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O NS O Z

Son birkag yil esnasinda bircok bakteriyel ve virusi hastalikla-
r1 teghis igin uygulanmaya baglanan bu metod, heniiz yeni olmakla
beraber, Birlesik Amerika ve Avrupa devletlerinin bircok laboratu-
varlarinda 6nemli bir ye riggal etmiye baglamigtir,

Bu konuya, Enstitiimiiziin yayin organi olan derginin 1963 Ara-
lik tarihli sayisinda saymn meslektaglarimdan M. Sentiirk ve N. Un-
liilleblebici birer yaz ile deginmiglerdir.

Ayni y:l, Fransa’da bulundugum esnada Pastér Enstitiisiiniin
Kuduz Léboratuvarinda bu metodu gormiis ve bizzat ldboratuvar
gefi Dr. Atanasiu ile birlikte Kuduz teshisi {izerindeki calismalara
katilmistim.

Bu yazimizda, teknigin genel prensiplerini tegkil etmekte olan
antikor ve antijen miinasebetleri iizerinde durmadan, bu usulle ca-
lismak arzusunda bulunanlara faydali olur kanisiyle, metodun uygu-
lanmas:, liizumlu materyal ve bunlarin hazirlanmasiyle ilgili husus-
lar incelenecektir.

TARIHCE

Immunifluorescent metodu ile teghis izerinde en fazla achsan
Coons olmustur denebilir.

Coons ve Kaplan (1950) Fluorescent boya maddesi ile yiiklii
antikor teshis metodunun kurucular: ve onciileri olmuslardir,

Fluorescent maddesinin giderilmesi icin toz haline getirilmig
dokuya ve regineye emdirme usullerini de Coons (1955) ve arkadas-
larmin eseridir.
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Cochrane, (1960) Arthus fenomeni ve metodun izahini yapmig-
tir.

Laurence (1963) ve arkadaglari boya maddesi olarak rivandlii
denemiglerdir.

Thomas (1963) ve arkadaglar, fluorescent antikor yiiklii me-
todu ile teshiste, direk ve indirek teshis arasmndaki fark fiizerinde
durmuslardir.

Sentiirk (1963) memleketimizde ilk olarak bu metod ile teg-
hise deginmis ve metodun faydali ve mahzurlu taraflarmi belirt-
mistir.

MATERYAL

Teghisin uygulanmas:nda bilhassa su materyallere ihtiya¢ var-
dir :

A) Hiperimmun serum elde etmek igin at.

B) Antijen karakterinde olan, hastaliktan siipheli beyin.

C) Cesitli soliisyonlardan :

1 — Tampon serum fizyolojik (T.S.F.)

NG nsivmsimsoss s aemmmms st 80 gr.

NATLPOy wyomspsosmpsonioms s 13,8 gr.

NaOXE (% 40: 80L) .....ccommommpmrnons 7,0 ml

(On litre distile suya ibla edilir ve Ph-s1 daima 7,0 - ye ayar-
lanmis olmalidir.)
2 — Tampon. karbonat soliisyonu :

Sol. a) Na,CO; ...oovvvvvevnnnns 13,25 gr. 250 ml. distile su.
Sol. b) NaHCO; ..........c....... 10,50 gr. 250 ml. distile su.
3 — Amonyum sulfat soliisyonu.

4 — Baryum kloriir soliisyonu.

D) Mikroskop ve filtreleri :

1 — Mikroskop, karanhk saha ve achromatik veya apochroma-
tik objektifli olabilir. ;

2 — Mikroskop ultraviole lambasi : HBO - 200 Osram veya
AH - 6 General Eletric.

3 — Filtreler; Iki cesit olup, bmnmsmln isareti Corning No
CS-5,58. veya UG-2 Zeiss, ikinei filtre ise OG-4 Zeiss marka Vraton
2B sinonimli filtrelerdir.

E). Diger cesitli materyaller :

1 — Celophane kese.

2 — Manyetik kargtirici.

3 — Aseton veya ayni maksat icin saf alkol ile eter karigimi.

4 — Ugcbin devirlik santrifiij.
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METOD

A) FLUORESCENT YUKLU ANTIKORUN HAZIRLANMASI
ILE ILGILI HUSUSLAR :

1 — Hiperimmun serumun elde edilmesi :

Hiperimmun serum elde etmek igin at, virus fiks ile immunizas-
yona tabi tutulur. Hayvandan elde edilecek serum’un miimkiin nis-
pette yiiksek antikor tagimasi istenir.

2 — Serumdaki globuliinlerin coktiiriilmesi ve santrifiij :

Miispet antikor tagiyan serum, egit miktarda (T.S.F.) ile karg-
tirthir. Bu karigimdaki globiiliinlerin  ¢oktiiriilmesi 1/2 nisbetinde
doymus amonyum sulfat erigi ile saglanir.

Birtaraftan manyetik cubuk ile serum’un karigtirilmas: yapilir-
ken, diger‘taraftan da, 10 - cu ml. den sonra aliminyum sulfat dam-
la, damla ilave edilir. Kamgtirmaya 20 dakika siire ile devam olu-
nur. Beyaz bir renk almig olan erlenmayerdeki karisimdan, santriij
tiiplerine konarak, 15 dakika, 3000 devirde santrifiije edilir.

3 — Amonyum sulfat’m giderilmesi :

Santrifiij tiibiindeki mainin iistteki berrak kismi atildiktan son-
ra, dipte kalan antikor tabiatindaki globuliinler muayyen bir nispet-
te (3 kisim globuliin, 1 kisim T.S.F.) ile kesif antikor suspansiyonu
haline getirilir, Bu durumdaki globuliinler bir miktar amonyum sul-
fat tasidiklarindan, dializ metodu ile giderilmesi saglanir. Bu mak-
sat icin, suspansiyon celophane’li kese icerisine almir, takriben beg
litre T.S.F. ihtiva eden bir kap icerisindeki suya birakilir. (Suyun
Ph-s1 7,0; 1s1 derecesi (-4) C° olmalidir). T.S.F. sik, stk degigtirilir
ve her defasinda amonyum sulfatmm mevcudiyeti, baryum kloriir so-
liigsyonu ile Kontrol edilir,

4 — Fluorescent yiiklii antikor hazrlama :

Boya maddesi olarak bircok fluorescent maddeler mevcut ise
de, en fazla Rodhamine tahiatinda olanlar kullanilir, zira protein
zerrelerine niifuz etme kabiliyetleri farkhidir.

Son zamanlarda isocyanate ve isotiocyanate gibi maddeler kul-
lanilmiya baglanmigtir. Bilhassa isotiocyanate iisttiin vasiflarindan
dolayi, ad: gecen Enstitii 1aboratuvarinda da tercihan kullanilir (*).

Isothiocyanate, boya maddesini istihsal eden firmalar :
«Prolabo», 12 Rue, Pelée Paris 1le
«Dajacy», 5000 London Street, Philadelphia, (U.S.A.)
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Boya maddesinin ilavesi ayni gekilde manyetik karistirier isti-
rékiyle ve azar, azar yapilir. .
Kesif bir antikor suspansiynunu iyi bir gekilde boyayabilmek
icin su formiile gore hareket edilir :
a) NaCl (0,15 M.) ..ooovivviiiiniininnnnns 28,2 ml.
b) Tampon karbonat sol. ............... 7,5 ml.
(Sol. a - dan 1 kisim)
(Sol. b - den 8 kisim)

¢) Kesif protein sol. dan ............... 14,2 mi.
(1 ml. de 35 mlg. globiilin hesabiyle)
d) Isothiocyanate ...............cccoeenes 25,0 mlg.

(Genellikle 100 mlg. protein - globiilin fraksiyonu icin 5 mlg. isothi-
ocyanate sarf olunur.)

Bu manipulasyon 0° ile 4 C° de yapilmalidir ve bu sartlar al-
tinda manyetik karistiric: ile 18 saat miiddetle karigtirilmaya de-
vam olunur. Bunu miiteakip fazlalik tegkil eden fluorescent madde-
sinin giderilmesi igin, ayni amonyum sulfatta oldugu gibi, ikinci bir
dializ uygulanir. Bu dializ, (-4) C° de 3 -4 giin miiddetle ve her 12
saatte bir, T.S.F. degistirilmek sartiyle yapilir.

5 — Spesifik olmayan fluorescent’ten aritma :

Dializden sonra spesifik olmayan, fluorescent yiiklii protein
zerreleri dahi kalabilir. Bunlar, teghiste yamiltmalara sebep olabi-
leceginden, bunlarin miimkiin derece giderilmesi i¢in su usuller dii-
stiniilmiistiir : e

a) Toz haline getirilmis doku hiilisasina emdirme,

b) . Recine kolonlarina emdirme,

c) COHN metoduna gore alkol ile globiilinleri ¢oktiirme.

(Bunlardan en kullamigh olani, toz haline getirilmis doku hiila-
sasina fluorescent yiiklii antikorlarin emdirilmesidir.)

B) MUAYENE EDILECEK OLAN MATERYAL ILE ILGILi
HUSUSLAR :

1 — Frotinin hazirlanmasi ve tespiti :

Muayene edilecek siipheli beyin pargasinin, antijenik vasfin
muhafaza edebilmesi ve kolaylikla kesilebilmesi icin dondurulmas:
elzemdir. -15C° veya diger metodlarla dondurulan beyin parcasin-
dan, mikroton ile 5 mikron kalinhiginda ince bir parca kesilir. Gayet
ince uglu bir pens vasitasiyle tutularak, temiz bir 1d4m iizerine kapa-
tilir, Tespit icin saf alkol ile eter karigimi veya asetondan istifade
edilir. Bu maksatla kullanilan aseton, 3 - 5 1am alabilecek agz1 ge-
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nig ve kapanabilen bir kap igerisinde ve daimi surette -20 veya 30 C
dip frizde muhafaza edilir. Liizumu halinde, tespit edilecek olan fro-
ti 5 dakika miiddetle bu aseton igerisinde birakilir. Cikarildiktan
sonra T.S.F. ile yikanir ve F. yiiklii antikor ile muameleye hazir
edilmig olur.

2 — Frotinin Fluorescent yiiklii antikor ile muamelesi :

Tespit edilmig olan frotinin fluorescent yiiklii antikor ile mua-
melesi esnasinda, antikorun buharlagmasini énlemek i¢in biiyiikce bir
petriden istifade edilir. Evveld bu petri icerisine T.S.F. emdirilmig
kurutma kagidi yerlestirilir. L&min biraz yiiksekte kalmasini sagla-
mak maksadiyle de cam bagetten yapilmig 6zel bir sehpa konur.
Froti bu sehpa iizerine birakilir, iizerine birka¢ damla F. yiiklii an-
tikor damlatilir. Petrinin kapag1 kapatilir ve 37 C° etiivde 30 daki-
ka miiddetle conjugation’a terk edilir. Cikarildiktan sonra T.S.F. ile
glizelce yikanir ve kurutulur.

3 — Frotinin mikroskobik muayenesi :

Froti, teknige uygun boyandiktan sonra muayeneye hazir hale
getirilmigtir, Yalniz, 1dmel iizerine Ph-s1 7,0 olan 9 kisim gliserin ile
1 kisim T.S.F. karigimindan bir damla damlatilir ve bunun iizerine
de 1am kapatilir.

Mikroskobik muayene achromatik ve apochromatik objektifli
mikroskob ile karanlik yerde yapilir. Burada, mikroskoptan ziyade
151k kaynagi ve filtreler 6zellik tagimaktadir. Isik kaynagi olarak
cesitli bircok lambalar meveut isede, bu laboratuvarin kullanmakta
oldugu ldmbanin markasi yukarida zikredilmistir. Filtrelerden bi-
rincisine «Exiteure», ikincisine ise «Barriére» denir. Birineisi 191k
kaynag ile kondensator arasma yerlegtirilmigtir. Tkincisi ise, 1am ile
okuler arasindadir. Bu sonuncu filtre ultraviyole iginlar1 emer, bu-
na mukabil fluorescent iginlar1 gecirir. (Her 1k1s1n1nde markalar:
materyal boliimiinde belirtilmigtir.)

Ayrica iki filtre arasinda husule gelecek olan harareti hafiflet-
mek icin % 25 kesafetinde bakir sulfat solusyonundan istifade olu-
nur.

Mikroskobda, karanlik sahada goriilecek olan, fluorescent yiik-
lii antikor ile muoyenesi istenilen maddedeki antijenin birlegsmesi so-
nucu, antijen olan yerlerde antikor kiimelenmeleri husule gelecegin-
den, parlayan fluorescent maddesi bunlar1 meydana cikaracaktir.

Muayene esnasinda yanilmalar1 Onlemek icgin, menfi serum ile
de mukayeseli muayeneler yapilir, Boylece spesifik antikor ile anti-
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jen birlesmesinden husule ge'en miispet mavi - yesil piriltilar ile, as-
pesifik antikor ve antijen birlesmesinden dogmas: muhtemel ben-
zeri yaniltici piriltilardan tefrik edilmis olur. '

OZET

Bu yazida, kuduz'un teghisi i¢in, immunoflhiorescent metodu ve
metodun uygulanmasinda liizumlu materyal ile bunlarin hazrlan-
masi incelenmisgtir.

Bu metodun bazi giicliikleri ve elverigsizlikleri olup, bunlarin
arasinda en mithimleri; fluorescent yiiklemek suretiyle antikor ha-
zirlanmasi ve bu hazirlik icin, zorunlu kildigi uzun stiredir. Ameli-
yenin geri kalan kismi giicliik arzetmedigi gibi, fazla zaman da is-
temez. Diger bir deyimle, eger gerekli antikor bir defaya mahsiis
olmak iizere yeter miktarda hazirlanmig olursa, bundan sonraki ig-
lem ve zaman etkin olarak azaltilmis olur.

Bugiin icin, 6zellikle sonuglarin kesinligi bakimindan denilebi.
lirki, yukarida adi gecen metodla, diger metodlara nazaran daha gii-

venilir neticeler elde edilebilir.

Résumé

Dang cette article, on a expliquée la méthode immunofluores-
cente et les materiaux concernants le diagnostic de la Rage.

Cette méthode contient quelques difficultés et inconvéniants
parmi les quelles les plus impotans sont; la préparation de 'anticorps
en le chargeant de fluoresceine et la longue durée exigé dans Popé-
ration. Le réste de la manipulation ne presahte plus de difficultés et
ne demande pas beaucoup de temps. Ou bien, quand une fois Panti:
corps nécessaire est en quantité suffisante, le temps de l'operation
des diagnoses ulterieurs est alors raccourei,

Pour le moment, au point de vue de I'exactitude des resultats,
on peut prétendre que, la méthode snsmentionnée est plus sure que
les autres. -
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