INSAN ve HAYVAN KANI AYIRIMI



Lekenin kan lekesi olduguna karar verildiginde, grup tayinine
gecmeden once insan kani olup olmadiginin arastirilmasi gerekir.
Takayasu ve arkadaslari (1988) sempanzeler Uzerinde yaptiklari
arastirmada insan A, antijeni ile sempanzelerdeki A antijeninin ayni
serolojik 0Ozellige sahip oldugunu gostermislerdir. Bunun icin de
sitolojik metotlar (kan boyama preparatlarinin hazirlanmasi, l6kosit
sayllmasi) ve immunolojik metotlar (presipitan serum-tip teknigi,
kapiller test, agar-gel diffUzyon testi ve antiglobllin human test)

uygulanir.



Presipitasyon Esasina Dayanan Testler

Presipitasyon: Basitce, suda erimis antijenlerin, elektrolitli ortamda
kendi immunoglobulinleri (antikorlari) ile birlesmeleriyle &nce
bulaniklik, sonra bir ¢cdkme olayl seklinde sonuclanan reaksiyona
presipitasyon denir. Onceleri tipte iki sivinin belli miktarlarda
karistirilmasi ile uygulanan ve pek kisith kullanma alani bulunan,
mikrobiyolojinin degerli bir serolojik testi olan presipitasyon, her
guin vyeni tekniklerin ortaya konmasi ile gittikce genisleyen bir
uygulama alani bulmus ve Adli Bilimlerin de 6nemli testleri arasina

girmistir.



Presipitasyon icin presipitan seruma ihtiyac vardir. Tavsanlarin karin
derisi altina, peritona veya kulak venine 20 gun boyunca 3-4 gln
araliklarla, her defasinda 3-4 ml olmak Uzere, steril insan veya
hayvan serumu enjekte edilir. Tavsanlarin 1/3'Unin kaninda, enjekte
edilen seruma karsl antikor olusur. Tavsanlar son enjeksiyondan
sonra 24 saat ac birakilarak kanlari alinir ve serumlari titre edilerek

presipitan serum elde edilir



Halka Testi: Basit olarak bir bagisik serumda, belli bir antijene karsi
antikor olup olmadigini ya da bir sivida belli bir antikora karsi antijen
olup olmadigini, kalitatif olarak anlamak mimkundur. Bu metot, bazi
besin maddelerinde bulunan vyabanci proteinlerin (sucuklarda
uygunsuz etlerin), bazi kuskulu lekelerin insan ya da hayvan kani olup

olmadiginin anlasiimasi gibi konularda uygulanabilmektedir



Ince bir tUp icerisine az bir miktar bagisik serum konur. Uzerine iki
sivi karismayacak ve tabakalasacak sekilde tiipe 45° egip damlaligin
ucu tupe degdirilerek yavasca antijen eriyiginden eklenir. Eger
ortamda birbirine uygun antijen ve antikor bulunuyorsa bir sdre
sonra iki sivinin birlestigi yerde beyaz bulut gérinimunde bir

presipitasyon halkasi olusur.



Tup Teknigi: Adli tip pratiginde presipitasyon icin, daha ziyade tup
teknigi kullanilmaktadir. Presipitan serumla kan lekesinin, insan kani

olup olmadiginin arastirilmasi, kan serumu icindeki proteinlere

dayanir.



Huber'in Modifiye Presipitasyon Testi: Bir lam Uzerine, yan yana bir
damla anti human presipitan serum, bir damla da arastirilacak
olan kan lekesi ekstraktindan damlatilip, lamel kapatilr.
Mikroskopta incelendiginde iki zon arasinda beyaz cizgi seklinde
bir reaksiyon gozlenir. Normal mikroskopla gdérmek her zaman
mUmkUin olmadigindan, incelemenin karanlik saha mikroskobuyla

vapilmasi, bu bandi acikca gbrmeyi saglar.



Kapiller test: Bu test, tip testinin yiz defa klcultilmus seklidir. Cok az
miktardaki lekeler Gzerine uygulanabildigi gibi, serum tasarrufunda da
bulunulmus olur. Bir ml antiserumla 10-15 inceleme yapilabilmektedir.
20 cm. uzunlugunda 2.5 mm. capinda kalin cam kapillerler kullanilr.
Kapillerlerin alt ucundan aralarinda ufak bir hava kabarcigi birakilarak
Once ekstrakt daha sonra anti serum emdirilir. Kapillerlerin alt uclari
bir parca plastin ile kapatilarak kapillere parmakla hafifce vurup hava
kabarcigi cikarilarak ekstraktla serumun temasi saglanir. 2-3 dk. sonra
siyah bir fon ve kuvvetlice bir 1sik karsisinda presipitasyonun olusup

olusmadigi kontrol edilir.



Agar-Gel Diffuzyon Testi: Bu test, santrifij yoluyla iyice
berraklastirilamayan kan lekeleri icin tercih edilen bir metottur.
Ayrica reaksiyonun uzun muddet devam etmesi ve saklanabilmesi

gibi avantajlari da vardir.



Bir petri kutusu icine 2-3 mm. kalinliginda % 1.5 agar cozeltisi
dokulur. Sogutulduktan ve hafif katilastiktan sonra bir mantar
delicisiyle tam ortasinda 3-5 mm. capinda bir delik ve etrafina da 1
cm. capinda dort delik daha acilir. Ortadaki delige anti human
presipitan serum, diger deliklere de kontrol icin ekstraktin cesitli

dilisyonlarindan konulur.



Ayni  buyUklUkteki diger bir petri kutusunda hazirlanan agar
cozeltisine de ayni delikler acilarak ortadakine incelemesi yapilan
ekstrakt, soldakine anti human, alttakine anti sigir, sagdakine anti
domuz presipitan serumlari konularak agar gel plaklarinin delikleri
karsihkli gelmek Uzere Gst Uste konur ve 1-3 gln sureyle
buzdolabinda bekletilir. Pozitif reaksiyonun olustugu ortadaki deligin
etrafinda halka seklinde koyu renkli bir bulanikligin belirmesiyle

anlasilir.



Ohterlony Presipitasyon Testi

https://www.youtube.com/watch?v=hmK7yYr2T54

https://www.youtube.com/watch?v=Fnx5CkGRBEM




AglUtinasyon Esasina Dayanan Testler

AglUtinasyon: Antikorlarin, birden fazla antijenik hucre ile,
antijenik hucrelerin de, birden fazla antikorla birlesmesi
sebebiyle eritrositlerin bir araya toplanmasina aglitinasyon
denir. Bir araya toplanan bu eritrositler gozle, blyutecle veya
mikroskopla gorulebilir. AglUtinasyon olayinin
gerceklesebilmesi icin, antijeni tasiyan hucrelerin elektrolitli
ortamda (serum fizyolojikte) stspansiyon halinde bulunmalari

gerekir.



Coombs testi, Anti-human globulin testi, Pasif hemaglitinasyon
testi, Leke icinde anti-art aglitininlerin varligi esasina dayanan

metotlar bu testlerden bazilaridir.



Coombs Testi: Bu test, 1949 vyilinda Wiener tarafindan gelistirilerek
Adli Tip alaninda insan kani ile hayvan kani ayirimi icin kullanilmaya
baslanmistir  Coombs serumu, eritrositlerin etrafini  kaplayan
inkomplet Rh antiserumunun ortaya cikarilmasinda kullanilir.
Inkomplet Rh antiserumu ile kaplanip aglitinasyon vermeyen
eritrositlerin Gzerine bir damla anti-human globulin serum (Coombs
serumu) damlatildiginda, anti globulin molekulleri hassaslastiriimis

olan eritrositleri aglutine ederler.



Anti-Human Globulin Test: Jungwirth, 1956'da anti human globulin serum ile insan
proteinlerinin biraraya gelmesi sonucunda Coombs serumunun noétralize olmasi,
yani aktivitesini tamamen kaybetmesi &zelliginden vyararlanarak bu metodu
gelistirmistir.

Bu testin tercih nedeni, bulanik ekstraktlarin temizlenmesine gerek
kalmamasi, tlp testinden kolay, cabuk ve onun kadar hassas olmasidir
O grubu Rh + kan eritrositleri Anti H serumu ile yarim saat 372C'de inkube edilir.
Uc defa serum fizyolojikle yikanarak %5'lik stspansiyonu hazirlanir. Coombs
serumunun 1/50'lik solisyonundan bir tiipe veya bir lama bir damla konur. Bir
damla da leke ekstraktindan damlatilip karistirilir, 5 dk. bekletilir. Uzerine eritrosit
suspansiyonundan bir damla damlatilir, 5-10 dk. bekletilip aglitinasyon meydana

gelip gelmedigine bakilir. Eger aglitinasyon meydana gelmemisse arastirilan leke

insan kani lekesidir.



Pasif HemaglUtinasyon Testi: Eritrositler, tanen ile muamele edilir ve globulin iceren
insan serumundaki proteinle baglanma kabiliyeti kazandirilir. Bu globuline baglanma
Ozelligi kazanan eritrositlerden bir tlipe bir damla konur ve Uzerine anti human
globulin serum eklenir. Aglitinasyon meydana gelmis ise, leke insan kani lekesidir

(Camps, 1968, s.:196).



Leke icinde Anti-Art AglUtininin Varligl Esasina Dayanan Metot: Bu metot Markx,
Ehren ve Roorh tarafindan bulunmustur. Arastirilan kan lekesinin % 0,6'lik
serum fizyolojik ile oldukca konsantre bir solusyonu hazirlanir. Bundan lama bir
damla damlatilir. Parmak ucundan direkt olarak alinan kandan bir damla ilave
edilir, aglitinasyon meydana gelmis ise, leke insan kani lekesi degildir. Cinkd bu
aglutinasyonun olusumuna neden olan anti-art aglitinin, bir cok hayvanin

serumunda da bulunmaktadir,



