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Cesitli atijenlerin lokalizasyon ve idantifikasyonlar i¢in Coons
ve Kaplanin fluorescein yiiklii antikor teknigi son zamanlarda is-
tiin bir ehemmiyet kazanmgtir. Bu teknigin diger bir faydasi da
cesitli mikroorganizm ve antijenler iizerindeki ¢ahgmalara yardime:
bir metod olmasidir. Bu konuda calismalarin miisbet netice ver-
meleri laboratuvarlari, mikroplarm husule getirdigi hastaliklarin
teshis ve idantifikasyonlarmnda bu teknigi direkt bir metod olarak
kabul etmelerine yol agmgtir.

Bu teknigin leptospiralarin teshisinde kullanilmasi, Sheldon
tarafindan Weil’s hastaligina yakalanmig bir hastanin adele lezyon-

“larinda leptospira Icterohemorrhagiae tesbitinden sonra Moulton ve
Howath tarafindan bir Haemster’'in bobreginde Leptospira Canico-
la’'nin mevecudiyetinin goriilmesi ile olmugtur.

Taktim edilen rapor experimental olarak enfekte edilmig kobay
ve sigir idrarinda L. Pomona’nin Fluorescein ile yiiklii antikor tek-
nigi ile teghisini agiklamaktadir.

MATERYAL VE METOD

ANTISERUM HAZIRLANMASI : Hiperimmun serum L. Pomona LC-5-
71 ile tavsanlarin immiinizasyonu sureti ile hazirlanmigtir. Kiiltiirler 30°C de
4 — 6 giin Stuart vasatinda liredikten sonra 0.3 % formalin ile dldiiriildi. Mii-
teakiben 10.000 devirde 20 dakika santrifiij edilerek leptospiralar vasattan gi-
karildi. Elde edilen bu leptospiralarin, pH. 7,2 de Bufferd edilmig 0.85 % NaCl
solusyonunda tekrar suspansiyonu yapildi. Bu suspansiyon 550 mili mikron
dalga uzunlugu, 20 Colorimeter spektronik kullanarak 1§11 % 40 nisbetinde
gegirecek gekilde ayarlandi. Ayarlamasi yapilan bu suspansiyondan normal
tavgana intravendz olarak 5—7 ger giin ara ile I. ml, 4. m], 4. ml, ve 6. ml
inokiile edildi. Son inokiilasyondan 7 giin sonra tavganin kalbinden kan alindi
ve titresi yapildi. Bu titrenin I/10.240 oldugu homolog antijen kullanarak mo-
difiye makroskopik plate teknik ile tesbit edildi.

GLOBULINLERIN MAHFAZALANMASI : Coons ve Kaplanin genel me-
todlarina gore globulinlerin extraktlar1 yapildi ve fluorescein isocyanate ile
mahfazalandirildi

(*) The Journal of Infectious Diseases : Vol. 105 - 1959, 118 - 123.
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Normal globulinler aggliitinin ihtiva etmedigi halde immiinglobulinler’in
aggliitinasyon titresi 1/5120 idi. Son yiiklii globiilinler, yiiklii leptospiral anti-
korlaiin serolojik sipesifiteleri igin sadece kontrol hoyasi olarak hizmet gor-
diiler.

KOBAYLARIN ENFEKTE EDILMESI : Iki kobay, WICKARD sugu ile
enfekte olmug kobaylardan alman 9% 10 luk bobrek doku suspansiyonundan
Lml intraperifoneal yolla enfekte edildi. Enfeksiyondan 5-6 giin sonra kobay-
larda hararet ylikselmesi goriildi. 30 giin bekledikten scnra kobaylar &ldiiril-
dii. Bu kobaylarin idrar ve bdbrekleri aseptik olarak alindi ve fletcher vasa-
tinda killtiirleri yapildi. Fluorescent antikor boyamas: igin idrar ve hobrek
frotilerl hazirlandi. Bobrek niimuneleri Levaditi'nin giimiis boyasi igin alindi.
Normal kontrollardan gegen idrar ve bobrek nilimuneleri fluorescent mikros-
kopi yolu ile muayene edildiler.

SIGIRLARIN ENFEKSIYONU : 8 aylhik Splenektomi yapilmig 48 No. lu
Holstein danasi yukardaki kobaylarin idrarindan izole edilen L. Pomona Xkiil-
tiiriinden 5. ml deri alt1 yolla inokiile edildi. Inokiilasyondan 6 giin sonra ates
yiikselmesi goriildii. Karanlik saha muayenesi ve fluorescent antikor boyama-
s1 igin leptospiremik devre esnasinda kan alindi ve heparinize edildi. Daha son-
ra canli homolog antijen kullanarak mikroskopik aggliitinasyon testi ile (agg.
lysis) serum agglutininlerini tesbit etmek icin haftada iki defa kan alindi. Id-
rarda karanhlk saha muayenesi ve fluorescent antikor boyamasi igin haftada
iki defa toplandi. Idrarm, 0.3 ve 0.45 mikronluk milipore filtrelerinden siiziil-
diikten sonra periodik olarak kiiltlirii yapildi. Normal kontrol danalarindan
alinan kan ve idrar niimuneleri fluorescein ile mahfazali antikor teknigi ile
muayene edildiler.

48 No: lu hayvan, idrari ile fazla miktarda leptospira ¢ikarmaga bagla-
yinca (karanlik saha muayeneleri ve fluorescent antikor boyama ile tesbit
edildi) iki jersey danasi (151 No: lu Splenektomili, 413 No: lu normal) pH.
7.5 da buffere edilmis 0.85 ¢ 1lik NaCI solusyonu ile 1/2 nisbetinde diliie edil-
mig bu idrardan 2,5 cc deri alti1 yolla inokiile edildiler. Inokiilasyonlar, enfek-
te idrar1 toplar toplamaz derhal yapilmigtir. Idrarin karanlik saha muayene-
sinde bir g¢ok aktif leptospiralar goriilmiigtiir. Izolasyonda bu 3 hayvan bir
arada tutuldular. 151 No: lu dana inokiilayondan 4,5 hafta sonra, 413 No: lu
ise 9 hafta sonra enfekte oldu. 151 ve 413 No: lu danalarin kan ve idrar mu-
ayeneleri, 48 No: lu danada tarif edildigi gibi yapilmistir.

NUMUNELERIN HAZIRLANMASI : Kobaylarin otopsisi yapildiktan son-
ra, idrar, idrar kesesinden alindi. Takriben 15 mm2 lik bir saha kaplayacak
tarzda lam {izerine bu idrardan bir damla koyarak yayildi. Kurumaya birakil-
dr ve preparat kuruduktan sonra 15 saniye saf etil alkolle tesbit edildi. Sonra
fluoresceein mahfazali antileptospiral antikor ile boyandi. Bu boyama  igi,
hazirlanan frotiyi mahfazali antikorla kaplayarak ve iginde nemli filtre kéa-
#1d1 bulunan petri kutusunda 37°C de bir saat inkilbe ederek bagarildi. Anti-
kor mahfaza boyasinin fazla gelenini ¢ikarmak icin niimune 0.85 ¢ NaCl de
10 dakika yikandi. Miiteakiben 10 dakikada distile suda tutuldu. Preparat ku-
rutuldu ve tlizerine glyceril - Saline (9 kisim glycerol ve I kisim 0.85 ¢ lik
NaCl) damlatildi. Muayene edilinceye kadar da 1siktan korundu.

Leptospiralar buffer-saline de toplanirsa sigir idrarinda uzun zaman ak-
tif olarak hareketli kaldiklar tesbit edilmistir. Aynm1 zamanda Sigma 7-9 bi-
yokimal buffer ve Sorensen’in fosfat bufferi pH. 7,4 de kullamldi ve leptospi-
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ralarin canh kaldiklar: goriildi. Her bir cc buffer igin takriben 9 cc idrar
topland:. Toplanan idrarin 30 dakika icinde karanhk saha muayenesi yapildi
Sonra formol nisbetini 0.8 % yapmak ig¢in idrara formol ildve edildi ve bu
Buffer’li, formolli idrar santrifiigasyonla leptospiralar konsantre edilerek
mahfazali antikorla boyamak igin hazirlandi. 15 ml idrar 1000 devirde 15 da-
kika santrifiij edilerek iri pargalar1 giderildi. Ustteki kistm alindi ve 2°C de
sogutulmug santrifiijde tekrar 10.000 devirde 20 dakika daha santrifiij edildi.
Ust kisim atildi ve leptospirah alt kisim, kobay idrar igin izah edildigi tarzda
fluorescent muayeneleri i¢in hazirlandi aym: ameliye normal sigir idran ile
de yapildi

Buffer’li, formollii idrardaki leptospiralarin canlihklarim gostermek igin en-
fekte idrar niimuneleri oda derecesinde (takriben 28°C) ve gegitli zaman ara-
larinda fluorescent antikor teknigi ile muayene edildi.

Plazma, leptospiralarin kanda en yiiksek oldugu devir de toplandi ve'ay-
n1 zamanda muayene edildi. Heparinize kandaki gekilli elementler ¢oktiiriildii
ve fluorescent antikor boyama icin plazmadan frotiler yapildi. Heparinize kan
ayn: zamanda 500 devirde santrifiij edildi ve plazma yukardaki teknikle mua-
yene edildl. Normal sigir kanida aym gekilde muayene eidldi.

FLUORESCENT MIKROSKOPI VE FOTOGRAFI : Fluoresceinle boyal
preparatlar (Sshott OG4, OGS5) filtreleri ile miicehhez Zeiss aydinlik saha mik-
roskopu ile muayene edildiler. Aydinlatma ig¢in 200 W. maksimum basingh ci-
va buharli lamba kullanildi. Leptospiralar fluorescein mahfazali antikor ile
boyand:r ve 5000-8000 A° dalga uzunlufgundaki mavi-viole florigil husule ge-
tirdi. Bu dalga uzunluklar: Schott BG 12 filtreleri ile elde edildi. Fotograflar
ise 35 mm Tri-X film ile 3 dakikahk bir poz verilerek alindi.

N E T I C E : Kiiltiirde leptospiralarin meydana c¢ikarilmasi.
Fluorescent mikroskopi ile de anlagildigi lizere L. Pomona (LC 5-71)
nin mahfazali antikoru, homolog L. Pomona hiicrelerini serolojik
olarak boyadi. Bundan bagka fletcher’in yar: kati vasatinda iiretil-
mig olan ii¢ heterolog serotip olan L. Canicola, L. Icterohaemorha-
gise, L. Sejroe hiicreleride yukarda mahfazali antikor ile boyandi.
Fluoresceinle mahfazali normal tavsan globulinleri ile boyandiklar:
zaman leptospiral organizmlerde hi¢ bir fluorescence goriilmedi.

KOBAY IDRAR VE BOBREGINDEK! LEPTOSPIRALARIN
MEYDANA CIKARILMASI

Leptospiralar, enfekte kobaylardan yapilan idrar ve bdbrek
frotilerinin fluorescent antikor boyama teknigi ile meydana cikaril-
mistir. Aymi zamanda karanlik saha muayenesi ile de miigahade
edilmig olup, fietcher vasatinda kiiltiirinii yapmak suretiyle enfek-
te idrardan elde edilmigtir. Leptospiralar bdbrek kiiltiirlerinde tes-
bit edilmemigtir. Seri halde bébrek kesitlerinin Levaditi'nin doku
boyasi ile boyanmas: ile de leptospiralar meydana ¢ikarilamadi. Nor-
mal kobay idrarindan ve bobrek dokusundan yapilan preparasyon-
larda ve fluorescent boyamalarda leptospiraya benzer hicbir orga-
nizm goriilmedi. (Devamu gelecek sayida)
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