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KONJUGET URETIMINDE KULLANILMAK
UZERE HAMSTER - TAVSAN VE
MERKEPLERDEN KUDUZ iIMMUN
SERUMUNUN ELDE EDILMESI

Orhan AYLAN (%)

GiRiS

Kuduz, inkubasyon periyodu olduk¢a uzun olan viral bir hasta-
hktir. Kuduz siipheli materyalin hizli ve spesifik teshisinin yapiimasi
asi uygulamasi icin gereklidir.

Bu 6nemli hastaligin tedavi ve kontrol altina alinmasi fikri ile
ilk defa Pasteur zamaninda baslar. Daha sonralari 1940 yilina kadar
dinyanin her tarafinda ya Pasteur asisi veya Pasteur asisinin modi-
fikasyonlari kullanilmistir. Sonralari gesitli kuduz asilar gelistirilmis-
tir. Gunlimlzde ise doku kiltlrii asilan basariyla tatbik edilmekte-
dir (3).

Kuduzun biyolojik teshisi icin ilk defa 1950'de Coons ve arka-
daslari tarafindan gerceklestirilen Floresan Antikor tekniginin uygu-
lanmasi 1958 yilinda Goldwasser ve Kissling tarafindan olmustur.

F.A. teknigi 6zgunliglu ve hiziiligi bakimindan mevcut teknikle-
rin en iyisidir. Bu teknik hayvan inokulasyonu ile yapilan teshisin ye-
rini blyuk olgclide almistir. F.A. teknigi direkt ve indirekt metod ol-
mak (izere iki sekilde uygulanmaktadir. indirekt metod biraz daha
uzun olmakla beraber her iki metod da ayni duyarlihikla kullanilabi-
lir (9).

(*) Etlik Hay. Hast. Arast. Enst. Kuduz Teghis Lab. Asistani
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Floresan Antikor teknigi Floresans boya maddesi isaretli anti-
korlar yardimiyla doku kesitlerinde, hiicre kiiltlirlerinde ve yayma
preparatlarda bulunabilen 6zel antijen ve antikor komplekslerinin
arastiriimasinda kullanilan doku ve hiicre kimyasi ile. immunolojik
yontemlerin karismasindan olusmus bir laboratuvar ydntemidir. Bu
olay 6zde spesifik bir antijen 4 antikor reaksiyonudur (4).

icinde 6zel bir antijen bulunduran doku veya hiicreler ya da an-
tijenik yapiya sahip mikroorganizmalar, bunlara karsi hazirlanmig
olan ve floresan boyalarla isaretli 6zel antikorlarla reaksiyona gir-
diklerinde ve floresan mikroskopta incelendiklerinde bu antijen +
antikor reaksiyona has 06zel bir renk 1sildamasi gosterirler (4).

F.A. tekniginin uygulamadaki basarisi belirli faktdrlere baghdir.
Oncelik konjugasyon isleminde kullanilacak antiserum secimindeki
Gzendir. Bu antiserum; ’

1 — llgili antijenle mutlaka kross reaksiyon vermelidir,
2 — Absorbsiyon 6zelligi yiksek olmaldir,
3 — Yiiksek diizeyde antikor titresine sahip olmaldir,

4 — Konjuge edilinceye kadar —20 C° veya liyofilize halde sak-
lanabilmelidir.

Ayrica konjuge edilmis antikor ile antijenin birlesebilmesi igin
sartlarin uygunlugu da 6nemlidir.

Antiserum hazirlanisindaki basart  immunglobulinlerin elde edi-
lecegi deneme hayvaninin secimi ile baslar. Daha sonra immunizas-
yon yolu, yontemi, adjuvant kullantlip kullaniimadi§i ve siiresi de im-
munizasyonda rol oynar (4).

Sonugta F.A. tekniginin teshisindeki basarisi belirtildigi sekilde
iyi secgilmis bir immun serum ve tam olarak uygulanan konjugasyon
islemleri ile ilgilidir.
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MATERYAL VE METOT

Uc ayn hayvandan elde edilecek hyperimmun serumlar igin ay-
r immunizasyon yontemleri kullanild.

1 — MERKEP : Bu amag igin ic merkep Pasteur metodu ile im-
munizasyona tabi tutuldu. Hayvanlarin {i¢cline de ayni giin baslamak
Uzere;

1. giinden 60. gline kadar giin asiri 20 ml Semple tipi asi,

61. glinden 72. giine kadar 3’er giin ara ile 4 enjeksiyon, her en-
jeksiyonda Fix kuduz virusu ile enfekte 1/4 tavsan beyni stispansi-
yonu,

73. glinden 88. giine kadar 4’er giin ara ile 4 enjeksiyon her se-
ferinde Fix kuduz virusu ile enfekte 1/2 tavsan beyni slspansiyonu,

89. gliinden 98. gline kadar 5’er giin ara ile 2 enjeksiyon, her
seferinde butlin bir tavsan beyni,

106. glin birinci kan almaq,

136. glin 1 enjeksiyon, butin bir tavsan beyni, (Virus Fix ile en-
fekte)

144, giin ikinci kan alma (3).

Merkeplerden 144. giin ikinci kan almadan sonra alinan kanin
serumu ayrildi ve serum virus nétralizasyon testi ile Atanasiu me-

toduna gore titresi yapildi. Serum 6nce 56°C’de 30 dakika inaktive
edildi, serumun 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000, 1/16000 di-
lusyonlant hazirlandi. Daha 6nce titresi yapilarak bilinen Standart
Epriive Virusu (CVS)’in 300 LD’si ile serum dilusyonlari esit miktar-
da kanstirildr (1, 7).

Serum virus karisimi 1,5 saat 37°C’de etiive kaldirnldi. Sonra her
dilusyondan 0,03 ml 5’er fareye intra cerebral olarak inokule edildi.
Ayni glin CVS tekrar titre edildi. Asilanmis fareler 14 glin goézetimde
tutuldu, 6len ve hastalananlar kaydedildi, sonuclar Reed ve Muench
metoduna gore hesaplandi. Sonucta MICLDs10%%5 titrede hyperim-
mun serum elde edildi. Bu serumdan konjuget hazirlandi.
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2 — TAVSAN : Bu amagc icin dort adet tavsan enstitli elevaijin-
dan temin edildi. Bir tanesi kontrol birakilarak diger lc¢ tanesine im-
munizasyon programi uygulandi. Enstitimizde Uretilmekte olan
Semple asisi burada yine immunizasyon icin kullanildi. Dért hafta
slreyle tavsanlarin intra peritonal enjeksiyonlari ile immunizasyon-
lari saglandi, (1’er mi). 5. hafta ve 6. hafta Fix virusun % 10’'luk sls-
pansiyonundan 1’er ml intra peritonal enjeksiyon yapildi. Son enjek-
siyondan 10 gun sonra hayvanlardan kan alindi. Serum ayrildiktan
sonra 56°C’de 30 dakika tutarak inaktive edildi, (5, 7, 9, 12).

Merkeplerde oldugu gibi serum virus nétralizasyon testi yapiidi.
Sonucta MICLDs10*% titrede hyperimmun serum elde edildi.

3 — HAMSTER : ilk olarak enstitii elavajindan temin edilen 4
haftalik bir grup hamstere (30 civarinda) intra cerebral olarak stok
CVS kuduz virusunun % 71’lik slispansiyonundan 0,05 ml inokule edil-

di. 5. ve 6. glinlerde ataxie, paralyse ve benzeri semptom gosteren-
lerin beyinleri toplandi, beyin ve spinal cord dokulari ‘% 0,85 NaCl
ile % 20'lik sUspansiyon oluncaya kadar ezildi. Bu doku silispansi-
yonu santrifiij tiplerine aktarilarak 600 g’de 15 dakika santrifiij edil-
di. Stpernatant sivi alinip bir dizi islemle f-propiolactonla inaktive
edildi (Hamster kuduz virusunun belirli miktari ki, denemede 100 ml
alindi). 9 kisim White Mineral Oil ve 1 kisim Arlecal A karistiriip ad-
juvant hazirlandi. Sonugta 100 ml virus stispansiyonu tedricen artan
miktarda 100 ml civarindaki adjuvanta ilave edildi (magnetik karis-
tiricl tizerinde). immunize edici antijen hazirlandiktan sonra immuni-
zasyon programi uygulandi. Buna gore :

25 adet Hamstere 4 hafta sureyle (haftada 1 enj.) immunize edi-
ci antijenden 2,0 ml intra peritonal enjeksiyonlar yapildi.

5. hafta bir enjeksiyon % 5’lik Aktif hamster CVS kuduz virusu
1,0 ml verildi. 7. hafta bir enj. % 10’'luk Aktif hamster CVS kuduz vi-
rusu 1,0 ml verildi. Bu son enjeksiyondan 14 giin sonra kan alindi
ve serum ayrildi, inaktive edildi. Serum virus noétralizasyon testi ya-
pildi, MICLDs10>%# titrede hyperimmun serum elde edildi (5).

Her ic ayri serumdan hazirlanacak konjugat i¢in Batty, Marshall
ve Riggs metodlarindan yararlanildi (5).
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Konjugatin Hazirlanma islemleri :

1 — Serumlarin pH’lari N/10 NaOH ile 8,5’a ayarlandu.

a — Merkep Serumu 100 ml
b — Tasvan » 50 ml
¢ — Hamster » 15 ml idi.

2 — % 0,4 oraninda distile su ile hazirlanmig Rivanol seruma
manyetik bir karistiricida kendi hacminin 3,5 misli oraninda yavas
yavas ilave edildi. Bu islem her (¢ serum icinde uygulandi.

3 — Bu karigimlar 2500 - 3000 devirde 20 dakika santrifiij edil-
di. Dipte biriken tortu atildi (bunda albumin, alfa ve beta globulinler
vardir).

4 — Gamma globulin igeren sivi kisim 6l¢iildi, her 100 ml igin
1,2 gr active kémur ilave edilip manyetik karistiricida 5 dakika ka-
ristirildl. Béylece sollisyondaki rivanol ayriimis oldu.

5 — Bu karigim, icerisinde Whatman No 42 filtre kdgidi yerles-
tirilmis, Buchner hunisinden siiziiimek suretiyle aktif kémirden ay-
rildi,

6 — Elde edilen berrak serum miktari Olciildii, esit miktarda
tam doymus amonyum silfatla yavas yavas karistiriidi. Bu karistir-
ma islemi manyetik karistirici Gizerinde 4°C’de 24 saat buzdolabinda
yapildi. BOylece tam bir presipitasyon ile gamma globulin presipite
edildi.

7 — Ertesi gun karisim 3000 devirde 15 dakika santriflij edildi,
dipte biriken c¢okiintii alindi. Bu ¢okiintl ilk voliimiiniin 1/5 oranin-
da pH: 7,5 olan PBS ile eritildi.

8 — Bu eritilen Gammaglobulin, deliklerinin ¢api 25 amstrog
olan dializ membranina kondu, membranin iki ucu sikica baglanip
pH: 7,5 olan PBS: iceren beherglasa konarak 24 saat buzdolabinda
dialize olmasi saglandi. Bu siirede en az l¢c kez PBS degistirildi.

9 — Bu siire scnunda saf olarak gamma globulin iceren bu sivi
alindi. o o ST
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10 — ‘Bu swvinin protein konsantrasyonun ayarlanmasi gerekti-
dinde protein tayini Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya kiirsii-
stinda yapildi (Lawry Met.).

Sonuclar su sekilde beliriendi :

Merkep 61 mg/ml
Tavsan 14 mg/ml
Hamster : 20 mg/ml

11 — 1 ml’de 10 mg. protein konsantrasyonu elde etmek igin
de 1/10 nisbetinde karbonat buffer olacak sekilde tuzlu su ile su-
landirildi.

Merkep icin : 50 ml PBS
1 ml C.Buffer
10 ml Serum

61 ml

Tavsan icin 3 ml PBS
1 ml C.Buffer
10 ml Serum

14 ml

Hamster icin : 7,2 ml PBS
8,0 ml C.Buffer
8,0 ml Serum

16,0 ml

Gamma Globulinin Fluorescein Isothiocyanate ile boyanmasi :

1 mg. protein icin 0.025 = 0,03 mg. fluorescein isothiocyanate
hesap edilip manyetik karistiricida ilave edildi ve bir gece buzdola-
binda birakildi. Gammaglobulindeki fazla boya sefadexden siiziiimek
suretiyle uzaklastinidi (6, 7, 10, 11).
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Bu siizme islemi icinde sliperphine G 25 Sephadex kullanildi. 20
gr. kadar sephadex 200 ml. tuzlu su ile karistiriip cékmesi icin yak-
lasik 15 dak. beklendi. Sonra (zerindeki sivi dokuilip yeniden 200
ml. tuzlu su kondu, bu islem lc¢ kez yapildi. Son olarak tekrar 200
ml. tuzlu su kondu ve hemen c¢api 3 cm. olan ve musluk kismina ya-
kin cam pamugu yerlestirilmis bir birete aktarildi. Muslugu agcildi,
sefadexin fazla suyu disari alindi. Bdylece yaklasik 10-15 cm. kadar
sefadex kalmis oldu. Bunun Uzerine biretin capi kadar kesilen siiz-
gec kagidi kondu (Whatman No 42). Daha sonra F.IT.C.'li gamma
globulin pipetle yavas yavas biretin icine kondu. Musluk acilip akan
renksiz kisimlar atildi. Fluoresceinli kisim damlamaya baslayinca ye-
ni bir beherglas konuldu ve toplama islemine baslandi. Konjuget sii-
ziulerek sefhadexden sonra cam pamuguna geldiginde biretin Ust
kisminda PBS konulup konjugetin tiimiiniin alinmasi saglandi. Boy-
lece uretim tamamlanmis oldu (7, 8, 11).

Bu igslemler sonunda Konjuget Sikes metodu ile titre edildi. Al-
tisar adetlik iki seri ttip alindi. Uzerlerine 1/6,1/8, 1/10, 1/12, 1/14,
1/16 yazildi. Pasteur pipeti ile iki sira altisar adetlik tlplere 1'er dam-
la hazirladigimiz konjugetten damlattik. Birinci siradaki alti tlpe
normal fare beyni sisp.dan birinci tipe 5 damla ikinci tiipe, 7 damla
ve son tipe 15 damla damlatildi. ikinci siradaki alti tiipe ise enfekte
fare beyni sisp. ayni sekilde damlatildi. Tupler oda sicakliginda 10
dak. tutuldu. Daha énce bir misbet materyalden hazirlanmis tuse
preparatlar asetondan cikarildi. Daha sonra bu preparatlarin sol ta-
rafina Konjuget 4+ N.F.B. siispansiyonunu 1/6’hik dilisyonundan 1
damla sag tarafa ise Konjuget 4 E.F.B. slspansiyondan bir damla
damlatilip teknigine gére boyama islemi yapildi. Bu islem diger di-
lisyonlar icin de uygulandi. Sonucta preparatlar Fluoresans mikros-
kopta incelemeye tabi tutuldu. Once sol taraf (Konj. + NFB siisp.)
daha sconra sag taraf (Konj. + EFB slisp.) muayene edildi. Sol ta-
rafta grimsi yesil doku arasinda filizi yesil veya yesil sari yildiz gibi
parlak fluoresans veren cisimcikler en iyi gorildigii, sag tarafta
(Konj. 4+ EFB) sadece grimsi yesil dokunun gorildigia fakat flore-
sans cisimlerinin gérilmedigi dilusyon Konjugatin titresini verdi (7).
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BULGULAR

Bu calismada sirasiyla :

Merkep hyperimmune serumundan hazirlanan konjugetin titresi:
1/10

Tavsan » » » » »
1/14

Hamster » » » » »
1/12 dir.

Konjugetin hazirlanmasinda;

Tavsanlarin 1/2000 titre
Hamsterlerin 1/500 » _
Merkeplerin 1/4000 » veren serumlar kullanildu.

TARTISMA

Kuduzun teshisinde 6nemli bir yer tutan F.A. tekniginin uygu-
lanmasinda iyi bir konjugetin varligina ihtiyac oldugu aciktir.

Bu teknigin basarili olmasinda yiiksek titreli bir serumdan elde
edilen konjuget ve konjugatin Uretiminde kullanilan floresan boya
maddesinin kalitesi ve tecribeli elemanin rolii de blylktr.

Yaptigim bu calisma ile ¢ ayri hayvan tiriinden cesitli titreler-
de hyperimmun serumlar elde edilerek konjugatlar hazirlanmistir.
Tavsanlardan elde edilen serumdan hazirlanan konjugat 1/14 olarak
en yiiksek titreyi vermistir. Ayrica diger iki konjugata nazaran daha
ivi ve parlak bir goériintii vermistir.
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O0ZET

Bu calhsmada farkli (¢ hayvan tiiriinden kuduz hyperimmun se-
rumunun elde edilmesi ve bu hyperimmun serumlardan konjugat ha-
zirlanmasi amac edinilmistir.

Buna gére merkeplerden MICLD510%%% hamsterlerden MICLDs,10%5®
ve tavsanlardan ise MICLD;10%™ titrede hyperimmun serumlar elde
edilmistir. Buna baglh olarak bu (i¢ ayrn serumdan hazirlanan konju-
gatlarin titreleri ise;

Merkep 1/10
Tavsan 1/14
Hamster 1/12 olarak saptanmigtir.

SUMMARY

To obtain rabies hyperimmune sera by using hamster, rabbit
and donkey to produce conjugate.

In this study our aim was to obtain rabies hyperimmune sera
by using three different animal species including donkey, rabbit
and hamster and to prepare conjugate from them.

As a result of this study we obtained hyperimmune
sera in MICLD510%% for donkeys, MICLDs10%*# for hamsters and
MICLDs10%™¢ for rabbits.

The titers of conjugates prepared from these three hyperimmu-
ne sera were follows; '

Donkey 1/10, Rabbit 1/14, Hamtser 1/12.
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