FLCORESCENT ANTIKOR METODU

ONSOZ
Mediha Sentiirk (*)

1961 - 1962 yillarinda A. B. Devletlerinde bulundugum esnada
Ohio State Universitesinde Mikrobiyoloji department’nda genel
Bakteriyoloji ve Viroloji ile ilgili ders ve laboratuvar tatbikatlarma
devam ederken, yaz doneminde Ozel olarak acilan ve 11 -12, Hazi-
ran 1962 tarihleri arasinda devam eden Fluorescent Antikor teknigi
ile ilgili Ogretici kursa istirak etmege, memleketimizin gelecegi ba-
kimmdan faydal gordiigiim i¢in karar verdim.

Son zamanlarda ¢ok revacta clan bu Fluorescent Antikor (¥FA)
teknigi antijen ve antikor arasinda husule gelen her reaksiyon sis-
temine kabili tatbiktir. Teshis noktai nazarindan ise Immunofluores-
cent boyama metodu, bilinmeyen antijen veya antikoru son derece
hassasiyet ve Ozellikle meydana g¢ikardig: icin 6nem kazanmaktadir.

Teknik, direkt olarak patolojik numunelere veya boyle mater-
yalde iireyen virus, bakteri, mantar ve protozoalar gibi ajanlara tat-
bik edilebilmektedir.

Bu metod, giinden gline antijen ve antikorlarin cabuk ve 0zel
olarak mikroskopik idantifikasyonlar:i sayesinde; izolasyon, diret-
me ve karakterizasyonda bircok uzun fizyolojik, serolojik ve buna
benzer diger testleri icabettiren yavas metodlarmm yerini almaktadir.

Hastalik etkeni hayatiyetini kaybettigi veya kontaminantlaria
karigtigr ahvalde dahi FA testi ¢ok kiymetli bir idantifikasyon va-
sitasidir. Hastahlklh dokulardaki mikroorganizmler saf veya miks
kiiltiirlerden yapilan frotilerle idantifiye edilebilirler.

Bu teknigin en biiyiik faydasi da teghis materyalinin alimg ve
neticeyi bildiris tarihleri arasmdaki zamam kisaltmak olacaktir.

Antikorlar fluorescent’le yiiklenerek antijen ve antikor reak-
siyonlar: fluorescence mikroskopi metodu ile miigahede edilebilirler.

(*) : Veteriner Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitlislinde Doku Kiiltiirii ve
Sap Aragtirma Léboratuvari Miitehassis:
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Antijen ihtiva eden froti veya doku kesitleri fluorescein’le yiiklii an-
tikorlarm muayyen soliisyonlariyle muameleye tabi tutulduktan
sonra fluorescence mikroskopta muayene edilirler.

Bu metodda fluorescent olmayan boyalarin yerine florescent
boyalar kullanilir. Ciinkii karanhk bir zeminde az bir 1sigin meyda-
na getirilmesi, aydinlik bir sahadaki hafif bir boyanin meydana ci-
karilmasmdan daha kolaydir.

FA teknigi bulagici hastaliklarin teshis ve kontrolunda daha
pek az kullanilmakta ve inkigafimin ilk kademelerindedir. Fakat siip-
hesiz ki, zaman ilerledikce insan saghg ile ilgili teshis liboratuvar-
larinda daha cok 6nem kazanacaktir.

Diinya mikrobiyoloji laboratuvarlarimn titizlikle iizerinde dur-
dugu bu kiymetli ve hassas metodun yakin zamanlarda yurdumuz-
da da uygulandigim gérmek beni biiyitk 6lciide sevindirecektir.

BIBLIYOGRAFYA BILGISI

Ilk kullanilan renkli o6rtii maddesi, diazo bag yardimiyla ben-
zidinin bir tuzunu yumurta albiiminine vererek degigik yeni bir tip

protein hazirlayan HEIDELBERGER ve arkadaglarinmki idi. Bu
mahsul spektrofotometrik metodlarla calisilmis ve kantitatif olarak
Olciilebilmigtir.

Fluorescent bilegiklerinin yiiklenilebilen bir madde olarak kul-
lanilmas: keyfiyeti Hopkins ve Wormall’in mesaileri ile baglar. Bun-
lar phenyl isocyanate’s protein molekiilleri ile birlegtirdiler ve bun-
larin immunolojik reaksiyonlarmi tetkik ettiler.

Bunlardan kisa bir miiddet sonra Coons ve arkadaslari Fluo-
rescent gurubu ihtiva eden bir antikor proteininin immunolojik
ozelliklerini gOsterdiler. Kimyasal molekiiller muvacehesinde anti-
tikor proteininin degismesi ile ilgili calismalara ait ilk literatiirler
pek fazla olmamakla beraber bugiin antikor proteinlerinin modifi-
kasyonunda kullanilan diizinelerle kimyevi bilesik mevcuttur.

Mikrobiyolojide FA tekniginin ilk tatbikati 1942 de Coons ve
arkadaslarinin enfekte edilmis fareden alinan doku kesitlerindeki
eriyebilen pneumococ polisakkaritlerinin boyanabildigini gosterme-
leri ile baglar. IT. Diinya harbi esnasinda ve onu takibeden yillarda
FA teknigi sahasinda pek az caligma vardir. Fakat 1950 den itiba-
ren bilhassa Coons’'un Harvarddaki laboratuvarinda yapilan mesai-
lerle bu hususdaki negriyatin sayist artmaga bagladi. Coons’-
un daha sonraki aragtirmalar1 FA teknigi ile doku hiicrelerindeki
antijenin meydana cikarilmasina ait metodlarin islah edilmesi esa-
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smna dayanir. En son mesaisinde de FA teknigi ile ilgili esas malii-
mat ve metod aciklanmistir. Teknige ait teferruata Coons ve Kap-
fan’in miisterek yaptiklar: en son- nesriyatta rastlanabilir. (3)

FA teknigine ait ilk c¢aligmalar daha ziyade hayvansal doku-
lardaki yabanci proteinlerin, pblisakkaritlerin, hormonlarmn, virus-
larin ve riketsia’larin durumlar: ile aldkali idi. Bunun neticesi ola-
rak ilk caligmalarin bir ¢ogu pratik teshis problemlerini halletmek
yoniinde degildi. 1950 - 1954 yallarinda Klebsiella'min kapsiiler poH-
sakkaridinin 've Streptokoklarin grup A. polisakkaritlerinin farele-
rin doku hiicrelerindeki lokalizasyonu incelendi.

Sheldon FA teknikle insan adele lezyonlarindaki lep-
tospiral antijeni demonstre etti. Bunlar istisna edilirse 1956 ya ka-
dar bakteriyel antijenlerin meydana gikarilmasma fazla Onem ve-
rilmiyordu.

FA teknikle Entamoeba histolytica ve Entamoeba coli'yi bir
birinden tefrik eden Goldman diagnostik sahada FA nm ilk tatbi-
katim yapmis sayilir. Bundan sonra bakteriyolojik teshis sahasimnda
Fluorescent antikor caligmalari basladi ve Moody ve arkadaslar
ile Thomason ve arkadaglar1 1956 da ilk nesriyatlarini yaptilar.

Immunofluorescence muhakkak ki, bir cok bulasici hastalik-
larn ve ajanlarmin idantifikasyonunda tatbik edilebilir.

Simdiye kadar bakteriyoloji sahasinda Strepkoklar, Malleomy-
ces, Pasteurella pestis, Pasteurella tularensis, Enterobacteiacae’-
lerden Salmonellae, Shigellae ve Escherichia coli; Treponema palli-
dum, Bacillus anthracis, leptospira, listeria monocytogenes, Brucel-
la, Corynebacterium diphtheriae, Neisseria gonorrhoeae iizerinde
yvapilan calismalarda FA teknikle iyi neticeler alinmistir.

Viroloji sahasmda ise Influenza, Poliomyelitis, kdpeklerin geng-
lik, hastaligi, Herpes simpex, tavuk vebasi, Varicella ve sigir gicegi
iizerinde calismalar yapilmigtir.

Bu teknik bilhassa hiicre kiiltiirlerinde cytopatolojik bozukluk
husule getirmeyen virus calismalarinda cok biiyitkk énem arzetmek-
tedir.

FA metodu halihazirda virusi cogalmalarda birbirini takibeden
inkigsaf durumunu, enfekte edilmig hiicredeki nukleik asid degisik-
liklerini, virusi antijenlerin inclusion cisimleri ile olan miinasebet-
lerini ve hiicre enfeksiyonunun potogenesisini incelemekte kullanil--
maktadir. v
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Parazitoloji . sahasinda ise gimdiye kadar FA teknigi ile boya-
nan protozoanlar sunlardir : Entamoeba histolytica, Entamoeba
coli, Toxoplasma gondii, Trichomonas vaginalis, Tripanosoma, cruzi,
Plasmodium beghei ve Anaplasma marginale, Trichinella spiralis
larvas: miistesna helmentlerden hi¢ birisinde bu metod denenmemis-
tir.

Mycology alaninda mantarlarin FA usulleri ile teshisi baki-
mindan ciddi herhangi bir tesebbiis olmamigtir. Bu gecikme daha
ziyade bazi mantarlarin sporlarmin ve mycelium’larmn autofluores-
cent olmasindan ileri gelmektedir. Buna ragmen Vogel ve Padula in-
direkt FA metodu ile sistemik mycosis’li hastanin serumundaki an-
tikorlar1 demonstre etmege muvaffak olmuslardir. Gordon ise Can-
dida albicans’n Candida tropicalis hari¢ difer biitiin Candida nevile-
rinden ayirmistir.

FA TEKNIGI ICIN LUZUMLU ALET VE MATERYAL

Bu teknigin kisaca izahina gecmeden evvel Fluorescence Mic-
roscopy hakkinda birka¢ noktaya temas etmenin, liizumlu alet ve
‘malzemeden bahsetmenin faydali olacagn kanaatindayim.

Baz kimyevi maddelerin ultraviole dalgalarimi absorbe edip
daha uzun visible dalgalar: nesretme Ozellikleri mevcuttur. Boyle
bir madde adi 1sikda bir renkte goriildiigii halde ultraviole 1siginda
tamamen degigik renkte olabilir. Béyle maddelere Fluorescent ve bu
olaya da Fluorescence denir. Bunun neticesi olarak eger bir bakteri
karisim: Fluorescent boyanin bir solusyonu ile muamele edilirse, bu
boya ile birlesen veya bunu iizerine alan organizmler fluorescent
olurlar ve ultraviole 1s1g1 ile aydinlatilan bir mikroskopik sahada
goriilebilirier. Organizmler fluorescent boyalarla boyanmeca karan-
ik sahada parlak olarak miisahade olunabilirler. :

Fluorescent 1s1gin dalga uzunlugu absorbe edilen 1518 dalga
uzunluguna bagh degildir. Negredilen 1s181n dalga uzunlugu eksite
eden 1siktan daha uzundur. Meselé, fluorescein ister ultraviole veya
isterse mavi 1sikla aydinlatilsin daima sari-yesil renkte goriiliir.
Fluorescence mikroskopta goriilen renk, kullamilan okuler filtresine
gore degigir. Meseld sar1 bir filtre negredilen 1s18m yesil unsurunu
azaltir.

Fluorescence nesri fluorescent molekiillerin fizikal ve kimyasal
ortammna gore degisir. Meseld, fluorescein, suda asetondakinden,
asit solusyonunda alkalidekiden daha fluorescent’tir. Bundan bagka
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fluorescein seklinde oldugu zaman amino flurescein’den daha kuv-
vetli fluorescent Ozelligini tagir.

Fluorescence mikroskopi, adi mikroskopiye nazaran, hayal son
derece donuk oldugu zaman mekanik ve optik diziden dolayr ¢ok
kritik bir durum arzedebileceginden fazla dikkati icabettirir. En
parlak fluorescent sahasi bile giin 1s1g1 ile aydinlatilan adi mikros-
kop sahasindan bircok defa daha az parlaktir. Kuars yerine camdan
yapilmis optik cihaz ile miicehhez mikroskoplar FA ¢ahsmalarinda
kullanilmaga c¢ok uygundur.

Achromatik objektifler bu ig icin daha miinasiptir. Bunlarla da-
ha parlak goriintii elde edilebilir. Birgok arastiricilar bu is icin ka-
ranhk saha kondansatorlerini kullanirlar. Tek veya c¢ift okuler kul-
lanmak ise, sahsi gayelere gore degisebilir.

FA tekniginde 1sik kaynaklar: ve filtreler bu is icin kullamlan
aletlerin en Onemli kismin: tegkil ederler. Bu reaksiyonlarda kulla-
nilan fluorescein’in cok az miktar: ile goriilebilir fluorescence hasil
edebilmek icin cok parlak igik kaynaklarina ihtiya¢ vardir. En iyi
stk kaynaklar: kuvars bir mahfaza ile cevrilmis yliksek basmch
mercury lambalaridir. Bunlarin da daha ziyade hakiki yiiksek par-
lakliklar: olan kiicitkk cinsleri maksada uygundur. Zira tayfin -
fluorescein i¢in liizumlu olan kisminda (Ultraviole ve mavi 1sik gibi)
enerjilerinin 6nemii kisimlarimi negrederler. Bircok hallerde bu Am-
balar karbon ldmbalarindan listiindiirler. Son zamanlarda Moody
Goldman ve Thomason, 1stk kaynagi olarak kullamlan Leiiz
fluroscence i&2mbalarina, 150 - Watt yiiksek basmch Mercury vapor
ampullerini yerlestirmekle iyi neticeler almiglardir. Aksettiren ka-
ranlik saha kondansatorii eksite eden 15181 muayene edilen maddeye
gecirir ve husule gelen fluorescense sar: filtreli 10X okuler kullana-
rak 4 mm. kuru ve 2 mm. immersion objektifleri ile miigsahede edi-
lir. Baz1 arastiricilar bu 1sik kaynagini temin etme bakimindan ken-
di hiinerlerini gosterirler. Ultraviole’li fluorescent mikroskoba ben-
zer bir sistem meydana getirebilirler. Bu is bir karanlhik saha kondan-
satorii, filtre ve karbon limbasi 15181 veya diger ultraviole 1s1ik kay-
nag1 ile basarlabilir. Marshall FA teknigi icin karanlk saha kon-
dansatoriinii muvaffakiyetle kullanmigtir. Ultraviole 1181 kaynak-
lar1 Leitz, Zeiss ve Reichert gibi muhtelif firmalardan temin edile-
bilir.

Fluorescence c¢alismalarda filtreleri kullanmaktaki gaye isc
fluorescent goriintiiniin parlakliginin tenbih edici 15182 nazaran cok
daha diigiik olmasindan ileri gelmektedir. Fluorescence nesrinin

116



maskelenmesinin Oniine gegmek icin tenbih edici 118  muayene
eden kimsenin goziine gelinceye kadar hareket ettirilmesi yani ayar-
lanmasi icabeder. Bu da 18mba ile muayene edilen materyel arasma
valmz fluorescence’r eksite eden dalga uzunluklarmin gecmesine
yardim edecek olan birinci filtreyi ve obje ile muayene eden kimse
arasma da yalmz visible fluoreséence dalga uzunluklarimi gegirmege
varayan ikinei bir filtreyi yerlestirmekle bagarilabilir.

Fluorescence mikroskopi heniiz daha yeni bir saha oldugu icin
kullanilan alétlerde stiratle degigiklikler yapilmaktadir. Hangi ale-
tin bu teknik icin en uygun olabilecegine dair sorulan suallers heniis
tatminkér bir cevap yoktur. Biitin maksatlar igin tek bir kombi-
nasyon mevecut degildir. En iyisi istenen neticeyi veren sistemdir.
Meseld arastirict primer ve sekunder filtrelerden miitegekkil
krombinasyonu tercih ettigi halde; bir digeri maksadi i¢in uygun olan
degisik bir sistemi takibedebilir. Bu teknik Amerika Birlesik Dev-
letierinde tekdmiil etmesine ragmen laboratuvarlarda bu ig icin Al-
man ve Avusturyalilarin yaptiklan fluorescence 11k cihazlar: kulla-
mlmaktadir. Avrupal arastirieilarin fluorescence mikroskopi saha-
hasinda uzun yillar teeriibeleri oldugu halde FA tekniginde gec kal-
maglardir.

Fluorescein igin ii¢ genel tip aydinlatma sistemi kullanilabilir :

1 — Ultraviole’ye benzeyen ve 350 - 400 milimikron arasmdak:
ik (Ikinei filtre renksiz fakat ultravioleyi gegirmez).

2 — 400 - 450 milimikron arasmdaki mavi-viole’yi husule geti-
ren 181k (Ikinei filtre muhakkak saridir).

3 — 350 - 450 milimikron arasmdaki ultraviole ve mavi-viole'yi
beraberce husule getiren 151k (Ikinci filtre muhakkak saridir).

Son zamanlarda FA caligmalarmin c¢ogunda kaplayie:r (Label-
ling agent) madde olarak fluorescein iso cyanate kullanilmaktadir.
Bu madde riitubetli yerlerde tabiatim cabucak degistirip bazi pra-
tik gilicliikleri dogurdugundan ilk onceleri kullanmilmadan hemen &n-
ce, aminofluorescein’den phosgene gazi ile hazirlaniyordu veya nem
cekmesini Onlemek igin asetonda saklamyordu.

Son zamanlarda ticarette hazir olarak bulunabilen dayanikh
toz halinde bir madde hazirlanmustir. Bu da fluorescein derivatla-
rindan isothiocyanate’dir. Globulinler bugiin hemen her laboratu-
varda bu madde ile sarilabilirler. Proteinleri kaplamakta ayni za-
manda tayfin kirmizi kismunds fluorescence meydana getiren bo-
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yalar daz kullanilabilir. Bunlardan bazilarnn rhodamine B isothio-
cyanate, lissaminerhodamine B 200, tetramethyl rhodamine iso-
cyanate ve tetraethyl rhodamine isocyanate A dir.

Alelide maksatlar icin fluorescein, kullamig kabiliyetinin yiik-
sekliginden ve goziin cok hassas oldugu bir renkle fluorescence hu-
sule getirdiginden kaplayic: maddeler iginde muhakkak ki en iyisidir.
Ayni zamanda onun sari-yesil rengine normal dokularda nadiren
autofluorescence seklinde rastlanabilmesi de bunun kiymetini bir
kat daha arttirr.

METOD

Isocyanate, iizeri kaplanacak hafif alkali antikor soliisyonuna
ilave edilir. Fluorescent mahfaza antikor proteinini tamamen kap-
ladiktan sonra dializ hidisesi sayesinde baglanmamis olan fluores-
cein atilir. Boylece elde edilen mahfazali antikor soliisyonu kendi-
sine karg1 antiserumun hazirlandigi homologous antijeni 6zel olarak
boyamak ig¢in kullamilabilir. Bu metod direct veya indirect olarak
tathik edilebilir.

Direct metodda arastirmaya mevzu olan bakteriyel, viral veya
protein sisteminde mahfazali anti serum kullanmak liizamludur. Me-
seld, fluorescent anti- salmonella serumu Salmonella ihtiva eden
mix kiiltiirden yapilmig frotiye tatbik edildigi zaman homologous an-
tijeni ile reaksiyona girer ve spesifik antijen - antikor reaksiyonu
fluorescence ile demonstre edilebilir.

Indirect metodda anti serum mahfazalanmaz (Meseld, tavsan-
larda hazirlanmis anti - salmonella) fakat fluorescent anti globulin
serumla baglanirken birbirini takibeden iki usul tatbik edilir.

" Muayene edilecek bakterileri ihtiva, eden frotiye tavsan anti
bakteriyel serumu dokiiliir. 10 - 30 dakika sonra reaksiyona girme-
yen serum yikama suretiyle giderilir ve sonra froti fluorescent an-
ti-tavsan globulini ile muamele edilir. Anti serumla reaksiyona gi-
ren baliteri hiicreleri tavsan antikorlar: (globuin) ile sarilacak ve
bundan dolayr mahfazali anti tavsan globulini ile reaksiyona gire-
rek fluorescence ile idantifiye edilebilecektir. Goriiliiyor ki, bircok
sayida cesitli antijenik sistemleri incelemek igin bir veya iki adet
mahfazali anti globulin serumu kafidir.

Patojen veya patojen olmayan bakterilerin idantifikasyonunda
hali hazirda kullamilan diger serolojik testlerle mukayese edilirse
fluorescent antikor tekniginin iistiinliigii derhal gbze carpar.
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FLUORESCENT ANTIKOR METODUN SEMATIK IZAHK

(Bu sema U.S.A. Ohio State Universitesi Microbiology 720 ders
- notlarmdan almmustir.

From the notes of Microbiology 720; Ohio State University U.S.A.)
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TARTISMA

Direkt metod, bir kac¢ kontro! ve manipiilasyonu icap ettirdigin-
den ve ayni serum ile bir ¢ok testler yapilabildiginden indirekt meto-
da nazaran daha avantajhdir.

Indirekt metodun direkt metoda gore iistiin taraflar: :

1 — Cok kiigiik miktardaki antikorlarin meydana ¢ikarilmasim-
da fazla hassastir.

2 — Tek bir baglanmis antiglobulin serumu cesitli baglanma-
mig antiviral serum ve antijenlerle kullamlabilir ve bu da tek tek
serumlarin mahfazalanmasi igini ortadan kaldirmig olur.

3 — Mahfazalanmamig antiserumlar antikor titrasyonlari icin
dilue edilebilirler.

4 — Mahfazalanmamig (unlabeled) konvalesans antiserumlar,
antijenin, spesifik antiserum meydana getirmek icin kafi miktarda
olmadiZz zamanlarda kullan:ilabilirler.

F4 tekniginin faydalari ve mahzurlar::

A — Faydalan :

1 — Siiratli olusu - Eger biitiin malzeme ve materyal hazir ise
frotileri hazirlamak, boyamak ve muayene etmek icin bir saat kafidir.
: 2 — Hassas olusu - Mevcut olan organizmierin sayis1 ile ilgi-
- lidir. ; ;
3 — Kontaminantlar oldugu ahvalde dahi uygulanabilir.

4 — Canh olmayan patojenlerin meydana cikariimasinda kabi-
i tatbiktir. Yabanci antijenler mevcut oldugu zaman spesifik anti-
jen - Antikor baglantisi miisahede edilebilir.

B — Mahzurlan :

1 — FA teknigini tamamen bilmek ve bu hususta yetismek ica-
beder.

2 — Cok pahali aletlere ihtiyac gosterir.

3 — Spesifik olmayan reaksiyonlar husule gelebilir.

OZET

Immunochemichal boyama usullerinin tekdmiilii hakkinda kisa
hir farihge ile bu metodun teghisteki dnemi takdim edilmistir.
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Fluorescent antikor testlerinin bulagik hastaliklarin teshis ve
kontrolu ile ilgili olarak mikrobiyoloji sahasmda gelecekteki dnemi
miinakasa edildi.

Fiuorescense’in miktar ve tabiat: ile optik aletlerin seleksiyonun-
dan bahsedildi.

Kullamlan fluorescent antikor testlerinin tipleri agiklandi ve
FA metodunun daha yavas ve fazla laboratuvar calismasin icabet-
tiren standart testlere nazaran mikroorganizmlerin siir’atle idanti-
fikasyonundaki biiyilk 6nemi belirtildi.

Bilinmeyen antijen ve antikorlarin FA metodu ile ¢abuk ve 6zel
olarak idantifikasyonlar1 miinakaga edildi.

SUMMARY

A short history of the development of the Immunochemichal
staining procedures and the importance of this method in diagnosis
have been presented.

The future significance of the fluorescent antibody tests in mic-
robiology in connection with the diagnosis and control of the con-
tagious diseases was discussed.

The nature and quantity of fluorescence and the selection of
the optical equipment have been discussed.

The types of fluorescent antibody tests which are in use have
been explained. The importance of the FA method in the rapid iden-
tification of microorganisms was pointed out as opposed to the slow
standard tests which require a great amount of laboratory work.

The rapid and spesific way of identifying wunknown antigen
and antibody through the FA method has been discussed.
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