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Floresan Antikor Tekniği (FA); bir antijen- antikor presipitas­
yon reaksiyonudur. Bu reaksiyon, floresan boyalarla kaplanmış 

olan gamma globulinin mikroskopta floresans vermesi ile anlaşılır. 

İlk defa ı 942 senesinde Coons ve arkadaşları ( 6) fluorescein ilc 
muamele edilmiş antikor vasıtasiyle, dokular içindeki antijeni 
meydana çıkarmaya ve bunu bir teşhis metodu olarak kullanmaya 
muvaffak olmuşlar, aynı metod daha sonra Mumps ve Rickettsia 
antijenlerinin demonstrasyonunda (8) ve Pneumococ polisakkaritle­
rinin dokulardaki dağılışmı tesbit maksadiyle kullanılmıştır (ı 7). 
1950 de Coons ve Kaplan (7) ın yaptıkları daha geniş bir araştır­
ma ile Floresan Antikor Tekniği büyük bir tatbik sahası bulmuş 

oldu. 

FA Tekniki ilk defa Goldwasser ve Kissling (ll, 12) in çalış­
maları ile kuduz teşhisine adapte edildi. Bunlar araştırmalarmda 

sokak kuduz virusu ve Fix kuduz virusu ile tecrübevi olarak enfek­
te edilmiş farelerin ve tabii olarak enfekte olmuş muhtelif cins hay­
vanın beyin ve tükrük guddelerinde kuduz virusunu tesbit etme­
ğe muvaffak olmuşlar ve Floresan Antikor tekniği ile, immü­
nizasyona tabi tutulan şahıs'larda antikorun tesbit edilebile­
ceğini, keza Negri cisimlerinin viral orijinli olduğunu bil­
dirmişlerdir. Mc Queen ve Levis (20, 21) tabii olarak kuduza yaka­
lanmış hayvanların beyin dokularında Floresan Antikor tekniği 
ile kuduz antijeninin tesbit edilebileceğini, testin çabuk, pratik ve 
fare inokülasyonuna paralel sonuç vermesi bakımından teşhis la-

( * ) 1\.u<luz Lab. Şefi 
( td< ) Kuduz Lab. JUüt. 

( * * * ) Kuduz Lab. Asi s tanı 
U"~**) Şap Enst. Lab. Şefi 
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boratuvadan için ideal olduğunu bildirmişlerdir. Bilhassa 1960 se­
nesinden sonra pek çok araştırıcı bu metodla kuduz teşhisi üzerin­
de çalışmış ve Floresan Antikor tekniğinin biyolojik metodla para­
lel gittiğini bildirmişlerdi (3, 4, 9, 10, 24). 

Elde edebildiğimiz literatüre göre bizde de Gülmezoğlu (14, 
ı5) Floresan Antikor tekniğini E. Coli ve C. Diphtheriae'nin idan­
tifikasyonunda kullanmıştır. 

FA tekniğinin ku d uzun bilhassa erken teşhisincieki rolünü na­
zan itibara alarak biz de, 1966 yılındanberi bir araştırmaya başla­
mış bulunuyoruz. Bu mesaide, kuduz teşhisi ile meşgul olan labora­
tuvariara faydalı olur kanaatiyle, FA tekniği için lüzumlu oları 
maddelerin istihsal ve titreleri ve boyama metodundan tafsilatiyle 
bahsedilecek tir. 

MATERTAL VE METOD 

Antiserum : Bu maksat için üç merkep Pasteur metodu ( 18) 
ile immünizasyona yatırıldı. Hayvanların üçüne de aynı gün başla­
mak üzere : 

ı inci günden 60 ıncı güne kadar gün aşırı 20 ml Semple tipi 
aşı. 

61. günden 72. güne kadar 3 er gün ara ile, 4 enjeksiyon, 
her enjeksiyonda, Fix Kuduz virusu ile enfekte 1/4 tavşan beyni 
suspansiyonu. 

73 . günden 88. güne kadar 4 er gün ara ile 4 enjeksiyon her 
seferinde Fix Kuduz virusu ile enfekte 1/2 tavşan beyni suspan­
siyonu. 

89. günden 98. güne kadar 5 er gün ara ile 2 enjeksiyon her 
seferinde bütün bir tavşan beyni. 

106. gün birinci kan alma. 

136. gün ı enjeksiyon, bütün bir tavşan beyni, 

144. gün ikinci kan alma. 

Eğer serum elde etmeğe devam edilecekse 30 gün sonra hay­
vana tekrar bir tavşan beyni inoküle edilir ve 8 gün sonra kan alı­
nır. Bu böylece devam eder. 

Merkeplerden elde edilen serumların serum- virus neutraliza-
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tion testi ile Atanasıu ( 1) metoduna göı~e kudretleri ölçüldü. Se­
rumlar evvela 56°C. 30 dakika inaktive edildi. Herbirinden ayrı ay­
rı ı/500, ı/1000, ı/2000, ı/4000 dilüsyonlar hazırlandı. Daha evvel 
titresi yapılarak bilinen standart eprüve virusu (CVS) nun 300 LD 
si ile serum dilüsyonları müsavi miktarda karıştırıldı. Serum- vi­
rus karışımı ı ,5 saat 3rC. etüvde bırakıldı. Sonra her dilüsyondan 
0,03 ml 5 er fareye intraserebral olarak inoküle edildi. Aynı gün 
CVS kuduz virusu tekrar titre edildi. Aşılanmış olan fareler 14 gün 
müşahede de tutuldu ölen ve hastalananlar kaydedildi netice Reed 
ve Muench (ı) metoduna göre hesaplandı. Serumlardan biri zayıf 
titre verdiği için ekarte edildi. İkincisi ı/1800, üçüncüsü 1/4000 iş­
ledi. Bii konjugat hazırlanmasında 1/4000 titre veren serumu kul­
landık. 

Konjugat ( Conjugate) : Serumdaki antikoru yüklenmiş olan 
gamma globulinin floresan boyalaı"la kaplanmasına ve birleş­

mesine konjugasyon, bu maddeye de konjugat denmektedir. Konju­
gasyon esnasında antikarda biyolojik ve immünolajik herhangi bir 
değişiklik olmamaktadır. 

("' ) Konjugat, Batty (2), Marshall (ı9) ve Riggs (22) metod­
larından faydalanılarak hazırlandı. 

Gaınına Globulinin İstihsali : 

ı - Serumun pH sı N/10 NAOH ile 8.5 a ayarlanır. 

2 - Seruma manyetik bir karıştırıcıda kendi hacminin 3.5 
misli %0.4 rivanal yavaş yavaş ilave edilir. Rivanal %0.4 nisbetinde 
distile su ile hazırlanır. 

3 - Meydana gelen çöküntü; albumin, alfa ve beta globuliıı 
ihtiva etmektedir. Bu 5000 devirde ı5 dakika santrifüj edilir ve çö­
küntü atılır. 

4 - Gamma globulin ihtiva eden mayi kısım ölçülür, her 100 
ml için 1.2 gr. aktive kömür (activated charcoal) ilave edilerek 
manyetik karıştırıcı ile 5 dakika karıştırılır bu suretle solüs -
yondaki rivanal ayrılmış olur. 

5 - Bu karışım, içine Whatman No. 42 filtre kağıdı yerleşti­
rilmiş olan Buhner hunisinden süzülerek kömürden ayrılır. Süzme­
yi kolaylaştırmak için su trompu kullanılabilir. 

( *) lionjugatı, kemlinıiz istihsal eılincey·~ kadar \VHO ve İzmirıle bulunan 
Tııslog 3(i. !Hiifreze Vet. Lab. temin eılildi. 
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6 - Elde edilen berrak serum ölçülür, eşit miktarda tam doy­
muş ammonium sulfatla yavaş, yavaş karıştırılır. Bu karıştırma 
esnasında manyetik karıştırıcı kullanılır . Bu suretle gamma globu· 
lin presipite edilmiş olur. 

7 - Tam bir presipitasyon elde etmek için bu karışım 24 saat 
4°C. bırakılır. Ertesi gün 5000 devirde 20 dakika santrifüj edilerek 
dipte kalan çöküntü alınır. 

3 - Bu çöküntü ilk volümünün ı/5 nisbetinde buffer tuzlu 
su pH 7.5 da eritilir. 

9 - Eritilmiş olan gamma globulin deliklerinin çapı 25 arms­
trong olan dializ membranına konur, membranın her iki ucunun 
sızıntı yapmıyacak şekilde sıkıca düğümlcnmesi lazımdır. Mem· 
bran içinde pH 7.5 buffer tuzlu su ihtiva eden beher glasa konarak 
24 saat buz dolabında bırakılır . Bu müddet içinde tuzlu su en az 
üç defa değiştirilmelidir. 

ıo - 24 saat sonra membran içindeki mayi alınır, bu artık 
saf olarak gamma globulin ihtiva etmektedir. Protein konsantras­
yonunu ayarlamak lazımdır . Bir ml serumda 10 mgr. gamma glo­
bulin bulunması lazımdır. 

ll - Protein tayininde absorbsiyon metodu kullanıldı. Spek­
tofotometrede ultraviole ışınlarının 260 ve 280 dalga uzunlukların­
daki rakamların birbirine nisbeti proteinin saf olduğunu göster­
mekte ve ı ml serumda ne kadar protein mevcut olduğu hesaplan­
maktadır. Elde ettiğimiz serumun ı ml sinde 18 mgr. protein ol­
duğu tesbit edildi. 

12 - ı ml de 10 mgr. protein konsantrasyonu elde etmek için, 
içinde ı;ıo nisbetinde karbonat buffer olacak şekilde buffer tuzlu­
su ile sulandırıldı. 

Karbonat bufferin hazırlanması : 

Solusyon A. NaıCOJ 

Solusyon B. NaHCOJ 

5.3 gr.- 100 ml su 

4.2 gr. - ıoo ml su 

A solusyonundan B solusyonuna pH 9 olacak nisbette ilave 
edilir. 

Gamma Globulinin Fluorescein İsothiocyanate ile boyanınası : 
ı mgr. protein için 0.05 mgr. fluorescein izothiocyanate he­
sap edilerek manyetik karıştıncıda ilave edildi ve böylece 
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bir gece buz dolabında bırakıldı. İki ayrı firmanın fluorescein'i 
mukayese etmek maksadiyle, elde ettiğimiz gamma globulini iki 
müsavi kısma ayırarak bir kısmına, «Fluorescein İzothiocyanete, 
Baltirnar Biological Laboratory, USA No. 04- S86» ilave ettik. Di­
ğer kısmına, « İsothiocyanato Fluorescein, Schuchardt München, 
No. IS 09S» ilave ettik. 

Gamma globulindeki fazla boya sefadex'ten süzülmek suretiyle 
hertaraf edildi. 

Sefadex'in Hazırlanması : Bu maksat için süperphine G 25 
sefadex kullanıldı. 2S gr. kadar sefadex 2SO ml tuzlu su ile karış­
tınlır. Çökmesi için bir müddet bırakılır. Sonra üzerindeki mayi dö­
külür. Bu muamele üç kere tekrar edilir. Son olarak yine 2SO ml. tuz­
lu su ile karıştırılır, kutru 3 cm. ve altında musluğu bulunan cam bir 
boruya boşaltılır. Cam borunun en altına sefadex'den evvel az mik­
tarda cam pamuğu yerleştirmek lazımdır . Sefadex'in fazla suyu 
musluktan akıtılır, ve cam borudaki yüksekliği lS cm. kadar olur, 
sefadex'in üzerine cam borunun kutru kadar kesilmiş olan bir süz­
geç kağıdı yerleştir:ilir. Konjuge o'lmuş gamma globulin bu ~üzgeç 
kağıdı üzerine yavaş, yavaş boşaltılır. Konjugat si.izülerek sefadex'i 
geçip cam pamuğa kadar geldiği zaman en üstteki süzgeç kağıdına 
yavaş, yavaş tuzlu su dökülür, bu suretle konjugatın hepsini geri 
almak mümkün olur. Süzülen konjugat absorbsiyona ve titrasyo­
na tabi tutulur. Bunun için doku pudrası ve fare beyni suspansiyo­
nu lazımdır. 

Doku Pud~ası : Cherry ve arkadaşları (S) metoduna göre ha­
zırlandı. 100 adet beyaz farenin beyni ve karaciğeri alınarak ayrı, 
ayrı tartılır. Az miktarda distile su ile mixatörde iyice ezilir. SOOO 
devirele 30 dakika soğutucu santrifüjele çevrilir, sonra çöküntü alı­
nır, hcmoglobinden temizlemek maksadiyle distile su ile, en az üç 
defa, santrifüj edilmek suretiyle yıkanır. Tekrar tuzlu su ile sulan­
dırılır ve sıkı bir tülbentten süzülerek konjektiv doku ve büyük 
parçalardan temizlenmiş olur. Sonra tekrar santrifüj edilir ve 
Buchner hunisine yerleştiiiimiş olan süzgeç kağıdına dökülür, üze­
rinden bolca aseton geçirilmek suretiyle dokuda bulunan sudan 
iyice arınmış olur. İçerisinde su kalmadığına emin olduktan sonra 
37"C. etüve bırakılarak kurutulur. Bu kuru materyal havanda dö­
vülmek suretiyle gayet ince, açık renk doku pudrası elde edildi. 
Pudra rutubet almıyacak şekilde kapalı şişelerde buz dolabında 
muhafaza edilmektedir. 
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Fare Beyni Suspansiyonu (S) : a) Enfekte fare beyni ile. 
b) Normal fare beyni ile hazırlanmaktadır. Her ikisi de boyama 
tekniğinde kontrdl sistemi olarak kullanılmaktadır. 

a) Steril bir petride toplanan enfekte fare beyinleri (fareler 
CVS kuduz virusu ile enfekte edildi) tartılır. Buna 4 volüm yumur­
ta sarısı suspansiyonu ilave edilir, yüksek devirli bir mlxatörde, 
ısınmaması şartiyle bir dakika ezilir, 1000 devirde 10 dakika sant­
rifüj edilir, üstteki kısım alınarak 1 - 2 ml olmak üzere küçük tüp­
lere taksim edilir ve dondurulur. 

b) Normal fare beyni suspansiyon u da aynı şekilde hazırlan­
maktadır. 

Yumurta Sansı Suspansiyonu : 10 ml. 6- 7 günlük eınbryon· 
lu tavuk yumurtası sarısına 90 ml steril bufferli su pH 7.6-7.8 
ilave edilir ve buz dolabında muhafaza edilir. 

pH 7.6 bufferli su : 

NaıHP4 1/10 molar 9l.S ml 
NaHıP04 HıO 1/10 molar 8.5 ml 

Distile su 900 ml. 

20 dakika 120°C. otoklavize edilir. 

Konjugatm Absorbsiyonu (S) : Konjugat, spesifik olmıyan 

boyamalara mani olmak için doku pudraları ile absorbiyona tfı­

bi tutu1lmaktadır. Konsantre konjugatın her ml si için 100 mgr. kara­
ciğer pudrası hesaplanarak santrifüj tüpüna konur. Pudra evvela 
kendi ölçüsünün iki volümü kadar fosfat buffer tuzlu su pH 7.5 ile 
karıştırılarak santrifüj edilir, üstdeki kısım atılır , ıslanmış olan 
pudra daha evvel ölçülmüş olan konjugat ile karıştırılır, çalkalanır 
ve bir saat buz dolabında bırakılır, her ıs dakikada bir çalkalanır, 
sonra 1000 devirde 10 dakika santrifüj edilerek üstteki konjugat bir 
pipet vasıtasiyle bulandırılmadan alınır. Günlük çalışmalara yete­
cek miktarda ampullere taksim edilir, ağızları kapatılarak dondu· 
ıulur. 

Ayni işlem beyin pudrası ile tekrar edildi. 

Konjugatm Titresi : Absorbsiyona tabi tutulan konjugat 
Sikes (23) metodu ile titre edildi. Preparatların hazırlanması ve bo­
yanmasından sonra bahsedilecektiL Altışar adetlik iki seri tüp hazır 
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lanır, üzerlerine, 1/4, 1/6, 1/8, 1/10, 1/12, 1/ı4 yazılır, birinci tüpc 
1 damla konjugat :;1- 3 damla normal fare beyni suspansiyonu 
(NFB); ikinci tüpe ı damla konjugat + S damla NFB susp, ve böy­
lece devam edilir. İkinci seri tüplerde de ayni dilüsyonlar enfekte 
fare beyni (EFB) suspansiyonu ile hazırlanır. Bu suspansiyonlar 
ıo dakika oda derecesinde bırakılır. Kuduzla enfekte fare beynin­
den hazırlanmış olan 6 adet preparatın sol taraflarına birinci tüp­
ten başlamak üzere, Konj. + NFB, sağ tarafına ise Konj. + EFB 
suspansiyonu damlatılır ve usulüne göre boyanır. Birinci preparat­
tan başlamak suretiyle mikroskopta ,evvela sol taraf sonra sağ ta· 
rak tetkik edilir. Neticede, sol tarafta grimsi yeşil doku arasında 
filizi yeşil veya yeşil sarı, yıldız gibi parlak, floresans veren cisim­
lerin, en iyi görüldüğü, sağ tarafta ise, sadece grimsi yeşil veya ma­
vimsi yeşil dokunun görüldüğü fakat floresans cisimlerinin görül­
mediği dilüsyon konjugat'ın titresini verir. Bu dilüsyon tesbit edile­
rek sonraki boyamalarda daima o titre kullanılır. İstihsal ettiğimiz 
konjugatta, yukarda, izah edilen en iyi görünüşü, ı;ıo dilüsyonun­
da elde ettik, boyamalarda daima bu had kullanılındı. Konjugat'ın 
titresi zaman zaman tekrarlandı. 

Mikroskop : Binoculer Jena mikroskobu, cardioid karanlık 

~aha kondansörü, apochromatic objektiv, ışık kaynağı olarak, taz­
yikli civa buharı ihtiva eden HBO 200 tip lamba, ültraviyole ışık 
filtresi UGl, ışık kaynağı ile bu filtre arasına harareti emici bir filt­
re, gözü kaçak ışıklardan korumak maksadiyle GG9 göz filtresi kul­
lanıldı. Büyütme, ıs x ıo, ıs x 20 dir. 

Marazi Materyal : Kuduzdan şüpheli o'larak laboratuvara 
gelen muhtelif cins hayvana (köpek, kedi, sığır, koyun, merkep, fa­
re, sincap, kurt, tilki, manda, keçi, v.b.) ve 13 adedi insana ait 809 
adet marazi madde üzerinde çalışıldı, bunların herbiri üç metodla 
mukayeseli olarak muayeneye tabi tutuldu. 

1 - Beynin arnınon boynuzu kısmından ince bir parça alınarak 
sürme ve dokunciurma preparatı hazırlandı. Seliers metodu ile bo­
yanarak Negri cisimcikleri arandı. 

2 - Anunon boynuzu ve diğer kısımlanndan alınan parçalar 
ezildi .Tuzlu su ile %10 suspansiyon yapılarak santrifüj edildi ve 
üstteki kısımdan intraserebral olarak 0.03 ml. S adet fareye ino­
küle edildi. Bu fareler 30 gün müşahedede tutuldu. 

3- Arnınon boynuzu kısmından alınan ince kesitlerden hazırla-
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nan preparatlar floresan antikor tekniği ile boyandı. Boyarnada di­
rekt metod (S) kullanıldı. 

Preparatın Hazırlanması ve Boyanınası : 

1 - Arnınon boynuzundan alınan ince bir parça tahta spatül ve­
ya birkaç parça katlanmış süzgeç kağıdı üzerine konur. Daha evvel 
alkolden geçirilmiş ve silinerek temizlenmiş ]amın, sağ ve sol ta­
rafına gayet ince olmak üzere iki dokunciurma preparatı yapılır. 

2 - Dreparat 30 dakika, oda derecesinde kurutulur. 

3- Daima frezerde bir lam kabında ( coplin jar) muhafaza edi­
len aseton içine atılarak 4 saat fixasyona terkedilir. 

4- Asetondan çıkarılan preparat boyanıncaya kadar freezerde 
muhafaza edilir. Kontrol olarak kullanılan pozitif preparatlar dai­
ma freezerde muhafaza edilmek şartiyle, bozulmadan uzun zaman 
(1 ay) boyanma kapasitesinden birşey kaybetmeden kullanılabil­

mektedir. 

S - Freezerden çıkanlan preparat, oda derecesinde, S - 10 daki­
ka bırakılır. 

6 - İki küçük tüp alınır. No. ı tüpüne titresine göre ı damla 
konjugat + 9 damla NFB susp. No.2 tüpüne ı damla konj. + 9 
damla EFE susp. damlatılır, karıştırılır. Bunlar 10 dakika oda de­
recesinde bırakılır. 

7 - Preparatın sol tarafına ı damla No. ı suspansiyonundan 
sağ tarafına ise ı damla No. 2 suspansiyonundan damlatılır. Bu 
damlaların birbirine karışmaması için azami dikkat ve itina göste­
rilmesi şarttır. 

8 - Preparatlar, alt tarafına ıslak süzgeç kağıdı kanarak ru­
tubetlenmiş, büyük petri kuttilarında, U şeklindeki baget üzerine 
yerleştirilir, petrinin kapağı kapatılarak 37°C. lık inkübatörde ya­
rım saat bırakılır. 

9 - Petri kutusu inkübatörden çıkarılır, ağzına kadar buffer 
tuzlu su (pH 7.4) ile doldurulur ve boşaltılır, sonra tekrar prepa­
ratlan örtecek kadar buffer tuzlu su ile doldurulur, ıo dakika bek­
letilir. 

ıo - Kuruma esnasında tuz kristallerine mani olmak için bir 
defada distille su ile yıkanır. Meyilli bir yere kanarak suyun su­
zülmesi beklenir. 
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ll - Preparatın sağ ve solunda doku sürülmüş kısımlara glise­
rin ( %90 gliserin, % 10 buffer pH 7) damlatılır ve temizlenmiş la­
melle kapatılır. 

Her boyamada CVS ile hazırlanmış bir müsbet preparat kont­
rol olarak bulundurulur. 

Preparetın Okunınası : Mikroskopta evvela kontrol prepa­
rata bakılarak boyamanın iyi olup olmadığı tesbit edilir, sonra şüp­
heli preparata geçilir. Eğer vak'a müsbet ise;. Preparatın sol tarafın 
da yani konj + NFB damlatılan kısımda grimsİ yeşil doku içinde, az 
veya sayılamıyacak kadar çok, büyüklü, küçüklü, filizi veya sarı 
yeşil renkte, floresans veren cisimler, bunlar yuvarlak veya oval 
olabilmekte, etrafı parlak yeşil, merkezine doğru parlaklık azalmak­
ta ve koyulaşmaktadır. Şekil ve cesamet bakımından Negri sicim­
lerine çok benzemekte fakat diğer boyama metodlarında görüldü­
ğü gibi, içerisinde granül görülmemektedir. Keza aynı preparatta 
sayılmıyacak kadar çok, gayret küçük ,parlak filizi floresans ci­
simcikleri görülmektedir. Bazı preparatlarda ise Negri cisimlerinc 
tesadüf edilmediği halde az veya çok bu küçük kum gibi cisimcik­
ler görülmektedir. Bunlarda teşhis için yeterli bulunmaktadır (21) . 
Preparatın, konj . + EFB susp. damlatılan sağ tarafında ise grimsi 
yeşH veya mavimsi yeşil renkte boyanmış dokudan gayrı bir şey gö­
rülmemektedir. 

FA tekniğinde, bazı preparatlar da spesifik olmayan boyanma­
lar görülmekte, bilhassa çalışmaya yeni başlıyanları şaşırtmakta­
dır, fakat bunlar parlaklık, şekil ve renk bakımından spesifik olan­
lardan kolaylıkla tefrik edilmektedir. Böyle hallerde preparatın sol 
tarafını sağ tarafı ile mukayese ederek şüphe giderilebilir. 

SONUÇLAR 

Üç teşhis metodu ile, mukayeseli olarak üzerinde çalışmış ol­
duğumuz 809 adet marazi maddenin muayene sonuçları tabloda 
görülmektedir. Bunlardan 450 adedi fare inokülasyonu ile müsbet 
sonuç vermiş, 443 adedi FA tekniği ile müsbet sonuç vermiş, 374 
adedinde ise Seliers metodu ile Negri cisimleri tesbit edilmiştir. Bu 
çalışmada fare inokülasyonunu esas olarak alırsak, Negrinin tesbi­
ti, fare inokülasyonu ile ancak %83.1 mutabakat gösterdiği halde, 
FA tekniği %98.4 mutabakat göstermiştir. Ayrıca çok tefessüh et­
miş olan 31 marazi maddeden Negri cisimleri aramak ve fare ino-
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külasyonu yapmak mümkün olmadığı halde FA tekniği ile boyana­
rak 13 adedinde antigen tesbit edilmiştir. Bu marazi maddeleri di­
ğer iki metodla işlernek mümkün olmadığı için tabloya alınmamış­
tır. Keza üç aylık bir köpeğin beyninde Seliers metodu ile Negri 
benzeri cisinıcikler görülmüş, fakat bunu FA tekniği ve fare inokü­
lasyonu teyit etmemiştir. Yine tabloda görüldüğü üzere 3 kedi, 1 
gelincik, ve bir domuz beyni FA tekniği ile müsbet reaksiyon ver­
diği halde, fare inokülasyonu ve Sellers boyası ile teyit edileme­
miştir. 

Aşağıdaki tabloda her üç metodla yapılan muayene sonuÇları 
göı'ülmektedir. 

Muayene sonuçları mUsbct olanlar 

Neviler Muayene 
edilenler Negri 

muayenesi FA Fare inok. 

Köpek 46ı 293 330 336 
Kedi ı52 ı4 26 23 
Sığır 79 47 55 57 
Koyun ll 7 7 '7 
Merkep 9 4 6 7 
Fare ı5 

· Sincap 32 2 2 

: Manda 7 ı ı ı 

Tavuk 7 
At 3 
Kurt 5 4 4 4 
Tavşan 3 
Hamstcr 3 
Gelincik ı ı 
Domuz ı ı 
Keçi 2 ı 2 2 
Sansar ı ı ı ı 
Tilki 2 ı ı 
Ayı ı 
Yarasa ı 

ı ı İnsan ı3 2 6 9 -- ·-
Ye ku n 809 874 443 <150 

TARTIŞMA 

Kuduz teşhisinde virus İzolasyonu en güvenilir bir metod ol­
makla beraber neticeyi almak uzun zamana ihtiyaç göstermekte ve 
ısırılan şahısları aşılanıada tereddütlere yol açmaktadır. Yakın za­
mana kadar kuduzun erken teşhisi Negri'nin görülmesi ile müm-
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kündü ancak, kuduz hayvanların, vasatİ olarak %15, istisnai hal­
lerde %26, (16), bizim çalışmamıza göre ise %13.3 (13), adedinde 
Negri teşekkül etmemektedir. FA tekniği ise, erken teşhise yara-. 
ması, virusu, hatta inaktiv ve ölü virusu meydana çıkarması bakı­
mından Sellers ve fare inokülasyonu metodlarından daha üstündür. 
FA tekniği ile bir marazi maddeye normal olarak 5-6 saat içinde 
teşhis konmaktadır. Yaptığımız mukayeseli denemede,. preparatı 
asetonda 4 saat yerine 1-2 saat bırakmak veya alevde tesbit ~t­
mek arasında, boyanınada herhangi bir fark müşahede etmedik. 
Böylece zaman daha da kısalmış olmaktadır. 

FA tekniğinin muvaffak olmasında, yüksek titreli . bir serum::; 
dan elde edilen konjugat ve konjugat istihsalinde kullanılan flore­
san boyanın kalitesi ve yetişmiş elemanın rolü çok büyüktür. Bazı 
fluorescein izothiocyanate proteinle iyi bir kojugasyon verdiği hal­
de bazıları vermemektedir (21). Biz konjugat istihsalin& kullandı­
ğımız iki ayrı firmanın FITC' dan aynı sonucu aldık. 

Çalışmalarının başlangıcında FA tekniği hakkmda şüpheye düşen 
laboratuvarlar yetişmiş eleman, iyi bir konjugat ve iyi bir boyama 
ile bu metodla virus İzolasyonu arasında tam bir beraberlik eld~ 
etmektedirler. Bizde çalışmamızın başlangıcında bazı hatalara düş­
müş bulunuyoruz. Nitekim tabloda FA tekniği ile fare ·· deneme­
si arasında görülen 7 fark o zamanlara rastlamaktadır. Teste alış­
tıktan ve hatalarımızı tashih ettikten sonra iki test arasında %100 
paralellik temin etmiş bulunmaktayız . · 

Kesif veya %50 gliserin veya herhangi bir antiseptik içinde 
gönderilen beyinlerden FA tekniği ile iyi sonuç alınamadı. Mc 
Queen ve arkadaşlan (21) gliserin içinde muhafaza edilen 8 müsbet 
vak'anın ancak %75 ini müsbet olarak tesbit edebilmişlerdir. Keza 
Wilsnack (24) gliserinde veya formalinde saklamanın boyarnayı 

bozduğunu kaydetmektedir. Buna mukabil az veya çok tefessüh 
eden marazi materyal FA tekniği ile boyanabilmekte ve antijenin 
tesbiti mümkün olmaktadır. 

Bu araştırmada, Negri tesbiti, fare inokülasyonu ile %83.1 
mutabakat gösterdiği halde,· FA tekniği %98.4 mutabakat göster­
miştir. Mc Queen (20) in araştırmasında FA ile virus İzolasyonu 
paralel gitmiş, Negri tesbiti ise %90.5 mutabakat göstermiştir. Yi­
ne Mc Queen ve arkadaşları (21) ikinci bir araştırmada, FA ile fare 
inokülasyonunu paralel bulmuşlar. Negri nmayenesi ise %98.3 nis­
betinde fare inokülasyonuna uygunluk göstermiştir. Beauregard ve 
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arkadaşları (3) Goldwasser ve arkadaşları (12) yaptıkları araştır­
mada, FA tekniği ile fare inokülasyonu arasında pek az bir fark tes­
bit ettiklerini ve FA nın Negri tesbitinden çok üstün olduğunu kay­
cletmişlerdir. 

Konjugatı titre ederken ve günlük çalışmalarımızcia dilüsyon­
ları, daima normal ve enfekte fare beyni suspansiyonları ile hazır­
ladık ve gayet iyi sonuç aldık. Goldwasser ve Kissling (ll) ve Dean 
(9) beyin dokusu ile sulancimlarak kullanılan konjugat ile .boyan­
mış preparatlarda aspesifik reaksiyonların ve bilhassa dokunun 
verdiği floresans'ın azaldığını kaydetmektedirler. 

İyi pir ışık kaynağı, usulüne göre hazırlanan konjugat ve di­
ğer lüzumlu maddeler ve yetişmiş eleman sayesinde FA tekniğinde 
karşılaşılan müşkilat kalkmakta ve bu metod kuduz teşhis labora­
t.uvarları için ideal bir metod olmaktadır. 

ÖZET 

Bu mesaide, Floresan Antikor tekniği ile çalışmak için lüzum­
lu olan maddelerin istihsalleri ve kuduzdan şüpheli hayvan ve in­
san beyinlerinin FA tekniği ile boyanma metodundan bahsedilmek­
tedir . 

.. Üç merkepten istihsal edilen kuduz antiserumlan titre edilerek 
uygun titre verenlerden gamma globulin elde edilmiş, bu gamma 
globulin iki ayrı florescein izotiocyanate ile konjuge edilerek, nor­
mal beyaz farelerden hazırlanan beyin ve karaciğer doku pudraları 
ile ~bsorbe edilmiştir. Absorbsiyonu müteakip titresi yapılmış ve 
.sonrak~ boypmalarda bu titre ku:llanılmıştır. 

Muhtelif cins hayvana, 13 adedi insana ait olmak üzere 809 
adet marazi materyal.floresan antikor tekniği, Sellers boyası ve fa­
re iriokülasyonu ·ile muayeneye tabi tutulmuştur. 

Neticeler vi~us .. izoİasyonu esas alınmak suretiyle değerlendiril­
miştir. 809 marazi materyalin 450 adedi, virus İzolasyonu, 443 ade­

'di FA tekniği ile 374 adedi ise Sellers .metodu ile müsbet sonuç ver­
mişt-it. Burada . Negri cisimlerinin tesbiti fare inokülasyonu ile %' 
83.1 mutabakat gösterdği hadle, FA tekniği %98.4 mutabakat gös­
t~rmiştir. 

· ' Gliserin veya herhangi: bir antiseptik . içinde gönderilen marazi 
materyalin FA tekniği ile boyanınasında aspesifik. reaksiyonların 
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çokluğu yanıltıcı sonuçlar vermektedir. Buna mukabil tefessühteıı 
dolayı diğer metodlarla muayeneye elverişli olmıyan marazi ma­
teryal FA tekniği ile boyanabilmekte ve mükemmel neticeler · alın­

maktadır. 

Mevcut araştırmalar ve bizim çalışmamızın sonucu olarak di­
yebiliriz ki FA tekniği yetişmiş eleman, uygun ışık kaynağı ve iyi 
hazırlanmış bir konjugat sayesinde kuduz teşhis laboratuvarları 

için ideal bir metoddur. 

S ·UMMARY 

The diffuculty of the routine use of the FRA technique is the 
unavailability of commercially produced reagent. For this reason 
w~ süırted in producing conjugate, using three different löts of 
antisera and two different lots of fluorescein izothiocyanate, then 
preparation of tissue powders, sorption of serum globulins and tit­
ration of conjugate, alsa 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 speciinen were found positives by virus isolation from the 
brains and 443 positives detected by FRA test, giving a 98:4 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 same authors reports FRA test is 100 percent in ac­
cordaiıe 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 improwed,. we;·.got. nearly the·· same· result 
w1th vii·us isola1ion. ·· · 

_ . Accordiı:ıg ·to· our study and recent literatures, FRA test is an 
ideal method for ·rab-ies diagnosts. A good .result depeı:ıds ort -a spe­
sific light, well -prepared reage~ts and experience4 pers~ris. 

: . . ! .. ~- _, :- '; ' . ' . : . . 
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ŞEKİL: 1 
Tabii olarak enfekte l"öpek beyninden 

büyütme x 300 (Orig.) 

ŞEKİL: 3 
CVS ile enfekte edamiş Fare beyninden 

büyütme x 300 ( Orig.) 

ŞEKİL: 2 
Tabii olarak enfekte keıli beyninden 

büyütme x 300 (Orig.) 

ŞEKİL: 4 
Tabü olarak enfelcte sığır beyninden 

büyütme x 300 (Orig.) 


