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TOKSIN-ANTITOKSIN TEPKIMELERI




Ekzotoksin

- Bakterinin metabolizmasi esnasinda ortama salgiladigi,
cok Iyl antijen yapis1 gosteren ve girdikleri organizmada
hastalandiric1 etki yapan, zehirli, hiicre dis1 metabolitlere
ekzotoksin denir.



e Smirli 1s1 (40 °C) ve formol ile muamele sonucunda
toksin ozelligini kaybeden fakat antijenik 6zelligi
korunan ekzotoksinlerin bu parcasina toksoid ya da
anatoksin adr verilir.



- Ekzotoksin veya toksoid organizmaya girdiginde olusan
ozgiill antikorlara antitoksin, bunlar1 1¢eren bagisik
serumlara da antitoksik serum dentr.



« In vivo deneylerde duyarli deney hayvanlarina tek basina
toksin verildiginde, hayvanin belirli patolojik bulgularla
oldiigiic. gorilmiistiir. Ancak toksin + antitoksin
karistirithip  bir  siire  bekletildikten sonra hayvana
verildiginde hicbir patolojik bulgunun olusmadig:
goriilmiistiir. =~ Bu  nedenle, sagaltm  amaciyla
antitoksinlerden yararlanilr.



R
Danyz Olayi

- Hayvan deneyi ile birbirini tam olarak nétralize eden
toksin ile antitoksin miktarlar1 saptandiktan sonra tek
seferde karistirthip bir siire bekletilerek duyarli bir
hayvana enjekte edilirse hicbir patolojik bulgu ortaya
cikmaz.

- Aym1 miktar antitoksin tizerine bu kez ayni miktar
toksinin once bir kismi, bir sire sonra arta kalani
eklenecek olursa toksinin tam olarak nétralize
olmadig1 ve bu durumda enjekte edildigi hayvanda
toksik etkilere bagli bulgularin ortaya ciktig1 saptanir.




- Bu olayda, parcali sekilde ilave edilen toksinin ilk kismi
ortamdaki antitoksinin nispeten fazla kismi ile birlesir.
Daha sonra tlave edilen toksin ise ortamda birlesebilecek
antitoksin bulamayacagindan bir miktar serbest halde
kalacak ve etkisini gosterecektir. Bu olay antijen - antikor

kompleksinin olusumunun yavas oldugunu gdésteren bir
deneydir.




» Toksin-antitoksin birlesmesi antijen-antikor birlesmesi
esaslarina benzer. Ancak ekzotoksinler degisken 6zellik
gosterdiklerinden zamanla toksik etkileri azalir, antijen
ozellikler1 degismez.

» Bu yiizden liyofilize toz formunda saklanmalar1 ve her
deneyden once test toksininin titre edilmesi gerekir.

» Bunun i¢in standart test toksininin bulunmasi gerekir.




- Om: Difteri icin Kopenhag Serum Enstitiisiinde
bulundurulan Standart Kuru Antitoksin kullanilir. Bunun
0,0628 mg’ 1nda bulunan antitoksin miktarina 1
Uluslararas1 Antitoksin Birimi ( 1.U ) adi verilir.

- Bu standart kuru antitoksinden baslayarak oOnce test
toksini titre edilir. Sonra bu toksin kullanilarak istenilen
bir serumdaki antitoksin miktar1 belirlenir.




[ Lt (Oliim Dozu) }

» Difteri toksini i¢in In vivo calismalarda olcme birimi Lt
(Oliim dozu ) kullanilr.

° Lt

» Bir uluslararas1 antitoksin birimi ( 1U ) ile karistirilip bir
stire bekletildikten sonra 250 gr’lik kobayin derisi altina
verildiginde 4 giinde belirgin bulgularla 6liime yol acan
toksin miktarina Lt (6lim dozu) denir. Buna aym
zamanda TEST TOKSINI’de denir.

- Standart Kuru Antitoksine gore test toksini titre edilir ve
Istenen serumdaki antitoksin miktar1 belirlenir.



{Lf ( Flokiilasyon Dozu )}

« Bir uluslararasi antitoksin ( 1U ) ile kanistirildiginda en
cabuk ve belirgin flokiilasyon ( presipitasyon ) veren
toksin miktaridr.

 Deney tiipler icerisinde yapilir ve elde hangi bilinen varsa
onunla diger bilinmeyen titre edilir. Ornegin elde
standardize edilmis bir toksin varsa bundan dizideki
tiplere 1 Lf miktarinda konur. Her tiipe titre edilecek
antiserumdan degisen miktarlarda eklenir. 45 °C’de
bekletildiginde en erken ve belirgin bulanma ve ¢okelti
olusan tiipteki serum miktarinda 1 uluslar arasi antitoksin
birim var demektir.



[ MLD (Minimal Letal Doz) }

« 250 gr’lik kobayin derisi altina verildiginde 4 giinde belirgin
bulgularla 6liime yol agan en diisiik toksin miktarina denir.

[LO (Sifir Siir1 Dozu) }

 Bir uluslararas: antitoksin (IU) ile karistirilarak kobay derisi
altina verildiginde hicbir etki gostermeyen en fazla toksin
miktarina denir.

[ Lr (Reaksiyon Sinir Dozu) J

 Bir uluslararas1 antitoksin (1U) ile karistirilarak kobay derisi
altina verildiginde kizariklik, 6dem, sertlik ve nekrozdan
Ibaret en az tepkimeye yol acan toksin miktaridir.



Antitoksik Serumlarin Elde Edilmesi ve
Kullanim Alanlan

* Neden 6nemli !!!
- Difteri, Tetanus, Botilusmus vb. gibi primer toksik

(dogrudan ekzotoksinlerin etkisi ile ortaya c¢ikan)
hastaliklarin sagaltimi ve korunmasinda antitoksik serumliar

basar ile kullanilir.

» Bu serumlar hayvanlarin bagisiklanmasi
Ile elde edilirler.

» En uygun hayvan cabuk, bol, yiiksek
diizeyde serum eldesi yoniinden attir.
Ayrica s181r, keci, Koyun ve tavsanlarda
kullanilabilir.



- Saglikli hayvanlar gittikce artan dozlarda (giin asiri)
toksoid enjekte edilerek bagisiklanir. Zaman zaman
antitoksin titresi olg¢iiliip, titrenin en yiiksek diizeyde
bulundugu zamanda hayvandan bol miktarda kan ya da
kanin tamami alimip, serum ayrilir. Koruyucu maddeler
eklenir. Bir siire karanlik ve sogukta saklanip antitoksin
titresi sabitlesince siselenip kullanilir.

» Bugiin c¢esitli  yontemlerle serumlar arindirilarak
(saflastirilarak) saf Immun gamaglobulinleri igeren
preparatlar elde edilmekte, daha etkin ve daha az yan
etkili olarak kullanima sunulmaktadir.



Notralizasyon Deneylersi

- Genellikle viral ve daha az olgiide bazi1 bakteriyel
antijenlerin ve antikorlarin saptanmasi amaci1 Ile

kullanilan deneylerdir.
« Deney 2 amaca yonelik olarak kullanilabilmektedir:

1. Elde bilinen canli viriise kars1 antikor arastirip hastalik

tanis1 koymak,
2. Elde bilinen bagisik serumlarla bilinmeyen virtsleri
karsilastirarak viriisler1 tanimak,



[ Deneyin Esasi }

« Viriis inokiilasyon ortamlari;
= Deney hayvanlari
o Doletli yumurta
o Doku kiltira

« Bu canli sistemlerdeki wviriisler kendilerine karsi elde
edilmis bagisik serumlar ile kanistirilip, bir siire
bekletildikten sonra bu canli sistemlere verilirse nétralize
olacaklarindan patolojik olaylar ortaya ¢ikmaz.



« Deney niceliksel yapilir bunun i¢in oOnce antijen olarak
kullanilan canli viriisiin etkinliginin titre edilmesi gerekir. O
virlisa kars1 duyarli olan deney hayvanlarina (gruplar halinde)

virlisiin degisik sulandirimlar1 enjekte edilir.

- Daha sonra 6len ve hastalanan hayvan sayisina gore;

»L.D50: Hayvanlarin % 50 ° sini 6ldiiren doz (letal doz )
»PD50: Hayvanlarin % 50  sini fel¢ eden doz (paralitik doz)
»>ID50: Hayvanlarm % 50 * sini infekte eden doz (infektif doz) saptanr.




- Bu dozlar o6l¢ii olarak kullanilarak;
= Bir grup hayvana normal serum + viriis
s Bir gruba da hasta serumu + viriis enjeksiyonlar1 yapilir

» Sonuclar karsilastirilarak hasta serumundaki antikor titresi
saptanir. Bu antikor diizeyinin yeterli diizeyde olmasi ve biri
hastaligin baslangicinda, digeri iyilesmeye yakin alinan IKI
serum Orneginde bu titrenin 4 kat artmasi hastalik tanisi i¢in

¥4

anlamlidir.



Fluoresanli Antikor Deneyi (Immuno-
fluoresans)

» Fluoresan igceren boyalarla isaretlenmis antikorlar; lamlar
tizerindeki antijenleri ile birlestikten sonra, UV i1sinlariyla

1sinlandirilan fluoresans mikroskop altinda
Incelendiklerinde fluoresans verir ve goriniir hale
gelirler.
« Bu amacla en c¢ok floresein izotiosiyanat (FITC)
kullanilir.

« A grup hemolitik streptokoklar, Treponema pallidum,
menengokoklar, barsak patojenleri ve diger baz1 patojen
bakteriler ve bircok viriislerin antijenlerinin ya da
antikorlarinin ~ arastirilmasinda  fluoresans  antikor
deneyleri kullanilmaktadir.



[ 2 temel yontem kullanilabilir: J

Direkt Fluoresans Antikor Testl

» Doku kesitlerinde viral antijenin saptanmasi (6r. Enfekte
beyin dokusunda kuduz wviriisuna ait antijenlerin
gosterilmesi) gibl degisik amaclar i¢in kullanilmaktadir.

» Doku kesiti veya siiriintii  (Smear) ornegi ilizerine eklenen
isaretli antikor bir siire bekletildikten sonra yikanir. Uv
1sinli mikroskop altinda incelendiginde baglanma olan
bolgelerde yesil renkli 1s1ma goriiliir.



Indirekt Fluoresans Antikor Testi

»Daha cok Insan serumlarinda belirli antijenlere karsi
antikor bulunup bulunmadiginin aranmasinda kullanilir.
Or. Sifilizin serolojik tanisinda.

»Antijene o6zgil birincil antikor wve birincil antikora
baglanabilen FITC ile isaretli ikincil antikor (FITC ile
isaretli  antiglobulin-fluoresanlanmis Insan globulini
antiserumu) kullanilmaktadar.



Indirekt Fluoresans Antikor Testi

»Doku orneginde uygun antijen var ise eklenen birincil

antikor yikamakla uzaklastirilamaz.

»Doku 6rneginde 6zgiil antijen araciligr ile baglanmis 1.
antikor, isaretli 2. antikor ile saptanir. Baglanmanin oldugu
yerler yikama sonrasinda fluoresans mikroskopta vyesil

renkli 1s1ma alanlari olarak gozlenir.



ELISA (Enzimli Immun Deney)

« Ozgiill antijen-antikor baglanmasmi  gostermek
amaciyla; enzimle isaretli konjugat ve enzimin
substratt  kullanilarak  renklendirilmesi  esasina
dayanir. (Or. Hepatit, AIDS)

- Bilinen bir antijen/antikor var ise bununla o6rnekteki
antikor/antijenin  varligimi, tipini  ve miktarim
saptayabiliriz.



Antikor aramak isteniyorsa (Indirekt ELISA)

1. Kat1 faz olarak 96 cukurlu, diiz tabanli polistren plaklar
kullanilabilir. Kat1 faza bilinen antijen baglanur.

2. Antijen bagh cukurlara serum o&rnekleri eklenerek oda
1sisinda veya 37 °C’de belirli bir siire bekletilir.

3. Inkiibasyon sonunda cukurlara eklenmis serum o6rnekleri
dokiilerek ¢ukurlar tamponlanmais sivi ile yikanir.
(Cukura eklenen serum igerisinde 6zgiil antikor var ise kati
fazdaki antijene baglandig: icin yikama islemi ile ortamdan
uzaklastirilamaz.) (2)
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4. Kat1 fazdaki antijene baglanmis |g yapisindaki antikoru
saptamak icin ¢ukurlara Fc kismi enzim ile isaretli anti-lg
antikoru eklenir. Konjugat yapisina eklenen enzim genellikle
peroksidazdir. Ayrica alkalen fosfataz, glukoz oksidaz, beta
D-galaktozidaz gibi baska enzimlerde isaretleme icin
kullanilir. Inkiibasyon sonunda cukurlara eklenen konjugat
dokiiliir ve tamponlanrms su IIe birka¢ kez ikinci yikama
1slemi yapilir.

5. Ortamda bagli kalan konjugatin gosterilmesi amaciyla
cukurlara  konjugattaki enzime uygun substrat ve
reaksiyonun goriiniir hale gelmesi icin kromojen igeren

karisim eklenir. m
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ELISA ile antikor aranmasi

1. Antijen kapli ¢ukurlar

2. Aranan antikor

3. Antikor varsa antijene yapisir

4. Enzim isaretli (insan) antiglobulin

5. O da komplekse yapisir

6. Enzime uygun kromojen substrat

7. Olusan renk kolorimetrik olarak olciiliir.

* Antijen aramak i¢in islemde prensip ayni ancak yukaridakinin tersidir.



« ELISA y6ntemleri; Kompetetif ve nonkompetetif
ELISA, indirekt ELISA, sandwich ELISA, makro ve
mikro-ELISA, avidin-biyotin ekli ELISA yontemi



RIA (Radyoaktifli Immun Deney)

- Radioimmunoassay yontemi ozellikle diisiik
miktarlardaki antijen tayininde spesifitesi cok yiiksek bir
testtir.

- Esasi; Radioizotop bir madde ile isaretli antijen veya
antikor aracilig:r ile o6zgiil olan antikor veya antijenin
varliginm1 ve miktarim saptamaktir.

» RIA tekniklerinde genellikle tritium, carbon 14, iyot 125
gibi radyoizotoplar kullanilir.

- Daha cok wviicut sivilarinda hormonlarin, enzimlerin,
ilaclarin ve diger biyolojik molekiillerin aranmasi
amaciyla kullanilir.



» Sandwich yonteminde antijene 6zgiil ve isaretsiz antikor
kat1 faza (tiip) baglanmustir. Tiip icerisine eklenen antijen
ornegi belli bir siire bekletilir. Ornekte aranan antijen var
Ise kat1 fazdaki antikora baglanacaktur.

- Yikama islemi sonrasi tiipe aymi antijene ozgiil ve
radioizotop ile isaretli antikor eklenerek bekletilir. Isaretli
antikor kat1 fazdaki antikor aracilig: ile tutulmus antijene
baglanacaktir Ve yikama islemi e
uzaklastirilamayacaktir.

» Islem sonrasi gama sayacinda (dedektodr) tiipiin verdigi
deger serum o6rnegindeki antijen miktari ile iliskilidir.



« Kompetisyon mekanizmasinda ise varlig1 arastirilan
antijene ozgiil antikor kati1 faza (tiip) baglanir. Tiip
icerisine antijen ornegi ve radioizotop Ile isaretli
antijen eklenir.

» Ornek icerisinde aranan antijen yok ise kati1 fazdaki
antikora tamamen bizim ekledigimiz isaretli antijen
baglanacaktir ve test sonrasi gama sayacinda yuksek
diizeyde okuma elde edilecektir.



 Ornek icerisinde aranan antijen var ise miktar: ile
orantili olarak isaretli antijen yerine kat1 fazdaki
antikora serumdaki isaretsiz antijen baglanacaktir.
I[slem sonrast gama sayacindan bir onceki duruma
gore ¢ok daha diisiik diizeylerde okuma elde edilir.

- Miktar1 bilinen antijenler ile elde edilen standart
Inhibisyon egrisi kullanilarak igerigi bilinmeyen
orneklerde antijenin varligi ve miktar1 saptanabilir.
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» Antikor aramak icin elde
uygun antijen ile kaplh
plastik tiip ya da tablalar
kullanilarak proses izlenir.



Opsono Sitofajik Test (Opsonik indeks)

 Hiicre zarindaki ¢ok sayida reseptoriin sira ile hedef
parcacigin yuzeyine Yyapisarak onu c¢evrelemelert,
hiicrenin i¢ine cekmeleri ve adeta bir fermuar gibi
kapatilarak hiicre icerisinde olusan bir bosluga
alinmasina Fagositoz denir.

- Fagositoz yapan hiicrelere fagosit denir.



» Deneyde normal kimselerden alinan sitratli kan,
santrifije edilerek ayrilan l1okositler fagosit olarak
kullanilir.



/1 damla lokositli \ K \
suspansiyon Lokositlerin

+ 1 damla fizyolojik tuzlu | > icerisinde tek tiik
su o bakteri
v'1 damla lokositli
stspansiyon Lokositler igerisinde
+ 1 damla normal serum > birkac bakteri

v' 1 damla 16kositli | ", Lokositler icinde bol

siispansiyon ; sayida ve kiimeler
+ 1 damla bagisik serum halinde bakteri

f; ite edilir.
» 37°C’de bir siire A0SR BT

bekletildikten sonra preparat
\Qpllarak boyanir / \ /




- Fagositozu arttiran etkenin bagisik serumda bulunan
antikorlar oldugu saptanmustir.

- Fagositozu arttiran antikorlara opsonin denir. Bagisik
serumlardaki  opsoninler i¢cin Immun  opsonin
(bakteriotropin) tanimi kullanilir.

« Opsoninlerin, fagosite edilecek pargaciklar1 ¢evreleyerek
fagositoza hazirlamalar1 olayina opsonizasyon (yemege
hazirlama) denir.

- Bagisik serumlarda bulunan opsoninlerin niceliksel
olarak ortaya konmasinda kullanilan deneye Opsonik
Indeks ad1 verilir. Bu amacla;



Normal serum+
Normal lokosit+
Etken Bakteri

Q

37°C’de 20 dk bekletilir ve temiz
lamlara yayilarak kurutulup kan

boyasi ile boyanir. l

T |

Bagisik serum-+
Normal lokosit+
Etken Bakteri

Q

37°Cde 20 dk bekletilir ve temiz
lamlara yayilarak kurutulup bir kan
boyasi ile boyanir.

!
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*Her preparattta 50 — 100 16kosit ve i¢lerindeki bakteriler sayilir. Bakteri
say1s1 lokosit sayisina boliiniir. Fagositoz endeksi bulunur.



»Her preparatta ayr1 ayr1 sayilan bakterilerin toplami ve
sayilan 10kositlerin toplami1 hesaplanir.

» Fagositoz endeksi = Bakteri sayis1 / Lokosit sayisi

(Bagisitk serum ve normal serum i¢in ayri ayri
hesaplanir.)

»Opsonik Endeks = Bagisik serum fagositoz endeksi /
Normal serum fagositoz endeksi

»QOpsonik Indeksin biiyiikliigli, bagisik serumun antikor
titresi ile dogru orantilidir.



 Bagisik serumda fagositozun hiz ve niceligini artiran;

v" bakteri vb. parcaciklarin antijenlerine kars: olusmus Ig
G tiirti antikorlar ve

v" komplemanin C; pargalaridir.



CERAHAT- WRIGHT BOYAMA
-Preparat ilk olarak 2-3 dak. alkol tankinda tespit edilir. Havada

kurutulur.

-Uzerine 8 damla Wright boyas: dékiiliir. 3-5 dk. beklenir.

-Sonra bunun iizerine 8 damla tampon ¢ozeltisi dokiiliir ve 10
dakikaya tamamlanur.

-Su ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile incelenir.

CERAHAT- GRAM BOYA
-Preparat ilk olarak 2-3 dk. metanol tankinda tespit edilir ve sonra

gram boyama yapilir.



Lokositler ¢cekirdeklerindeki grantillere gore;

Grantilositler (Pargal1 ¢ekirdekli 10kositler)
= Notrofil % 40 - 75
= Eozinofil % 5
= Bazofil % 0.5

Graniilsiiz 16kositler (Tek ¢ekirdekli 16kositler)
= Lenfosit % 20 - 50
= Monosit% 1 - 5




