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Red blood cells Viruses Hemagglutination

H e m a g lutlna Syo n © http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap18/lecture3.htm

Bazm viruslartn sﬁspansiyon halindeki

(Dantela) seklinde coktiirmesi olaytdtr.

Bu olayin temel prensibi, bazi viruslarwn
sahip olduklart protein  yapuisindaki
antyenlerin (Hemaglutinin) eritrosttlere
yaptsma ve onlart ¢oktiirme ozelligidir.
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e Bu o6zelligi cogunlukla Zarfli Viruslar

e Poxviruslar
e Orthomyxoviruslar (Avian Influenza)
e Paramyxoviruslar (Newcastle Disease) etc...

e Bazi Zarfsiz Viruslar

e Parvovirus

e Adenovirus
e Reovirus etc...



Duyarl eritrositler ile yapilan TITRASYON

4
HEMAGLUTINASYON

Duyarli eritrositler ile yapilan NOTRALIZASYON

s




1. Tip HA
(Paramyxovirus)

Hemagglutinin +
Neuroaminidase
(Baglanma sonrasi
Eritrosit
Reseptorlerini
parcalamada rol
oynar.)

ELUSYON

Yeni Eritrositlere AYNI
reseptodrle baglanabilme.

2. Tip HA
(Poxvirus)

Hemaglutinin
virionun kucuk
bir parcasidir ve

reaksiyon
sonrasil
ayrilabilir.

Dolayisiyla virus
partikull bir
daha
hemaglitinasyon
meydana
getiremez

3. Tip HA
(Influenza virus)

Olusan
hemaglutinasyon



HA- ERITROSIT iLiSKiSi

eritrositlerin elde edildigi tar ile sinirhdir.
Adenovirus = »> Insan O Grubu ve Rat Eritrositi
RPV : » Maymun Eritrositi
Newcastle Virus == Tavuk Eritrositi

Kbopek Parvovirus = » Domuz Eritrositi

Sigir Vebasi Virusu - > Maymun Eritrositi
Reovirus » » Insan 0 Grubu




ERITROSIT SUSPANSIYONUNUN
HAZIRLANMASI

Antikoagulanli tipe alinan kan 2000 rpm'de  5-10
dakika santrifij edilir.

Santrifij sonrasinda plazma ve l6kosit tabakasi
atilir ve tipiin dibinde kalan eritrositler % 0.85'lik
FTS, PBS yada alsever solusyonu ile 3 kez yikanir.

Son yikamadan sonra tipin dibindeki eritrositler
7100 kabul edilerek, amaca gore 70.5-1 olarak
sulandirilir,

Eritrosit stispansiyonu +4°C'de 1 aya kadar
saklanabilir.
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HEMAGLUTINASYON AMACA GORE 2
SEKILDE YAPILIR.

Cabuk HA
Kalitatif degerlendirme yapilabilir.

Virusun HA yeteneginin olup olmadigini ve
hangi tirlere ait eritrositleri HA ettigi
anlasilabilir.

Virusun HA titresi belirlenemez.

Yavas HA

Kantitatif degerlendirme igin uygundur.
Virusun titresi belirlenir.




Cabuk HA testinin uygulanmasi

Gabuk Hemaglutinasyon Testi

,

Lam uzerine hirer
damla Antijenwve
Eritrosit konularak, Negatif
haget yvardimiyla
I kanstnlr.

P i
Degerlendirme
Eritrositte kimelesme HA
(+) (+)

) (-)

http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chapi18/lecture3.htm



CABUK HEMAGLUTINASYON




YAVAS HA TESTININ UYGULANISI

Prensibi

Log 2 tabanina gore hazirlanan virus
sulandirmalarinin, uygun eritrosit
suspansiyonu ile esit hacimde tip yada HA
tabletinde birlestirilmesi ve uygun inkubasyon
suresinden sonra HA olusup olusmadiginin ya
da hangi sulandirma basamagina kadar HA
olustugunun belirlenmesidir.




YAVAS HA TUP YADA HA
TABLETINDE

Virus log 2 tabanina goére sulandirilir,
Tuplerde yada tablet gozlerinde virus
sulandirmalari ile eritrosit esit hacimde
birlestirilir.

Uygun 1sida inkubasyona birakilir (oda isist,
4°C, 37°C)

Sonug tiplerin yada tablet gozlerinin
dibindeki goriintiye gore degerlendirilir.



YAVAS HEMAGLUTINASYON



HA TESTININ |
DEGERLENDIRILMEST

DANTELA tarzi goriinti  HA (+)
DUGME tarzi goriintii HA (-)

Control 50 25 12.5 6.12 ug/ml




HA TITRESININ
(HB)BELIRLENMESI

HB: Ayni hacimde eritrositi aglutine eden en son sulandirma
basamag!

S U I Cl n d | r' mCl H A Positive Reaction: |

1/2 + a0, + ::: —

1 / 4 + Hemagglutinating virus Red blood cells Agglutination

1/ 8 + Negative Reaction:

Wels 4 0e® _ "0

1/16 .’0 08y . ‘ “t..oo.
Non-hemagglutinating

H B . 1 / 8 el Red blood cells No agglutination

http://study.com/academy/lesson/agglutination-in-hematology-definition-examples.html




HEMAGLUTINASYON TESTINDE
TITRASYON

116 132 1:64

complete partial partial no
agglutination  agglutination  agglutination  agglutination

http://www.slideserve.com/kory/agglutination



HA TESTININ KULLANIM ALANLARI

. Virus varliginin saptanmasi
. Izole edilen bir virusun identifikasyonu

. HI testi icin kullanilacak virusun
standardizasyonu



HA:

1 Basit
d Ekonomik
d Hizli sonug verebilen

d Saha Sartlarinda kullanilabilen bir
testtir.

Ortamda bulunan toplam viral partikul
miktari acisindan kantitatif bir sonug
verirken enfektf virus partikult acisindan
bilgi sunamaz.



HEMAGLUTINASYON
INHIBISYON TESTI

Serologic Diagnosis
(Hemagglutination Inhibition)

AL &
I 1k 14 180 LI 130 RS alome vin

Scrum dilstron

http://www.suggest-keywords. com/aW50aWdeG|vb|BOZXNOaWSn



TANIM

HI, hemaglutinasyon yapma yetenegindeki
bir antijenin, bu yeteneginin homologu olan

antikorlar tarafindan bloke edilmesi
olayidir.



HI TESTI 2 AMACLA
UYGULANIR.

1. Antijenin identifikasyonu (virus
sulandirma yontemi)

2. Supheli serumda antikor varligini ve
titresini belirleme ( serum sulandirma
yontemi)



ANTIKOR TESPITI ICIN
(SERUM SULANDIRMA)

Testin esas:

Bilinen ve 4 HB oraninda sulandirilmis olan
antijen ile siipheli serumun esit hacimde,
uygun siire tiip yada tablette inkube edilmesi
ve daha sonra ortama eritrosit ilave edilerek,
sonucun degerlendirilmesidir.




Testin yapilist

Serumun log2 tabanina gére sulandirmalari hazirlanir. Test tip
yada hemaglutinasyon tabletlerinde uygulanabilir.

1 cc. 1cc. 1cc. 1cc. 1ce. lcc. atilir.

o
/4 \
| 4 &
| ) S AR
| 5 . |
I 54 . |
e A |
: ‘ e AaN
| \\‘ o _'.i_' ,"

i N

Sipheli serum

172 1/4 1/8 1/16 1/32
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Sulandirmalar lzerine esit hacimde bilinen ve 4 HB oraninda
sulandirilmis antijen konulur.



Inkubasyona birakilir.
Esit hacimde eritrosit ilave edilir.

Inkubasyonu takiben sonu¢ degerlendirilir.

Sonucun degerlendirilmesi

HA olusumu esas alinarak degerlendirilir.
Ilerleyen sulandirmalarda serumdaki
antikor miktari azalacagindan, serumdaki
antikor miktarina bagl olarak belli bir
sulandirmadan sonra , HA olusmaya baslar.



HEMAGLUTINASYON INHIBISYON TESTI



Hemagglutination Inhibition Tests (HI)

REAGENTS:
test serum (with or without Ab's)

virus .

Allow time to react in solution

POSITIVE SAMPLE

anti-virus Ab's present

00000

NEGATIVE SAMPLE

anti-virus Ab's absent

REAGENT:
RBC's of appropriate species )

virus surface glycoproteins
binding to RBC's is inhibited

00000

QOO0 O

virus surface glycoproteins
bind fo RBC's

VRHVYY

POSITIVE:
Ab's inhibit hemagglutination

NEGATIVE:
virus induces hemagglutination

0000

QOO0

http://orgchem.tsu.ru/biotech/assay/assay.htm
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Serumda Ab (+) Serumda Ab (-)

HI (+) HI (-)
HA (-) HA (+)
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SONUCUN Hill
DEGERLENDIRILMESI-ORNEK

Sulandirma HA HI

1/2 (-) (+)
1/4 (5) (+)
1/8 (-) (+)
1/16 (-) (+)
1/32 (+) (-)

HT titresi: 1/16 X 4=1/4
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http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.001017
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