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1)Amaç: Rose Bengal, Coombs,Wright ve Gruber  Widal testlerinin yapılması ve sonuçlarının değerlendirilmesi
2)Genel bilgiler:

      Wright( Brucella Aglütinasyon Deneyi):

      Brucella enfeksiyonu geçiren hastalarda IgM antikorları kısa bir süre kanda bulunmalarına rağmen IgG antikorları yıllarca bulunabilir. Buyüzden hasta serumunda antikor arama teknikleri kullanılır. Aglütinasyon deneyinin bir hafta arayla tekrarlanmasında pozitif titre artışının belirlenmesi sonucun pozitif olarak yorumlanmasında anlamlıdır.

     Gerekli malzemeler: Bakteri antijen süspansiyonu, hasta serumu, deney tüpleri, pipet, serum fizyolojik

     Deneyin yapılışı: Spor üzerine 10 adet deney tüpü dizilir. İlk tüpe 0.9 serum fizyolojik (sf),diğer tüplere 0.5 sf dağıtılır. İlk tüpe hasta serumundan 0.1 ml konur, karıştırılır.Temiz pipetle ilk tüpten 0.5 ml karışımdan alınarak ikinci tüpe aktarılır. Bu şekilde seri olarak dokuzuncu tüpe kadar aktarma işlemi yapılır. Son tüpe serum konmaz.Bu dilüsyon serisi 1/10, 1/20, 1/40 ……olarak hazırlanmış olur.Tüplerin hepsine 0.5 ml antijen süspansiyonu ilave edilerek , tüplerdeki son dilüsyon bir kat daha artmıştır.( 1/20, 1/40, 1/80,…) İnkübasyon 37 ºC ‘de 24 sa. süreyle yapılır. Değerlendirmede hasta serumu katılmayan son tüp kontrol tüpü olarak kullanılır. Bu tüpün bulanıklığı ile diğer tüplerin bulanıklıkları karşılaştırılarak pozitif tüp belirlenir, bu tüpe ait dilüsyon sonuç olarak kaydedilir. Yada 4+, 3+, 2+, 1+,- gibi yorumlanarak sonuçlar belirlenir.

    2-merkapto etanol deneyi: Deney Wright testinde olduğu gibi çalışılır. Yalnız serum fizyolojik yerine serum fizyolojik ile karıştırılmış 2-merkapto etanol solüsyonu kullanılır.( Bu deneyin özelliği nedir? Serolojik tanıda ne gibi yararı vardır?) 

 Rose Bengal deneyi: Antijen olarak Brucella abortus bakteri antijenleri ve Rose bengal boyası ve tampon karıştırılarak hazırlanmıştır. Hasta serumu, lam yada düz beyaz fayans ve karıştırma çubuğu gereklidir.

Deneyin yapılışı: Lam çukuruna 30 mikrolitre hasta serumu damlatılır. Antijen oda ısısına getirilerek karıştırılır ve bundan 30 mikrolitre hasta serumu üzerine damlatılır. Karıştırma çubuğu ile 2 cm.’lik alana yayılır. Elde yada rotatörde 4 dk. süreyle çevrilir. Sonuç değerlendirilir. Değerlendirme: İri tanecikli çökelme olursa sonu pozitif ince taneli olursa şüpheli, karışım homojen kalırsa negatif olarak yorumlanır.

   Spot deneyi: Antijen olarak Brucella bakteri süspansiyonu ve tuzlu su tamponu karışımı, rose bengal boyası karışımı kullanılır. Hasta serumu yerine parmak ucundan alınmış kan kullanılr. Malzeme olarak; lam yada beyaz fayans, öze, karıştırma çubuğu, antiseptik, pamuk, parmak ucunu delmek için lanset gereklidir.

Deneyin yapılışı: Hastanın parmak ucundan antiseptikli pamukla silinerek, lansetla delinip, bir damla kan lam yada fayans üzerine alınır. Antijen süspansiyonundan yuvarlak uçlu öze dolusu madde alınarak lam üzerindeki kanla karıştırılarak sonuç değerlendirilir.

Değerlendirme: Kan- Antijen karışımı damlasının kenarları mavi renkli halka oluşturarak toplanır, orta kısmı kırmızı- yeşil renk alırsa pozitif olarak yorumlanır.

  Coombs deneyi: Hastada klinik belirtilerin olmasına karşın yapılan Wright testinde negatif sonuç alınması üzerine yapılan deneydir.

Gerekli malzemeler: Hasta serumu alınır. Brucella bakteri antijen solüsyonu, deney tüpü, serum fizyolojik, pipet, Coombs serumu (insan anti globulini)

Deneyin yapılışı: Hasta serumu dilüsyonu yapılır. Üzerine antijen süspansiyonu ilave edilir. İnkübasyon 37 ºC’de 24 sa. yapılır. Aglütinasyon veren tüpler pozitif olarak değerlendirilir ve deneyden çıkarılır. Ancak negatif sonuç veren tüpler Coombs deneyi için ileri basamak çalışması yapılır.

Coombs deneyinde:

Burada deney tüpleri 3000 rpm’ de santrifüj edilerek üstteki sıvı dökülür, tüpe serum fizyolojik dökülerek karıştırılır. Karışım aynı devirde santrifüjlenerek üst kısmı dökülür. Bu immün- kompleks bileşiğini yıkama işlemi üç kez tekrarlanır. Yıkama yapılan deney tüpü üzerine 0.45 ml serum fizyolojik ilave edilerek karıştırılır.Üzerine 50 mikrolitre coombs serumu konularak karıştırılır. İnkübasyon 37ºC’de 24 sa. süreyle yapılır. Sonra aglütinasyon okunarak değerlendirme yapılır.

    Gruber Widal deneyi:
Genel Salmonelloz’da hastaların kanında birinci haftadan itibaren antikor bulunur, bu yüzden hasta serumunda Gruber Widal testi yapılarak antikor aranır.

Gerekli malzemeler: Hasta serumu, deney tüpleri, pipet, bakteri antijeni, serum fizyolojik

Deneyin yapılışı: Hasta serumu dilüsyonu dört seri tüpte 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 hazırlanır. Üzerine yurdumuzda sık rastlanan salmonella bakterilerinden hazırlanmış antijen süspansiyonlarından serum dilüsyon miktarı kadar ilave edilir. Dilüsyon bir kat daha artarak son dilüsyon 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 şeklinde olur. İnkübasyonu 37ᵒ C ‘de 4 saat,sonra bir gece oda ısısında tutularak sonuçlar değerlendirilir.O aglütinasyonları oda derecesinde, H aglütinasyonları 37 ºC’de iyi oluşmaktadır. Bu deneyin değişik şekilleri laboratuvarlarda uygulanmaktadır. Bu tanımlanan deney bir bakterinin bir antijeniyle yapılan salmonella tüp aglütinasyon deneyidir. Yurdumuzda sık rastlanan salmonella türleri arasında, Salmonella typhi H-O, Salmonella paratyphi A ‘nın H-O, Salmonella typhimurium antijenleri kullanılarak herbir bakteri için ayrı seri tüp dilüsyon çalışması yapılarak Gruber Widal tüp dilüsyon çalışması yapılır.

III. Uygulama için gerekli malzemeler:

Rose Bengal antijen süspansiyonu

Pozitif hasta serumu

Slayd( lam)

Karıştırma çubuğu

Santrifüj

Coombs serumu

Pipet

Çalışılmış Wright deneyi

Çalışılmış Gruber Widal deneyi

IV.Uygulama basamakları

1.Durak:

Rose Bengal deneyi yapılacak, sonucu değerlendirilecek

2.Durak:

Brucella Tüp Aglütinasyon çalışılmış örneklerin değerlendirmesi, sonuçların yorumlanması ve bu deneyden Coombs çalışmasının yapılması

V.Uygulamada öğrenilen bilgilerin değerlendirilmesi:

Rose Bengal deneyinin tanı değeri nedir?

Saha taraması yapsanız hangi deneyi kullanırdınız? Neden?

Coombs deneyinin yapılmasının nedeni nedir?

Gruber Widal deneyinde sonucun değerlendirilmesi sırasında akut yada gaçirilmiş enfeksiyon olduğunu nası belirlersiniz?

Wright testinde prezon- postzon tanımlamasını nasıl yaparsınız? 
