerek veya asitlendirilmis
plate test antijeni (pH 4 ) kullanilarak onlenir.

Hemolizli serumla yapilan tip aglutinasyon testlerinde antijen ve sulandirma
sivisinda bulunan fenol, serum igindeki serbest haldeki hemoglobin ile presipite olup
¢cOker. Yalanci bir aglutinasyon reaksiyonu ile sonucu yaniltabilir.

Akut infeksiyon veya asilama ile ilk olarak IgM’ler ortaya c¢ikar.Kronik
infeksiyonlarda ise IgG’ler meydana gelir.Bu nedenle asili ve aktif infeksiyonlu
hayvanlari ayirt etmek i¢in ve gercek infeksiyonu ortaya cikarmak igin IgM’leri
ekarte etmek gerekir.Bunun igin ¢esitli mekanik (santrifuj,blocking test, inaktivasyon,
Coombs testi) ve kimyasal (MET; rivanol, tripsin) olarak modifiye aglutinasyon
testleri uygulanir.

Aglutinasyon reaksiyonlarinda antikorlarin belirlenmesi igin sadece kan veya
kan serumu kullaniimaz. Bagka biyolojik materyaller de kullanilir ve buna gore ¢gesitli
sekillerde isimlendirilir.

-Sit serumu ile aglutinasyon

-Vaginal mukus ile aglutinasyon

-Seminal plazma ile aglutinasyon gibi
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Yavas aglutinasyon




Uygulamanin adi

Kanin yikanmasi ve eritrosit suspansiyonu
hazirlanmasi, kullanim amaci

Yapilacagi hafta
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Uygulamanin temel hedefi

Kanin yikanmasi ve eritrosit suspansiyonu
hazirlanmasi, kullanim amaci

Kullanilacak materyal ve
malzeme adi

Pleyt, mezur, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
uglan

Gerekli olan glivenlik
uygulamalari

Uzun kollu 6nlik, plastik gozIlk, koruyucu maske,
lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

KANIN YIKANMASI

Kan yikanarak saf eritrositler elde edilir. Eritrositler pek c¢ok serolojik
reaksiyonda dnemli bir reaktif olarak yer alir. Orn: KF, HA, HI, IHA v.s.

Yontem:

-Kan antkoagulanli olarak alinir,
- 1pOO-1500 devirde 5 dak. santrifijj edilir,
- Ust sivi (plazma) atilarak, atilan hacim kadar FTS ilave edilir ve pipet ile

homoijenize edilir,

- 1000-1500 devirde 5 dak. tekrar santrifujlenir,

- islem 3 kez tekrarlanir.

- Tupteki sediment cesitli testlerde yikanmis kan olarak kullanilir. Genellikle %
2'lik solusyonlari hazirlanir (108 h/ml).




Uygulamanin adi Hemaglutinasyon  testinin  uygulanmasi  ve
yorumlanmasi
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Uygulamanin temel hedefi Hemaglutinasyon  testinin  uygulanmasi  ve
yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Eritrositlerin serum ya da m.o. etkisiyle bir araya gelerek, kimeler halinde
cokmeleridir. Pek ¢cok m.o. ve viruslar; HA yetenegine sahiptir. Burada olay bir ag-ab
reaksiyonu degil ; dogrudan dogruya m.o.da bulunan ve eritrositlerdeki reseptorlere
yapisma ve onlari ¢oktirme ozelligidir.

MEKANIZMA : HA ozellignde olan m.o.larin duyarl eritrositlerin yiizeylerine
yapisma egiliminde oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda; HA 6zelligi bulunan
m.o.larin yuzeylerinde kisa ,givi benzeri organeller bulundugu gozlenmistir. Bunlarin
eritrositlerin  ylzeylerindeki mukopolisakkarit iceren reseptdr bolgelerine 6zgun
olarak baglandiklari saptanmistir. HA sirasinda pek c¢ok virus partikali duyarh
eritrosite etki eder. Virus 2 eritrosit arasinda kalacak sekilde baglanir.

Bu baglanma surekli degildir. Virus , salgiladigi Neuroamidase enzimi ile
reseptor bolgelerini tahrip eder. Ve eritrositlerden ayrilir. Bu olaya ELUSYON denir.
Ayrilmadan sonra eritrosit yuzeyindeki reseptorler tahrip oldugu i¢in; ayni eritrosit ile
ayni virus tekrar baglanamaz. Ancak baska bir virus ile baglanma olabilir. Clnku
eritrositler ylzeyinde her virus icin ayri bir spesifik reseptor bulunmaktadir.
AMACLARI :

1. etken varligini saptamak

2. Hl testinde kullanilacak olan virus ya da bakterinin HA Unitesini belirlemek.
KULLANILAN REAKTIFLER :

1. Yikanmig Tavuk Eritrositi (YTE)

2. antijen

3. FTS
CABUK HA = LAMDA HA : virus yada bakterinin varhgini ortaya koymak icin yapilr.
- lamin Ulzerine~> 1 damla Ag + 1 damla YTE - suspanse edilir> ¢okme varsa =
HA +

YAVAS HA = TUPTE/MIKROPLATE'TE HA : bu ydntemle virusun HA titresi de
hsaplanir.
1. supheli virus log 2 tabanina gore sulandirilir.
2. butin godzlere %2’lik eritrosit sispansiyonundan virus sulandirmalarina esit
miktarda konur.
3. oda sicakliginda 2 saat ya da 37°C’'de 30 dk. inkibasyona birakilir. Ve
sonugclar degerlendirilir.
DEGERLENDIRME :
e HA + - tlupun dibinde dantela tarzinda irili ufakl kimelesme vardir.
e HA--> digme ¢okuntd olusur.
HEMAGLUTINASYON BIRIMi ( HB ) : HA olusturan en son sulandirma orani, o
virus i¢in HA Birimidir.




+ -

Hemaglutinasyon testi ve yorumlanmasi




Uygulamanin adi Hemaglutinasyon-inhibisyon testinin uygulanmasi
ve yorumlanmasi
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Uygulamanin temel hedefi Hemaglutinasyon-inhibisyon testinin uygulanmasi
ve yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uglan

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

HA yetenegine sahip olan m.o.larin bu yeteneklerini, bu m.o.ya karsi olusmus
spesifik ab.tarafindan inhibe edilmesidir. Yani spesifik serum ile virus birleserek,
onun HA yetenegini ortadab kaldirir.

AMAC :

1. HI 6zelligndeki m.o.larin identifikasyonu

2. serumdaki ab.larin titrelerinin dlgulmesi.
YAPILISI :

1. tim go6zlere FTS konur ve sUpheli serum log 2 tabanina gore sulandirilir.

2. serum sulandirmalarina esit hacimde 4HB oraninda sulandiriimis olan bilinen

virustan ilave edilir.

3. 37°C’de 45 dk inkubasyona birakilir.

4. her gdze virus+serum toplami kadar %2’lik YTE ilave edilir.

5. 37%de 45 dk beklenip—> sonuglar degerlendirilir.
DEGERLENDIRME :
HA meydana gelmesi bilinen virus ile ag nin birlestigini yani bilinen virus ile stpheli
serum ab larinin birlesmedigini gdsterir. Dolayisi ile supheli serumda — bilinen
virusa spesifik ab yoktur. HA (-) ise HI (+) tir. > dugme tarzindaki reaksiyonun
gorundigl son goz, tespit edilir. Ve 4 ile carpilir. Bulunan rakam SERUM HI
TITRESI'dir.

Hemaglutinasyon inhibisyon testi ve uygulanmasi




Uygulamanin adi Diger sekonder baglanma testleri (komplement
fikzasyon ve Coombs testi) temel bilgiler
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Uygulamanin temel hedefi Diger sekonder baglanma testleri (komplement
fikzasyon ve Coombs testi) temel bilgilerin
ogretilmesi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflij, pipet, pipet
malzeme adi uglari

Gerekli olan guvenlik | Uzun kollu 6nluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISIi

Coombs Testi

A. Direkt Coombs testi: Direkt Coombs testi ile yenidoganin eritrositlerine
baglanmig olan anne kaynakli antiRh antikorlarinin varligi gosterilir. Yenidogandan
alinan eritrositler yikandiktan sonra Uzerine antigamaglobilin (Coombs serumu)
eklenir. Aglutinasyon olusur ise bebegin eritrositlerine anne kaynakli antiRh
antikorlarinin baglanmig oldugunu gosterir.

B. indirekt Coombs testi: indirekt Coomb testi Rh(-) anne kaninda antiRh
antikorlarin varligini goéstermek icin yapilir. Rh pozitif 0 kan grubu eritrosit
suspansiyonuna anne serumu eklendiginde veya bu islem sonrasi Coombs serumu
eklendiginde aglutinasyon olugursa anne kaninda antiRh antikor varligini gosterir.

Komplement Fikzasyon Testi

Antijen ve buna 6zgll antikorun birlesmesi ile immin kompleks olusur. immiin
kompleks olusumu antikorun Fc kisminda konfiglirasyonel degisiklige neden olur.
Antikorun Fc kisminda olusan bu degisiklik, kompleman proteinlerinin baglanmasina
ve aktivasyona neden olur. S6zkonusu olan antijen eritrosit ise buna baglanan
antikorlar aracihgi ile aktive olan kompleman proteinlerinde zincirleme reaksiyon
geliserek eritrosit hiicre membraninda zimba delikleri seklinde zedelenme olur ve
hicre 6lUr (lizis). Antijen antikor birlesmesinin komplemani uyarmasina dayanarak
gelistirilen iki basamakli bu teste “kompleman fiksasyon testi” denir. Kompleman
fiksasyon testi ile 1 pg/ml'den daha duslk konsantrasyonlardaki antikor duzeyleri
saptanabilmektedir.




> \
Komplement Fikzasyon Testi

Coombs baglanma testi




Uygulamanin adi Primer baglanma testleri (ELISA, immunofluoresan
testi, RIA) temel bilgiler

Yapilacagi hafta 12

Uygulamanin temel hedefi Primer baglanma testleri (ELISA, iImmunofluoresan
testi, RIA) temel bilgiler

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

PRIMER BAGLANMA TESTLERI : Antijen ve antikorun reaksiyona girmesine
muisaade edilir. Olusan immun kompleksin miktari direkt ya da dolayl olarak
Ol¢ulur. Bu reaksiyonu oOlgebilmek icin Ag. Veya Ab. ; radyoizotop, floresan boya ve
ya enzim ile isaretlenir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ; birlesmemis materyaller
ortamdan uzaklastirilarak, reaksiyona giren kismin miktari , isarete dayanilarak
olcalur.
KULLANILAN MATERYALLER ;

e Mikroplate
Antilen>normalden az ya da fazla kullaniimamalidir.
Wash buffer
Supheli serum
Substrat = renksizdir ve reaksiyona girince renk verir.

e Konjugat = substrat’a baglanir. Baglanma sonucu renk olusur.
Olusan immunolojik reaksiyonun, enzim-substrat sistemi ile gorinur hale getirilmesi
esasina dayanan teknikleri kapsar. Hem ag , hem de ab varligi ve miktari hassas
olarak olgulur.

(n) sayidaki serum igin (n) sayida sulandirma yapilir. Her g6z bir serumu temsil
etmektedir.

Bir tane IB igin 6zel mikroplate kiti alinir.
Her 6rnek serum icin 1 gz kullaniimaktadir.
Goze 0,1 ml en son sulandirmadan koy.
30 dk beklenir.

Sivi dokaldr.

4 kez yikama solusyonu ile yikanir.

0,1 ml konjugat koy.

30 dk beklenir.

Yikama

0,1 ml substrat koy

15 dk bekle

0,1 ml stop solusyonu koy.

650 nm de sonuglar okunur.

ol Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve serumdaki antikorlarin tespitinde
kullanilan ¢ok duyarli ve spesifik bir testtir.
Testin esasi; supheli antijen veya antikorun homologu olan ve enzim ile




isaretli bir konjugata baglanmasi ve bu baglantinin substrat adi verilen kimyasal bir
madde yardimi ile renginin degistirilip gorulur hale getiriimesidir.

1. DIREKT ELISA-> siipheli marazi maddede m.o. aranmasi igin yapilir.

2. INDIREKT ELISA- siipheli serumda antikor aranmasi ve titre saptanmasi

icin yapilr.

NDV-IBV-IBD-Mg-Ms-ReoVirus v.b. icin ticari kitler mevcuttur ve rutin olarak
uygulanmaktadir.

SUPHELI SERUM daki Ab + Ag -> birlesir.

Bu komplekse konjugat baglanir ki enzim ile
isaretlenmistir.

Ortama substrat eklenir ve komplekse baglanir.

Enzim substrati pargalar ve renk olusur.

Stopper eklenerek reaksiyon durdurulur.

ELISA reader da okutulur.

KULLANILAN MATERYALLER

Supheli Serum

+/- kontrol

Serum sulandiricisi

Ticari mikropleyt

Wash buffer= yilkama solusyonu
Konjugat

Substrat

Stopper

Reader

TESTIN YAPILISI

Enfeksiyona spesifik ticari mikropleytler vardir ve mikropleytin her gozu taranacak
olan enfeksiyonun etkeni ile yani antijen ile kaplidir.

Mikropleyt 8x12 olmak Uzere 96 gozludur.

llk gbze negatif kontrol konur.

Ikinci goze pozitif kontrol konur.

Diger gozlere de serum sulandiricisi ile 1/500 oraninda sulandirilmis serumlar
konur.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her goze konjugat eklenir.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her gbze substrat eklenir.

15 dk beklenir.

Substratin Uzerine stopper eklenerek, reaksiyon durdurulur.

ELISA reader da okutulur.

SONUC

Reader otomatik olarak renk degisikliklerini tespit eder ve bize antikor titresini
verir. Boylece surunun antikor titresi tespit edilir.
Hastalik durumu belirlenir.
Asi zamani belirlenebilir.
Yakin zamanda uygulanmig olan asinin surlyd ne kadar korudugu hakkinda bilgi
verir.




Immunofloresans Yontemler

immiinofléresan yéntem (immunofluorescence assay), doku veya hiicrede bulunan
antijenlerde oldugu gibi “in situ” antijenlerin ya da dokudaki veya hucresel antijenlere
kargi gelismis ve bunlara baglanmis antikorlarin (6r. otoantikorlar) saptanmasi
amaciyla sikga kullanilmaktadir. Ozellikle doku kesitlerinde antijen varh@ UV isik
kaynagi olan mikroskop yardimi ile ve fléresan bir madde ile isaretli 6zgul antikorlar
kullanilarak saptanabilmektedir. Bu amagla kullaniimak Gzere antikorlar bazi
florokrom maddeler ile isaretlenmektedir. Antikoru isaretlemek igcin en fazla
fluorescein isothiocyanate (FiTC) kullanilmaktadir

A. Direkt floresan antikor testi:

Direkt floresan antikor testi doku kesitlerinde viral antijenin saptanmasi (6r. enfekte
beyin dokusunda kuduz virusuna ait antijenlerin gdsterilmesi) gibi degisik amaclar
igin kullaniimaktadir. Direkt immunofléresan yontemde antijen varligini saptamak
amaci ile kullanilan birincil antikor FITC ile isaretlidir

B. indirekt floresan antikor (IFA) testi
Indirekt floresan yontemde arastirilan antijene 6zgiiil birincil antikor ve birincil
antikora baglanabilen FITC ile isaretli ikincil antikor kullaniimaktadir.

Radioimmunoassay yontemi 6zellikle dusik miktarlardaki antijen tayininde spesifitesi
cok yuksek olan bir testtir. Radioimmunolojik testlerde antijen veya antikor bazi
radioizotop maddeler ile (6r. 125l, 57Co) isaretlenerek daha ¢ok kompetisyon
esasina dayanmak Uzere, sandwich-ELISA ydntemindeki gibi farkli sekillerde de
yapilabilmektedir. Temel mekanizma radioizotop bir madde ile isaretli antijen veya
antikor araciligi ile karsiligi olan (6zgul oldugu) antikor veya antijenin varligini ve
miktarini saptamaktir.

0,6 ml FTS + 25ul supheliserum - 1/25

() () () () () () ) ()7

09ml FTS + 100wl lsulandirma -> 1/250
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ELISA testi







Uygulamanin adi Serolojik testler ile elde edilen sonuglarin
hastaliklarin ~ tanisi  veya agi  bagisikhgimnin
degerlendiriimesi amaci ile incelenmesi ve
yorumlanmasi
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Uygulamanin temel hedefi Serolojik testler ile elde edilen sonuglarin
hastaliklarin  tanisi  veya asi  bagisikhginin
degerlendirimesi amaci ile incelenmesi ve
yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezir, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

eImmuinolojinin bir alt dali olan seroloji antijenlerle ba@isiklik sistemi Griinlerinin
etkilesimini invitro olarak inceler. Antijen ve antikor birlesmesi 6zgul bir reaksiyon
oldugu igin, bilinen bir antijen oldugunda 6rnek materyal igerisinde 6zgul antikor
aranabilir veya bilinen bir antikor oldugunda 6rnek materyal igerisindeki 6zgul antijen
degisik teknikler ile saptanabilir. Ayrica 6rnek materyal igerisindeki 6zgul antijen
veya antikor miktarlari niceliksel testler kullanilarak saptanabilmektedir.

*Serolojik testlerden elde edilen sonuglar;

*1.Klinik tan1 veya diger laboratuvar bulgulari ile tanisi konan hastaliklarda serolojik
testler dogrulama amagli kullanilabilir.

*2.Bir kiginin veya toplumun bagisiklik durumunu saptamak amaci ile kullanilabilir.
*3.Hastaligin gidisi, tedavi ve\veya prognozu serolojik testlerle izlenebilir.
*4 Etken mikroorganizmanin serogrup, serotip veya immunotipi saptanabilir.

*5.Etken mikroorganizmanin Uretilemedigi veya Uretmenin pratik olmadigi
durumlarda etkeni tanimlamak sadece serolojik testlerle mumkuandur.

*Bir infeksiyonun tanisinda énemli olan, varolan infeksiyonu yansitan antikorlarin
onceden gegcirilmis infeksiyona iligkin antikorlardan ayirdedilmesidir. Burada
ayirimda o6nemli olan, infeksiyonu izleyen 2-3 hafta suresince antikor titresinin
yukselip sonra yavas yavas dusmesidir 10-14 gun ara ile alinan iki serum 6rnegi
antikor titresinin ylUkseldigini gosterirse yeni bir infeksiyon s6z konusudur. ilk serum
ornegdinin infeksiyonun erken evresinde alinmasi énemlidir; tersi durumda, titre artisi
atlanmis olur. Yeni infeksiyonun taninmasina olanak saglayan bir baska durum
infeksiyondan sonra ilk ortaya ¢ikan antikorlarin gcogu kez IgM sinifinda olmalaridir.

*Serolojik testlerin miktar tayininde duyarlihk bakimindan ayriliklari vardir. Ornegin
basit presipitasyona bakarak agarda iki yonlu yayilma 15, bakteri aglutinasyonu ve
kompleman baglanmasi 300, dolayh hemaglitinasyon 600, ELISA ve virls




notlrlenmesi 300000 kez daha hassas bildirilmistir.

«Duyarlilik (sensitivite) : Belirli bir hastaligi olan kisilerde bir yontemle alinan pozitif
sonuglarin yuzdesine o metodun duyarliligi denir. Duyarl bir testte yalanci negatiflik
cok azdir.

«Ozglllik (spesifisite) : Saglikli kisilerde bir ydntem ile arastirilan hastalik
bulgusunun negatif sonu¢ yuzdesine o yontemin 6zgulligu denir.

*Bir testin duyarhligi aranan hastaligi olan , 6zgulligu ise o hastaligi olmayan
secilmis bir populasyonda aranir.

Antijenin tek bir determinantinin antikorun tek bir yanina yani bir epitopun bir
paratop’a olan birlesme ilgisine afinite denir.

Dogal antijenlerin cogunlugu ¢ok valanshdir. Antikorlarinda en az iki valansi vardir.
Bu sekilde ¢ok valansli(determinantli) bir antijenin ¢ok valansli antikorlarla baglanma
gucune avidite denir.




Uygulamanin adi Asillar, aktif bagisiklik olusumu ve asi uygulamalari

Yapilacagi hafta 14

Uygulamanin temel hedefi Asillar, aktif bagisiklik olusumu ve asi uygulamalari

Kullanilacak materyal ve | Pleyt, mezlr, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan glivenlik | Uzun kollu onluk, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

ASILAR

Tanim: Verildikleri canlida immun sistemi uyararak vicudu hastaliklara karsi
aktif bagisik hale getiren maddelerdir.

Bagisiklik ise, vicuda giren immunojenlere (mikroorganizma , toksin, cesitli
protein ve kompleksleri gibi) karsi organizmanin hicresel ve humoral bir yanit bir
yanit olusturacak kisa veya uzun bir sire o immunojenin zarari etkisinden
korunmasidir.

Asilarin Siniflandiriimasi
I- Klasik asilar

a) Mikroorganizma asilari (bakteri, virus, mantar, protozoon, vs.)

- Canl (aktif) asilar
- OIU (inaktif) agilar

b) Toksin asllari

lI- Biyoteknoloji yolu ile elde edilen asilar (Rekombinant DNA asilari, Rekombinant
virus asllari, mutant asilar, anti-idiotip asilar, sentetik asilar)
Canli_asilar: Hastalik etkeninin kendi konakgisi veya degisik konakgilarda oldugu
gibi cesitli besiyerleri, doku kulturleri ve embriyolu yumurtalarda uzun sure pasajlar
sonucu hastallk yapma vyetenekleri kaybolmus veya c¢ok zayiflamis ancak,
immunojenik yetenekleri korunmus mikroorganizmalardan hazirlanirlar. Bu sekilde
elde edilen suslarla hazirlanan asilara ATTENUE ASILAR, isleme ise
ATTENUASYON denir.  Attenuasyon  mikroorganizmalarin  kendi  dogal
konakgilarinda Uretilmesiyle gergeklesebilir ve utant suslar elde edilebilir.

Ornek:

Veteriner Hekimlikte Antraks Mauvi dil
Br. abortus S19 At vebasi
Newcastle (adale) Avianize kuduz (Kelev)
Marek Koyun cicegi
Gumboro Kanatli encephalomyelitisi
ILT
BCG

insan Hekimliginde Cicek Kizamik
Poliomyelit Kabakulak
Sari humma Influenza

Olu_asilar: Bu agsilara “Bakterin” adi da verilir. Asi suslari besiyerlerinde uretilerek
toplandiktan sonra ¢esitli yontemlerle dldurulerek (1s1, formol, fenol, UV, vs.) ml'deki
bakteri sayisi asi FTS ile standardize edilir. Asiya koruyucu amagla fenol veya
merthiolat katilr.




Ornek:
Veteriner Hekimlikte Sigir ve mandalarin P. multocida
Koyun vibriosisi
L. gryppotyphosa
Sap
Kanatli korizasi
Hindi erysipelasi
Kanatllarin bazi kombine asilar
insan Hekimliginde Kolera
Tifo
Veba

Toksin asilari: Bu asilar toksine karsi bagisiklamada kullanilir. Toksin olusturan
mikroorganizmalarin  kultar filtratlarinin suzulmesiyle elde edilen toksinin
detosifikasyonundan (gemnellikle formolle) sonra uygun sulandirmalari asi olarak
kullanilir (Toksoin).
Ornek:
Anaerob infeksiyon etkenlerine kargl hazirlanan asilar.
Cl. haemolyticum (beta toksinine karsi)
Cl. botulinum
Cl. septicum
Cl. chauvoei vs.
Anaeroblarda bazen tim kultir formolle muamele edilip asi olarak kullanilir ki
bunlara anakultur asilari denir.
insanlar igin: Difteri toksin asilari
Tetanoz toksin asilari
H. pertusisi asllari vs.

CANLI ASILAR INAKTIF ASILAR
- Bagisiklik verme gucu fazla - Zayif
- Meydana gelen bagisiklik uzun sureli - Bagisiklik kisa sureli
- Bagisiklamada tek doz yeterli - Genellikle ¢ift doz uygulanir
- Dozun miktari az verilir - Miktari fazla verilir
- Genellikle adjuvant kullaniimaz - Adjuvant kullanilir
- immun defekti olanlarda kullanilmaz - Kullanilabilir
- Stres yaratir - Strese neden olmaz
- Canl asilar ile diger infektif etkenler bulasabilir - Bulagsma tehlikesi yok

- Latent seyirli hastaliklar aktive edebilir

- Canli as1 viruslari dogada pasaja ugrayarak
virulent olabililer ve gogalma sirasinda da
spontan mutantlar olugabilir

Biyoteknoloji Yolu ile Elde Edilen Asilar

1) Rekombinant DNA asilari

Rekombinant DNA teknolojisi yardimi ile E. coli'de hazirlanan biyosentetik
asilar (Orn. Sap) kullaniimaktadir. Yine Newcastle, influenza, vesiculer stomatitis,
kuduz, herpes simplex vs. viruslarinin ytzey proteinlerini kodlayan genler (DNA,
RNA virus) saptanarak bunlara karsi cesitli mikroorganizmalarda asi hazirlama
calismalari vardir.

2) Mutant Asilar

Mikroorganizmalarin herhangi bir antijenik determinantini kodlayan genin
kodlanmasi ile elde edilen asilara Subunit asilar denir.




3) Sentetik Asilar

Geligen teknoloji ve molekuler kimya sayesinde antijenik karakterdeki

yapilarin agik kimyasal formuller ortaya konarak etkili asilarin hazirlanmasina bir
basamak olusturmaktadir.
Ornek: Str. pyogenes’in “M” ylizey proteini (A grubu Streptokoklarin fagositoza olan
direnclerinin bu yuzey proteininden ileri geldigi sanilir). “M” proteininin yapilmasina
uygun 35 aa’den kurulu sentetik peptit asisi (SCB7) tavsanlara verildiginde “M”
proteinine kargi hem hicresel hem de humoral yanit olusturmaktadir.

- Difteri toksini, difteriye kargl kobaylarda, difteri toksininin derideki nekrotik
aktivitesi ve letel etkisini notralize eden antikorlari olusturan 188-201 a.a.’den olusan
sentetik bir polipeptit asisi da yapiimigtir.

4) Anti idiotip Antikor Asilari

Asi hazirlamada dikkat edilecek noktalar

- Susun antijenik 6zelligi

- Antijenik dterminantlarin saglam olmasi

- Asinin canli veya 0lU olusu

- Adjuvant

Asilamada Olusabilecek Badisiklik Duzeyine Etki Eden Faktorler
- Asinin dozu

- Asinin hazirlanmasi

- Asinin titresi

- Asinin muhafazasi, liyofilizasyonu

- Asilama yollari

- Asilama adedi

- Asilanan canlinin yasgi, cinsiyeti, beslenmesi, parazitleri
- Bireysel faktorler

- Maternal antikor durumu

- Adjuvantlar

- Antibiyotikler

Asilarin Kontrolu

- Hazirlanan asilarin uygulamaya konmadan &nce c¢esitli kontrollerinin
yapilmasi gerekir.

1- Kontaminasyon, sterilizasyon testi

2- Potens (etkinlik)testi

3- Yabanci patojenler igin test

4- Antijen iceriginin kontrolu

5- Zararsizlik testi

6- Dayanikllik testi

lyi bir ast;

- Zararsiz olmal

- Etkili olmal ve yeterince bagisiklik saglamali
- En az bir yil streyle bagisiklik saglamali

- Ekonomik olmali

- Ozellikle canli asilar bulasici olmamal

- Saklanmasi ve verilmesi kolay olmali

Asi Reaksiyonlari

- Asinin genellesmesi ve yayilmasi
- Allerjik reaksiyonlar

- Postvaksinal ensefalit




- Latent bakteriyel ve viral hastaliklarin proaktivasyonu
- Onkojenik etki
- Asinin hastaligin klinik tablosunu degistirmesi

IMMUNSERUMLAR

Hiperimmun serum: Antijen uygun deneme hayvanina belli kurallar ve sureler
icinde enjekte edilerek elde edilen yuksek titrede homolog antikor iceren serumlardir
(antibakteriyel, antiviral, antiparaziter vs.).

Antitoksik serum: Once toksoid sonra da az miktarlardan baglayarak arttirmak
Uzere tosinin birkag kez ve uygun araliklarla enjeksiyonu sonucu elde edilen yuksek
titrede antitoksin igeren serumlara denir.

Konvelesans serum:

ASILAR VE IMMUNSERUMLARLA BAGISIKLAMA

Insanlar ve hayvanlar, canli (attenue, patojenitesi zayif veya zayiflatiimig)
veya inaktif (fiziksel, kimyasal vs. ydntemlerle) mikroorganizmalar veya bunlarin
cesitli urunleri (toksin, toksoid, toksik substanslar) ile hayatlarinin belli donemlerinde
kisa veya uzun bir stre temas etmeleri halinde dogal aktif bir bagisiklik olusur.
Oysa, organizmaya etken koruma veya sagaltim amaciyla agl olarak verildiginde
yapay aktif spesifik _bir bagisikhk meydana getirilir. Yani asilama ile vicutta
immunolojik sistemler uyarilarak humoral veya sellller (veya her ikisi birden) yanit
olusturulur.

Oysa, baska bir sahista bulunan veya hazirlanan antikorlarin (hiperimmun
serum, antitoksik serum) hasta kisilere sagaltim amaciyla veriimesiyle pasif bir
badisiklik olusur. Ancak, boyle elde edilen bagisiklik uzun Omurlu olmaz ve
genellikle 2-3 ay sonra sona erer. Pasif badisiklik olusturmak icgin verilen antikorlarin
katabolize olma oranlari da yuksek oldugundan kisa bir slre sonra etkinliklerini
kaybederler.

Yapay pasif bagisiklikta, bagska bir hayvandan veya insandan elde edilen
hiperimmun serumun ya da antitoksik serumun korunma veya sagaltim amaciyla
diger hayvana veya insana verilmesi amaclanir. Ancak, pasif bagisiklamada
olumsuz sonuglarla karsilasilabilir. Bunlar: kisa bir bagisiklik olusumu, serum
hastaligi, anaflaksi ve aktif immunizasyonun baskilanmasidir.




