SAGLIK HiZMETLERI MESLEK
YUKSEKOKULU

TIBBi LABORATUVAR TEKNIKLERI

TLT114-iIMMUNOLOJIK YONTEMLER

Ogr. Gér. Niket CALISKAN
nuket.caliskan@omu.edu.tr

AGLUTINASYON

e Aglitinasyon reaksiyonu, partikil halindeki
antijenlerin 6zgil antikorlarla birlesmesi ve
¢apraz baglar (kafes) olusturarak kiimelesme
esasina dayanir
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AGLUTINASYON TESTLERI

TLT114-iMMUNOLOJIK YONTEMLER
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e Antikorlar, antijenik pargaciklarla ¢apraz
olarak baglanir ve kafes olusturur.

. Kugik tiplerde, lamda veya
mikroplaklarda yapilabilir.

Aglitinasyonun Kullanim Alani

Mikroorganizma antijenlerine karsi hasta serumlarinda antikor
aranarak hastalik tanisi koymak

Bilinen antikorlarla kapli partikiller (lateks, bentonit vb.)
kullanarak hastalik materyalinde antijen arayarak tani koymak

Bilinen antikorlari (antiserumlari) kullanarak muayene
maddelerinden kiltiirde tretilen mikroorganizmalarin serotip
tayinini yapmak

Ayrica titrasyon yapilarak antikor miktari da belirlenebilir. _

Partikiler antijen olarak,
e Dogal olarak antijen tasiyan
v’ Bakteriler, Eritrositler, Lokositler
¢ Yizeylerinde yapay olarak antijen bulunan tasiyici
partikuller
v’ Eritrosit, Latex, Bentonit
v’ Polistren gibi sentetik parcaciklarin




Aglitinasyonun meydana gelmesi igin bazi
sartlar gerekir:

v'Ortamda elektrolitler olmalidir. Bu nedenle
aglutinasyon testleri serum fizyolojikle yapilir.

v pH'In nétral veya nétrale yakin olmasi gerekir.

v'Isinin énemi vardir; agliitinasyon optimal isi
derecesinde yapilmalidir.

v'lyi bir aglitinasyon elde etmek icin antijenin
tuzlu suda iyi slispanse olmasi gerekir.
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Agliitinasyon testleri

e Partikiiler antijen olarak eritrositin kullanildigi
aglitinasyon testlerine hemagliitinasyon
testleri denir.
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Agliitinasyon testleri

e ikiye ayrilir
— Direk (Aktif) agliitinasyon testleri

— indirek (Pasif) agliitinasyon
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Direk Agliitinasyon Testleri

Aglutinasyonda rol alan antijen partikiiliin kendisidir
% Bakterilerin antijenleri kullanilabilir
® Gruber- Widal, Wright, WF
% Eritrositlerinantijenleri kullanilabilir.
@ Aktif (direk) hemaglutinasyon
ABO, Rh, Vd

Soguk aglutinasyon

< M.pneumoniae
Paul- Bunnel

<+ EBV

Direk Agliitinasyon Testleri

Antijen veya antikorlarin herhangi bir tasiyici
aracihg olmadan direkt olarak arastirilmasidir.

o Ozgiil antikorlarin varliginda mikroorganizma
antijenlerinin kimelenmesini igerir.

o Riketsiyoz tanisinda: Weil-Felix testi,
¢ Tifo tanisinda: Gruber-Widal testi
¢ bruselloz tanisinda: Rose Bengal ve Wright testleri
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Direk Aglutinasyon Testleri indirek (Pasif) agliitinasyon

Bu yontemde ¢ozlinebilir antijen eritrosit ve lateks
parcaciklari gibi partikller yapidaki tasiyicilara
baglanmaktadir.

¢ Rose-bengal: Brusellozis tanisinda kllanilan, bir lam
aglutinasyon deneyidir.

¢ Kan grubu tayini: Lamda veya tlipte yapilan bir
hemaglutinasyon deneyidir.

¢ Gruber- widal: Salmonellozis tanisinda kullanilan tip e Bu sayede antijene partikmer bir yapi kazand|r||m|§
aglutinasyon deneyidir. olur.
e Wright: Brusellozis tanisinda uygulanan tiip aglutinasyon

* Boylece, eger incelenen 6rnekte 6zgul antikor varsa

deneyidir. . el o1
gozle gorilebilir bir gokme elde edilir.

Weil-felix: Riketsiya hastaliklarinin tanisinda uygulanan tip
aglutinasyon deneyidir

indirek (Pasif) agliitinasyon
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e Tk, e Lateks lam agliitinasyonlari: Lateks
ParticulateAg  CorrespondingAb  Visible agglomerate partikillerine gesitli antijenlerle kaplanarak
Dixect sglutiiatiuniredction ok sayida mikrobik hastalik igin tani testleri
p ,».)\,*-\ uretilmigtir. Orn. CRP tayini, streptokok tip
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indirek (pasif) hemagliitinasyon (iHA)

Lateks lam agliitinasyonlari Te if agliiti : o ls .. . . .
9 t ers past aglutinasyon Cesitli antijenler (bakteriyel, viral, fungal, paraziter),
Antigen attached , Latex ©5 1 Latex . . . . . o .
. | Lo bead o° A / eritrosit (genellikle koyun eritrositleri) ylizeyine

baglanmistir

e Bu yontem antikor saptanmasinda kullanilan ve 96
£ cukurlu “U” tabanh mikropleytlerde gergeklestirilir
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~ Bacterial
attached to bead ©  bead antigen
(a) Reaction in a positive indirect test for (b) Reaction in a positive indirect test for o . . Py .
antibodies. When particles are coated antigens. When particles are coated with o Duyarliligi yuksek bir yontemdir ortamda ¢ok az
with antigens, agglutination indicates monoclonal antibodies, agglutination A i . A
the presence of antibodies, such as indicates the presence of antigens. antikor bulunmasi halinde bile sonug vermeye yeterli

the IgM shown here.
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Indirek (pasif) hemagliitinasyon
¢ Buydntemde, etkenin direkt HA géstermesine gerek

bulunmamaktadir.
o Reaksiyonun kisaca mekanizmasi soyledir: Bakterilerin e Hasta serumu dillsyonlari

?traflp.da bu.lungv proteirl, g!!kop.rotem, gllk.ollpoprotem, vs. tizerine duyarI|Ia§t|r|Im|§
ozelligindeki antijenik strikturlerin ekstraksiyonu yapilir.

kullanilacak alyuvarlar 6nce tannik asitle muamele edildikten eritrositler eklenir )
sonra antijenik substanslarla direkt temasa gegirilerek bu {
maddelerin alyuvarlarinin ylizeyine adsorbe olmasi saglanir.

¢ Pozitiflik oldugunda

¢ Sonra boyle hazirlanan alyuvar suspansiyonu, testin o . | ——
karakterine gore belli oranda sulandirilarak kullanilir. hemaglutlnasyon, negatlfllk -

e Bunlar tasidiklari antijenlerin antikorlariile karsilastiklarinda varsa dUéme gibi gbkme e O
agltinasyon verirler gt’)r[jli]r
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indirek (pasif) hemagliitinasyon

indirek (pasif) hemagliitinasyon
¢ Bu yontem laboratuvarimizda
— Sifiliz serolojisinde (TPHA testi)

— Amip ve ekinokok antikorlarinin arastiriimasinda
kullaniimaktadir
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indirek (pasif) hemagliitinasyon

¢ Teste hasta serumu kontroll ve eritrosit kontrolu
kullanilmali ve bunlarda ¢okme oldugunda
degerlendirme yapilmahdir

e Hasta serumu kontroliinde hemagliitinasyon olmasi;
serumda koyun eritrositlerine karsi heterofil antikor
varligini gosterir.

¢ Bu durumda hasta serumu, adsorban (konsantre
koyun eritrosit siispansiyonu) ile muamele edilir,
santrifuj ile heterofil antikorlar uzaklastirilir ve test
tekrar galisilir =

indirek (pasif) hemagliitinasyon
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* Serolojik testlerde antikor varligini géstermek kadar,
antikor diizeyinin(miktarinin) belirlenmesi de 6nem

tasir. Bu nedenle ¢ogu infeksiyon hastaliginda antikor ¢ DeneY sonu"cq.nda hig bir SU|an'r'mda
miktarini belirlemek igin serolojik testlerde serum reaksiyon gorilmezse, serolojik test(-)
sulandiriimalari yapilr. negatiftir, aranan antikor yok demektir.
Serolojik test tiiplerinde reaksiyon varsa
. = i 5 s .{rm antikor varligini gosterir. Reaksiyonun
ARE NN N N N s goriildiigli en son tiiptn diliisyonu, o serumun
ik ;@ owa E EZJ EZJ a a b{gsw antikor titrasyonu olarak ifade edilir
SF
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Hemagliitinasyon inhibisyon (Hi) testi

Bazi bakteri ve viruslar dis ylizeylerinde sahip
olduklari yapilar sayesinde eritrositlere baglanabilir
ve onlari ¢okturebilirler.

®)

Olay bir antijen antikor olayi degildir

Direk olarak bazi mikroorganizmlarda bulunan
eritrositlerdeki algaglara yapisma ve onlari ¢oktiirme
ozelligidir.

1. Add twoloid seris luticns of vins
1018 Diood calls In 8 96-wed plste for hemagghtination

Aslinda Bu durum direk hemaglutinasyon olayidur.
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(A) Bakterial HA (B) Viral HA

Hemagliitinasyon inhibisyon (Hi) testi

* Bu 6zelligi gosteren virtslerin basinda
>~ Viras influenza virusleri gelir
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Hemagliitinasyon inhibisyon (Hi) testi

e Virislerin hemaglitinasyon olayi, antijen —
antikor temeline dayali bir olay degildir

¢ Ancak bu virlslerle enfekte olmus kimselerin
kaninda olusan bazi antikorlar, o virtslin
eritrositlerle birlesmesini engeller
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Hemagliitinasyon inhibisyon (Hi) testi

e iste bundan yaralanilarak birgok viriis
enfeksiyonunun tanisinda kullanilan 6nemli bir
serolojik deney gelistirilmistir

¢ Buna, Hemaglitinasyon dnlenim
(HemaglUtinasyon inhibisyonu) deneyi adi
verilir

Eritrositier AglUtinasyon yok
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Hemagliitinasyon inhibisyon testi
Deneyde uygulanacak temel islemler

e Eritrositler, Serum Fizyolojik ile %0,5 olacak
sekilde sispanse edilir

¢ Antijen olarak kullanilacak viris, sulandirilir ve
eritrositlerle titre edilir

— Amag eldeki virtistiin hangi dilisyonda eritrositleri
agliutine edebilecegini saptamaktadir




Hemagliitinasyon inhibisyon testi
Deneyde uygulanacak temel islemler

e Hasta serumu bir sira tlip iginde uygun
hacimde (0,25 ml) ve uygun sekilde sulandirilir

¢ Deneye pozitif ve negatif kontrol serumlar da
kontrol olarak sokulur

e Sulandirilmis her tiipteki serum Uzerine titre
edilmis virslerden 0,25 ml konur
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Hemagliitinasyon inhibisyon testi
Deneyde uygulanacak temel islemler

Tum tuplere ayni hacim eritrosit siispansiyonu
konur ve oda isisinda bir saat bekletildikten sonra
okunur

Serumda virlse karsi antikorlar olugmus ise o
virlistin eritrositlerle birlesmesini dnlerler

Bu nedenle hemagliitinasyon olusmaz (Pozitif) ‘

— Eritrositler tup dibine yogun olarak ve bir digme \ 253 /‘

goruntustnde gokerler %
(c) Nonagglutinated

Hemagliitinasyon inhibisyon testi
Deneyde uygulanacak temel islemler

¢ Serumda antikor yoksa virUs,
eritrositleri aglutine eder (Negatif)
— Tip dibinde ¢okelti olusur

Hemagliitinasyon dnlenim (HO) testi
Dikkat edilecek noktalar

Test oda isisinda yapilmali ve degerlendirilmeli

Test yapilmadan hemen 6nce virusun HA titresi
yeniden saptanmali HA (nitesi iyi belirlenmeli

Virus ve alyuvar stok stispansiyonlari kullanilmadan
once homojen olarak, iyice karigtiriimali

Serum dikkatli bir sekilde sulandiriimali ve kabul
edilen metoda gore iki kat yapiimali (1/2, %, 1/8, ..)
Sonuglar 45-60 dk iginde okunmali




