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() N S Ö Z 

Son birkaç yıl esnasında birçok bakteriyel ve virusi hastalıkla
n teşhis için uygulanmaya başlanan bu metod, henüz yeni olmakla 
beraıber, Birleşik Amerika ve Avrupa devletlerinin birçok laboratu
varlarında önerrili bir ye rişgal etmiye başlamıştır. 

Bu konuya, Enstitümüzün yayın organı olan derginin 1963 Ara
lık tarihli sayısında sayın meslektaşiarımdan M. Şentürk ve N. Ün
lüleblebici birer yazı ile değinmişlerdir. 

Ayni yJ, Fransa'da bulunduğum esnada Pastör Enstitüsünün 
Kuduz Lruboratuvarında bu metodu görmüş ve bizzat lruboratuvar 
şefi Dr. Atanasiu ile birlikte Kuduz teşhisi üzerindeki çalışmalara 

katılmıştım. 

Bu yazımızda, tekniğin genel prensiplerini teşkil etmekte olan 
antikor ve antijen münasebetleri üzerinde durmadan, bu usulle ça
lışmak arzusunda bulunanlara faydalı olur kanısiyle, metodun uygu
lanması, lüzumlu materyal ve bunlann hazırlanmasiyle ilgili husus
lar incelenecektir. 

TARİHÇE 

!mmunifluorescent metodu ile teşhis üzerinde en · fazla açlışan 
Coons olmuştur denebilir. 

Coons ve Kaplan (1950) Fluorescent boya maddesi ile yüklü 
antikor teşhis metodunun kuruculan ve öncül.eri olmuşlardır. 

Fluorescent maddesinin giderilmesi için toz ·haline getirilmiş 
dokuya ve reçineye emdirme usullerini de Coons (1955) ve arkadaş
larının eseridir. 
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Cochrane, (1960) Arthus fenarneni ve metodun izahını yapmış-
tır. 

Laurence (1963) ve arkadaşlan boya maddesi olarak rivanölü 
denemişlerdir. 

Thomas (1963). ve arkadaşlan, fluorescent antikor yilldü me
todu ile teşhiste, direk ve indirek teşhis a:rasınd'aki fark üzerinde 
durmuşlardır. 

Şentürk (ı963) memleketimizde ilk olarak bu metod ile teş
hise değinmiş ve metodun faydab. v,e mahzurlu taraflannı belirt
miştir. 

MATERYAL 

Teşhisin uygulanmaE;:.n~:.a .bilhassa şu materyallere ihtiyaç var-
dır : 

A) Hiperimmun senım elde etmek iç,in at. 
R) Antij~n karakterinde olan, h.astalıktan şüpheli beym. 
C) Çeşitli soliiSıyonlardan : 
ı - Tampon serum fizyolojik (T.S.F.) 

NaCl ........ . .... ..... .......... . ...... .. ..... 80 gr. 
NaH0P04 ... ... . . . .. .... ... ... :.............. 13;8 gr. 
NaOH (% 40 sol.) . ... ............... .. 7,0 ml. 

(On litre distile suya iibHt edilir ve-Ph-sı daima 7,0·; ye ayar
lanmış olmalıdıı;:.). 

2 - Tampon, k.arbonat solüsyonu : 
Sol. a) ~a2C03 ••••••••••••••••• • 13,25 gr. 250 ml. distile su . 
Sol. b) N 'aHCO, .................. 10,5'0 gr. 250 ml. d1stile su. 

3 - .A.ı-nonyum sulfat solüsyonu. 
4 - Baryum klorür solüsyonu. 
D) Mikroskop ve filtreleri : 
1 - Mikroskop, karanlık saha ve achromatik veya apochroma

tik objektifli ol'abilir. 
2 - Mikroskop ultraviole lambası : HBO - 200 · Osram veya 

AH - 6 General Eletric. 
3 - Filtreler; İki çeşit olup, birincisinin işareti Corrung No 

CS,.5,58. v:ey.a UG-2· Zeiss, ikinci filtre ise OG-4 Zeiss: marka Vraton 
2B sinonimli filtrelerdir. 
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E.). Diğer. ç_eşit)i materyaller : 
ı ~ Celophan~ kese. 
2 - Man)!-etik . karıştırıcı. 
a-- ~eton veya ayni maksat için saf alkol ile.· eter karışımı. 
4 - Üçbin devirlik santrifüj. 



METOD 

A) FLUORESCENT YÜKLÜ ANTİKORUN HAZlRLANMASI 
İLE İLGİLİ HUSUSLAR : 

1 - Hiperİmınun seturnun elde ediltnesi : 
Hiperİmınun serum elde etmek için at, virus fiks ile immunizas

yona tabi tutulur. Hayvandan elde edilecek serum'un mümkün nis
pette yüksek antikor taşıması istenir. 

2 - Sernındaki globulünlerin çöktürülmesi ve santrifüj : 
Müspet antikor taşıyan serum, eşit miktarda (T.S.F.) ile karış

tırılır. Bu karışırndaki globülünlerin çöktürülmesi 1/2 nisbetinde 
doymuş amonyum sulfat eriğıi ile sağlanır. 

Birtaraftan manyetik .çuıbuk ile serum'un karıştırılması yapılır
ken, diğer 'taraftan da, 10- cu ml. den sonra aliminyum sulfat dam
la, damla ilave edilir. Karıştırmaya 20 dakika süre ile devam olu
nur. Beyaz bir renk almış olan erlenmayerdeki karışımdan, santrüj 
tüplerine lronarak, 15 daıkika, 3000 devdrde santrif.üje edilir. 

3 - Amonyum sulfat'ın giderilmesi : 

Santrifüj tübündeki mainin üstteki berrak kısmı atıldıktan son
ra, dipte kalan antikor tabiatındaki globulünler muayyen bir ruspet
te (3' kısım glo'bulün, 1 kısım T.S.F.) ile kesif antikor suspansiyonu 
haline getirilir. Bu durumdaki gloibulünler bir miktar amonyum sul
fat taşıdıklarından, dializ metodu ile giderilmesi sağlanır. Bu mak
sat için, suspansiyon celophane'lı kese içerisine al~nır, takriben beş 
litre T.S.F. ihtiva eden bir kap i.~erisindeki suya bırakılır. (Suyun 
Ph-sı 7,0; ısı derecesi ( -4) co olmalıdır). T.S.F. sık, sık değiştirilir 
ve her defasında amonyum sulfatın mevcudiyeti, baryum klorür so
lüsyonu ile :Kontrol edilir. 

4 · - Fluorescent yüklü antilwr hazırlama : 
Boya maddesi olarak birçok fluorescent maddeler mevcut ise 

de, en fazla Rodhamine tabiatında olanlar kullanılır, zira protein 
zerrelerine nüfuz etme krubiliyetleri farklıdır. 

Son zamanlarda isocyanate ve isotiocyanate gibi maddeler kul
lanılmıya başlanmıştır. Bilhassa isotiocyanate üsttün vasıflarından 
dolayı, adı geçen Enstitü lruboratuvarında da tercihan kullanılır (*) . . 

!sotııııiocyanaıte, boya maddesini. istihsal eden firmalar : 
«Prolabo,, 12 Rue, Pelee; Paris ll e 
«Dajac», 5000 London Street, Philadelphia, (U.S.A.) 



Boya maddesinin ilavesi ayni şekilde manyetik karıştırıcı işti-

rakiy:e ve azar, azar yapılır. . 
Kesif bir antikor suspansiynunu iyi bir şekilde boyayabilmek 

için şu formüle göre hareket edilir : 
a) NaCl (0,15 M.) .... ... .... .... .. .. .. ... 28,2 ml. 
b) Tampon karbonat sol. .. . . .. ...... ... 7,5 ml. 

(Sol. a - da:n 1 kısım) 
(Sol. b - den 8 kısım) 

c) Kesif protein sol. dan . .. .. ... . .. .... 14,2 mL 
(1 ml. de 35 mlg. glo:bülin hesabiyle) 

d) İsothiocyanate . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . 25,0 mlg. 
( Genelliide 100 mLg. protein- gldbülin fraksiyonu için 5 mlg. isothi
ocyanate sarf ölunur.) 

Bu manipulasyon 0° ile 4 co de yapılmalıdır ve bu şartlar al
tında manyetik karıştırıcı ile 18 saat müddetle karıştınlmaya de
vam olunur. Bunu müteakip fazlalık teşkil · eden fluorescent madde
sinin .giderilmesi için, ayni amonyum sulfatta olduğu gibi, ikinci bir 
dializ uygulanır. Bu dializ, ( -4) co de 3-4 gün müddetle ve her 12 
saatte bir,_ T.S.F. değiştirilmek şartiyle yapılır. 

5 - Spesifik olmayan fluorescent'ten antma : 

Dializden sonra spesifik olmayan, fluorescent yüklü protein 
zerreleri dahi kalrubilir. Bunlar, teşıhiste yanıltmalara sebep olabi
leceğinden, bunların mümkün derece giderilmesi için .şu usuller dü
şünülmüştür : 

a) Toz haline getirilmiş doku hülasasına emdirme, 
b) , Reçine kolonlarına emdirme, 
c) COHN metoduna göre alkol ile globülinleri çöktürme. 
(Bunlardan en kullanışlı olanı , toz haline getirilmiş doku hüla-

sasına fluorescent yüklü antikorların emdirilmesidir.) 

B) MUAYENE EDİLECEK OLAN MATERYAL İLE İLGİLİ 
HUSUSLAR: 

1 - Frotinin hazırJanması ve tespiti : 
Muayene edilecek şüpheli beyin parçasının, antijenik vasfını 

muhafaza edebilmesi ve kolaylıkla kesilebilmesi için dondurulması 
elzemdir. -15C 0 veya diğer metodlarla dondurolan beyin parçasın
daİı, mikroton ile 5 mikron kalınlığında ince b~r parça kesiHr. Gayet 
ince uçlu bir pens vasıtasiyle tutularak, temiz bir lam üzerine kapa
tılır. Tespit için saf alkol ile eter karışımı veya asetondan istifade 
edilir. Bu maksatla kullanılan aseton, 3 - 5 lamı alabilecek ağzı ge-
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niş ve kapanabilen bir kap içerisinde ve daimi surette -20 veya 30 c~ 
dip frizde muhafaza edilir. LüZU:mu halinde, tespit edilecek olan fro
ti 5 dakika müddetle bu aseton i_çerisinde bırakılır. Çıkarıldıktan 

sonra T.S.F. ile yıkanır ve F. yüklü antikor ile muameleye hazır 
edilmiş olur. 

2 - Fr.otinin Fluorescent yüklü antikor ile muamelesi : 
. Tespit edilmiş olan frotinin fluorescent yüklü antikor ile mua

melesi esnasında, antikorun bııharlaşmasını önlemek için büyükçe bir 
petriden istifade edilir. Evvela bu petri içerisine ·T.S.F. emdirilmiş 
kurutma kağıdı yerleştirilir. Larnın biraz yüksekte kalmasını sağla
mak maksadiyle de cam bagetten yapılmış özel ·bir sehpa konur. 
Froti bu sehpa üzerine bırakılır, üzerine birkaç damla F. yüklü an
tikor damlatılır. Petrinin kapağı kapatılır ve 37 co etüvde 30 daki
ka müddetle conjugation'a terk edilir. Çıkarıldıktan sonra T:S.F. ile 
güzelce yıkanır ve kurutulur. 

3 - Frotinin mikroskobik muayenesi : 
Froti, tekniğe uygun bayandıktan sonra muayeneye hazır hale 

getirilmiştir. Yalnız, lamel üzerine Ph-sı 7,0 olan 9 kısım gliserin iıe 
1 kısım T.S.F. karışımından bir damla damlatılır ve bunun üzerine 
de lam kapatılır. 

Mikroskobik muayene . acılıromalik ve apochromatik objektifli 
mikroskob ile karanlık yerde yapılır. Burada, mikroskoptan ziyade 
ışık kaynağı ve filtreler özellik taşımaktadır. Işık kaynağı olarak 
çeşitli birçok lambalar mevcut isede, bu lfuboratuvarın kullanma:kta 
olduğu İam:banın markası yukarıda zikredilmiştir. Filtrelerden bi
rincisine «Exiteure», ikincisine ise «Barriere» denir. Birincisi ışık 
kaynağı ile kondensatör arasına yerleştirilmiştir. İkincisi ise, Him ile 
okuler arasındadır. Bu sonuncu filtre · ultraviyole ışınları emer, bu
na mukabil fluorescent ışınları geçirir. (Her ikisininde markaları 
materyal bölümünde belirtilmiştir.) · 

Ayrıca .iki filtre arasında hıısule gelecek olan harareti hafiflet
mek için % 25 kesafetinde bakır sulfat solusyonundan istifade olu
nur. 

Mikroskoıbda, karanlık sahada görülecek olan, fluorescent yük
lü antikor ile mmyenesi istenilen maddedeki antijenin 'birleşmesi so
nucu, antijen olan yerlerde antikor kümelenmeleri husule geleceğin
den, parlayan fluorescent maddesi bunları meydana çıkaracaktır. 

Muayene esnasında yanılmaları önlemek için, menfi serum ile 
de mukayeseli muayeneler yapılır. Böylece spesifik antikor ile anti-
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jen birleşmesinden husule ge1eri müspet mavi- yeşil pırıihiar pe, as
pesifik ·antikor ve antijen birleşmesiriden doğinası muhtemel ben-
zeri yanıltıci pırıİtıiardan tefrik edilmiŞ olur. · 

ÖZET 

Bu yazıda, kuduz'un teşhisi içiri, immunofhiofescent metodu ve 
metodtın uygulimmasında lüzumlu mater;ya.l il~ bunların hazırlan

ınasi incelenmiştir. , 
Blı metodun bazı güÇlüklel'i ve elverişsizlikleri olup; bunlariii 

aras{neia en mlihimlerı; fhiorescent Yük i emek sütetiyle antikor-ha~ 
zırlanm~sı ve bu hazıriık içih; zorunlü -kıldıği main süreClir. Arneli
yenin geri kalan liıs~ı gliçlük arietmediği giibi; fazla zarlüi.n da is
temez. Diğer bir deyhrııe, eğ~r gerekii antikor bii· defaya mahsüs 
oıın~k: üz~Z.e yeter hlik:tarda . hazii-ianmış . olursa, bundan sÖnr~ki iş
lem ve zaman etkin olarak azaltılmış olur. 

Bugün için, özellikle sonuçların kesinliği bakıminilan denilebi· 
lirki, yukarıda . adı geçen metodla, diğer metodlara nazaı:an daha gü
venilir neticeler el'de edilebilir. 

Resti m~ 

Daiıs ·cette artide, on a expliquee la met!hode irrirhunofluöfes
cehte et les rhat~riaux conc·erhants te dia.gnostic de la Rage, 

Gette mebhode contierit quelq'ues difficüites et ilicbhv.eniants 
pab!Ü les queıies les plus impotans sönt; la preparatiôh de l'anti·corps 
en · ı~ ch~rgealıt- 'de f'iüore~cehıe et la lbhgtie üüree ~xi.ge thı.ns h)p~~ 
ratinh. Le r8ste de ıa marüpulation ne presarı te plus de <li:ffi'cultes' ·et 
ne defuknde pas bea'uc·oup de teriıps. Oıi bieri, ·qUand 'ıin:e föis l 1aiiti~ 
corps necessaire est ~n qüaritite suff.isahte, le temps de l'öperatmn 
des diagnöses ult~rieurs e~t alors rac.cöurei. ' 

Pour le moment, au point de vıi'e 'de l'exactH:.ud:e ·d.es res\Ütats, 
on p~u~ . prJtend~'e . qrte ~ la-rü~tiıod'e sushı.eP.ti9hp.e~ e~t p)~~ sure que 
les alit'res. , · 
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