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The preparation of conjugate for the immunofluoresans
techniques of the diagnosis of poultry diseases.
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OZET

Immunfloresan veya floresan antikor metodu (IF) antijenleri identifiye etmek
antijenlerin yerini tayin etmek antikor tayin etmek ve mikroskop altina gériiniir
hale getirmek igin isaretlenmis antikor veya antijenlere uygulanan bir tekniktir.
Isaretli antikorlarin kendi antijenine baglanmas, spestifik bir antijen-antikor
reaksiyonudur. IF teknigi, bir immunolojik reaksiyonun hassasiyet 6zelligini
mikroskop dogrulugu ie birlestirir (15). Antijen-antikor baglanmalari
immunfloresan tekniginde degisik metodlarla yapilabilir. Direkt ve indirekt
teknikleri 6zellikle ve hassasiyet ve yoniinden karsilastirildiklarinda, floresan
madde ile isaretli antiserumla yapilan direkt teknikleri, anti immunoglobulin
kullanarak yapilan tekniklerden 2 kat daha az hassas oldugu ortaya konulmustur
(4). IF metodu ilk defa Coons ve arkadaglari tarafindan 1942 yilinda bulunmus
(13) ve daha sonra gelistirilerek gectigimiz yillarda ve giiniimiizde yaygin olarak
mikrobiyoloji, virolojt, immunoloji ve biyoloji alanlarinda kullanilmaktadir.

Simdiye kadar iilkemizde 6zellikle tavuk hastaliklarinin teshisinde kullanimu,
teknigin ikinci safhasinda kullanilan konjugeytin bulunmamasi ve tiretilmemesi
yuziinden smirh kalmigtir. Keza bu tiir reagentleri iireten sirketlerde az sayidadir.
Bu ¢alismada tavuk hastaliklarinin indirekt floresan antikor teknigi ile teshis
edilmesi amaciyla konjugeyt iiretimi yapilmigtir. Ulkemizde tavuk hastaliklarinin
teshisi ve arastirma ¢alismalarinda disaridan oldukga zor temin edilerek kullanilan
konjugeytin iiretilmesiyle bu test daha yaygin bir sekilde kullanilacaktir.

Bu arastirmada tavsan antitavuk immunoglobulinin floresan izotiyosiyanat
ile isaretlenme metodu galigilmustir. Calisma ayrica; tavuk Ig G elde edilmesini,
anti-antikor iiretecek tavsanlarin immunizasyonunu tavsan anti-tavuk IgG elde
edilmesini, FITC ile isaretlenmesi tekniklerini kapsamaktadir.
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tavuk IgG, FITC, antikor tayini, antijen tayini

SUMMARY

The method of immunofluorcscence or fluorescent antibody is an
immunological technique which applies antibodies labelled with a fluorescent
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 immunological reaction with the
precision of microscopy (15). The IF mecthod which was elaborated by Coons ct
al (13) in 1942 and was improved later, has come to be used very widely in
recent years especially in some of the western countries It is used in microbiology,
immunology and general biology. The binding of antibodies to antigens may be
visualized in immunofluorescence.

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

A method of FITC labelled anti IgG is described in here. The technique
consists in the preperation of chicken IgG, immunization of producer animals,
the preparation of rabbit antichicken IgG and the conjugation of rabbit antichicken
IgG with FITC and final trecatment of the preparation. The quality of the final
product is regularly tested in standart methods.

Key words: Immunofluoresans , IF, FAT, chicken lgG, rabbit anti-chicken
IgG, FITC, antibody detection, antigen detection.

GIRIS

Insan ve hayvanlarda enfeksiyéz hastaliklarin tamisinda uzun yillar etkenlerin
duyarl kiltiir sistemlerinde izolasyonu ve indentifikasyonu yoluna gidilmistir.
Bu yontemin enfcksiy6z hastaliklarin hizli teshisi bakinindan bazi dezavantajlari
vardir. Ciinkii gogu mikroorganizmalar 6zellikle viruslar ve yavas yavas ¢ogalan
bakterilerin kiiltiirlerde tiretilmeleri uzun zaman istemekte, kiiltiir sonucu hekime
ge¢ ulasacagindan tedaviyide etkilemektedir. Bazi viruslarin indentifikasyonu
vapildig1 halde kiiltiir sistemlerinde tiretilmeleri miimkiin olmanustir. Ornegin;

insanlarda hepatitis A ve B viruslan klinik hepatitis olaylarinin bilyitk ¢ogun-
lugundan sorumlu olduklari halde doku sistemlerinde iiretilemezler. (19)

1941 ve 1942 yillarinda COONSve arkadaslart  Antracen isocyanate ile

muamele edilmis antikorlar vasitasiyla dokular i¢indeki antijeni ortaya ¢ikarmis
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ve bunu bir teshis yontemi olarak kullanmay1 basarmiglardir. Ancak normal
doku kesitlerinde de UV 1s1k altinda mavi renk vermesi nedeniyle daha sonralari
antracen bilesikleri yerine fluorescein boyalarin kullanimu disiintilmiistiir ve
1950 yilinda COONSve KAPLAN fluoresans boyalarin kullanimi ile
immunofloresans teknigini bir teghis yontemi olarak kullanmay: basarmiglardir.

FAT veya IF tcknigi, bir immunolojik reaksiyonun hassasiyet ve 6zelligini,
mikroskop dogrulugu ile birlestirir. Bu metodun 3 6nemli uygulama alani vardir.

[.  Antijenlerin indentifikasyonu,
a. Mikrobik etkenler:
virus-bakteri, rickettsia, fungi, protozoa
b. Organlardaki protein, cnzim ve hormonlar.

I1.Dokulardaki nofmal veya patojen antijenlerin demonstrasyonu:
a. Autoimmun hastaliklar,
b. Immun-komplex hastaliklar,

I11.Serumdaki antikor demonstrasyonu.

Tiim bu uygulamalar igin, floresan boya (florokrom) ile isaretlenmis spestifik
bir antiserum gereklidir (3).

Antiserumun floresan boya ile isaretlenmesine “konjugasyon”,isaretlenmis
antiserumada “konjugeyt” denir. Isaretleme sirasinda, foresan boya antikor
protein molekiiliine siki kovalent bir sekilde baglanir. Bu baglanma dikkate
almmadan, antikorun immunolojik 6zelligi ve reaktivesi degistirilemez (15).

Antijen-antikor reaksiyonunda, FITC ile isaretli antikor “direkt test” veya
anti-antikor “indirekt test”’homolog antijene baglanir, baglanmamis konjugeyt
yikama ile uzaklastirilir, daha sonra preparatlar floresan mikroskopta
incelenirken, antijenin spesifik floresant koyu zeminde goze garpar (3). Basit
direkt floresan boyama metodunda (5). yaygin olarak kullanilan Fluorescein
isothiocyanate (FICT) floresan mikroskobun 1s1k kaynagindan yayilan 299-495
nm. dalga boyu arasindaki gozle goriilmez, kisa dalga boyundaki Ultiraviyole-
UV isinlart absorblar. Absorbsiyondan sonra FITC yesil renkli olarak goriiliir.

Isikta 520 nm. uzunlukta dalga boyunda yeniden UV iginlari yayar. Iyi bir
floresan boyama, immonolojik yénden uygun ve kuvvetli bir antikor ile ¢ok iyi
konjuge edilmis ctkili bir konjegeyte baghdir. IF tekniklerinin basariyla
uygulanmasinda scgilen antikorun ilgili antijenle ¢apraz reaksiyon vermesi,
absorbsiyon zamani, antikor titresi ve antiserumun saklanmasi da -20°C’de veya
liyofilize edilerek gereklidir. Indirekt antikor boyama’da ise primer antijenc
test edilerek antikor baglanir, daha sonra tizerine FITC ile isarctli antiantikor
ikinci bir antijen gibi baglanir.
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Indirect immunofloresan boyama tekniginde antikor molekiiliiniin Fab parcasi
homolog antijenin, antijenik belirleyici determinantlarima baglanarak antijen-
antikor kompleksi olusturur. Ikinci asamada tavsanda hazirlanan ve FITC ile
isaretlenmis antiantikor antijenc heniiz baglanmis olan tavuk antikorunun Fc
pargasina baglanir. Boylece mikroskopta UV yardimiyla goriilebilen, floresan
antijen-antikor-antiantikor kompleksi olusur. (3)

Indirekt metodun avantajlar::

a. Bir antijeni ortaya ¢ikarmak igin isarctlenmemis biitiin serumlar
kullanilabilir. Herhangi bir antiserumun reaksiyona girip girmedigini géstermek
i¢in, sadece bir tek konjugeyt 6rnegin; FITC ile isaretlenmis rabbit anti chicken-
tavsan anti tavuk globulini yeterlidir.

b. En énemli 6zellik olarak spesifik floresan daha berraktir. Her antijen
determinantina tek bir tavuk antikoru baglanirken, bir tavuk lg molekiiliine bir
¢ok FITCisaretli antiglobulin molekiilleri baglanacaktir ki bunada ¢ogalma ctkisi
denmcktedir (3). FAT tcknigi, diger serolojik testlerden olan presipitasyon ve
komplement fikzasyon tekniklerinden daha hassastir (20).

MATERYAL VE METOT

Arastirmanuzda kullandigimiz materyaller; Floresan mikroskop, Sephadex
gel column, peristaltik pompa, otomatik fraksiyon toplama cihazi,
spektrofotometre, refraktometre, ultrasantrifiij, vortex mixer, manyetik karistirici,
sogutmali santrifiij, scmipermeable dializ tiipleri ve Sodyum siilfat, Bovine serum
albumin-fraksiyon V, HEPES, TPB, Tris, PEG-6000, G-25 gel, Fluorescein
isothiocyanate, Protein teshis kiti, Amonyum siilfat ve diger kimyasal maddeler.

Bu arastirma iki safhada gergeklestirildi.
1. Konjugasyon soliisyonlarinin tiretimi hazirlanmasi,

2. Konjugeyt iiretimi.

1. Konjugasyon Soliisyonlarmin Hazirlanmasi:

Fosfat Buffer Salin : (BPS)

0.116 M NaCl (MW=58.44) ...........ccooomrrrrrrmmrrr... 6.775 g.
0.01 M Na,HPO, (Anhydrous, MW=14196) ....... 1414 g,
0.003 M KH,PO, (MW 136.09) ..........cccoevrrrrrrrr. 0.408 g.

Uzeri 1000 ml.”ye tamamlanir ve pH IN NaOH ile 7,2’ye ayarlanur.
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Karbonat-Bikarbonat Buffer, (nH=9.0)

Soliisyon A 2.65 g. Na,CO, almp iizerine 50 ml. distile su ilave edilir.
Soliisyon B 2.10 g. NaHCO, alinip iizerine 50 ml. distile su ilave edilir.
Soliisyon A’dan | kisim, soliisyon B’den 4 kisim alinip karsilastirihr, pH9,0-
9. 4’c ayarlanir

Satiire Amonyum siilfat soliisyonu (AS) 4M:

LR UL e R —— 528.56 g.

tizeri 1000 ml. ye tamamlanir ve pH=7.0"a ayarlanir

Dializ tiipii hazirlama soliisyonu:

Uzeri 1000 ml. suyla tamamlanr, siiziiliir.

2. Dializ tiipleri degisik uzunluklarda kesilip 1 nci basamakta hazirlanan

soliisyonun iginde 10 dk kaynatilir.

3. Dcionize su ile ¢alkalanir.

4. Deionize su ile 10 dk tekrar ¢alkalanir.

5. Deionize su ile tekrar galkalanir.

6 1000 ml'ye 0.372 g EDTA ilave edilerek hazirlanacak 1 mM EDTA
soliisyonunda +4 °C’de saklanir.

3M Sodyum Hidroksit soliisyonu:

NAOH v snssmenmmmmmmmemnimsamsayssnes e 1200 g
Uzeri 1000 ml distile su ile tamamlamir, filtre kagidindan siiziilir, renkli

sisede saklanir.

2,5 M Siilfiirik asit soliisyonu:
3 - 5 S — 134 ml

Uzeri 1000 ml'ye distile su ile tamamlanur.

%16 ve %8 NaCl soliisyonu:

%16 NaCl-16 g NaCI alinip tizeri 100 ml deionize su ile tamamlanir.
%38 NaCl-8 g NaClI alinip iizeri 100 ml deionize su ile tamamlanir

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

Y0 11.68 g
SN2 W10 J0) o T 025g
NaHPO, " 120 g

Uzeri 1000 mI’yc deionize su ile tamamlanr.

143



Tavuk Hastaliklaninda Immunofloresans-BAYRAKTAR-BAYRAKTAR-DAGISTAN-ALAY

2. Konjugeyt Uretimi : Kimyasal metod ile kandan serum ayrilmasi, sodyum
siilfat prensipitasyon metodu ile tavuk IgG eldesi, tavsan anti-tavuk IgG eldesi
ve FITC ile IgG’nin isaretlenmesi olmak iizere 4 asamada gergeklestirildi.

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

250 ml ‘lik santrifiij tipiiniin igine 2 ml %20’lik di-kalium oxalate-mono
hydrate soliisyonundan (Merck, cat. no 5073) konup iizerine 200 ml tavuk kani
alindi. Kan santrifiyj tipiine alinirken devaml karistirildi. Santriiyj tiipiiniin
tizerine ortecek kadar Sep-Ar-Aid (Serva, cat. no: 34878) yaklasik 6-8 g konup
2080 rpm.’de (1000 g force) 10 dk santrifiij edilerek plazma ayrildi. Tiipteki
plazma bir beher i¢inde pipet yardimu ile alindiktan sonra iizerine 1,22 ml 2M
CaCl,4H,0 soliisyonundan ilave edilip, oda sicakliginda pihtilasmaya terk edildi.
Pihtilagip sertlesen serum +4°C’ye kaldirildi, ertesi giin bir baget yardimu ile
pargalanip siizge¢ kagidindan siiziillerek, IgG eldesi igin presipitasyonda
kullanacagimiz saf berrak serum elde edildi.

b. Sodyum Siilfat presipitasyon metodu ile Chicken IgG eldesi :

Yukanda anlatildig sekilde kimyasal metodla elde edilen 100 ml tavuk serumu
bir beher iginde manyetik karistiricinin iizerine kondu. Uzerine 18 g sodyum
siilffat-anhydrous extra pure (merck cat. no.:6643) ilave edilip (final
konsantrasyon %18) eriyinceye kadar beklendi, tamamu eridildikten sonra | saat
siire ile karstirildi, daha sonra santrifiij tiipiine alimip 4500 rpm. de 20 dk.
santrifiij edildi, siipernatantatilip elde edilen pelet 50 ml. deionize suda eritilip
tizerine 7 g sodyum siilfat konarak (final konsantrasyon %14) yukarida anlatilan
presipitasyon ve santifiij islemi aynen tekrarlandi (6). Stipernatant atilip pelet
10 ml deionize su ile homogenize edilip, S-300 Sephacryl gel column’dan gegirilip
otomatik traksiyon kollektorde, IgG fraksiyonlar toplandi. Otomatik fraksiyon
kollektoriin kaydedicisi ve UV-spektromonitére gore pik goriilen fraksiyonlardan
IgG Soliisyonlari tekrar final konsantrasyon %18 olacak sekilde sodyum siilfat
ilavesiyle presipite edilip santrifiij edildi ve elde edilen pelet 2 ml Tris buffer+Na
azide ile sulandirildi. Bu sulandirilan IgG soliisyonu dializ tiipiine konup +4°C’de
2 giin PBS’¢ karsi dializ edildi ve dializ sonunda saf Chicken IgG elde edildi.
Purity test Hannover Veteriner Fakiiltesi Kanatli Hayvan kliniginde yaptirilmistir.

c. Rabbit anti chicken IgG eldesi:

Yukarida (b) paragrafinda anlatildigi sckilde elde edilen chicken IgG
soliisyonu 1/2 oraninda Freund’s adjuvant ile ¢ift enjcktér metodu ile kanstirilarak
homogenize edildi. 1/2 oraninda kullanilan Freund’ adjuvantin 1/5 kismi
complete, 4/5 kismi incomplete olarak karigtirilip kullanildi. Bu homojenden
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tavsanlara 3 kere intradermal 1 ml enjeksiyon yapildi. Hayvanlara immunizasyon
icin her defasinda 100 mg protein (100 mg IgG/Iml) enjekte edildi. 14 giin
sonra ikinci ve takip eden 14 giin sonrada tigiincii enjeksiyon yapildi (5,12,18)
ve en son enjeksiyondan 10 giin sonrada tavsanlardan (a) paragrafinda anlatildig:
iizere kan almp K-oxalate /CaCl, kimyasal metodu ile serum elde edildi. Daha
sonra bu elde edilen serumdan Rabbit anti chicken IgG yukarida (b) paragrafinda
anlatildig1 gibi Presipitasyon metodu ile elde edildi. Yalniz bu basamakta yapilan
presipitasyonda. Presipitan madde olarak sodyum siilfat yerine Amonyum siilfat
(Merck, cat. no:1216) kullanildi ve 50 mg protein/ml elde edildi.

d. FITC ile IgG’nin isaretlenmesi:

a. Tavsan anti tavuk-rabbit antichicken [gG nin protein konsantrasyonu tayin
edildi ve 50 mg bulundu, sonra ml’de 20 mg olacak sekilde 0,2 M NaCI+0,01
M PBS ile sulandirild:

b. Anti IgG soliisyonu buz banyosuna alinarak sogutuldu, iizerine hacminin
%10’u oraninda 0,5 M Karbonat buffer ilave edildi.

c¢. Bufferlannus protein soliisyonuna her protein mg’1 i¢in 30 ug FITC
konup,+4°C’de buzdolabinda manyetik karistirici tizerinde karanlikta bir gece
diisiik hizla kopiirtiilmeden karistirilmaya terkedildi.

d. Ertesi giin soliisyona hacminin 1/6s1 oraminda kuru Sephadex G-25
superfine (Pharmacia, cat. No:17%0033*02)ilave edildikten sonra +4°C’de
buzdolabinda karanlikta manyetik karistirici tizerinde ayni sekilde kopiirtilmeden
3 saat karistirildi. Daha sonra bu karigim ucu cam yonii ile tikanmig pastor
pipetine kondu ve alt taraftan konjugeyt siiziilerek toplandi.

e. Elde edilen konjugeyt dializ tiipiine kondu ve bir gece +4°C’de manyetik
karistirici tizerinde 5 litre PBS ¢ karsi dializ edildi (3,13,15,19).

f. Ertesi giin konjugeyt 3000 g. kuvvetinde 30 dk sogutmali santrifiijde
santrifiij edilip siipernatant alindi ve 0.5 ml. hacimlerde buji tiiplere konup, -20
°C de sakland:.

BULGULAR

Macaristan PHYLAXIA-HUMAN Enstitiisii Biyokimya boliim baskam
Dr.G. KOCHIS tarafindan gelistirilen kimyasal yolla kandan scrum ayirma
metodu ile elde edilen serum ¢ok berrak, saf oldugu gibi diger metodlara oranla
%100 daha fazla miktarda serum clde edilmektedir. Biz ¢alismamiza 100 cc

kandan 76 cc serum elde ettik.
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Serumdan presipitasyon metodu ile IgG eldesinde kanatli serumlarinda
sodyum siilfat, tavsan serumundan IgG cldesindc ise amonyum siilfat daha
basarili bulundu.

Elde cdilen konjugeyt standart metodlara gore (3.4,8,12,14,15,18) test edildi.
Optimum konjugeyt dilusyonu 1:100 olarak bulundu. Background olugmamasi
i¢in sulandirilan konjugeyte %3 oraninda Bovine serum albiimin (BSA, fraction-
V. Merck, cat. no: A-4503) veya ayni miktarda Fetal buzag serumu (Serva,
cat.no :47910) ilavesi faydali bulundu.

TARTISMA VE SONUC

Enstitiimiiz Tiirkiye’nin tiim tavuk agilarinim, serum ve biyolojik maddelerin
tretilmesi ihtiyacina cevap vermek tizerc kurulmustur. Enfeksiyoz hastaliklarin
tanisinda direkt etken izolasyon ve identifikasyonu hizli teshise cevap
vermemektedir. Bu yiizden degisik serolojik ve immunokimyasal testler
giiniimiizde 6nem kazannustir. immunfloresan veya floresan antikor metodu,
antijenleri identifiye etmek, antikor tayin etmek ve mikroskop altinda gériiniir
hale getirmek igin isarctlenmis antikorlarla uygulanan bir tekniktir. Isaretli
antikorlarm ise spesifik olan antijenine baglanmasi normal bir antikor antijen
rcaksiyonudur.

Bu teknik, bir immunolojik reaksiyonun hassasiyet ve 6zelligini, mikroskop
dogrulugu ile birlestirmektedir. Ayn1  zamanda agliitinasyon ve komplement
fikzasyon tekniginden daha hassastir (20).

Sonug olarak bu g¢aligma sonunda iiretilen indirckt floresan antikor test
konjugeyti, tiim tavuk hastaliklarmda kullamlacak biitiin indirekt floresan antikor
testlerinde kullanilabilir.
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