SEROLOJIK TEPKIMELER
O




Antijen

O

» Bagisik yanit verebilecek diizeyde gelismis organizmalara
verildiklerinde;  kendilerine  karst  bagisik  yanitin
olusmasina yol acan ve bu yanit sonucunda ortaya cikan

antikorlarla  6zgiill olarak birlesme yetenegindeki
maddelerdir.




Antikor

O

» Bagisik yanit sonucunda kendilerinin olusmasinda etkin
olan antijenlerle 6zgiil olarak birlesip tepkimelere yol
acabilen immiunoglobiilinlerdir.

Degisken zincir




Antikor Cesitleri-Yapilan




O

» Antikorlar, etkin bir immiin yanitin 6nemli yapitaslaridir
ve hiicre dis1 patojenlere ve toksinler gibi tehlikeli
¢Ozlinlir proteinlere karsi antijene spesifik immiinite
saglar.

e Serum, mide salgilar1 ve siit gibl diger viicut sivilarinda
bulunur.




Antijen-Antikor iékileri

1. Antijen antikor birlesmesi 6zgiildiir.

2. Antijen antikor birlesmesi Kimyasal bir olaydir (zayif
Kimyasal baglar). Antijenlerin kendi antikorlarmma karsi
Ozgilliigiinii  belirleyen, o6zel kimyasal gruplar1 vardir.
‘Epitop” admi alan bu kimyasal gruplar antikorlarin
aminoterminal uclarinda yer alan ve ‘Paratop’ denen birlesme
bolgeleri 1le 6zel olarak birlesirler.

3. Antijen antikor birlesmesi i¢in elektrolitli ortam gereklidir.

4. Antljen ve antikor degisik oranlarda birlesir. Baglar IKi
molekiiliin birbirine olan yakinlik derecesine bagli olarak, bir
ya da birka¢ bolgede gerceklesebilir.




O

» Epitop ve paratoptaki bu iki birlesme bolgesinin sekilleri
tam olarak birbirlerine uygun olmayabilirler. Buna gore
de antijen-antikor birlesmesi gii¢lii veya zayif olusabilir.

e Antijen-antikor birlesme saglamhigi ile ilgili 2 terim
karsimiza cikar.




O

e Antijenin tek bir determinantinin, antikorun tek bir
birlesme yanina (bir epitop bir paratop) olan birlesme
Ilgisine afinite denir.

* Dogal antijenlerin ¢ogu cok valanshidir. Antikorlarin da en
az 2 valansi vardir. Bir bagisiklama esnasinda multivalan
antijenin tiim determinantlarina karsi cesitli afinitede
antikorlar olusur. Iste bir antiserumun tiim birlesme
kapasitesinin mutivalan antijene baglanma giiciine avidite
denir.




Afinite Avidite



O

e Antijen 1le antikor arasinda
reaksiyonlarin In-vitro kosullarda
yapilmasina serolojik tepkimeler
denir.

e Bu yoOntemler antijen-antikor
Ozgiil birlesme esasma dayanan
yontemlerdir. Bilinen antikor ile
stipheli antijenin veya bilinen
antijen ile siipheli antikorun
saptanmasi seklindedir.
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@ In vitro serolojik tepkimeler 2 amaca yonelik olarak
uygulanabilmektedir.

o Infeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tanisinda etkenin
belirlenmesi amaci ile direkt ve indirekt tan1 yontemlerinden
yararlanilir.

Direkt etiyolojik tani: Mikroorganizmanin {iretilmesi,
antijeninin  ya da niikletk asidinin direkt olarak
muayene maddesinde gosterilmesi esasina dayanir.

Indirekt etiyolojik tani: Hasta serumunda etken
mikroorganizmaya karst olusan 0zgiil antikorlarin
gosterilmesi esasina dayantr.

e Mikroorganizmalarin ve antijenlerinin taninmasi



Primer ve sekonder enfeksiyon ayiriminda kullanilir.

O

19gG (-) 1gG (+) Antijen-antikor birlesmesine
IgM (+) IgM (-) dayanan niceliksel testler ile serum
! ! orneklerindeki antijen veya antikor

miktarindaki artislar da kolayca

Yeni Onced . .
Heseel saptanabilmektedir.

Kazanilmis  Geg¢irllmis ve

Enfeksiyon Kazamilmis Bagisiklik 9
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 Bir seri tiip alip her birisine belli miktar antikor (6rn. 1 ml
bagisik serum) koyalim, bunlara sira ile gittikce artan
miktarlarda suda erimis antijen ekleyelim. Uzerlerine
fizyolojik tuzlu su ekleyerek hacimlerini esitleyelim tiipleri
bir stire uygun ortamda bekletelim.

» Siire sonunda ilk tiiplerin berrak, sonrakilerde gittik¢e artan
bir bulanikligin var oldugu, daha sonrakilerde ise

bulanikligin  gittikce azaldigi ve son tiiplerin Yyine
berraklastig1 saptanur.




O

v Tiipler bir siire sonra santrifiij edildiginde iistteki sivi kisim
Incelenecek olursa, bulanikligin en fazla oldugu tiipteki iist sivida
antijen ve antikora rastlanmaz.

v Antijen ile antikorun birbiri ile tam olarak birlestikleri bu bolgeye
optimal zon (optimal bolge) denir.




O

v Optimal birlesme tiiplinden 6nceki tiiplerin bulundugu antikor
fazlalig1 bolgesinde reaksiyon vermeyen yani bulaniklik
gostermeyen tiiplerin oldugu bolgeye prezon (zon éncesi) denir.

v Aym1 sekilde optimal tiipten sonraki, antijenin fazla oldugu
bolgede baz1 tiplerde antijenin fazlaligina dayali olarak
degisikligin goriilmedigi bolgeye postzon (zon sonrasi) denir.




Antijen-Antikor Birlesmesi

O

Optimal zon holgesi
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SEROLOJIK TEPKIMELER

O

e Presipitasyon

e Agliitinasyon

 Eritrositlerin Yer Aldig1 Aglutinasyon Deneyleri
» Toksin-Antitoksin Tepkimeleri

» Notralizasyon Deneyleri

* Fluoresanlh Antikor Deneyleri

 Enzimli Immiin Deney

» Radyoaktifli Immiin Deney

» Opsonositofajik Deney

e Kompleman ve Kompleman Birlesmesi Deneyi




PRESIPITASYON

O

e Suda erimis durumda bulunan antijenlerin elektrolitli
ortamda kendi immiinoglobiilinleri (antikorlar1) Ile
birlesmesi Ile once bulaniklik sonra bir ¢okme olayi
seklinde gerceklesen olaya denir.

» Antijen == Presipitinojen
o Antikor == Presipitin




O

* Presipitasyonun ¢esitli uygulama yontemleri vardir:
1. Halka deneyi
2. Tiipte sulandirim deneyi
3. Jel icinde presipitasyon
Jel icinde tek yonlii yayilma ile presipitasyon
Plak seklindeki jel icinde yayilma ile presipitasyon

Karsit immiinelektroforez

Serum immunelektroforez




Tupte Halka Deneyi

O

e Test icin ince bir tiip i¢erisine az bir miktar antiserum
konur, lizerine 1ki s1vi karismayacak ve tabaka
olusturacak sekilde yavasca antijen eklenir.

» Kisa siireli bir inkiibasyondan sonra, antikor ile
antijenin temas ettigl yerde halka seklinde bir ¢okelti
mevcut 1se sonu¢ olumlu olarak degerlendirilmektedir.




Jel Icinde Presipitasyon

O

e Jel icinde tek yonlii yayilma ile pres.: ,
Ince bir tiip icerisine Jelatine karistirilmis antiserum
eklenir. Jelatin donduktan sonra iizerine kuskulanilan
antijen eriyigi bir tabaka halinde yayilir. Bir IKiI giin i¢inde
antijen ile antikorun uygun olmasi durumunda optimal
yogunlugun bulundugu bolgede ve yiizeyden belli
uzaklikta presipitasyon tabakasi olusur.

* % 0,6’Lik saf agar kullanilmalidir.

* Cok duyarl1 bir yontem olup ¢ok kiiciik miktardaki antijen
ya da antikorun bu yoldan saptanmasi miimkiindiir.




Plak seklindeki jel i¢inde yayilma ile presipitasyon

O

o elektrolitli
ortam ve pH’s1 (7.2) ayarlanmis saf agar kullanilarak
hazirlanmis agarin igerisine agar sogumakta iken
antiserum kanstiritlir ve plaklara dokiiliir. Donduktan
sonra plakta cukurlar acilir ve icleri bosaltilir. Bu
cukurlara, icinde antijen bulundugundan kuskulanilan sivi
konur. Sogukta (+4 °C) bir gece bekletilir.

» Agar icerisindeki antikora 6zgiil antijeni iceren ¢ukurun
etrafinda halka seklinde presipitasyon bandi olusur.




Mancini Teknigi

O

Olusan halkanin ¢ap biiyiikliigli antijenin yogunlugu ile dogru
orantilir.

Ab Ab




Mancini Teknigi
O

Bu teknik oOnce miktar1 bilinen antijen o6rnegi ile
standardize edilir ve standart egri olusturulur ise igerigi
bilinmeyen 6rneklerdeki antijen miktarlar: da saptanabilir.

Halka cap1
)

Antijen Kons. (log)




Agar icinde cift yonlii yayilma ile presipitasyon

O

o Ouchterlony tekniginde; petri kabinda hazirlanan agar matrikste
birbirinden 1 cm aralikta agilan 5 mm capli IKi ¢ukurdan birine
antijen, digerine ise 0Ozgiil antikor eklenir. Cukurlara eklenen
reaktanlar etrafa radial tarzda yayilir. Bir gece sogukta
bekletildikten sonra her bir reaktanin olusturdugu dairesel
konsantrasyon gradienti birbiri ile ortiisiir.

e Presipitasyon reaksiyonu i¢in gerekli optimal oranin saglandig:
ortiisim alaninda opak beyaz presipitat c¢izgisi gozlenir.

Presipitat
clzgisi
”




Ouchterlony Teknigi

Benzer

Capraz reaks.

Agl
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Antijenler farkh
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Immiinelektroforez

O

* Protein karakterindeki maddelerin elektrik yiikleri
oirbirinden farkhidir. Bu nedenle elektriksel bir alanda
nareketleri farklilik gosterir. Elektriksel alanda antijenlerin
elektroforetik olarak ayristirilma islemine elekiroforez

denir.




O

e Viicut sivilarinda antijenlerin varligin1 ya da yoklugunu
saptamada hizli ve Kalitatif bir teknik olarak kullanilir.

* Bu yontem Ile serumda viral antijenler, BOS bakteriyel
antijenleri saptanur.

» Elektroforezli jel icinde 2 yonlii yayilan presipitasyon
temeline dayanur.




Karsit Immunelektroforez

O

v Jel plaklar1 hazirlanir. Uzerine 2 mm capinda 3 mm uzaklikta
delikler acilir.

v Birine antijen arastirilacak sivi, digerine Ise antikor iceren bagisik
serum konulur.

v Elektroforez aygitina materyal (antijen) tarafindan (-), antiserum
tarafindan (+) elektrot baglanur.

v Antijen (-) yiikli oldugundan katot tarafina go¢ ederken, bagisik

serumdaki antikorlar dogru go¢ eder ve antijen-antikor
kompleksinin max miktarda olustugu ara yerde pres. cizgileri
olusur.

v Bu ¢izgi istenirse 6zel yontemlerle boyanabilir.




AGLUTINASYON

O

» Siispansiyon halindeki bakterilerin, eritrosit, 16kosit gibi
hiicrelerin yiizeylerinde dogal olarak bulunan ya da
eritrosit, lateks, bentonit gibi sentetik parcaciklarin
ylizeylerine Yyapay olarak yapistinilmis  antijenler,
elektrolitli ortamda kendi antikorlar1 Ile birleserek gozle
goriilebilir biiyiikliikteki parcaciklar halinde c¢okmeleri
olayina agliitinasyon denir.

Antijen — Agliitinojen
Antikor — Aglitinin




Aglitinasyon deneyi 2 amaca yonelik kullanilabilmektedir.

O

1. Bakteri taninmasi (identifikasyon)-elde bilinen antikor
bulunur

2. Hastalik tanisinda agliitinasyon-bilinen antijene karsi
antikor bulunup bulunmamasi

- Cokelme
Ant lj en ( : (Agliitinasyon)




Infeksiyon hastaliklarin tanisinda kullanilan
aglﬁtinasyO@‘eaksiyonlarl

» Salmonelloz Tanisinda — Gruber-Widal deneyi
e Bruselloz Tanisinda — Wright deneyi

* Riketsiyoz Tamisinda —— Weil-Felix deneyi
 Leptospiroz Tanisinda —— Mikro Agliitinasyon
» Treponema pallidum immobilizasyon deneyi




Bruselloz Tanisi

O

» Hastalikta antikorlar 2. haftadan baslayarak olusur ve uzun
stire kanda bulunur.

» Deneyde antijen olarak Iyl agliitinasyon veren kokenlerin
kolonilerinden tiretilmis, standart, 1s1 ile 6ldirilmis, fenolli
bakteri siispansiyonlar1 kullanilir.

* Normal kimselerde ve 06z. veteriner, kasap, coban Vb
meslekle ugrasanlarin serumunda 1/80-1/100 titresinde
agliitinin  bulunabilir.  (1/100°den yukari agliitinasyon
sonuclar: énem tagsir.)




Wright Agliutinasyon Deneyi

O

* Serum (+) i¢eren tiip

e Serum (-) i¢eren tiip

» Serum fizyolojik (elektrolitli ortam)
» Antijen (Brucella abortus) iceren tiip
* 6 tane kugtk tiip (serum (+) 1¢in)

* 6 tane kugtk tiip (serum (-) 1¢in)




Wright Deneyi
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Wright Deneyi
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Bruselloz tanisi

e 1. tlip Antikor kontrol tlipti
* 6. tiip Antijen kontrol tliptli

e Tani: Deney sonunda 1/100 iistii agliitinasyon
gorilmesi (+) sonug

1/10 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640




Eritrositlerin Yer Aldig1 Agliitinasyon Deneyleri-
Hemaglﬁtin%on Deneyleri

e Partikiiler  antijen  olarak  eritrositin  kullanildig:
agliitinasyon deneylerine
dentr.

e Eritrosit yiizey yapisindaki antijen ile buna ozgiil
antikorun birlesmesi sonucu olusan reaksiyona

» Bagka antijenlerle kaplanmis eritrosit siispansiyonlar1 bu
antijenlere karsi olusmus antikorlarla karsilastiklarinda
aglitine olurlar bu c¢esit agliitinasyona

denir. Eritrositler burada yalnizca
antijen tasiyici olarak gorev alir.




Heterofil Antikor Deneyleri

O

o Kalitsal yap1 bakimindan birbirlerinden farkli olan bazi
canlilarda (fare, kopek, kedi, tavuk, kobay vs) ortak olarak
bulunan, ayni yapidaki antijenlere heterofil antijenler,
bunlara kars:t olusan antikorlara da heterofil antikorlar
dentr.




Heterofil Antikor Deneyleri

O

» Enfeksiy6z mononiikleaz tanisi Paul-Bunnel Deneyi

 Atipik pnémoni tanisi-Soguk Agliitinasyon Deneyi

 Pasif Hemagliitinasyon ve Par¢acik Hemagliitinasyonu

* Viriis Hemagliitinasyonu ve Hemagliitinasyon
[nhibisyon Deneyi




