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Floresan Antikor Teknigi (FA); bir antijen - antikor presipitas-
yon reaksiyonudur. Bu reaksiyon, floresan boyalarla kaplanmis
olan gamma globulinin mikroskopta floresans vermesi ile anlasilir.

ilk defa 1942 senesinde Coons ve arkadaslar1 (6) fluorescein ile
muamele edilmis antikor vasitasiyle, dokular igindeki antijeni
meydana c¢ikarmaya ve bunu bir teshis metodu olarak kullanmaya
muvaffak olmuslar, ayni metod daha sonra Mumps ve Rickettsia
antijenlerinin demonstrasyonunda (8) ve Pneumococ polisakkaritle-
rinin dokulardaki dagilisimi tesbit maksadiyle kullanilmistir (17).
1950 de Coons ve Kaplan (7) in yaptiklar1 daha genis bir arastir-
ma ile Floresan Antikor Teknigi biiyiik bir tatbik sahasi bulmus
oldu.

FA Tekniki ilk defa Goldwasser ve Kissling (11, 12) in calis-
malar: ile kuduz teshisine adapte edildi. Bunlar arastirmalarinda
sokak kuduz virusu ve Fix kuduz virusu ile tecriibevi olarak enfek-
te edilmis farelerin ve tabii olarak enfekte olmus muhtelif cins hay-
~vanmin beyin ve tiikriik guddelerinde kuduz virusunu tesbit etme-
ge muvaffak olmuslar ve Floresan Antikor teknigi ile, immii-
nizasyona tabi tutulan sahislarda antikorun tesbit edilebile-
cegini, keza Negri cisimlerinin viral orijinli oldugunu bil-
dirmislerdir. Mc Queen ve Levis (20, 21) tabii olarak kuduza yaka-
lanmis hayvanlarin beyin dokularinda Floresan Antikor teknigi
ile kuduz antijeninin tesbit edilebilecegini, testin cabuk, pratik ve
fare inokiilasyonuna paralel sonu¢ vermesi bakimindan teshis la-
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boratuvarlar: icin ideal oldugunu bildirmislerdir. Bilhassa 1960 se-
nesinden sonra pek ¢ok arastirici bu metodla kuduz teshisi iizerin-
de calismis ve Floresan Antikor tekniginin biyolojik metodla para-
lel gittigini bildirmislerdi (3, 4, 9, 10, 24).

Elde edebildigimiz literatiire gore bizde de Giilmezoglu (14,
15) Floresan Antikor teknigini E. Coli ve C. Diphtheriae’nin idan-
tifikasvonunda kullanmistir.

FA tekniginin kuduzun bilhassa erken teshisindeki roliinii na-
zacl itibara alarak biz de, 1966 yilindanberi bir arastirmaya basla-
mis bulunuyoruz. Bu mesaide, kuduz teshisi ile mesgul olan labora-
tuvarlara faydali olur kanaatiyle, FA teknigi i¢in liizumlu olan
maddelerin istihsal ve titreleri ve boyama metodundan tafsilatiyle
bahsedilecektir.

MATERTAL VE METOD

Antiserum : Bu maksat i¢in ii¢ merkep Pasteur metodu (18)
ile immiinizasyona yatirildi. Hayvanlarin iicline de ayn1 giin basla-
mak tiizere :

1 inci ginden 60 1nci1 giine kadar giin asir1 20 ml Semple tipi
asl.

61. giinden 72. giine kadar 3 er giin ara ile, 4 enjeksiyon,
her enjeksiyonda, Fix Kuduz virusu ile enfekte 1/4 tavsan beyni
suspansiyonu.

73. giinden 88. giine kadar 4 er giin ara ile 4 enjeksiyon her
seferinde Fix Kuduz virusu ile enfekte 1/2 tavsan beyni suspan-
siyonu.

89. giinden 98. giine kadar 5 er giin ara ile 2 enjeksiyon her
seferinde biitiin bir tavsan beyni.

106. giin birinci kan alma.
136. giin 1 enjeksiyon, biitiin bir tavsan beyni,
144. giin ikinci kan alma.

Eger serum elde etmege devam edilecekse 30 giin sonra hay-
vana tekrar bir tavsan beyni inokiile edilir ve 8 giin sonra kan ali-
nmir. Bu boylece devam eder.

Merkeplerden elde edilen serumlarin serum - virus neutraliza-

105



tion testi ile Atanasiu (1) metoduna gore kudretleri olciildii. Se-
rumlar evvela 56°C. 30 dakika inaktive edildi. Herbirinden ayr1 ay-
r1 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000 diliisyonlar hazirlandi. Daha evvel
titresi yapilarak bilinen standart epriive virusu (CVS) nun 300 LD
si ile serum dillisyonlar1 miisavi miktarda karistirildi. Serum - vi-
rus karisimi 1,5 saat 37°C. etiivde birakildi. Sonra her diliisyondan
0,03 ml 5 er fareye intraserebral olarak inokiile edildi. Aym giin
CVS kuduz virusu tekrar titre edildi. Asilanmis olan fareler 14 giin
miisahede de tutuldu 6len ve hastalananlar kaydedildi netice Reed
ve Muench (1) metoduna gore hesaplandi. Serumlardan biri zayif
titre verdigi icin ekarte edildi. ikincisi 1/1800, iiciinciisii 1/4000 is-
ledi. Biz konjugat hazirlanmasinda 1/4000 titre veren serumu kul-
landik.

Konjugat (Conjugate) : Serumdaki antikoru yiiklenmis olan
gamma globulinin floresan boyalarla kaplanmasma ve birles-
mesine konjugasyon, bu maddeye de konjugat denmektedir. Konju-
gasyon esnasinda antikorda biyolojik ve immiinolojik herhangi bir
degisiklik olmamaktadir.

(*) Konjugat, Batty (2), Marshall (19) ve Riggs (22) metod-
larindan faydalamilarak hazirlandi.

Gamma Globulinin Istihsali :

1 — Serumun pH s1 N/10 NAOH ile 8.5 a ayarlanir.

2 — Seruma manyetik bir karistiricida kendi hacminin 3.5
misli %0.4 rivanol yavas yavas ilave edilir. Rivanol %0.4 nisbetinde
distile su ile hazirlanir,

3 — Meydana gelen c¢okiintii; albumin, alfa ve beta globulin
ihtiva etmektedir. Bu 5000 devirde 15 dakika santrifiij edilir ve ¢6-
ktintd atilir,

4 — Gamma globulin ihtiva eden mayi kisim 6lciiliir, her 100
ml i¢in 1.2 gr. aktive komiir (activated charcoal) ilave edilerek
manyetik karistirici ile 5 dakika karistirilir bu suretle soliis -
yondaki rivanol ayrilmis olur.

5 — Bu karisim, igine Whatman No. 42 filtre kagidi yerlesti-
rilmis olan Buhner hunisinden siiziilerek komiirden ayrilir. Siizme-
yi kolaylastirmak ic¢in su trompu kullanmilabilir.

(*) Konjugati, kendimiz istihsal edinceye kadar WHQ ve Izmirde bulunan
Tuslog 36. Miifreze Vet. Lab. temin edildi.
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6 — Elde edilen berrak serum 6lgiiliir, esit miktarda tam doy-
mus ammonium sulfatla yavas, yavas karistiritlir. Bu karistirma
esnasinda manyetik karistirici kullanilir. Bu suretle gamma globu-
lin presipite edilmis olur.

7 — Tam bir presipitasyon elde etmek icin bu karigim 24 saat
4°C. birakilir. Ertesi giin 5000 devirde 20 dakika santrifiij edilerek
dipte kalan ¢okiintii alinir.

8 — Bu cokiintii ilk voliimiiniin 1/5 nisbetinde buffer tuzlu
su pH 7.5 da eritilir.

9 — Eritilmis olan gamma globulin deliklerinin ¢ap1 25 arms-
trong olan dializ membranina konur, membramn her iki ucunun
sizint1 yapmiyacak sekilde sikica diigiimlenmesi lazimdir. Mem-
bran icinde pH 7.5 buffer tuzlu su ihtiva eden beher glasa konarak
24 saat buz dolabinda birakilir. Bu miiddet iginde tuzlu su en az
lic defa degistirilmelidir.

10 — 24 saat sonra membran icindeki mayi alinir, bu artik
saf olarak gamma globulin ihtiva etmektedir. Protein konsantras-
yonunu ayarlamak lazimdir. Bir ml serumda 10 mgr. gamma glo-
bulin bulunmasi lazimdir.

11 — Protein tayininde absorbsiyon metodu kullamldi. Spek-
tofotometrede ultraviole 1smlarinin 260 ve 280 dalga uzunluklarin-
daki rakamlarin birbirine nisbeti proteinin saf oldugunu goster-
mekte ve 1 ml serumda ne kadar protein mevcut oldugu hesaplan-
maktadir. Elde ettigimiz serumun 1 ml sinde 18 mgr. protein ol-
dugu tesbit edildi.

12 — 1 ml de 10 mgr. protein konsantrasyonu elde etmek igin,
icinde 1/10 nisbetinde karbonat buffer olacak sekilde buffer tuzlu-
su ile sulandirilda.

Karbonat bufferin hazirlanmas: :
Solusyon A. Na,CO; 5.3 gr.-100 ml su
Solusyon B. NaHCO; 4.2 gr.-100 ml su

A solusyonundan B solusyonuna pH 9 olacak nisbette ilave
edilir.

Gamma Globulinin Fluorescein Isothiocyanate ile boyanmasi :
1 mgr. protein icin 0.05 mgr. fluorescein izothiocyanate he-
sap edilerck manyetik karistiricida ilave edildi ve boylece
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bir gece buz dolabinda birakildi. iki ayri firmanin fluorescein’i
mukayese etmek maksadiyle, elde ettigimiz gamma globulini iki
miisavi kisma ayirarak bir kismina, «Fluorescein Izothiocyanete,
Baltimor Biological Laboratory, USA No. 04-586» ilave ettik. Di-
ger kismina, «Isothiocyanato Fluorescein, Schuchardt Miinchen,
No. IS 095» ilave ettik.

Gamma globulindeki fazla boya sefadex’ten siiziilmek suretiyle
bertaraf edildi.

Sefadex’in Hazirlanmasi : Bu maksat icin siiperphine G 25
sefadex kullanildi. 25 gr. kadar sefadex 250 ml tuzlu su ile karis-
tirthir. Cokmesi igin bir miiddet birakilir. Sonra tizerindeki mayi do-
kiiliir. Bu muamele ii¢ kere tekrar edilir. Son olarak yine 250 ml. tuz-
lu su ile karistirilir, kutru 3 cm. ve altinda muslugu bulunan cam bir
boruya bosaltilir. Cam borunun en altina sefadex’den evvel az mik-
tarda cam pamugu yerlestirmek lazimdir. Sefadex’in fazla suyu
musluktan akitilir, ve cam borudaki yiiksekligi 15 cm. kadar olur,
sefadex’in iizerine cam borunun kutru kadar kesilmis olan bir siiz-
gec kagidi yerlestirilir. Konjuge olmus gamma globulin bu siizgeg
kagidi tizerine yavas, yavas bosaltilir. Konjugat siiziilerek sefadex’i
gecip cam pamuga kadar geldigi zaman en tistteki siizge¢ kagidina
yavas, yavas tuzlu su dokiiliir, bu suretle konjugatin hepsini geri
almak mimkiin olur. Siiziilen konjugat absorbsiyona ve titrasyo-
na tabi tutulur. Bunun i¢in doku pudras: ve fare beyni suspansiyo-
nu lazimdir.

Doku Pudrasi : Cherry ve arkadaslar1 (5) metoduna gore ha-
zirlandi. 100 adet beyaz farenin beyni ve karacigeri alinarak ayri,
ayn: tartilir. Az miktarda distile su ile mixatorde iyice ezilir. 5000
devirde 30 dakika sogutucu santrifiijde gevrilir, sonra ¢okiintii ali-
nir, hemoglobinden temizlemek maksadiyle distile su ile, en az iic
defa, santrifiij edilmek suretiyle yikanir. Tekrar tuzlu su ile sulan-
dirilir ve siki bir tiilbentten siiziilerek konjektiv doku ve biiyiik
parcalardan temizlenmis olur. Sonra tekrar santrifiij edilir ve
Buchner hunisine yerlestirilmis olan siizge¢ kagidina dokiiliir, tize-
rinden bolca aseton gecirilmek suretiyle dokuda bulunan sudan
iyice arinmis olur. Icerisinde su kalmadigina emin olduktan sonra
37°C. etiive birakilarak kurutulur. Bu kuru materyal havanda do-
viilmek suretiyle gayet ince, acik renk doku pudras: elde edildi.
Pudra rutubet almiyacak sekilde kapali siselerde buz dolabinda
muhafaza edilmektedir.
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Fare Beyni Suspansiyonu (5) : a) Enfekte fare beyni ile.
b) Normal fare beyni ile hazirlanmaktadir. Her ikisi de boyama
tekniginde kontrol sistemi olarak kullamilmaktadir.

a) Steril bir petride toplanan enfekte fare beyinleri (fareler
CVS kuduz virusu ile enfekte edildi) tartilir. Buna 4 voliim yumur-
ta saris1 suspansiyonu ilave edilir, yiiksek devirli bir mixatorde,
isinmamas; sartiyle bir dakika ezilir, 1000 devirde 10 dakika sant-
rifiij edilir, tistteki kisim alinarak 1-2 ml olmak iizere kiiciik tiip-
leve taksim edilir ve dondurulur.

b) Normal fare beyni suspansiyonu da aym sekilde hazirlan-
maktadir.

Yumurta Saris1 Suspansiyonu : 10 ml. 6-7 giinlilk embryon-
lu tavuk yumurtas: sarisina 90 ml steril bufferli su pH 7.6-7.8
ilave edilir ve buz dolabinda muhafaza edilir.

pH 7.6 bufferli su :

Na,HP; 1/10 molar 91.5 ml
NaH,PO; H.O 1/10 molar 8.5 ml

Distile su 900 ml.
20 dakika 120°C. otoklavize edilir.

Konjugatin Absorbsiyonu (5) : Konjugat, spesifik olmiyan
boyamalara mani olmak i¢in doku pudralar:1 ile absorbiyona ta-
bi tutulmaktadir. Konsantre konjugatin her ml si igin 100 mgr. kara-
ciger pudras: hesaplanarak santrifiij tiipiina konur. Pudra evvela
kendi Olcuisiiniin iki voliimii kadar fosfat buffer tuzlu su pH 7.5 ile
karistirilarak santrifiij edilir, iistdeki kisim atilir, 1slanmis olan
pudra daha evvel dlciilmiis olan konjugat ile karistirilir, ¢alkalanir
ve bir saat buz dolabinda birakilir, her 15 dakikada bir calkalanir,
sonra 1000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek tistteki konjugat bir
pipet vasitasiyle bulandirilmadan alinir. Giinliitk ¢alismalara yete-
cek miktarda ampullere taksim edilir, agizlar1 kapatilarak dondu-
rulur,

Ayni islem beyin pudras: ile tekrar edildi.

Konjugatin Titresi : Absorbsiyona tabi tutulan konjugat
Sikes (23) metodu ile titre edildi. Preparatlarin hazirlanmasi ve bo-
yanmasindan sonra bahsedilecektir. Altisar adetlik iki seri tiip hazir
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lanir, iizerlerine, 1/4, 1/6, 1/8, 1/10, 1/12, 1/14 yazilir, birinci tiipe
1 damla konjugat ¢ 3 damla normal fare beyni suspansiyonu
(NFB); ikinci tiipe 1 damla konjugat + 5 damla NFB susp, ve boy-
lece devam edilir. Ikinci seri tiiplerde de ayni diliisyonlar enfekte
fare beyni (EFB) suspansiyonu ile hazirlanir. Bu suspansiyonlar
10 dakika oda derecesinde birakilir. Kuduzla enfekte fare beynin-
den hazirlanmis olan 6 adet preparatin sol taraflarma birinci tiip-
ten baslamak iizere, Konj. + NFB, sag tarafina ise Konj. + EFB
suspansiyonu damlatilir ve usuliine gére boyanir. Birinci preparat-
tan baslamak suretiyle mikroskopta ,evvela sol taraf sonra sag ta-
rak tetkik edilir. Neticede, sol tarafta grimsi yesil doku arasinda
filizi yesil veya yesil sari, yildiz gibi parlak, floresans veren cisim-
lerin, en iyi gorildiigi, sag tarafta ise, sadece grimsi yesil veya ma-
vimsi yesil dokunun goriildiigii fakat floresans cisimlerinin goriil-
medigi diliisyon konjugat'in titresini verir. Bu diliisyon tesbit edile-
rek sonraki boyamalarda daima o titre kullamilir. Istihsal ettigimiz
konjugatta, yukarda, izah edilen en iyi goriiniisii, 1/10 diliisyonun-
da elde ettik, boyamalarda daima bu had kullanilindi. Konjugat'in
titresi zaman zaman tekrarlandi.

Mikroskop : Binoculer Jena mikroskobu, cardioid karanlik
saha kondansorii, apochromatic objektiv, 1sik kaynagi olarak, taz-
yikli civa buhari ihtiva eden HBO 200 tip lamba, iiltraviyole 1s1k
filtresi UG, 151k kaynagi ile bu filtre arasina harareti emici bir filt-
re, gozii kacak 1siklardan korumak maksadiyle GG9 goz filtresi kul-
lanildi. Biiyiitme, 15 X 10, 15 X 20 dir.

Marazi Materyal : Kuduzdan siipheli olarak laboratuvara
gelen muhtelif cins hayvana (kopek, kedi, sigir, koyun, merkep, fa-
re, sincap, kurt, tilki, manda, kegi, v.b.) ve 13 adedi insana ait 809
adet marazi madde iizerinde calisildi, bunlarin herbiri iic metodla
mukayeseli olarak muayeneye tabi tutuldu.

1 — Beynin ammon boynuzu kismindan ince bir parca alinarak
siirme ve dokundurma preparati hazirlandi. Sellers metodu ile bo-
yanarak Negri cisimcikleri arand.

2 — Ammon boynuzu ve diger kisimlarindan alinan pargalar
ezildi .Tuzlu su ile %10 suspansiyon yapilarak santrifiij edildi ve
iistteki kissmdan intraserebral olarak 0.03 ml. 5 adet fareye ino-
kiile edildi. Bu fareler 30 giin miisahedede tutuldu.

3 — Ammon boynuzu kismindan alinan ince kesitlerden hazirla-
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nan preparatlar floresan antikor teknigi ile boyandi. Boyamada di-
rekt metod (5) kullanildi.

Preparatin Hazirlanmas: ve Boyanmas: :

1 — Ammon boynuzundan alinan ince bir parca tahta spatiil ve-
ya birkac parca katlanmis siizge¢ kagidi iizerine konur. Daha evvel
alkolden gecirilmis ve silinerek temizlenmis lamin, sag ve sol ta-
rafina gayet ince olmak iizere iki dokundurma preparati yapilir.

2 — Dreparat 30 dakika, oda derecesinde kurutulur.

3 — Daima frezerde bir lam kabinda (coplin jar) muhafaza edi-
len aseton icine atilarak 4 saat fixasyona terkedilir.

4 — Asetondan c¢ikarilan preparat boyanincaya kadar freezerde
muhafaza edilir. Kontrol olarak kullanilan pozitif preparatlar dai-
ma freezerde muhafaza edilmek sartiyle, bozulmadan uzun zaman
(1 ay) boyanma kapasitesinden birsey kaybetmeden kullanilabil-
mektedir.

5 — Freezerden c¢ikarilan preparat, oda derecesinde, 5 - 10 daki-
ka birakilir.

6 — 1ki kiiciik tiip alinir. No. 1 tiipiine titresine gore 1 damla
konjugat + 9 damla NFB susp. No.2 tiipiine 1 damla konj. + 9
damla EFB susp. damlatilir, karistirilir. Bunlar 10 dakika oda de-
recesinde birakilir,

7 — Preparatin sol tarafina 1 damla No. 1 suspansiyonundan
sag tarafina ise 1 damla No. 2 suspansiyonundan damlatilir. Bu
damlalarin birbirine karismamas: icin azami dikkat ve itina goste-
rilmesi sarttir.

8 — Preparatlar, alt tarafina islak stizge¢ kagidi konarak ru-
tubetlenmis, biiyiik petri kutularinda, U seklindeki baget iizerine
yerlestirilir, petrinin kapag kapatilarak 37°C. lik inkiibatorde vya-
rim saat birakilir.

9 — Petri kutusu inkiibatorden cikarilir, agzina kadar buffer
tuzlu su (pH 7.4) ile doldurulur ve bosaltilir, sonra tekrar prepa-
ratlar: ortecek kadar buffer tuzlu su ile doldurulur, 10 dakika bek-
letilir.

10 — Kuruma esnasinda tuz kristallerine mani olmak icin bir
defada distille su ile yikanir. Meyilli bir yere konarak suyun su-
ziilmesi beklenir.
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11 — Preparatin sag ve solunda doku siiriilmiis kisimlara glise-
rin (%90 gliserin, %10 buffer pH 7) damlatilir ve temizlenmis la-
melle kapatilir.

Her boyamada CVS ile hazirlanmuis bir miisbet preparat kont-
rol olarak bulundurulur.

Preparatin Okunmasi : Mikroskopta evveld kontrol prepa-
rata bakilarak boyamanin iyi olup olmadig: tesbit edilir, sonra stip-
heli preparata gecilir. Eger vak’a miisbet ise; Preparatin sol tarafin
da yani konj + NFB damlatilan kisimda grimsi yesil doku iginde, az
veya sayllamiyacak kadar cok, biiyiiklii, kiigiikli, filizi veya sar
yesil renkte, floresans veren cisimler, bunlar yuvarlak veya oval
olabilmekte, etrafi parlak yesil, merkezine dogru parlaklik azalmak-
ta ve koyulagsmaktadir. Sekil ve cesamet bakimindan Negri sicim-
lerine ¢cok benzemekte fakat diger boyama metodlarinda goriildii-
gii gibi, icerisinde graniil goriilmemektedir. Keza ayni preparatta
sayllmiyacak kadar ¢ok, gayret kiiciik ,parlak filizi floresans ci-
simcikleri goriilmektedir. Bazi preparatlarda ise Negri cisimlerine
tesadiif edilmedigi halde az veya cok bu kiiciik kum gibi cisimcik-
ler goriilmektedir. Bunlarda teshis icin yeterli bulunmaktadir (21).
Preparatin, konj. + EFB susp. damlatilan sag tarafinda ise grimsi
yesil veya mavimsi yesil renkte boyanmis dokudan gayr1 bir sey go-
rillmemektedir.

FA tekniginde, bazi preparatlar da spesifik olmayan boyanma-
lar goriilmekte, bilhassa calismaya yeni basliyanlar1 sasirtmakta-
dir, fakat bunlar parlaklik, sekil ve renk bakimindan spesifik olan-
lardan kolaylikla tefrik edilmektedir. Boyle hallerde preparatin sol
tarafim1 sag tarafi ile mukayese ederek siiphe giderilebilir.

SONUCLAR

Uc teshis metodu ile, mukayeseli olarak iizerinde ¢alismis ol-
dugumuz 809 adet marazi maddenin muayene sonuglari tabloda
goriilmektedir. Bunlardan 450 adedi fare inokiilasyonu ile miisbet
sonuc¢ vermis, 443 adedi FA teknigi ile miisbet sonu¢ vermis, 374
adedinde ise Sellers metodu ile Negri cisimleri tesbit edilmistir. Bu
calismada fare inokiilasyonunu esas olarak alirsak, Negrinin tesbi-
ti, fare inokiilasyonu ile ancak %83.1 mutabakat gosterdigi halde,
FA teknigi %98.4 mutabakat gostermistir. Ayrica ¢ok tefessiih et-
mis olan 31 marazi maddeden Negri cisimleri aramak ve fare ino-
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kiilasyonu yapmak miimkiin olmadig: halde FA teknigi ile boyana-
rak 13 adedinde antigen tesbit edilmistir. Bu marazi maddeleri di-
ger iki metodla islemek miimkiin olmadig: icin tabloya alinmamis-
tir. Keza iic aylik bir kopegin beyninde Sellers metodu ile Negri
benzeri cisimcikler goriilmiis, fakat bunu FA teknigi ve fare inokii-
lasyonu teyit etmemistir. Yine tabloda goriildiigii tizere 3 kedi, 1
gelincik, ve bir domuz beyni FA teknigi ile miisbet reaksiyon ver-
digi halde, fare inokiilasyonu ve Sellers boyas: ile teyit edileme-
mistir.

Asagidaki tabloda her ii¢ metodla vapilan muayene sonuclari
goriilmektedir.

Muayene sonuclar: miisbet olanlar
Neviler Musyene
edilenler Negri )
musyenesi FA Fare inok.
Kopek 461 293 330 336
Kedi 152 14 26 23
Sigir 79 47 55 57
Koyun 11 7 7 T
Merkep 9 4 6 7
Fare 15
- Sincap 32 2 2
. Manda G 1 1. 1
Tavuk 7
At 3
Kurt 5 4 4 4
Tavsan 3
Hamster 3
Gelincik s ! 1
Domuz 1 at
Kegi 2 il 2 2
Sansar 1 1 1 1
Tilki 2 1 1 i
Ay1 1
Yarasa 1
Insan 13 2 6 9
Yekiin 809 374 443 450
TARTISMA

Kuduz teshisinde virus izolasyonu en giivenilir bir metod ol-
makla beraber neticeyi almak uzun zamana ihtiyag gostermekte ve
1sirilan sahislari asilamada tereddiitlere yol acmaktadir. Yakin za-
mana kadar kuduzun erken teshisi Negri'nin goriilmesi ile miim-
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kiindii ancak, kuduz hayvanlarin, vasati olarak %15, istisnai hal-
lerde %26, (16), bizim calismamiza gore ise %13.3 (13), adedinde
Negri tesekkiil etmemektedir. FA teknigi ise, erken teshise yara-
masi, virusu, hatta inaktiv ve 6lii virusu meydana ¢ikarmasi baki-
mindan Sellers ve fare inokiilasyonu metodlarindan daha iistiindiir.
FA teknigi ile bir marazi maddeye normal olarak 5-6 saat iginde
teshis konmaktadir. Yaptigimiz mukayeseli denemede, preparati
asetonda 4 saat yerine 1-2 saat birakmak veya alevde tesbit et-
mek arasinda, boyanmada herhangi bir fark miisahede etmedik.
Boylece zaman daha da kisalmis olmaktadir.

FA tekniginin muvaffak olmasinda, yiiksek titreli-bir serum.
dan elde edilen konjugat ve konjugat istihsalinde kullamilan flore-
san boyanin kalitesi ve yetismis elemanin rolii ¢ok biiyiiktiir. Bazi
fluorescein izothiocyanate proteinle iyi bir kojugasyon verdigi hal-
de bazilar1 vermemektedir (21). Biz konjugat istihsalinde kulland:-
gimaz iki ayr: firmamn FITC'dan aymi sonucu aldik.

Calismalarinin baslangicinda FA teknigi hakkinda siipheye dﬁsen
laboratuvarlar yetismis eleman, iyi bir konjugat ve iyi bir boyama
ile bu metodla virus izolasyonu arasinda tam bir beraberlik elde
etmektedirler. Bizde ¢alismamizin baslangicinda baz1 hatalara diis-
miis bulunuyoruz. Nitekim tabloda FA teknigi ile fare deneme-
si arasinda goriilen 7 fark o zamanlara rastlamaktadir. Teste alisg-
tiktan ve hatalarimizi tashih ettikten sonra iki test arasinda %100
paralellik temin etmis bulunmaktayiz.

Kesif veya %50 gliserin veya herhangi bir antiseptik iginde
gonderilen beyinlerden FA teknigi ile iyi sonu¢ alinamadi. Mc
Queen ve arkadaslar: (21) gliserin iginde muhafaza edilen 8 miisbet
vak’anin ancak %75 ini miisbet olarak tesbit edebilmislerdir. Keza
Wilsnack (24) gliserinde veya formalinde saklamanin boyamay:
bozdugunu kaydetmektedir. Buna mukabil az veya c¢ok tefessiih
eden marazi materyal FA teknigi ile boyanabilmekte ve antijenin
tesbiti miimkiin olmaktadir.

Bu arastirmada, Negri tesbiti, fare inokiilasyonu ile %83.1
mutabakat gosterdigi halde, FA teknigi %98.4 mutabakat goster-
mistir. Mc Queen (20) in arastirmasinda FA ile virus izolasyonu
paralel gitmis, Negri tesbiti ise %90.5 mutabakat gostermistir. Yi-
ne Mc Queen ve arkadaslar: (21) ikinci bir arastirmada, FA ile fare
inokiilasyonunu paralel bulmuslar Negri muayenesi ise %98.3 nis-
betinde fare inokiilasyonuna uygunluk gostermistir. Beauregard ve
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arkadaslar1 (3) Goldwasser ve arkadaslar1 (12) yaptiklar1 arastir-
mada, FA teknigi ile fare inokiilasyonu arasinda pek az bir fark tes-
bit ettiklerini ve FA nmin Negri tesbitinden ¢ok iistiin oldugunu kay-
detmislerdir.

Konjugat: titre ederken ve giinliikk ¢alismalarimizda diliisyon-
lar1, daima normal ve enfekte fare beyni suspansiyonlar: ile hazir-
ladik ve gayet iyi sonug aldik. Goldwasser ve Kissling (11) ve Dean
(9) beyin dokusu ile sulandirilarak kullamilan konjugat ile boyan-
mis preparatlarda aspesifik reaksiyonlarin ve bilhassa dokunun
verdigi floresans'in azaldigini kaydetmektedirler.

Iyi bir 1s1k kaynagi, usuliine gore hazirlanan konjugat ve di-
ger liizum]lu maddeler ve yetismis eleman sayesinde FA tekniginde
karsilasilan miiskilat kalkmakta ve bu metod kuduz teshis labora-
tuvarlar icin ideal bir metod olmaktadir.

OZET

Bu mesaide, Floresan Antikor teknigi ile ¢alismak i¢in liizum-
lu olan maddelerin istihsalleri ve kuduzdan siipheli hayvan ve in-
san beyinlerinin FA teknigi ile boyanma metodundan bahsedilmek-
tedir.

U¢ merkepten istihsal edilen kuduz antiserumlar titre edilerek
uygun titre verenlerden gamma globulin elde edilmis, bu gamma
globulin iki ayr1 florescein izotiocyanate ile konjuge edilerek, nor-
mal beyaz farelerden hazirlanan beyin ve karaciger doku pudralar:
ile absorbe edilmistir. Absorbsiyonu miiteakip titresi yapilmis ve
sonraki boyamalarda bu titre kullanilmistir.

Muhtelif cins hayvana, 13 adedi insana ait olmak {iizere 809
adet marazi materyal floresan antikor teknigi, Sellers boyas1 ve fa-
re inokiilasyonu ile muayeneye tabi tutulmustur.

Neticeler virus ‘izolasyonu esas almmak suretiyle degerlendiril-
mistir. 809 marazi materyalin 450 adedi, virus izolasyonu, 443 ade-
:di FA teknigi ile 374 adedi ise Sellers metodu ile miisbet sonug ver-
mistir. Burada Negri cisimlerinin tesbiti fare inokiilasyonu ile %
83.1 mutabakat gosterdgi hadle, FA teknigi %98.4 mutabakat gos-
termistir. o '

Gliserin veya herhangi bir antiseptik. icinde gonderilen marazi
materyalin FA teknigi ile boyanmasinda aspesifik. reaksiyonlarin
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coklugu yamiltic1 sonuglar vermektedir. Buna mukabil tefessiihten
dolay: diger metodlarla muayeneye elverisli olmiyan marazi ma-
teryal FA teknigi ile boyanabilmekte ve miikemmel neticeler alin-
maktadir.

Mevcut arastirmalar ve bizim ¢alismamzin sonucu olarak di-
yebiliriz ki FA teknigi yetismis eleman, uygun isik kaynagi ve iyi
hazirlanmis bir konjugat sayesinde kuduz teshis laboratuvarlar:
icin ideal bir metoddur. !

SUMMARY

The diffuculty of the routine use of the FRA technique is the
unavailability of commercially produced reagent. For this reason
we started in producing conjugate, using three different lots of
antisera and two different lots of fluorescein izothiocyanate, then
preparation of tissue powders, sorption of serum globulins and tit-
ration of conjugate, also the procedure for staining rabies virus
antigens with fluorescent labeled antibody in the brain of natu-
rally infected animals is described. The usefulness of FRA test for
routine diagnosis of rabies laboratory, particularly in the case of
Negri - negative animals is emphasized.

The brain tissues of 809 specimen, including dogs, cats cows,
buffalos, donkies, horses, sheep, goats, wolves, squirells; mice, rab-
bits, hens, foxes, weasel, pig, hamster and 13 men were processed
with fluorescent antibody. In addition to this test Sellers staining
was carried out for Negri bodies and virus isolation studies were
made on the brains.

Results were evaluated on the base of virus izolation test. To-
tally 450 specimen were found positives by virus isolation from the
brains and 443 positives detected by FRA test, giving a 984 per-
cent correlation. In contrast with this, we found 374 out of 450 po-
sitives or 83.1 percent Negri bodies were demonstrable.

If the brain tissues are preserved in glycerol - saline or in any
other antiseptic, give aspecific reaction with FRA examination. On
the other hand, this test gives satisfying result, even with decom-
posed specimens.

Although some authors reports FRA test is 100 percent in ac-
cordane with virus isolation, We could not get the same result.
Because at the beginning we had not enough experience. But as
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soon as our experience 1mprowed we:.got. nearly the same’ rcsult
with virus isolation.

.According to- our study and recent literatures, FRA test is an

1deal method for rabies diagnosis. A good result depends on-a spe-
SlflC hght well prepared reagents and experlenced persons.
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SEKIL :1
Tabii olarak enfekte kiopek bsyninden
biiyiitme x 300 (Orig.)

SEKIL : 3
CVS ile enfekte edilmis Fare beyninden
biiyiitme x 300 (Orig.)

SEKIL : 2
Tabii olarak enfekte kedi beyninden
biiyiitme x 300 (Orig.)

SEKIL : 4
Tabii olarak enfekte sigir beyninden
biiyiitme x 300 (Orig.)




