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The preparation of conjugate for the immunofluoresans 
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ÖZET 

İımnunfloresan veya floresan antikor metodu (IF) antijenleri identifiye etmek 
antijenlerin yerini tayin etmek antikor tayin etmek ve mikroskop altına görünür 
hale getim1ek için işaretlenmiş antikor veya antijenlere uygulanan bir tekniktir. 
işaretli antikorların kendi antijenine bağlanması, spestifik bir antijen-antikor 
reaksiyonudur. IF tekniği, bir immunolojik reaksiyonun hassasiyet özelliğini 
mikroskop doğruluğu ie birleştirir ( 1 5). Antijen-antikor bağlanmaları 
immunfloresan tekniğinde değişik metodlarla yapılabilir. Direkt ve indirekt 
teknikleri özellikle ve hassasiyet ve yönünden karşılaştırıldıklarında, floresan 
madde ile işaretli antisenımla yapılan direkt teknikleri, anti inmmnoglobulin 
kullanarak yapılan tekniklerden 2 kat daha az hassas olduğu ortaya konulmuştur 
(4) . IF metodu ilk defa Coons ve arkadaşları tarafından 1942 yılında bulunmuş 
( 13) ve daha sonra geliştirilerek geçtiğimiz yıllarda ve günümüzde yaygın olarak 
mikrobiyoloji, viroloji, immunoloji ve biyoloji alanlarında kullanılmaktadır. 

Şimdiye kadar ülkemizde özellikle tavuk hastalıklarının teşhisinde kullanımı, 
tekniğin ikinci safl1asında kullanılan konjugeytin bulunmaması ve üretilmemesi 
yüzünden sınırlı kalmıştır. Keza bu tür reagentleri üreten şirketlerde az sayıdadır. 
Bu çalışmada tavuk hastalıklarının indirekt floresan antikor tekniği ile teşhis 
edilmesi amacıyla konjugeyt üretimi yapılmıştır. Ülkemizde tavuk hastalıklarının 
teşhisi ve araştım1a çalışmalarında dışarıdan oldukça zor tenlin edilerek kullanılan 
konjugeytin üretilmesiyle bu test daha yaygın bir şekilde kullanılacaktır. 

Bu araştım1ada tavşan antitavuk iımnunoglobulinin floresan izotiyosiyanat 
ile işaretlenme metodu çalışılmıştır. Çalışma ayrıca; tavuk lg G elde edilmesini, 
anti-antikor üretecek tavşanların immunizasyonunu tavşan anti-tavuk IgG elde 
edilmesini, FITC ile işaretlenmesi tekniklerini kapsamaktadır. 
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Anahtar kelimeler: Iımnunofloresan, IF, FAT, Tavuk IgG, Tavşan anti
tavuk IgG, FITC, antikor tayini, antijen tayini 

SUMMARY 

The method of iınmunofluorescence or fluorescent antibody is an 
inununological teclınique which applies antibodies labelled with a fluorcsceııt 

dye in order to visualize, identify or locate antigens . The binding of labelled 
antibody its antigen is a specific antigen-antibody rection. The IF technique 
combines the sensitivity and specifity of an inununological reaction with the 
precision of microscopy ( 1 5). The IF method which was elaborated by Coons ct 
al (13) in 1942 and was iınproved later, has coınc to be used very widely in 
recent years especially in soıne of the western countries It is u sed in ınicrobiology, 

iınmunology and general biology. The binding of antibadies to antigens may be 
visualized in immunofluoresccnce. 

In this study, we have produced conjugate for indirect FAT methods for 
poultry diseases. With the aim of making the conjugate for diagnosis ofpoultry 
diseases and research activities in Turkey will be available more easily. 

A method of FITC labelled anti IgG is deseribed in here. The teclmique 
consists in the preperation of ch i eken lgG, inumınization of producer animal s, 
the preparation of rabbit antichicken IgG and the coqjugation of rabbit antichicken 

IgG with FITC and fınal treatment of the preparation. The quality of the fınal 
product is regularly tested in standart methods. 

Key words: Inmıunofluoresans , IF, FAT, ebieken IgG, rabbit anti-ebieken 
IgG, FITC, antibody detection, antigen detection. 

GİRİŞ 

İnsan ve hayvanlarda cnfeksiyöz hastalıkların tanısında uzun yıllar etkenierin 
duyarlı kültür sistemlerinde İzolasyonu ve indentifıkasyonu yoluna gidilmiştir. 
Bu yöntemin enfeksiyöz hastalıkların hızlı teşhisi bakımından bazı dezavantajları 
vardır. Çünkü çoğu mikroorganizmalar özellikle vinıslar ve yavaş yavaş çoğalan 
bakterilerin kültürlerde üretilmeleri uzun zaman istemekte, kültür sonucu hekime 
geç ulaşacağından tedaviyide etkilemektedir. Bazı vinısların indentifikasyonu 
yapıldığı halde kültür sistemlerinde üretilıneleri mümkün olmamıştır. Örnegin; 
insanlarda hepatitis A ve B vinısları klinik hepatitis olaylarının büyük çoğun
lugundan sonımi u oldukları halde doku sistemlerinde üretilemezler. ( 19) 

1941 ve 1942 yıllarında COONSve arkadaşları Antracen isocyanate ile 
ımıaınele edilmiş antikorlar vasıtasıyla dokular içindeki antijeni ortaya çıkarmış 
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ve bunu bir teşhis yöntemi olarak kullanmayı başarmışlardır. Ancak normal 
doku kesitlerinde de UV ışık altmda mavi renk vermesi nedeniyle daha sonraları 
antracen bileşikleri yerine fluorescein boyaların kullanıını düşünülmüştür ve 
1950 yılında COONSve KAPLAN fluoresans boyaların kullanımı ile 
iınmunofloresans tekniğini bir teşhis yöntemi olarak kullanmayı başarınışlardır. 

FAT veya IF tekniği , bir iınmunolojik reaksiyonun hassasiyet ve özelliğini , 

mikroskop doğnıluğu ile birleştirir. Bu metodun 3 önemli uygulama alanı vardır. 

I. Antijenlerin indentifıkasyonu, 

a. Mikrobik etkenler: 
vinıs-bakteri , rickettsia, fiıngi , protozoa 

b. Organlardaki protein, enzim ve honnonlar. 

II. Dokulardaki noılmal veya patojen antijenlerin demonstrasyonu: 
a. Autoimınun hastalıklar, 

b. lımnun-komplex hastalıklar, 

llLSerumdaki antikor demonstrasyonu. 

Tüm bu uygulamalar için, floresan boya (florokrom) ile işaretlenmiş spestifık 
bir antisenun gereklidir (5) . 

Antisenunun floresan boya ile işaretleıımesine ''konjugasyon ", işaretleıımiş 

antisenımada "konjuge)1" denir. İşaretleme sırasında, faresan boya antikor 
protein molekülüne sıkı kovalent bir şekilde bağlanır. Bu bağlanma dikkate 
alınmadan, antikanın iınmunolojik özelliği ve reaktivesi değiştirileınez ( 15). 

Antijen-antikor reaksiyonunda, FITC ile işaretli antikor "direkt test" veya 
anti-antikor " indirekt test"homolog antijene bağlanır, bağlanınamış konjugeyt 
yıkama ile uzaklaştırılır, daha sonra preparatlar floresan mikroskopta 
incelenirken, antijenin spesifik floresanı koyu zeminde göze çarpar (3) . Basit 
direkt floresan boyama metodunda (5), yaygın olarak kullanılan Fluorescein 
isothiocyanate (FICT) floresan mikroskobun ışık kaynağından yayılan 299-495 
nın . dalga boyu arasındaki gözle görülmez, kısa dalga boyundaki Ultiraviyole
UV ışınları absorblar. Absorbsiyondan sonra FITC yeşil renkli olarak görülür. 

Işıkta 520 ıun. uzunlukta dalga boyunda yeniden UV ışınları yayar. İy i bir 
floresan boyama, iımnonolojik yönden uygun ve kuvvetli bir antikor ile çok iyi 
konjuge edilmiş etkili bir koııjegeyte bağlıdır. IF tekniklerinin başarıyla 
uygulanmasında seçilen antikanın ilgili antijenle . çapraz reaksiyon vermesi , 
absorbsiyon zamanı , antikor titresi ve antisenımun sakJanması da -20°C'de veya 
liyofılize edilerek gereklidir. indirekt antikor boyama 'da ise primer antijene 
test edilerek antikor bağlanır, daha sonra üzerine FITC ile işaretli antiantikor 
ikinci bir antijen gibi bağlanır. 
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İndirect immunofloresan boyama tekniğinde antikor molekülünün Fab parçası 
homolog antijenin, antijenik belirleyici detenninantlarına bağlanarak antijen
antikor kompleksi oluşturur. İkinci aşamada tavşanda hazırlanan ve FITC ile 
işaretlenmiş antiantikor antijcne henüz bağlanmış olan tavuk antikanınun Fe 
parçasına bağlanır. Böylece mikroskopta VV yardımıyla görülebilen, floresan 
antijen-antikor-antiantikor kompleksi oluşur. (3) 

indirekt metodtın avantajları: 

a. Bir antijeni ortaya çıkarmak ıçın işaretlenmemiş bütün serumlar 
kullanılabilir. Herhangi bir antisenunun reaksiyona girip girmediğini göstennek 
için, sadece bir tek konjugeyt örneğin ; FITC ile işaretlenmiş rabbit anti ebieken
tavşan anti tavuk globulini yeterlidir. 

b. En önemli özellik olarak spesifik floresan daha berraktır. Her antijen 
determinantına tek bir tavuk antikoru bağlanırken, bir tavtık lg molekülüne bir 

çok FITCişaretli antiglobulin molekülleri bağlanacaktır ki bunada çoğalma etkisi 
denmektedir (3) . FAT tekniği , diğer serolojik testlerden olan presipitasyon ve 
komplement fıkzasyon tekniklerinden daha hassastır (20). 

MATERYAL VE METOT 

Araştırınamızda kullandığımız materyaller; Floresan mikroskop, Sephadex 
gel column , peristaltik pompa, otomatik fraksiyon toplama cihazı , 

spektrofotonıetre, refraktometre, ultrasantrifiij , vortex mixer, manyetik karıştırıcı , 

soğutmalı santrifiij , seınipermeable dial iz tüpleri ve Sodyum sülfat, Bovine senım 
albumin-fraksiyon V, HEPES, TPB, Tris, PEG-6000, G-25 gel , Fluorescein 
isothiocyanate, Protein teşhis kiti , Amonyum sülfat ve diğer kimyasal maddeler. 
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Bu araştırma iki safhada gerçekleştirildi. 

I . Koı~ugasyon solüsyonlarının üretimi hazırlanması, 

2. Konjuge)1 üretimi . 

1. Konjugasyon Solüsyonlannın Hazırlanması: 

Fosfat Buffer Salin : (BPS) 

O. I I 6 M NaCl (MW=58.44) ... .. ... ... ...... .... ..... .... ... 6 .775 g . 

0.01 M Na
2
HP04 (Anhydrous, MW=I41.96) .. .... .. 1.414 g . 

0.003 M KH 2P01 (MW I 36 .09) .... .......... ... .... ...... 0.408 g. 

Üzeri 1000 ınl. ' yc tamamlanır ve pH IN NaOH ile 7,2 'ye ayarlanır. 
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Karbonat-Bikarbonat Buffer, (pH=9.0) 

Solüsyon A 2.65 g. Na,CO, alınıp üzerine 50 ml. distile su ilave edilir. 
Solüsyon B 2. 1 O g. NaHC0

3 
alınıp üzerine 50 ml. distile su ilave edilir. 

Solüs)'on A'dan 1 kısım , solüsyon B'den 4 kısım alınıp karşılaştırılır, pH9,0-
9, 4 ' e ayarlaım 

Satüre Amonyum slilfat soliisyonu (AS) 4M: 

(NH
4

)
2
S0

4 
MW= ı32 . ı4 ...... .. .... ....... .. .... ... ....... ... 528.56 g. 

üzeri 1000 ml.'ye tamamlanır ve pH=7.0 ' a ayarlaım 

Dializ tüpii hazırlama solüsyonu: 

ı . Na~ co_, .. . .. H. 20.o g. 
EDTA .... ..... ..... ... .... ........ .. ............ ........ ...... ..... 0 .372 g. 

Üzeri 1 000 ml. suyla tamamlanır, süzülür. 
2 . Dializ tüpleri değişik uzunluklarda kesilip I nci basamaktahazırlanan 
solüsyonun içinde I O dk kaynatılır. 

3. Dcionizc su ilc çalkalanır. 
4. Deionize su ile ı O dk tekrar çalkalanır. 

5. Dcionize su ilc tekrar çalkalanır. 

6 I 000 ıni'ye 0.372 g EDTA ilave edilerek hazırlanacak 1 mM EDTA 
solüsyonuııda +4 °C'dc saklanır. 

3M Sodyum Hidroksit solüsyonu: 

NaOH ..... ... ....... .... ........ ..... ... .... .. ..... ............. ....... 120.0 g 
Üzeri 1000 ml distile su ile tamamlanır, fıltre kağıdmdan süzülür, renkli 

şişede saklanır. 

2,5 M Sülfiirik asit soliisyonu: 

H~ SO., H • • .u • •• H • • • u •• •• •• • • •••••••••••••••••••••••••• u ••• ı34 ml 

Üzeri I 000 ml 'ye distile su ile tamamlanır. 

•y., 16 ve %8 NaCl soliisyonu: 

% 16 NaCI-16 g NaCl alınıp üzeri 100 ml dcionize su ilc tamamlanır. 

%8 NaCI-8 g NaCl alınıp üzeri 100 ml deionize su ile tamaınlamr 

0,2 M NaCl + 0.01 M fosfat buffer soliisyonu: 

NaCl ..... .. .. .... ...... .... ... ... ...................... .. ............... 11 .68 g 
HaH~P012Hp .. ...... ... ... .... ..... .... ...... ...... ..... ..... .... 0 .25 g 
Na1HPÜ.

1 
u •••••• u . • u. •• • •• • •••• 1.20 g 

Üzeri 1000 ml 'ye deionizc su ile tamamlanır. 
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2. Konjugeyt Üretimi: Kimyasal metod ile kandan senım ayrılması, sodyum 
sülfat prensipirasyon metodu ile tavuk lgG eldesi, tavşan anti-tavuk IgG eldesi 
ve FITC ile lgG'nin işaretlenmesi olmak üzere 4 aşamada gerçekleştirildi. 

a. Kimyasal metod ile kandan serum ayrılması (Kochis metodu): 

250 ml ' lik santrifüj tüpünün içine 2 ml %20 ' 1ik di-kalium oxalate-mono 
hydrate solüsyonundan (Merck, cat. no 5073) konup üzerine 200 ml tavuk kanı 
alındı. Kan santrifüj tüpüne alınırken devamlı karıştırıldı. Santriüj tüpünün 
üzerine örtecek kadar Sep-Ar-Aid (Serva, cat. no: 34878) yaklaşık 6-8 g konup 
2080 rpm.'de (1000 g force) 10 dk santrifiij edilerek plazma ayrıldı. Tüpteki 
plazma bir beher içinde pipet yardımı ile alındıktan sonra üzerine ı ,22 ml 2M 
CaC1,4H,O solüsyonundan ilave edilip, oda sıcaklığında pıhtılaşmaya terk edildi. 
Pıhtılaşıp- serticşen senım +4°C'ye kaldırıldı , ertesi gün bir baget yardımı ile 
parçalanıp süzgeç kağıdından süzülerek, IgG eldcsi için. presipitasyonda 
kullanacağımız safberrak senım elde edildi . 

b. Sodyum Sülfat presipitasyon metodu ile Chicken lgG eldesi : 

Yukanda anlatıldığı şekilde kimyasal metodla elde edilen ı 00 ml tavuk serum u 
bir beher içinde manyetik karıştırıcının üzerine kondu . Üzerine 18 g sodyum 
sülfat-anhydrous extra pure (merck cat. no. :6643) ilave edilip (fina) 
konsantrasyon % 18) eriyineeye kadar beklendi, tamamı cridildikten sonra 1 saat 
süre ile karıştırıldı, daha sonra santrifiij tüpüne alınıp 4500 rpm. de 20 dk. 
santrifiij edildi , süpematantatılıp elde edilen pelet 50 ml. deionize suda eritilip 
üzerine 7 g sodyum sülfat kanarak (final konsantrasyon %14) yukanda anlatılan 
presipitasyon ve santifiij işlemi aynen tekrarlandı (6). Süpematant atılıp pelet 
I O ıni deionize su ile homogenize edilip, S-300 Sephacryl gel coluınn 'dan geçirilip 
otomatik traksiyon kollektörde, IgG fraksiyonları toplandı. Otomatik fraksiyon 
koliektörün kaydedicİsİ ve UV -spektromonitöre göre pik görülen fraksiyonlardan 
IgG Solüsyonları tekrar final konsantrasyon %18 olacak şekilde sodyum sü I fat 
ilavesiyle presipite edilip santrifiij edildi ve elde edilen pelet 2 ml Tris bu ffer+ Na 
azide ile sulandırıldı. Bu sulandırılan IgG solüsyonu dial iz tüpüne konup +4°C'de 
2 gün PBS 'e karşı dial iz edildi ve dial iz sonunda saf Chicken IgG elde edildi. 
Purity test Hannaver Veteriner Fakültesi Kanatlı Hayvan kliniğinde yaptırılmıştır. 

c. Rabbit anti chicken lgG eldesi: 

Yukarıda (b) paragrafında anlatıldığı şekilde elde edilen chicken IgG 
solüsyonu 1/2 oranında Freund's adjuvant ile çift enjektör metodu ile karıştırılarak 
homogenize edildi. 1/2 oranında kullanılan Freund' adjuvantın 1/5 kısmı 
complete, 4/5 kısmı incomplete olarak karıştırılıp kullanıldı. Bu homojenden 
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tavşanlara 3 kere intradennal 1 ml enjeksiyon yapıldı. Hayvaniara inununizasyon 
için her defasında 100 mg protein (100 mg IgG/lml) enjekte edildi . 14 gün 
sonra ikinci ve takip eden 14 gün sonrada üçüncü enjeksiyon yapıldı (5, 12, 18) 
ve en son enjeksiyondan lO gün sonrada tavşanlardan (a) paragrafında anlatıldığı 

üzere kan alınıp K-oxalate /CaCI
2
kimyasal metodu ile serum elde edildi . Daha 

sonra bu elde edilen senundan Rabbit anti ch i eken IgG yukarıda (b) paragrafında 
anlatıldığı gibi Presipitasyon metodu ile elde edildi. Yalmz bu basamaktayapılan 
presipitasyonda. Presipitan madde olarak sodyum sülfat yerine Amonyum sülfat 
(Merck, cat. no: 121 6) kullamldı ve 50 mg protein/ml elde edildi . 

d. FITC ile IgG'nin işaı·etlenmesi: 

a . Tavşan anti tavuk-rabbit antiebieken IgG'nin protein konsantrasyonu tayin 

edildi ve 50 mg bulundu, sonra ml'de 20 mg olacak şekilde 0,2 M NaCI+O,Ol 

M PBS ile sulandırıldı 

b. Anti IgG solüsyonu buz banyosuna almarak soğutuldu, üzerine hacminin 
%1 O'u oranında 0,5 M Karbonat buffer ilave edildi. 

c. Bufferlanmış protein solüsyonuna her protein mg' ı için 30 ug FITC 

konup,+4°C'de buzdolabında manyetik karıştırıcı üzerinde karanlıkta bir gece 

düşük hızla köpürtülıneden karıştınlmaya terkcdildi. 

d. Ertesi gün solüsyona hacminin l/6'sı oranında kuru Sephadex G-25 

supertinc (Pharınacia, ca:t. No: 1 7*0033*02)ilave edildikten sonra +4°C'de 
buzdolabmda karanlıkta manyetik karıştırıcı üzerinde aynı şekilde köpürtülmeden 
3 saat karıştırıldı. Daha sonra bu karışım ucu cam yönü ile tıkanmış pastör 

pipetine kondu ve alt taraftan konjugey1 süzülerek toplandı. 

e. Elde edilen konjuge)1 dializ tüpüne kondu ve bir gece +4°C'de manyetik 
karıştırıcı üzerinde 5 litre PBS ' e karşı dial iz edildi (3 , 13, 15, 19). 

f. Ertesi gün konjugeyt 3000 g . kuvvetinde 30 dk soğutmalı santrifüjde 
santriftij edilip süpematant alındı ve 0.5 ml. hacimlerde buji tüplcre konup, -20 

°C de saklandı. 

BULGULAR 

Macaristan PHYLAXIA-HUMAN Enstitüsü Biyokimya bölüm başkam 
Dr.G. KOCHIS tarafmdan geliştirilen kimyasal yolla kandan serum ayırma 

metodu ile elde edilen serum çok berrak, saf olduğu gibi diğer metocilara oranla 
% 1 00 daha fazla miktarda se nı m elde edilmektedir. Biz çalışmaımza l 00 cc 

kandan 76 cc senıın elde ettik . 
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Senundan presipitasyon metodu ile IgG eldesinde kanatlı serumlarında 
sodyum sülfat, tavşan senunundan IgG eldesinde ise amonyum sülfat daha 
başarılı bulundu. 

Elde edilen konjugeyt standart metodlara göre (3 ,4,8, 12, 14, 15, 18) test edildi . 
Optimum konjugcyt dilusyonu 1: I 00 olarak bulundu. Background oluşmaması 
için sulandırılan konjugeyte %3 oranmda Bovine senıın albüınin (BSA, fraction
V, Merck, cat. no : A-4503) veya aynı miktarda Fetal buzağı senımu (Serva, 
cat.no :4791 O) ilavesi faydalı bulundu. 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Enstitümüz Türkiye 'nin tüm tavuk aşı la rının, senını ve biyolojik maddelerin 
üretilmesi ihtiyacına cevap vermek üzere kunılmuştur. Enfeksiyöz hastalıkların 
tanısında direkt etken İzolasyon ve identifikasyonu hızlı teşhise cevap 
vermemektedir. Bu yüzden değişik serolojik ve immunokimyasal testler 
günümüzde önem kazanmıştır. İnununfloresan veya floresan antikor metodu, 
antijenleri identifıye etmek, antikor tayin etmek ve mikroskop altmda görünür 
hale getirmek için işaretlenmiş antikorlada uygulanan bir teknik'tir. işaretli 
antikorların ise spesifik olan antijenine bağl:ınması normal bir antikor antijen 
rcaksiyonudur. 

Bu teknik, bir immunolojik reaksiyonun hassasiyet ve özelliğini , mikroskop 
doğruluğu ile birleştirmcktcdir. Aynı zamanda aglütinasyon ve kompleınent 
fıkzasyon tekniğinden daha hassastır (20). 

Sonuç olarak bu çalışma sonunda üretilen indirekt floresan antikor test 
konjugeyti , tüm tavuk hastalıklarında kullanılacak bütün indirekt floresan antikor 
testlerinde kullanılabilir. 
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