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OZET

Calismamizda, nozokomiyal pnomoni etkeni olarak sik tanimlanan, S.aureus, P.aeruginosa ve K.
pneumoniae bakterileri kullanilarak hazirlanan antijenleri tavuklarin kas igine enjekte edilerek
immiinizasyonlar1 gergeklestirilmistir ve antikorlarin etkinligi ELISA yontemi ile degerlendirilmistir.
Immiinizasyon sonrasi bakterilere kars1 olusan IgY antikorlarmm saflastiriimasi ve elde edilmesi icin PEG
6000 kullanilmugtir. Elde edilen IgY antikorlarmin etkinligi ELISA ydntemiyle tanimlandiktan sonra
spesifik IgY antikorlar cam elyaf yapisina sahip olan filtreye capture ELISA yontemi kullamlarak
sabitlenmistir. Her bakteri igin gelistirilen IgY bazli filtrelerin bakteri yakalama kapasitesini test etmek i¢in
anti-bakteri IgY igeren ve antikor igermeyen filtreler tizerine dort defa 1-20 dakika aralikla bakteriler
piiskiirtiilmiistiir ve filtrelerin arkasina konulan besiyerlerinde (kanli agar ve EMB) koloni sayimi
yapilmustir. S.aureus, P.aeruginosa, K.pneumoniae ile immunize edilmis ve edilmemis tavuklarm IgY
antikorlar arasindaki OD degerleri farkl diltisyonlarda (1/100 ve 1/1000) karsilastirildiginda; immunize olan
tavuklarin yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlarin OD degerlerinin ODC degerinden daha yiiksek
oldugu saptanmugtir (p<0.05). S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae’a Kars1 gelistirilen spesifik IgY
antikorlarinin bakteri yakalama kapasitesini test etmek igin IgY antikorlan farkli konsantrasyonlarda
hazirlanarak (100, 200, 300, 400, 500 ve 750 pg/ml) filtreler kaplanmustir. Bakteri konsantrasyonlar1 5x10%,
3x107, 6x107, 7.5x107, 1.5x108, 3.0x108, 4.5x108 ve 6.0x108 cfu/ml olarak hazirlanmstir. Piiskiirtme islemi
1- 20 dakika araliklarla test edilmistir. Anti-S.aureus IgY igeren filtrelerde iireyen ortalama koloni sayisi 10
iken antikor icermeyen filtre arkasinda 540 koloni sayilmustir, anti-P.aeruginosa IgY igeren filtrede a 5-10
koloni saptanirken antikor icermeyen filtrede tireyen koloni sayisi 837 olarak sayilmugtir. Piiskiirtiilen en
uygun S.aureus bakteri konsantrasyonu 2x10° cfu/ml yogunlugundayken P.aeruginosa bakteri
konsantrasyonu 5x10* cfu/ml yogunlugunda saptanmustir. En etkili antikor konsantrasyonu anti-S.aureus
IgY ve anti-P.aeruginosa IgY antikor iceren filtrelerde 500 pg/ml saptanmustir ve en uygun zamanin ise 10
dakika oldugu belirlenmistir. Bu sonuglarin istatistiksel olarak anlaml farklilik gosterdigi tespit edilmistir
(p<0.05). Optimizasyon g¢alismalar1 siiresince anti-K.pneumoniae 1gY konsantrasyonlar1 ve piiskiirtme
stireleriyle elde edilen sonuglar arasinda tutarsiz bulgular saptanmstir. Bu nedenle anti-K.pneumoniae IgY
ile hazirlanan filtreler ile sonu¢ alinmamasimn; I: immunizasyon sonrasi etkili IgY olusumunun
olmamamast, |I: antijen hazirlanmasindan kaynaklanan nedenlere bagli olabilecegi, III: antijen eldesi i¢in
kullanilan susa bagli olabilecegini kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Calismamizda elde edilen veriler
nozokomiyal pnomoni etkeni olarak sik izole edilen bakterilere karsi tavuklardan elde edilen IgY
antikorlarinin etkinliginin yiiksek oldugunu gostermistir. IgY antikorlarinin gelecekte tam, tedavi ve
endiistriyel kullanimda 6zellikle anti-mikrobiyal maske ve biyofiltre gelistirilmesinde etkin olarak
kullanilabilecegi diisiincesine varilmistir.
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ABSTRACT

In this study, our aim is to produce IgY antibodies against bacteria of S. aureus, K. pneumoniae and P.
aeruginosa which commonly identified as the cause of nosocomial pneumonia, and to investigate the
efficiency of the produced antibodies using ELISA method. Immunization of chicken was performed using S.
aureus, P. aeruginosa and K. pneumoniae bacteria were immunized through intramuscular injection. PEG
6000 procedure was used for the isolation and purification of IgY antibodies synthesized by immunized hens
against bacteria. In that, it is used to fix the specific IgY antibodies to the glass fiber filter useing capture ELISA
method. An IgY based filter was developed for each bacteria and tested according to bacterial capture capacity;
anti-bacteria IgY and antibody-free filters sprayed with bacteria four times between 1-20 minutes. IgY
antibodies isolated from hens were compared in order to determine OD values with ELISA method. In both
dilutions (1/100 and 1/1000) IgY OD values of hens were immunized with S. aureus, P. aeruginosa and K.
pneumoniae observed to be higher than the calculated cutoff value (ODC) (p<0.05). Developed filters was
coated with specific IgY antibodies at different concentrations of (100, 200, 300, 400, 500 and 750 pg/ml)
against S. aureus, P. aeruginosa and K.pneumoniae. Bacterial concentrations were prepared at 5x10% 3x107,
6x107, 7.5x107, 1.5x108, 3.0x108, 4.5x108 ve 6.0x10° cfu/ml. The spraying process was tested during the
periods of 1-20 minutes. Filters efficiency was determined by placing blood agar and EMB behind the filters
and then counting the colonies grown on the media. The number of S. aureus colonies in antibody-containing
filter found to be 10 while the antibody-free filter were 540 colonies. According to the results of several testing
scenarios in this study, the optimal bacteria concentration was found to be 2x10° cfu/ml, antibody concentration
was 500 pg/ml, and ideal spraying time is 10 minutes. These results have been found to show a statistical
difference of p<0.05. Regarding anti-P. aeruginosa, the antibody-containing filter number of colonies was
between 5-10 while the antibody-free filter were 837 colonies. The ideal bacteria concentration was 5x10*
cfu/ml while antibody concentration was 500 pg/ml, with optimal spraying time of 10 minutes. These results
showed statistical difference of p<0.05. However, anti-K.pneumoniae with and without IgY antibodies filter
showed an inconsistent results. We think it could be one of the following reasons; (1) no effective IgY formation
after immunization, (I1) due to the antigen preparation to reasons attributable, and (I11) could be the strain used
for obtained antigen. In contrast, the data obtained from different study shows that high efficacy of IgY
antibodies isolated from chickens against bacteria which are commonly identified as the cause of nosocomial
pneumonia. Therefore, it is concluded based on the results of this study that IgY antibodies can/and will be
largely and actively used for the purposes of diagnosis and treatments, especially in the development of
antimicrobial masks and biofilters.
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TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca akademik bilgisini ve deneyimleri ile her zaman yanimda olan,
beni arastirmaya yonlendiren, tesvik eden destegini higbir zaman esirgemeyen ¢ok kiymetli
hocama. Prof. Dr. Funda DOGRUMAN AL’ a, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bilgileri ile
bana yardimci olan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin degerli Ogretim iiyeleri
hocalarima manevi desteklerini eksik etmeyen hocalarima tesekkiir ederim. Caligmalarim
sirasinda bana gosterdigi hosgorii, ilgi ve desteklerinden dolayr akademik hayatin devam
etmesi ve olgunlagmasinda maddi, manevi her tiirlii destegi veren Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba
Topluluklar Baskanligi’na, Tiirkmeneli Kiiltiir Merkezi’ne ve Tiirkmeneli Vakfi’na ayrica
O0grenim hayatim boyunca her tiirlii zorluga ragmen hicbir destegi benden esirgemeden
bugiinlere gelmeme vesile olan sevgili annem Faeza AFANDI’ye sevgili babam Hussein
AFANDI’ye, sevgili erkek ve kiz kardeslerime ictenligimle tesekkiir ederim. Doktora
stiresinde c¢aligmam i¢in harcadigim zamanlar nedeniyle onlara katamadigim anilar ve
gosteremedigim ilgi igin hi¢ sikayet¢i olmayan hayat arkadasim, sevgili esim Zemfira
AFANDI’ye ve biricik oglum BARIS’a sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.

Ali Hussein M. AFANDI
Haziran, 2019
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1. GIRIS

Enfeksiyonlar, viicuda ¢esitli yollardan bulasan mikroorganizmalarla ortaya ¢ikmaktadir.
Enfeksiyon etkenler ise; bakteri, viriis, mantar ve parazitler gibi mikroorganizmalardir [1].
Ancak bu etkenlerin arasinda enfeksiyon hastaliklarina en sik neden ve tedavi agisindan zor
olan enfeksiyonlar bakteri kaynakli olanlardir [1]. Hastaliklara neden olan
mikroorganizmalar viicuda ¢esitli yollarla girmektedirler ve en sik goriilen ii¢ temel yayilma
yolu ile bulagmaktadir. Birincisi damlacik yolu ile (>5 um ¢apl enfekte partikiiller) bulas
daha ¢ok yaklagik bir metreden daha yakin mesafelerde olusabilmektedir [1]. Enfekte
hastanin Oksilirmesi, hapsirmasi, konusmasi veya aspirasyon, bronkoskopi gibi islemler
sirasinda olusmaktadir. Ikincisi ise temas yolu ile yayilim en sik gériilen bulas yoludur.
Direk veya indirekt olabilir. Direk temas hastadan hastaya temasla olabilmektedir. Cilt cilde
temasla veya delici alet yaralanmalari ile bulasmaktadir. Hava veya solunum yolu ile yayilim
<5 um ¢apli enfekte partikiil iceren ve uzun siire havada asili kalabilen enfekte damlaciklarin
diger hastalar tarafindan solunmasi ile bulagmaktadir [1]. Solunum yolu enfeksiyonlarinda
bulagma etkenin dis ortamda canli kalabilme 6zelligine gére dogrudan ya da dolayli yol ile
olabilmektedir. Dogrudan bulagma etkenin, kisiden kisiye yakin temas sonucu damlacik yolu
ile gegmektedir, dolayli bulagma ise havada asili kalan damlacik ¢ekirdeginin solunmasi ile
bulagmaktadir [2]. Hava yoluyla bulasan hastaliklarin evin ayni katta farkli odalar ve ayni
binada farkli daireler arasinda yayilabildigi gériinmektedir [2]. Ayn1 ortamda bulunan
enfekte kisiden, nefes alma, konusmak, Oksiirmek ve hapsirmak gibi insan solunum
aktiviteleri ile hastalik bulagsmaktadir. Havada bulunan damlaciklar uzun siire kalabilmekte
ve hava akimiyla uzak mesafelere tasinabilmektedir [2]. Yapilan arastirmalarda, havada
tespit edilen mikoorganizmlarin % 80 bakteri iken ikinci sirada mantar ve diger canlilar
ticlincii sirada yer almaktadirlar. Gogiis yogun bakim, cerrahi yogun bakim ve acil serviste
yapilan hava taramasinda %80-90 arasinda bakteri, %10-15 arasinda mantar ve %5 civarinda
virlis saptanmistir [3]. Bu calismada kiiltlir yontemleri ve molekiiler yontemlerle bakteri
konsantrasyonu 10 — 107 bakteri / m® olarak tespit edilmistir [3]. Hava ve solunum yoluyla
bulasan hastaliklar; grip, nezle, tonsillit, bronsit, faranjit, otit ve pnémoni olarak ortaya
cikmaktadir [4]. Hastane enfeksiyonlar1 (HE) genel olarak farkli hastalik nedenleriyle
hastaneye yatan bir hastada, hastaneye bagvurdugunda bulunmayan, kulugka doneminde
olmayan ve hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra gelisen veya taburcu olduktan sonra 10 giin
icinde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir [1]. Hastane enfeksiyonlari yatakl tedavi kurumlarinin

hizmet kalitesinin gostergesidir [1]. Hastane enfeksiyonlari, hastanede kalis siiresinin



uzamasi, mortalite ve morbiditenin artmasi, tedavi siiresinin uzamasi gibi sorunlart da
beraberinde getirmektedir [5]. Hastane hava kirliligi, havada bulunan kati ve sivi ugusan
maddelerdir ve bunlarin kaynagi, doganin yapisinda bulunan ve riizgar gibi olaylar ile
dagilan toz ve polenler iken digerleri yine dogada bulunan bakteri, viriis ve mantarlar olarak
bilinmektedir. Bunun yani sira gelisen sanayi ve teknolojiye bagli kirlenmenin getirmis
oldugu yiik ¢cok daha fazladir. D1s hava, ortalama 107-10° aras1 0.5 um partiikiil icermektedir
[6]. Steril ortamlardaki Kirlilik ise ortamdaki cihaz ve insanlardan kaynaklanir, ancak bir
steril alan i¢cinde en &nemli faktor olan yine insan oldugu bildirilmektedir. insan viicudundan
dakika iginde, 10%in iizerinde bakteri ve mantar sagarilarken ¢ap1 0.3 um olan 10° adet toz
pargacigl yaymaktadir [6]. Ameliyathane havasinda bulunan mikroorganizma sayisi ile
ameliyattan sonra gelisen enfeksiyon oranlari arasinda dogru bir baglanti oldugu
saptanmistir, dzellikle Staphylococcus aureus sayisiin 1 m*’liik hacimde 750-1500 arasinda
olabildigi bildirilmektedir, fakat 6zel hava akimlari kullanarak bu oranin azaldig:

saptanmustir [6].

Pnomoni: siklikla akciger dokusunun bakteri, viriis, mantar ve diger mikroorganizmalara
karst yanit olarak akciger parankiminde (alveol ve interstisyum) gelisen akut bir
inflamasyondur. Pnémoni; toplum kokenli, hastane kokenli ve bagisikligi baskilanmig
olanlarda goriilen pnémoni sekilinde olabilmektedir [4]. Hastanede gelisen pnomonilere
%80-90 bakteriler ve %10-20 viriisler neden olmaktadir. Mantarlar olgularin %1’ine yakin

kisminda neden iken, Candida tiirleri ve Aspergillus tiirleri en sik izole edilen mantarlardir

[7].

Hastanede gelisen pnomoni (HGP), genellikle hastaneye yatistan 48 saat sonra gelisen ve
hastanin yatisinda inkiibasyon doneminde olmadig1 bilinen pndmoni olgulari ile, hastaneden
taburcu olduktan sonraki 48-72 saat igerisinde ortaya ¢ikan pndmoni olarak
tanimlanmaktadir [4, 8]. Hastanede gelisen pnomoniler, hastane enfeksiyonlarinda birinci
veya ikinci sirada yer almaktadir. HGP, hastane enfeksiyonlar ile iliskili 6liimlerin %60°na
neden olmaktadir, en ¢ok etkilenen gurup ise; 2-12 ay arasindaki ¢ocuklardir. Hastanede
yatan hastalarin %0.5-1’inde, yogun bakim birimlerine yatan hastalarin %15-20’sinde HGP
gelistigi bildirilmektedir [4]. Toplum kdkenli pnomonilerde 6liim oraninda son 50 yilda
%97’lik bir azalma saglanabilmis olmasma karsin, HGP’de mortalite hala %30-33

arasindadir [4].



Pnomoninin 6ksiiriik, balgam, nefes darlig1 ve gogiis agris1 gibi semptomlar1 goriilmektedir
[9]. Tirkiye’de HGP saptanan olgularda ortalama mortalite orani %30-87 arasinda
degismektedir [10, 11]. Hastalarda pnémoni gelismesinin yogun bakim birimi hastalarinda
mortaliteyi {i¢ kat artirdig1 gosterilmistir [12]. HGP olgularinin gelismesinin hastanede kalis
sliresinin uzattig1 ve hastane maliyetlerinin 4-5 kat artmasina neden oldugu bildirilmektedir.
HGP gelisiminde mikroorganizmalar alt solunum yollarina baslica ii¢ yoldan bulagmaktadir.
Birincisi orofarinkste kolonize mikroorganizmalarin spirasyonuyla, ikincisi ise inhalasyon
yolu (5 um’den kiiciik ve mikroorganizma igeren partikiillerin inhalasyon yolu ile alt
solunum yollarina ulagmasi sonucu da HGP gelisebilmektedir) ve iigiinciisiic hematojen

yoldur [13, 14].

Hastane kdkenli pnémoni baglangi¢ zamanlarina goére erken ve ge¢ baslangi¢h olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Pnédmonilerin erken baslangigli olanlarinda; Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumonia, metisiline duyarh Staphylococcus aureus (MSSA), Mycoplasma
pneumoniae gibi mikroorganizmalar etken olarak tanimlanmaktadir. Geg¢ baslangigh
pnomonilerde ise direngli Pseudomonas tiirleri, Klebsiella tiirleri, Gram-negatif enterik
basiller ve metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve anaerop bakteriler etken olarak tespit
edilmektedir. Nozokomiyal salginlarda ayrica Acinetobacter tiirleri, Stenotrophomonas

maltophilia gibi nadir etkenler de patojen olarak tespit edilebilmektedir [7, 15, 16].

Normal sartlarda 6zellikle steril alan klimatizasyonu saglayan sistemlerde koruyucu o6n
filtreler ve HEPA filtreler mevcut olsa bile bunlarin uygun olmayan kullanim ve bakimlari
ile sistemin kendisi enfeksiyon kaynagi olabilmektedir [6]. Bu konuda en basi ¢eken
Legionella pneumophila (L.pneumophila) disinda benzeri ortamlarda iireyebilecek ve
literatiir bilgileri ile tespit edilen diger patojenler; P.aeruginosa, Acinetobacter tiirleri
(Acinetobacter baumannii) gibi etkenlerdir [6]. Ticari olarak hali hazirda kullanima
sunulmus inorganik antibakteriyel maddeler, giimiis, bakir ya da ¢inko iceren filtreler
giivenlik nedeniyle sinirh bir sekilde kullanilmaktadir, 6zellikle giimiis igeren antibakteriyel
filtrelerde genis spektrumlu antibakteriyel 6zellige sahip olmasina ragmen insan ve
hayvanlara diisiik toksisitesi oldugu bildirilmistir. Ayrica giimis filtrelerde diisiik
konsantrasyonlarda kullaniliginda antibakteriyel etki gostermektedir. Giimiis iyonlarinin,
1518a karst duyarliligr ve halojen iyonlar1 ile yliksek reaktiflik derecesine sahip olmasinin
yani sira antibakteriyel etkisinin azaldig1 tespit edilmistir. Antibakteriyel filtre liretiminde

cesitli organik materyallerin yani sira antikorlara dayali (antijen—antikor baglanma yetenegi)



filtre cesitli avantajlara sahip oldugu ortaya konulmustur. Kimyasal yontemlere gore daha
giivenli olmalari, fiziksel yontemlere gore daha spesifik olmalari ve daha hizli reaksiyon

gOstermeleri avantajlar1 arasinda yer almaktadir [6, 16-19].

Bu tez calismasinda, HGP’lerin 6nlenmesinde yardimci olacak IgY teknolojisine dayali
klima filtresi gelistirilmesi hedeflenmekte ve bu biyofiltrenin hava yolu ile bulasan
patojenleri kontrol etmede biiylik yarar saglayacagi disiiniilmektedir. 1gY antikoru:
tavuklarin serum ve yumurta sarisinda bulunan antikorlardir. Tavuklarda bulunan bu
antikorlar enfeksiyon sirasinda mikroorganizmalara karsi {iretilen spesifik antikorlardir ve
aynt zamanda bu antikorlarin yumurta sarisina transfer oldugu bilinmektedir. IgY
teknolojisi, tavuk yumurtasinda antikoru iiretmeye ve izole etmeye dayanan bir yontemdir
[19]. HGP’lere sik neden olan S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae gibi bakterilere
kars1 IgY antikorunu gelistirmek i¢in Lohmann Brown cinsi tavuklar1 gogiis kas i¢i yoluyla
immunize edildi. Elde edilen IgY antikorlarinin etkinligi ELISA yontemiyle tanimlandi ve
spesifik IgY antikorlar cam elyaf yapisina sahip olan filtreye capture ELISA yontemi
kullanilarak sabitlendi ve hazirlanan biyofiltreler elde edilen IgY antikorlariyla kaplandi.
Gelistirilen IgY bazli filtrelerin bakteri yakalama kapasitesini test etmek igin bakteri

stispansiyonlari filtre lizerine puskiirtiildii.

Bu tez ¢alismasi ile gelistirilecek olan biyofiltrelerin HGP'inin 6nlenmesinde énemli rolii

olacagi distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enfeksiyon

Enfeksiyonlar, viicuda gesitli yollardan bulasan mikroorganizmalarla (bakteri, viriis, mantar
ve parazit) gelismektedir. Ancak bunlar i¢cinde bakteriden kaynakli enfeksiyonlar en 6nemli
enfeksiyon tiirii olarak ortaya ¢ikmaktadir [1]. Solunum yolu enfeksiyonlari, kisiden kisiye
direk temas ve damlacik yolu ile bulasmaktadir [20, 21]. Havanin igerisinde bulunan kat1 ve
s1vi ugusan maddelerin iki temel kaynagi mevcuttur: birincisi alana disaridan giren havanin
icinde bulunurlar, bir kism1 doganin yapisinda bulunan ve riizgar gibi doga olaylar ile
yayilan toz ve polen iken, bir kismi ise yine dogada bulunan bakteri, virlis ve mantarlar
olabilmektedir. Dis hava, ortalama 10 milyon ile 10 milyar aras1 0.5 um pargacik
icermektedir. ikincisi steril alanin icinde bulunan cihaz ve insanlardan kaynaklanir. Steril
alan iginde en dnemli faktdr insandir. Insan viicudu yaklasik olarak 1000/dk’nin {izerinde

bakteri ve mantar pargacigl yaymaktadir [6].

2.2. Hastane Enfeksiyonlari

Latince nosos (hastalik), komeion (tedavi), nosocomeion sozciiklerinden tiiretilen
“nozokomiyal enfeksiyon” genel olarak enfeksiyon disinda bir nedenle hastaneye bagvuran
bir hastada hastanede gelisen enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir [7, 9]. Farkli hastalik
nedenlerle hastaneye yatan bir hastada, hastaneye bagvurdugunda bulunmayan, kulucka
doneminde olmayan ve hastaneye yattiktan 48-72 saat gectikten sonra gelisen veya taburcu
olduktan sonra 10 giin i¢inde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir [1]. Bakteri kaynakli pnomoni
en onemli bulasic1 hastaliklardan biri olup, yasam kalitesi, mortalite ve toplum iizerinde
biiyiik etkiye sahiptir [7, 9]. Pnémoni; toplum kokenli pndmoni, hastane kokenli pnomoni
ve bagisikligi baskilanmis olanlarda pndmoni olarak goriilmektedir [4]. Diinyada iilkelerin
cozemedigi onemli bir saglik sorunudur, her y1l milyonlarca kisi hastane enfeksiyonundan
etkilenmekte ve hastane enfeksiyonu tiim diinyada saglik hizmeti sunumunda en ¢ok
rastlanan yan etki olarak bilinmektedir [1]. Hastane enfeksiyonlari, hastanede kalis siiresinin
uzamasl, uzun siireli is glicii kayb1 yaratmakta, mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara
direnglerinin artmasina neden olmakta, saglik sistemine ciddi bir ilave maliyet getirmekte,
hasta ve ailesi igin ciddi bir maliyete sebep olmakta, tedavi siiresinin uzamasi gibi sorunlari

mortalite ve morbiditenin artmasini1 da beraberinde getirmektedir [1].



Hastane enfeksiyonlari, hastaneden hastaneye ve hatta hastane i¢inde degisik servisler
arasinda bile biiyiik farklilik gdstermektedir. Yapilan bir calismada YBU’nde 12 aylik
donemde yapilan bir ¢alismada, YBU’de gelisen enfeksiyonlar; etken mikroorganizmalar,
YBU’de yatis siiresi, mortalite yoniinden degerlendirilmistir. HE tanilar1 CDC nin kriterleri
esas alinarak konulmustur. Toplam 119 hasta 1733 hasta giinii takip edilmistir. 51 hastada
toplam 75 enfeksiyon atagi gelismistir. Kiimiilatif YBU enfeksiyon insidansi %63.0,
insidans dansitesi ise 43.2/1000 hasta yatis giinii olarak bulunmustur. En sik idrar yolu
enfeksiyonu goriilmustiir. Olgularin %89.1’ine idrar sondas1 uygulanmis ve enfeksiyon
oram1 1000 sonda giiniinde 16.9 olarak tespit edilmistir. Ikinci siklikta pnémoni (1000
ventilator giiniinde 26.1) ve kateter enfeksiyonu (1000 kateter giiniinde 48) izlenmistir. Bu
siire iginde beyin cerrahi YBU’de genel mortalite oran1 %28.5 bulunmustur. YBUde
enfeksiyon gelisen hastalarda mortalite anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.0.001).
Y ogun bakimda yatis siiresi, enfeksiyon gelisenlerde daha yiiksek bulunmustur. Birden fazla
enfeksiyon atagi gelisen 18 hastanin 10’u kaybedilmistir. En sik Staphylococcus aureus ve

Pseudomonas aeruginosa bakterileri izole edilmistir [1, 35].

Hastane kaynakl enfeksiyonlar hastalarda fonksiyonel bozukluklara, duygusal strese, yasam
kalitesinin diismesine veya Oliime neden olabilmektedir. Ayrica hastanede yatis siiresinin
uzamasl, 1§ kaybinin ortaya ¢ikmasi, ilag kullaniminin artmasi, izolasyon ihtiyaci olmasi, ek
laboratuvar ya da diger tan1 yontemlerinin kullanimi gibi nedenlerle ekonomik yiikii de

artirmaktadir [1].

2.3. Pnomoni

Pnomoni enfeksiyonu, mikroorganizmalara kars1 yanit olarak akciger parankiminde gelisen
akut bir inflamasyondur. Pnémoninin semptomlari; okstiriik, balgam, nefes darlig1 ve gogiis
agris1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica ates, halsizlik ve istahsizlik da goriilebilmektedir
[7, 9]

Pnomoni; toplum kokenli pnédmoni, hastanede gelisen pnomoni ve bagisikligr baskilanmis
olanlarda pnémoni seklinde {i¢ baslik altinda siniflandirilmaktadir [4, 9]. Hastanede gelisen
pnomoniye (HGP), ya ¢ok direngli ya da firsatci patojenler neden olmakla birlikte, %80-90°1

bakteriler ve %10-20’si virlislerden kaynaklanmakta ve mantarlar olgularin %]1’inden



sorumlu olup Candida ve Aspergillus tiirleri en sik rastlanan mantarlar olarak
tanimlanmaktadir (Cizelge 2.1) [3, 7, 9, 21].

Cizelge 2.1. Nozokomiyal pnémonide rol oynayan mikroorganizmalar

Erken donem Geg donem

Streptococcus pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Haemophilus influenzae Enterobacter spp.

Moraxella catarrhalis Acinetobacter spp

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae

Gram-negatif basiller Serratia marcescens ve Escherichia coli

Hastanede gelisen pnomoniler, nozokomiyal enfeksiyonlar arasinda siklik agisindan ilk
siralarda yer alir ve hastane enfeksiyonlarina bagli 6liimlerin %60’ indan sorumludur. En ¢ok
etkilenen gurup ise; 2-12 ay arasindaki ¢ocuklardir. Pnémoni goriilme sikligi 65-69 yas
grubunda %18,2 iken, 85 yas ve istii grupta neredeyse bunun ii¢ kat1 oranlara (%52,3)
cikmaktadir. ileri yas grubunda; KOAH, diyabet, kronik bdbrek yetmezligi, konjestif kalp
yetmezligi, kronik karaciger hastaligi gibi altta yatan bagka bir hastalig1 olanlarda pnémoni
daha sik goriilmekte ve agir seyredebilmektedir. Hastanede yatan hastalarin %0.5-1inde,
yogun bakim birimlerine yatan hastalarin %15-20’sinde HGP gelistigi bildirilmektedir [4,
21].

2.3.1. Epidemiyoloji

Pnomonilerin Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde tiim 6liim nedenleri arasinda altinci
sirada, enfeksiyon hastaliklarina bagli 6liimler iginde ise ilk sirada yer aldig bilinmektedir
[20, 21, 25]. Hastane enfeksiyonlari, bir hastanede ya da hastanenin birkag servisinde, bir
donemde, olagan kabul edilen oranin iistiinde HE’nun goriilmesini ifade eder. Yalniz bir
epideminin tanimlanmasi icin, o hastanede ya da serviste olagan kabul edilen oranin
saptanmasi gerekmektedir. Hi¢ enfeksiyon goriilmeyen bir serviste ya da enfeksiyon etkeni
olarak rastlanmayan bir bakteri ile sadece birka¢ hastada ortaya ¢ikan bir enfeksiyon da
“epidemi” olarak kabul edilmektedir [1, 25].

Hastanede genel olarak en sik diriner sistem enfeksiyonu gelisirken, yogun bakim
{initelerinde (YBU) nozokomiyal pndmoni ilk sirada yer almaktadir. Hastane
enfeksiyonlarinda nozokomiyal pnémoni %0.5-1 siklikta goriiniirken, YBU’lerde ise %10-
40 siklikta gelismektedir. Mekanik ventilasyon uygulanan kisilerde ise 6-20 kat fazla oldugu

bildirilmistir. National Nasocomial Infection Survelliance (NNIS) verilerine gére Ventilatdr



takilan her 1000 hastadan 6.7- 24.1’nin nozokomiyal pnémoni oldugu saptanmistir. Ancak
bu veriler YBU’niin tipi ve hastaneye bagl faktorlere gore degisiklik gdstermektedir.
Nozokomiyal pnomonide mortalite %20-70 olarak belirtilmektedir [1, 22, 23]. Pensillinin
kullanilmaya baslanmasiyla 1940 yilindan sonra daha 6nceki yillarda nozokomiyal pnémoni
etkeni olarak en c¢ok &liime neden olan bakteri ‘Streptococcus pyogenes’ iken, penisilin
kullanilmasiyla bu etken azalmistir. Ancak Staphylococcus aureus 1965'li yillara kadar
nozokomiyal enfeksiyonlarin en ¢ok rastlanan etkeni olmustur. 1960-1980'li yillar arasinda
penisilinaza direncli penisilinler ve diger antistafilokokal antibiyotiklerin kullanimi sonucu
gram negatif basiller birinci sirada yer almistir. Giiniimiizde gram negatif bakterilerin yani
sira MRSA ve koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), enterokoklar ile Candida gibi firsatgi

mayalar nozokomiyal enfeksiyonlarda ilk siralarda izole edilmektedir [1, 22, 23].

2.3.2. Bulasma Yyollar1 ve patogenez

HGP olusumunda mikroorganizmalar alt solunum yollarina baslica ii¢ yoldan bulagmaktadir.
Orofarinkste kolonize mikroorganizmalarin aspirasyonu, inhalasyon ve hematojen yoldur.
Ayrica gastrointestinal sistemden bakteriyel translokasyon (son zamanlarda malignite, yanik
ve bagisiklig1 kirilmis hastalarda 6ne siiriilen yol) ile alt solunum yollarina ge¢gmektedirler
[1, 25, 26]. Enfeksiyonda temel basamak potansiyel patojen mikroorganizmalarin yanak
mukozasina tutunma yetenegine sahip olmasidir. Yapilan arastirmalarda ise fibronektinin bu
adezyonu onledigi belirtilmistir, bazi kritik durumlarda tiikiiriikte fibronektin pargalayan
proteazlarin arttig1 durumda adezin kolayca gelismesine zemin hazirladig1 saptanmistir ve
ayrica P. aeruginosa ve S.aureus gibi bazi bakterilerin de fibronektini pargalayabildikleri
gosterilmistir. Bakteriyel adezinler ve Onceden antibiyotik kullanimi da adezyonu
kolaylastirmaktadir [25, 26]. Kolonize olan etkenin mikroaspirasyon yoluyla akciger
parankimine ulagmasiyla enfeksiyon meydana gelmekte ve primer endojen, sekonder
endojen ve ekzojen kaynakli olarak ortaya ¢ikmaktadir [26]. Primer endojen enfeksiyon;
yatis sirasinda mevcut olan enfeksiyonu, sekonder endojen enfeksiyon; yatis sirasinda
mevcut olmayan ancak yattigi iinitede kolonize olan mikroorganizmalarin akciger
parankimine ulagmasini ifade etmektedir. Kritik hastalarda kolonizasyon hizi ise % 73‘e
ulagmaktadir (Sekil 2.1) [26].
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Sekil 2.1. Hastanede gelisen pnémoninin bulas yollar1 [26]

2.4. Hastanede Gelisen Pnomoni Etkenleri

2.4.1. Pseudomonas aeruginosa

Tarihce ve siniflandirma

[k kez Gessard tarafindan 1882 yilinda mavi yesil cerahat etkeni olarak tanimlanmistir. 1886
yilinda yeni dogan kaninda, 1899 yilinda ise yetiskin kaninda enfeksiyon etkeni olarak izole
edilmistir. 19. yiizyiln sonunda insanin hemen hemen tiim anatomik bdlgelerinden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmistir. 1980 lerden sonra hastane enfeksiyon etkeni
olarak dikkat cekmeye baslamistir [27]. Pseudomonadaceae familyasi Azotobacter group,
Mesophilobacter, Oblitimonas, Permianibacter ve Pseudomonas olmak iizere 5 cinsten
olusur. Pseudomonas cinsi de 13 farkli alt tiirii i¢erir. Bunlar; P. aeruginosa, P. alcaligenes,
P. anguilliseptica, P. caeni, P. citronellolis, P. flavescens, P. jinjuensis, P. mendocina, P.

nitroreducens/multiresinivorans

grup,

P.oleovorans/pseudoalcaligenes

pseudoalcaligenes, P. resinovorans ve P. straminea olarak bildirilmistir [28].
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Classification

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gamma Proteobacteria
Order. Pseudomonadales
Family: Pseudomonadaceae
Genus: Pseudomonas
Species: P. aeruginosa

Sekil 2.2. Pseudomonas aeruginosa min siniflandirmasti

Pseudomonas aeruginosa ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, aerob, gram negatif 6zellikte basildir, diiz veya hafif kivrik, spor
yapmayan, 0,5-0,8 um eninde, 1,5-3,0 um uzunlugunda, ug¢larinda tek, nadiren 2-3 adet
kirpigi ile haraketli bir bakteridir (Resim 2.1) [29, 30]. Bu bakteriler 37° C sicaklikta iirerler,
4° C de iirememektedirler. Nitratli ortamlarda ve arjinin bulundugunda anaerop kosularda
da tireyebilirler. Piyosiyanin pigmentinin olugmasi {ireme ortamina bagli olup ortamdaki
yiliksek fosfat konsantrasyonlarinda artarken, stoklanan Kkiiltiirlerde pigment olusturma
ozelliklerini kaybedebilirler. Pseudomonas aeruginosa’nin suda eriyen piyoverdin pigmenti
ile suda ve kloroformda eriyen pyosiyanin pigmentinin birlesmesi sonucu karakteristik
parlak yesil renkli koloniler ortaya ¢ikmaktadir (Resim 2.2). P.aeruginosa’nin bazi kokenleri
piyorubin ve kahverengi-siyah bir pigment olan piyomelanin de iretebilirler [24].
Pseudomonas aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmemektedir. Glikoz ve ksilozu,
oksidasyon ile pargalar ancak maltozu fermente etmez. Katalaz ve oksidaz testleri pozitiftir,

metil kirmizisi ve Voges Proskauer testleri negatif olarak bilinmektedir (Resim 2.3) [24, 30].
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Resim 2.1. Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin mikroskobik goriiniimii [24]

Resim 2.2. Pseudomonas aeruginosa kolonilerinin kanli agarda gériintimii [24]
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Biochemical Test of Pseudomonas aeruginosa

SIM

urea

i

5! OXIDASE W=

Oxidase positive

Oxidase negative

MR

Resim 2.3. Pseudomonas aeruginosa biyokimya testi sonuglari [24]

Klinik

Pseudomonas aeruginosa toprak, bitki, su, hayvan ve insan viicut ylizeyleri gibi ortamlarda
bulunmaktadir. Bununla birlikte. P.aeruginosa insanda, lokal ve sistemik enfeksiyonlara
neden olmakta hatta bu enfeksiyonlar yasami tehdit edebilecek diizeyde olabilmektedir [30].
Pseudomonaslarin en sik neden oldugu enfeksiyonlar: ndtropenik hastalarda, mekanik
ventilasyon destegindeki hastalarda ve kistik fibrozlu hastalarin akut alevlenmelerinde
goriilen pnémoniler, notropenik hastalar ve HIV enfeksiyonunu da igeren immun yetmezlikli
hastalardaki bakteriyemiler, yanik sonrasi gelisen yanik yarasi enfeksiyonlari, diyabetik
hastalarda ve yiiziiciilerin kulaginda gelisen malign otitis media, komplike menenjit ve beyin
apseleri, penetran yaralanma ve intraokiiler cerrahi sonrasi, kontakt lensler ile endoftalmi ve
keratit, hematojen yayilim ya da penetran travma veya cerrahi ile iliskili septik artrit,
osteomiyelit, primer veya metastatik odaklardan kaynaklanan deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, intravenodz ilag kullananlarda dogal kapak endokarditi ve prostetik kapak
endokarditi olarak bilinmektedir [27]. Son yillarda gram negatif bakteriler arasinda
nozokomiyal enfeksiyonlarin ve buna bagli morbidite ve mortaliteye en ¢ok neden olan

bakteri olarak saptanmaktadir [30].

2.4.2. Staphylococcus aureus

Tarihce ve siiflandirma

Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880°de Pasteur abseden izole ettigi
stafilokoklar1 siv1 besiyerinde iiretmistir. 1881°de Ingiliz cerrah Sir Alexander Ogdson fare
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ve kobaylar icin patojen oldugunu vurgulamis ve stafilokoklarin tanimlanmasinda
mikroskoptaki goriinlimlerinden 6tiirli yunanca iiziim salkimi anlamina gelen “staphyle”
terimini ilk kez kullanmistir. Stafilokoklar Micrococcaceae familyasi iginde mikrokoklar,
stomatokoklar ve planokoklarla beraber ayri bir cins olarak yer almaktadirlar. Siniflandirma
olarak Bacilli sinifinin, Bacillales alt grubunun, Staphylococcaceae ailesine ait bir tiir olan
stafilokoklar giiniimiizde 33 tiir ve 13 alt tiire ayrilmaktadirlar. Spor olusturmadiklar: halde
cevreden siklikla izole edilmektedirler. Stafilokoklar bir¢ok dis etkene dayaniklidirlar.
Bunun yaninda 1siya kismen direnglidirler ve yiiksek tuz igeren ortamlarda da
iireyebilmektedirler. Stafilokoklar icinde insanda en sik enfeksiyona neden olan tiirler
Staphylococcus aureus basta olmak tizere, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
saprophyticus’tur [32].

Mikroskobik ozellikleri

Staphylococcus aureus, mikroskobik olarak gram pozitif, koklar ve kiimeler halinde ({iziim
salkimi1) (Resim 2.4) goriinen bir bakteri olup, 18-40 °C’ler arasinda ve % 10 NaCl‘li
ortamda lireme yetenegine sahiptir. Aerop veya fakiiltatif anaerop 6zellikte, 0.5-3.0 um
capinda, diizgilin veya diizensiz kiimeler olusturan, ¢ogunlukla hareketsiz nadiren hareketli
olarak, koagiilaz ve hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltozdan asit yapabilen

mikroorganizmalardir [32, 33].

E «® " A o
Resim 2.4. Staphylococcus aureus bakterilerinin mikroskobik goriiniimii [32]
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Makroskobik ozellikleri

S.aureus ekim icin kKanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalip agar gibi
besiyerleri kullanilir. Bu mikroorganizmalar genellikle 30-37 ° C ’de 18-24 saat i¢inde 1-3
mm ¢apinda koloni olusturmaktadirlar. S.aureus kolonileri 18-24 saatte pigmente (krem
rengi, sari-portakal rengi), S tipi, yuvarlak, hafif kabarik ve ¢cogunlugu kanli agarda beta
hemoliz olusturan koloniler gelistirmektedirler (Resim 2.5). S.aureus’un kanli besiyerinde
kiiciik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan koloniler seklinde tireyen kiiciik kolonileri de

tamimlanmustir (Resim 2.6) [34, 35].

www.microbiologyinpictures.com

Staphylococcus aureus

Resim 2.5. Staphylococcus aureus bakterisinin kanli agarda kiiltiir gériintimii [33, 34]

Resim 2.6. Staphylococcus aureus biyokimya testi sonuglari [33, 34]
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Klinik

Stafilokoklar ciltte ve mukozada normal florada bulunmaktadirlar. Insanlar stafilokoklarin
ana rezervuarlaridir. Staphylococcus aureus: deri ve mukoza da; apseler, akne, blefarit,
hidroadenit, tonsillit, farenjitler, peritonsiller apse ve ayrica sepsis, endokardit ve pnémoniye
neden olabilmektedir. Immun sistemden; antifagositik kapsiil kullanarak, protein A ile
antikorlara Fc kismindan baglanarak ve antijen maskeleme gibi mekanizmalar1 kullanarak
kagabilmektedir [35].

Nozokomiyal enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden biri olan MRSA suslarinin esas kaynagi
enfekte veya kolonize hastalar ile birlikte saglik personelleridir. MRSA suslart 6zellikle
saglik personellerinin elleri ile diger hastalara yayilmaktadir. Hastalarin bagka nedenlerle
antibiyotik almalari1 kolonizasyon riskini ¢ok fazla artirmaktadir. Hava yoluyla bulas, yogun

bakim servislerinde pndmoni olgularinda ve yanik {initesi birimlerinde 6nem kazanmaktadir

[34].

2.4.3. Klebsiella pneumoniae

Tarihce ve siiflandirma

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)’ye 1882 de tarif eden Carl Friedlander’in adina
gore Friedlander basili de denilirken, Klebsiella cinsi adi Edwin Klebs (1834-1913 )
tarafindan verilmistir. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsielleae kabilesinde siniflandirilan
Enterobacter, Hafnia ve Serratia ile birlikte yer alir. Klebsiella cinsinin tibbi 6neme sahip ti¢
alt tir bulunmaktadir: Klebsiella pneumoniae , Klebsiella ozaenae ve Klebsiella
rhinoscleromatis’tir. Numerikal taksonomi gibi yeni metotlarin gelismesiyle, bu cinsteki
tiirlerin siniflandirilmasi devamli olarak diizeltilmektedir. Giinlimiizde, Cowan, Bascomb ve

Orskov'a ait {li¢ ana siniflandirma bulunmaktadir. [33].

Klebsiella pneumoniae ozellikleri

Gram negatif bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar, kisa uglar yuvarlak, spor yapamayan
ve hareketsiz bir bakteridir. 1-2 um boyunda ve 0.5-0.8 um enindedir. Genis bir kapsiilii
(polisakkarit) bulunmaktadir (Resim 2.7). Fakiiltatif anaeropturlar. Kanli agar, EMB,
MacConkey, sivi besiyeri ve XLD gibi besiyerlerinde 37°C’de iiremektedirler. Kati
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besiyerlerinde M kolonileri yaparak (3-4 mm) tirerler (Resim 2.8). Kapsiilsiiz suslar diizensiz
ve R tipi koloniler olustururken, bazi suslar S tipi koloniler yapabilirler. indol olusturmazlar.
Metil kirmizist deneyi negatif, Voges Proskauer ise pozitiftir. Tek karbon kaynagi olarak
sitrat1 kullanilmaktadirlar. K.pneumoniae suslarinin birgogu hemen biitiin sekerleri gaz ve
asit olusturarak pargalarlar. Nisastay1 en ge¢ 4 giin icerisinde gaz olusturarak pargalamalar

ile diger enterik bakterilerden ayirt edilmektedirler (Resim 2.9) [33].

__ASM MicrobeLibra

Resim 2.8. Klebsiella pneumoniae kolonilerinin kanli agarda goriiniimii
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Resim 2.9. Klebsiella pneumoniae biyokimya testi sonuglart [33]

Klinik

K pneumoniae ile lober pnomoni; alkoliklerde, diabetiklerde, kronik obstriiktif akciger
hastaligi olanlarda genellikle st solunum yollarinda kolonize olmus bakterilerin
aspirasyonu sonucu olusmaktadir. Klebsiella, pndmonisi gram negatif bakteri pndmonileri
icinde daha seyrek goriilenidir fakat 6liim orani diger gram negatif pndmonilerden iki kat
fazladir. Bazen bronkopndmoni ve bronsit olarak seyreden akciger enfeksiyonlarina da
rastlanmaktadir. Genellikle akciger enfeksiyonlarinda K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip
kapsiil antijen tipleri izole edilmektedir [33]. Klebsiella ile idrar yolu ve cerrahi yara
enfeksiyonlari, bakteriyemi diger gram negatif bakterilerle olusan enfeksiyonlardaki klinik
belirtilere benzer seyreder. Nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlarindan Klebsiella’lar %9
dolayinda izole edilmistir ve ¢ok defa {iirolojik bir inceleme veya uygulama sonrasi
enfeksiyonlar gelismektedir [33]. Bakteriyemiye ¢ok defa damar i¢i kateter uygulamasi,
bagirsaktan translokasyon veya akciger enfeksiyonu nedeniyle sebep olurlar. Klebsiella
pneumoniae ile menenjit, safra kesesi enfeksiyonu, ¢esitli organlarda apse olusumu gibi

enfeksiyonlar da meydana gelir ve organa 6zel klinik belirtiler vermektedirler. Pnémonti;
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diyabet, alkolikler ve kronik obstriiktif akciger hastaligi olanlarda genellikle iist solunum

yollarinda kolonize olmus bakterilerin aspirasyonu sonucu olusur [33].

2.5. Pnomoni etkenlerine yonelik enfeksiyon kontrolii

Hastaliklardan korunmada asilama, tedavide ise antibiyotik kullanimi gibi yOntemler
mevcuttur, fakat bu siirecin olduk¢a zor ve uzun olmasi hastalarda morbidite ve mortalite
riski ile hastane maliyeti artirmasi gibi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Bu problemlere
kars1 ozellikle hastalik riskinin yiiksek oldugu hastane, alisveris merkezleri, okullar gibi
kalabalik bolgelerde hava yolu ile bulasan patojenlerin viicuda girislerini engellemeye
yardimci olacak bir biyofiltre tasariminin hava yolu ile bulasan patojenlerin neden oldugu
salginlart kontrol etmede bliyiik yarar saglamistir [16, 38, 39]. Normal sartlarda 6zellikle

steril alan klimatizasyonu saglayan sistemlerde koruyucu 6n filtreler mevcuttur [6].

2.5.1. Hava filtreleri

Havada bulunan istenmeyen gaz, buhar ya da baska tanecikleri ayristirmaya yarayan cihaz
ya da malzemelere filtre denir. Klima santrallerinde ve havalandirma sistemlerinde dis
havadaki tanecikleri, toz, toprak ve benzeri istenmeyen cisimleri tutmak, havalandirma
cihazlar1 girislerinde gerekli ayrimlar1 yapmak, besleme havalarindaki virilis ve bakterileri
azaltmak amaciyla uygun filtreler kullanilmaktadir. Hava filtrelerinin yakalama
mekanizmasi; elek etkisi, atalet etkisi, yakalanma etkisi, difiizyon etkisi ve elektrostatik
etkisinin yan1 sira antibakteriyel etkiye sahip filtrelerin gelistirilmesi ile ger¢eklestirmektedir
[6, 16]. Filtrasyon vyetersiz kalir ise filtre kendisi enfeksiyon kaynagi olabilecektir. Bu
durumda en sik L. pneumophila izole edilmekte olup diger patojenler ise, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter tiirleri (Acinetobacter baumannii), Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia kompleks (B.cepacia), Aspergillus tiirleri, Pneumocystis

jiroveci ve diger fungal etkenlerdir [6].

2.5.2. Filtrasyon

Filtrasyon, havanin igerisinde mevcut olan kati ve sivi ugusan yabanci maddelerin
uzaklastirilmasidir. Filtreler II. Diinya Savasinin baslarinda gaz maskelerinde kullanilmstir.

Ozellikle askeri alanda kullanilan bu sistemler, savas sonrasinda ise gerek tip, gerek ise
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hassas alet montajinda gerek duyulan steril ortam gereksinimi i¢in klasik klima sistemleri ile
kombine olarak kullanilmigtir. Giliniimiizdeki anlamda filtre ve klima-havalandirma

sistemleri ise 1960’11 yillarin ortalarinda, miithendislik pratigine yerlesmistir [6].

2.5.3. Filtre malzemeleri

Sentetik/polyester elyafi

Bu filtre malzemesi sentetik esnek yigin lifli, yiiksek katmanli yapi olusturan bir alev
geciktirici madde ile birbirine baglanmis %100 dokuma olmayan polyester elyaflarindan

olusur. Yapiskan madde kapli tip ve kuru tip olmak {izere iki kisma ayrilir.

a) Yapiskan madde kapli, filtre elyaflar1 yag ve benzeri bir akici madde ile kaplanir ve bu
madde tozlarin lif ylizeyine yapismasini saglar.
b) Kuru tip filtreler de yukarida bahsedilen yapiskan maddeli filtrelere benzer, yalniz filtre

elyaflari tozun yapismasina yardim eden bir madde ile kaplanmamustir (Resim 2.10) [39].

Resim 2.10. Sentetik filtre ornekleri [39]

Cam elvyafi (Fiberglass)

Cam elyaf filtre malzemesi araliksiz cam elyaf katmanlariyla yogunlastirilmis olup oldukca
yiiksek yiikleme yetenegi saglamaktadir. Filtrenin hava tarafindaki kismi cilt seklinde
malzemeyi destekler ve son filtreleme kademesi olusturur (Resim 2.11) [39].
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Resim 2.11. Cam elyaf filtre 6rnegi [39]

2.5.4. Antimikrobiyal filtreler

Antibakteriyel filtre tiretiminde ¢esitli organik materyallerin yani1 sira antikorlara dayali
sistemlerle (antijen—antikor baglanma yetenegi) yapilan c¢aligmalar sonucunda ¢esitli
avantajlara sahip oldugu ortaya konulmustur. Diger kimyasal yontemlere gore daha giivenli,
diger fiziksel yontemlere gore daha spesifik ve hizli reaksiyon gésteren yontem oldugu
saptannugtir. Inorganik antibakteriyel maddeler, (giimiis, bakir ya da cinko) giivenlik
acisindan tartismali olup sinirli bir sekilde kullanilmistir. Giimiis, genis spektrumlu
antibakteriyel 6zellige sahip olmasina ragmen diisiik toksisitesi mevcuttur. Bu 6zelliginin
insan ve hayvanlara etkisi oldugu bildirilmistir, ayrica diisiik konsantrasyonlarda
antibakteriyel etki gostermemektedir. Ote yandan giimiis iyonlarinim, 1s13a kars1 duyarlilig
ve halojen iyonlari ile yiiksek reaktiflik derecesine sahip olmasi nedeniyle antibakteriyel
etkisinin azaldig1 goriilmektedir [16, 17, 37-40].

2.6. 1gY antikoru

IgY antikoru, ilk defa Klemperer tarafindan 1893 yilinda mikroorganizmalarla immunize
edilen tavuklarin yumurtalarinin sarisindan elde edilmis ve olusan bu antikorlarin

mikroorganizmalara spesifik oldugu bildirilmistir [31]. IgY antikorlar1 1980'lerden bu yana
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daha genis uygulama alanlarinda yer almistir. Antikorlarin elde edilmesinin non-invaziv
olmasi nedeniyle 1996 yilinda IgY teknolojisi European Centre for the Validation of
Alternative Methods (ECVAM) arastirma ekibi tarafinda alternatif bir antikor elde etme
yontemi olarak tavsiye edilmistir [31]. IgY-teknolojisi 1999 yilinda, Isvigre Hiikiimeti
Veteriner Dairesi tarafindan hayvan sagligin1 desteklemek amaciyla kullanabilecek alternatif

bir yontem olarak kabul gormiistiir [31, 40-42].

2.6.1. IgY antikor yapisi

IgY molekiiliiniin genel yapist memelilerde bulunan IgG’ye benzer olup, iki agir (H) ve iki
hafif (L) zincirden olusmaktadir. 1gY (H) veya tpsilon (V) zincirleri, tipik olarak bir

degisken (V) ve dort sabit (C) bolgeye sahiptir [20, 43]. IgY agir zinciri 67-70 kDa tek tip
olarak bilinmektedir. IgY” nin CU1-CU2 ve CU2—CU3 baglantilarinin yan kisminda prolin,
glisin rezidiileri i¢eren ve kisitli esneklik saglayan bolgeleri bulunmaktadir. Sadece memeli
IgG antikoruna 6zgii olan ve esneklik saglayan mentese bolgesine IgY antikor yapisindaki
CU1 ve CU2 arasindaki bolge islevsel olarak benzer 6zellik gostermektedir (Sekil 2.3). IgY
antikorunun bu yapisal 6zelliginden dolay1 IgG ’ye gore esnekligi daha azdir ve bu nedenle
antijenle baglanma yetenegi daha spesifiktir. Ayrica IgY 5.7-7.6 izoelektrik noktasina
sahiptir ve bu sebeple IgG ’den daha hidrofobiktir. Bu 6zelligi zengin yag igerigine sahip
olan yumurta sarisina uyum saglamasina neden olmaktadir (Cizelge 2.2) (Sekil 2.4) [41-47].
IgY antikorlarinin IgG antikorlarina gore antijenlere afinitesinin 3-5 kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir. IgY antikorlarmin giivenli ve dayanikli yapiya sahip olmasi, tedavi ve
koruma amaciyla kullanilmasini saglamaktadir. IgY antikorlarinin baglica etki
mekanizmalar1 ise; mikrobiyal ajanlarin hiicre yiizeyine adezyonunu ve kolonizasyonunu
etkilemesi, viriislerin hiicreden hiicreye gecisi sirasinda spesifik baglanmalar ile
kolonizasyonun engellenmesi, sindirim sistemindeki patojenlerin agliitinasyonu ile toplu bir
sekilde sindirim sisteminden atilmalarmin saglanmasi, patojenlerin enzim aktivitelerinin
disiiriilmesi ve toksinlerin notralizasyonu seklinde olmaktadir. Literatiirde bu etkilerin
havyan modellerinde ve ayn1 zamanda klinik ¢alismalarda da kullanima uygun oldugu
bildirilmektedir [16]. IgY antikorlarinin fiziksel ortamlardaki dayanikliligini gostermek icin
yapilan c¢alismalarda, 1s1ya karsi genis bir aralikta (0-70°C) aktivitesini kaybetmedigi, pH
3,5-11 degerlerinde aktivitesini korudugu, 4000 kg/cm?’lik basinca dayandig1 gdsterilmistir
[16, 44, 46].
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IgY Yapisi
g

Cu2

Vi

=IgY iki agir (H)
ve 1ki1 hafif (L)
zincirden olusur.

Cu3 Cud

»1gY(H)veya upsilon (u)
zincirleri , tipik olarak bir
degisken (V) ve dort sabit (C)
bolgeye sahiptir

Sekil 2.3. IgY molekiiliiniin genel yapisi [43-44]

Cizelge 2.2. IgY ve IgG arasindaki yapisal fark [43-45]

IgY

[o]€]

Zincir apsilon (v)

Zincir gamma

Agir zincir 67-70 kDa

Agir zincir 50 kDa

Rheumatoid faktor ile ¢apraz reaksiyon vermez

Rheumatoid faktor ile ¢apraz reaksiyon verir

Memelerdeki kompleman aktive etmez

Memelerdeki kompleman: aktive eder

Tek tip (sadece 1gY)

Memelerde 10 tip ve birgok alt-tip

S aureus hiicre duvarinda bulunan A ve G proteine
baglanmaz

S aureus hiicre duvarinda bulunan A ve G proteine
baglanir
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Sekil 2.4. 1gY ve IgG antikorlarinin molekiil yapilarinin karsilagtirilmasi [43-45]

2.6.2. 1gY teknolojisi

IgY antikoru: tavuklarin serum ve yumurta sarisinda bulunan antikorlardir [16]. Tavuklarda
bulunan bu antikorlar enfeksiyon sirasinda mikroorganizmalara karsi yiliksek miktarda
gelisen spesifik antikorlardir ve ayni zamanda bu antikorlarin yumurta sarisina transfer
oldugu bilinmektedir [16, 47]. IgY teknolojisi, tavuk yumurtasinda antikoru iiretmeye ve
izole etmeye dayanan bir yontemdir. IgY antikorunun yumurta sarisindan izolasyonu koyun,
kegi ve tavsan gibi hayvanlarin kanindan izole edilmesine gore daha kolay, non-invazif, uzun
omiirlii ve yiiksek miktarda sentezlenmesi gibi avantajlara sahiptir [43]. 1gY antikoru
yumurta sarisinda zaman i¢inde bozulmaksizin kalabilmekte ve 5-10 y1l 4°C’de saklansa
bile antikor aktivitesinde 6nemli bir kayip olmamaktadir. Bu antikorlar, oda sicakliginda 6
aya kadar ve 37°C bir aya kadar aktivitelerini koruyabilmektedir. Immunize edilen her
tavuktan giinde 75-100 mg IgY ayda ise 1,500 mg IgY elde edilmekte bu da yaklasik bir
koyundan elde edilen antikora karsilik gelmektedir. Tavuk antikorlarinin, tan1 yontemlerinde
kullanilmasi, memeli antikorlarina gére daha disiik maliyete neden olabilecektir. 1gY
antikorlarimin hazirlama asamasinda toksik madde kullanilmamasi diger 6nemli bir avantaji

olusturmaktadir [16, 47].
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2.6.3. 1gY ‘nin tip, veterinerlik ve biyomedikal alaninda kullanim

IgY ‘nin tipta tedavi ve koruma amaciyla kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. Cocuk bagirsak
enfeksiyonlarmin 6nlenmesinde ve Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde
basarili sonuglar elde edilmistir (Resim 2.12) [48]. Dis c¢iiriiklerinin 6nlenmesinde anti-
Streptococcus mutans IgY iceren agiz ¢alkanti sularinin kullanilmasi etkili bulunmustur
[49]. Kistik fibrozis hastalarinda anti-P aeruginosa IgY iceren agiz ¢alkanti suyu ile agiz
calkamasi uygulandiginda, hastalarda kronik P.aeruginosa enfeksiyonlarinin sikliginda
azalma oldugu tespit edilmis ve antibiyotik kullaniminin sinirlandirmasinda yararli oldugu
belirtilmistir (Resim 2.13.) [31]. Deneysel ¢aligmalarda da S.aureus ve Escherichia coli ’ye
karst IgY ’nin bakteri liremesini inhibe ettigi gosterilmistir (Resim 2.14) [36]. Ayrica
veterinerlik alaninda képeklerde parvoviriis, rotaviriisler ve coronavirus enfeksiyonlarinin
tedavisinde IgY antikorunun kullaniminda olumlu sonuglar elde edilmistir [31]. IgY
uygulamalar1 biyomedikal arastirmalarda da kullanilmaktadir. IgY bazli immiinoanalizlerin
iiretilmesi, proteinlerin veya peptidlerin konsantrasyonlarinin ELISA ile o6l¢iilmesi
saglanmis ve klinik kimya ¢alismalarinda da kullanilmustir [31, 42]. IgY antikorlari, viral,
bakteriyel ve bitki antijenlerinin tespiti, evcil hayvanlarda bagirsak parazitlerini ve gidalarda

toksinleri saptamak amaciyla yapilan arastirmalarda da kullanilmistir [42, 53].



25

Anti H. pylond IgY

I

Antige n- Antibo dy
Reaction

Agglutination

Pseudomonas bacteria \\

Pseudomonas bacteria
with IgY

N
.

Resim 2.13. IgY ’nin Pseudomonas aeruginosa hiicreler baglanmasinin engellemesi [50, 51]
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Resim 2.14. IgY’nin E. coli hiicreler baglanmasinin engellemesi [36]

2.6.4. Piyasada bulunan IgY bazh iiriinler

Giintimiizde ticari olarak H.pylori enfeksiyonlarinda kullanilmak tizere anti-H.pylori 1gY

iceren yogurt tiretilmistir (Sekil 2.5).

Japan Taiwan Korea

Sekil 2.5. Piyasada var olan ticari olarak kullanima sunulmus anti-H.pylori IgY igeren yogurt
[52].

Ayrica piyasada ticari olarak kullanima sunulmus anti-influenza IgY bazli filtre iceren

klimalarda tiretilmistir (Resim 2.15).



Resim 2.15. Piyasada var olan ticari olarak kullanima sunulmus anti-influenza IgY bazli

filtre igeren klima (Japonya) [52]

Diger bir ticari iiriin ise anti-influenza IgY bazli maske olup Giiney Kore’de iiretilmistir

(Resim 2.16).
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Resim 2.16. Ticari olarak kullanima sunulmus anti-influenza IgY bazli filtre igeren maske
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Amag

Calismamizda, nozokomiyal pnémoni etkeni olarak sik tanimlanan Staphylococcus aureus
(S.aureus), Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae) ve Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa) bakterilerine kars1 IgY gelistirilmek i¢in Lohmann Brown cinsi tavuklar
immunize edilmis, yumurtadan izole edilen IgY antikorlarin etkinliginin ELISA yontemiyle

tanimlandiktan sonra anti-bakteri IgY antikorlu filtre gelistirimek amacyila yapilmistir.

3.2. Bakterilerin Kiiltiirlerinin Yapilmasi ve Immunizasyon i¢in Antijen Elde

Edilmesi

Calismamizda S.aureus ATTC 6538, P. aeruginosa ATCC 27853 ve K. pneumoniae ATCC
13883 bakterileri kullanildi. Boncuklu saklama tiiplerinde -20°C‘de saklanan bakteriler oda
sicakliginda ¢oziildii ve biyogiivenlik kabininin i¢inde steril ortamda kanli besiyerine (%5
koyun kanl1 agar) ekim yapildi. Ekim yapilan plaklar 37 °C’de gece boyunca etiivde inkiibe
edildi. Ureyen koloniler 1 ml PBS (Phosphate Buffer Soliisyonu) igeren tiiplere aktarildi.
Bakteri siispansiyonu igeren tiipler 3000 rpm ’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi atildi ve yikama islemi PBS ile ti¢ defa tekrarlandi. Bakteri inaktivasyonu kuru
isiticida 65°C'de 35 dakika bekletilerek gerceklestirildi. Islem sonrasi olusan artiklari
uzaklastirmak amactyla 9000 rpm 'de 20 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant kismi atildi.
Tiiplerin dibinde kalan pelletin tizerine 500 pl PBS eklenerek protein miktart 0,5 mg/ml
olacak sekilde nanodrop spektrofotometrede ayarlandi ve immunizasyon i¢in kullanildi [54,

58].
3.2.1. Uygulama

1. Mikrobankta (Microbank, ABD) -20°C’de saklanan bakteriler oda sicakliginda ¢oziildii
(Resim 3.1). Biyogiivenlik kabininde bek kullanilarak S aureus, ATTC 6538 kanli agara
(%5 koyun kanli) ekim yapildi, P.aeruginosa, ATCC 27853 ve K.pneumoniae
ATCC13883 kanli agara ve EMB besiyerine ekildi ve plaklar 37° C’de gece boyunca
etlivde inkiibe edildi (Resim 3.2, 3.3).


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjIldas1_PbAhUpxqYKHf-2A3YQmxMIwwEoATAU
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Resim 3.1. Bakterilerin saklanmasinda kullanilan mikrobank tiipleri
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Resim 3.2. Calismada bakteri iiretilmesi igin kullanilan kanli agar besiyerleri



Resim 3.3. Calismada bakteri iiretilmesi i¢in kullanilan EMB besiyerleri

2. Bakteriler isleme alinmadan 6nce bakteri identifikasyon ve antibiyogram duyarlilik (BD,

Ingiltere) cihazini kullanarak tekrar tanimlandi (Sekil 3.1-3.3).

Identifikasyonlann sayis:: 1

Galigma Kimiigi: SAUREUSATCC-1

S—

Identifikasyonlanin listesl

Pozisyon Analiz Tarthi Organizma lsmi Patojenite Gaveniriik Deger Gaveniriik mesaj(lar)
A3 10.02.2018 16:18 Staphylococcus sureus 1] :
.
Anahtar:  Segimi onayla Yorum ekle
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140,000
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‘8 100,000
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10,000 t 3
ol Bbhlut Bl Eb Jl__m=__l do R
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Kdtle m/z (Da)

Sekil 3.1. Staphylococcus aureus otomatize sistem antibiyogram test sonucu
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izolat bilgisi

Caligma Kimligi:

Identifikasyonlarin sayisi: 1

PAURGINOSAATCC-1

Numune TOri:

Identifikasyonlarin lis

- Gavenirlik Seviyesi:

Pozisyon

Analiz
Tarihi

Organizma ismi

Patojenite

Gavenirlik
Degeri

A4

10.02.2018 16:18

Pseudomonas
aeruginosa

Anahtar:

100,000
95,000 1
90,000
85,000
80,000
75,000
70,000
65,000
60,000
55,000
50,000 1
45,000
40,000

Siddet (Gorel tnite)
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Secimi onayla

Yorum ekle
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1 3
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5,000
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Sekil 3.2. P. aeruginosa otomatize sistem antibiyogram test sonucu

Izolat bilgisi
Cahgma Kimligi: KPNUMONIAATCC-1

Identifikasyonlann sayisi: 1

TorQ: -

Identifikasyonlarin listesi

Pozisyon

Degeri

Analiz Tarihi

lsmi

A2

10.02.2018 16:18

Kiebsiella pneumonise

Secimi K Yorum ekle
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Sekil 3.3. Klebsiella pneumoniae otomatize sistem antibiyogram m test sonucu
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3. Kanli agar ve EMB besiyerinde iireyen bakteriler steril ekiivyon ile 5 ml PBS igeren 15
ml’lik tiipe aktarildi. (Resim 3.4-3.6).

e —

Resim 3.6. Klebsiella pneumoniae kolonilerinin EMB besiyerinde goriiniimii
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4. Tipler iyice karigtirildiktan sonra 3000 rpm 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
atilds, tiipiin tizerine tekrar 5 ml PBS ilave edildi ve 3 defa 3000 rpm 10 dakika santrifiij
ile yitkma yapildi.

5. Yikama yapilan tiipler 65 °C' de 35 dakika bekleterek bakteriler inaktive edildi ve bu
islem sonrasinda artiklarini uzaklastirmak amaciyla 9000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edildi.

6. Tiplerin dibinde kalan pelltin {izerine 500 ul PBS eklenerek protein miktari 0,5 mg/ml
olacak sekilde nanodrop cihazi (Thermo, ABD) ile hazirlandi ( Resim 3.7).

Resim 3.7. Nanodrop spektrofotometr cihazi

3.3. Tavuklar ve immunizasyon

Bu calisma i¢in gerekli hayvan etik kurul izini alindi (tarihi 27/06/2018 ve karar
n0:2018/23). Calismamizda, 22 haftalik Lohmann Brown cinsinden 11 adet tavuk kullanild:
(Cizelge 3.1) (Resim 3.8). Yaklasik 1 yil siirecek deneyler igin tavuklarin verimli bir sekilde
bakimi igin 6zel kafesler tasarlandi. Kafesler galvanez kare 40 mm kalinliktaki malzeme ile
yapildi (Resim 3.9). Her bakteri i¢in tiger ve iki adette negatif kontrol olacak sekilde tavuklar
kullanildi. S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae’den hazirlanan 0,5 mg/ml antijen ve
ayn1 hacimde Freund’s tamamlanmis (complete) adjuvani ile toplam 500 pl olacak sekilde
hazirlanan antijen soliisyonu insiilin enjektorii kullanilarak tavuklarin sag ve sol gogiis

kaslarna iki farkli yere immunizasyon i¢in enjekte edildi. Hatirlatma immunizasyonlari iki


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjIldas1_PbAhUpxqYKHf-2A3YQmxMIwwEoATAU
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hafta aralikla dort kere 0,5 mg/ml antijen ile Freund’s tamamlanmamis (incomplete)
adjuvant1 kullanarak yapildi. Immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan 35. giinden itibaren
yumurtalar iki ay boyunca toplandi (1yumurta/giin). Yumurtalar giinliik olarak etiketlenip
+49C’de saflastirma islemine kadar muhafaza edildi [37, 49, 55, 57, 59].

Cizelge 3.1. Immunize edilen tavuk gruplarinin dagilimi

Deneyi gruplari Tavuk sayis1
S.aureus 3 tane
P.aeruginosa 3 tane
K.pneumonia 3 tane
Negatif kontrol (immunize olmayan) 2 tane

Resim 3.8.Calismamizada kullanilan Lohmann Brown cinsi tavuk

LTE !

2

Resim 3.9. Calismamizda kullanilan tavuklarin barindig1 kafesler
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3.3.1. Uygulama

1- S.aureus, P.aeruginosa ve K. pneumoniae bakterilerinden elde edilen 0,5 mg/ml protein
miktari ile hazirlanan antijen soliisyonu ve Freund’s tamamlanmis adjuvani toplam 0.5
ml olacak sekilde insiilin enjektorii ile 22 haftalik Lohmann Brown cinsi yumurta
tavuklarmin sag ve sol gogiis kaslarina iki farkli yere enjekte edilerek immunizasyon
saglandi.

2- Hatirlatma immunizasyonlar1 ise iki hafta araliklarla dort kere yapildi. Hatirlatma
immunizasyonlarinda 0.5 mg/ml protein ile Freund’s tamamlanmamis adjuvanti 0.5 ml
toplam hacim olacak sekilde antijen soliisyonu hazirlanarak immunizasyon yapildi
(Resim 3.10).

Resim 3.10. Tavuk immunizasyonlarinin yapilmasi

3- Immunize edilen tavuklardan yumurtalar 35. giinden sonra toplanmaya baslandi ve iki ay
boyunca toplanan yumurtalar (yumurta/giin) giinliik olarak etiketlenip +4°C’de IgY

izolasyon iglemine kadar muhafaza edildi (Resim 3.11).
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Resim 3.11. Tavuklardan toplanan yumurtalarin +4 °C’de saklanma kosulu

3.4. IgY Antikorlarimin Elde Edilmesi ve Saflastirilmasi

Immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan toplanan yumurtalar %70’ lik alkol ile
dezenfekte edildikten sonra kirilarak sarisi ile beyaz kismi ayrildi. Yumurtanin sar1 kismi 50
ml’lik tiiplere aktarildi ve tiipteki son hacmin iizerine iki kat PBS eklendi. Bu islem her
yumurta i¢in ayri ayri yapildi. Tiiplerdeki son hacmin {izerine toz halinde Polyethylene
glycol (Merck, Almanya) (PEG) 6000°den gram olacak sekilde %3,5 oraninda eklenerek
donen silindir mikserde (roller mixer) (Stuart, Ingiltere) karistirildi. Son karistirma
isleminden sonra tiipler ultrasantrifiij (Thermo, ABD) ile 13000g, +4°C’de 20 dakika
boyunca santrifiij edildi ve islem sonrasi iist kisimda olusan siipernatant kagit filtreyle
filtrasyon yapilarak bagka bir tiipe aktarildi. Son hacmin iizerine %38,5 agirliginda PEG 6000
ilave edildi ve tekrar 13000g, +4°C’de 20 dakika santrifiij islemi uyguland:. Bu islem sonras1
tiiplerdeki silipernatant atildi, dipte kalan pellet 1 ml PBS igerisinde ¢ozdiiriildii. Pelletin
iizerine PBS ilave edilerek son hacim 10 ml olacak sekilde tamamlandi ve iizerine %12
agirhiginda PEG 6000 eklenip yukarida belirtilen ayni hiz ve kosullarda santrifiij edildi.
Tekrar silipernatant atildi, son pellet 800 pl PBS igerisinde ¢ozdiiriildii, mikrodiyaliz
kapsiiliine (QuixSep, ABD) eklendi ve kapsiil distile su i¢inde hazirlanan %0,1 NaCl
¢ozeltisinde manyetik karistiricida (Heidolph MR 3000, Almanya) gece boyu diyalize tabi
tutuldu. izole edilen IgY antikorlarimin protein konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre
(Thermo, ABD)ile 280 nm’de o6lgiildii [60-64].


https://www.labsatu.com/home/brandDetail/24/merck
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjIldas1_PbAhUpxqYKHf-2A3YQmxMIwwEoATAU
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3.4.1. Uygulama

1- Immunize edilen tavuklardan toplanan yumurtalar éncelikle %70 alkol ile dezenfekte

edilerek yumurta saris1 ile beyaz kismi ayrilarak sar1 kistm 50 ml’lik tiiplere aktarildi
(Resim 3.12, 3.13).

Resim 3.13. Yumurta sarisinin filtre kagidinda beyaz kisimdan ayirilmasi
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2- Her yumurtadan yaklasik 15 ml yumurta saris1 elde edilmistir, bu hacmin tizerine iki kat
PBS (30 ml) eklendi ve toplam hacmin (45 ml) iizerine 1,575 gram (%3.5) PEG 6000
ekleyerek hazirlandi (Resim 3.14).

Resim 3.14. Yumurta ve PEG 6000 karisiminin vortekslenmesi

3- Yumurta saris1 ve PEG 6000 iceren tiipler 13000 g +4 °C’de 20 dakika ultrasantrifiij
(Thermo, ABD) cihazinda santrifiij.edildi (Resim 3.15).

Resim 3.15. Ultrasantrifiij cihazinda tiiplerin santrifiij islemi
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4- Santrifiij sonrasi olusan siipernatant kisim filtrelenerek bagka bir tiipe aktarildi (Resim

3.16).

Resim 3.16. Santrifiij isleminden sonra siipernatantin filtrasyonu

5- Filtre edilen siipernatanttan olusan yeni hacmin tizerine %8,5 agirliginda PEG 6000 ilave
edilip, vorteks ve karistirildiktan sonra tekrar 13000 g 20 dakika santrifiijlendi (Resim
3.17, 3.18).

Resim 3.17. Filtrasyonu sonrasi olusan siipernatant ve %8,5 PEG 6000 karigiminin
vortekslenmesi
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Resim 3.18. Orneklerin dénen silindir mikserde (Thermo, ABD) karistirilmas:

6. Santrifiij yapilan tiiplerin siipernatant kism1 atilarak dipte kalan pellet 1 ml PBS ile

¢Ozduriildii.

7. Coziinmiis pelletin tizerine son hacim 10 ml olacak sekilde PBS eklendi.

8. 10 ml peltetin toplam hacmine %12 agirlikta PEG 6000 eklenip, tekrar +4°C’de, 13000g
20 dakika santrifiij edildi.

9. Tekrar siipernatant atildi, son pellet 800 pl PBS igerisinde ¢ozdiiriildii, mikrodiyaliz
kapsiiliine eklendi ve kapsiil (QuixSep, ABD) distile su i¢inde hazirlanan %0,1 NaCl
¢ozeltisinde manyetik karigtiricidda (Heidolph MR 3000, Almanya) gece boyu diyalize
tabi tutuldu (Resim 3.19-3.21).

Resim 3.19. IgY igeren son pellet olusumu (izole edilen antikor)
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Resim 3.21. Antikorlarin ayristirilmasi igin %0,1 NaCl ¢ozeltisinde manyetik karistiriciyla
gece boyu diyaliz isleminin yapilmasi

10. Iizole edilen IgY antikorlarinin protein konsantrasyonu bazi almarak nanodrop (Thermo,
ABD) spektrofotometre ile 280 nm’de Sl¢iildii.


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjIldas1_PbAhUpxqYKHf-2A3YQmxMIwwEoATAU
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3.5. ELISA Yontemi ile IgY Antikorlarinin Etkinliginin Belirlenmesi

3.5.1. ELISA calismasinda kullanan soliisyonlar

Kaplama soliisyonu; 200 ml distile suya 0,318 g sodyum karbonat (Na.COz), 0,586 g
sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve 0,04 g sodyum azide (Na2Ns) eklenerek pH: 9,6 olacak
sekilde hazirlandu.

Phosphate Buffer Soliisyonu (PBS); piyasada ticari olarak bulunan PBS tabletlerinden
(Sigma Aldrich, ABD) (1 tablet/100 ml distile su) pH:7,4 olacak sekilde hazirlandi.

PBS/Tween20,(PBS-T) hazir PBS ¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween20 ilave

edilerek hazirlandi.

Bovine Serum Albumin (Sigma Aldrich, ABD) (BSA) ¢ozeltisi; toz seklinde bulunan BSA

"den 4,83 mg tartilarak 1 ml PBS soliisyonu igerisinde hazirlandi.

Bloklama Tamponu; 12 ml PBS/Tween20 soliisyonuna BSA ¢6zeltisinden 12 ul eklenerek

hazirlandi.

Substrat Cozeltisi; paranitrofenil fosfat (Sigma Aldrich, ABD) (pNPP) igeren tabletlerden

10 ml distle su igine bir tane tablet konularak 10 dakika mikserde karistirilarak hazirlandi.

3.5.2. ELISA i¢in antijen hazirlamasi

Kanli agarda tireyen bakteri kiiltiirlerinden steril ekiivyonla 3-5 koloni alinarak 1 ml PBS
iceren tiiplere aktarildi ve 3000 rpm ’de 20 dakika santrifiij edilerek yikama islemi yapildi.
Stipernatant atilip yikama islemi tekrarlandi. Pelletin iizerine 1 ml PBS eklendi ve bakterileri
parcalamak i¢in bes kez s1v1 nitrojende dondurulup 37°C’lik su banyosunda ¢6ziildii. Hiicre
artiklarin1 uzaklastirmak amaciyla antijen igeren tiipler 9000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edildi ve tstteki berrak kisim (antijen) toplandi. Toplanan antijenin, kaplama soliisyonu
icindeki son konsantrasyon 1-2 pug/100 pl protein (antijen) olacak sekilde hazirlandi ve
ELISA plaginin her kuyusuna kuyu basma 100ul eklenip +4°C’de gece boyu inkiibe edildi.
Plaklar PBS /Tween20 ile ii¢ defa yikandi, her kuyuya 100ul bloklama soliisyonu eklenerek
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37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tekrar {i¢ defa PBS/Tween 20 ile yikanan plaklar oda 1sisinda
kuruduktan sonra tekrar kullanilana kadar -20°C’de sakland1 [55, 59, 65, 66].

3.5.3. Testin ¢alisiimasi

Tiim yumurtalardan izole edilen IgY antikorlarinin PBS/Tween20 i¢inde 1/100, 1/1000 ve
1/10000 seri diliisyonlar1 hazirlandi. Her diliisyon i¢in dort kuyucuk kullanildi. Bakteri
antijenleri ile kapli ELISA plaklarindaki kuyulara antikor diliisyonlarindan 100ul ilave
edildi. Plaklar etiivde 1 saat inkiibe edildikten sonra PBS/Tween20 ile ii¢ defa yikandi.
Yikama ardindan 1:1000 olarak sulandirilan HRP (horseradishperoxidase) ile konjuge
edilmis ke¢i anti-tavuk IgY (Sigma Aldrich, ABD) sekonder antikorlarindan her kuyuya
100ul eklendi. Plaklar etiivde 1 saat inkiibe edildikten sonrasi PBS/Tween20 ile bes kez
yikama yapildi. Yikama isleminden sonra her kuyuya substrat tamponundan 100 pl eklendi
ve 30-45 dakika oda 1s1sinda karanlik ortamda inkiibe edildi. ELISA plaklarinda olusan renk
degisimi 405 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo, ABD) 6lgiildi [55, 59, 65,
66].

3.5.4. Cut off degerinin hesaplanmasi

Immunize edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlar ile elde edilen

OD‘nin ortalamasi +2X SD (ODC) seklinde hesaplandi [67, 68]
3.6. Filtrelere IgY antikorunun immobilize Edilmesi

Izole edilen IgY antikorlarinin bakteri yakalama kapasitesini test etmek icin antikorlar cam
elyaf yapisina sahip olan filtreye capture ELISA yontemi kullanilarak sabitlendi [16, 17,37,
69].

3.6.1. Uygulamasi

1- Cam elyaf yapisina sahip olan filtre maddesi 4 cm en, 4 cm boy ve 1.5 mm kalinlik

oOl¢iilerinde kullanildi (Resim 3.22).
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Resim 3.22. Kullanilan cam elyaf filtresi

2- Filtre kaplamalarinda IgY antikorlar1 100, 200, 300, 400, 500 ve 750 npg/ml
konsantrasyonlarinda denendi.

3-S. aureus ve P.aeruginosa bakterisi igin filtreler 100, 200 ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarinda antikorla kaplandi.

4- K. pneumoniae denemelerinde antikor miktar1 100, 200, 300, 400, 500 ve 750 pg/ml
yogunlukta kullanilmistir.

5- Antikorlar 10 ml kaplama tamponu i¢inde hazirland.

6- Steril petri kabinda kaplama tamponu filtreler iizerine eklendi ve gece boyunca + 4 °C’de
bekletildi (Resim 3.23).

7- Buzdolabinda bekletilen filtreler daha sonra PBS-T ile ti¢ defa steril ortamda yikandi.

|

Resim 3.23. Filtrelerin antikorlarla kaplama islemi
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8- Filtreler yikama isleminden sonra 10 ml bloklama soliisyonu ile 1 saat boyunca 37 °C’
de inkiibe edildi ve tekrar bes defa PBS-T ile yikandi.

9- Hazirlanan filtreler kullanilana kadar + 4 °C’de saklandi.

3.7. Piiskiirtme icin Bakteri Hazirlanmsi

Kat1 besiyerinde (kanli ve EMB) iireyen (S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae)

kolonilerinin PBS i¢inde siispansiyonlar1 hazirlanarak piiskiirtiilme isleminde kullanildi.

3.7.1. Uygulama

1- Kati besiyerinde iireyen bakterilerden ekiivyon ¢ubugu ile 3-5 koloni alindi ve PBS igeren

tiipe konularak. siispansiyon hazirlandi.

2- Her bakteri igin ¢esitli konsantrasyonlar MacFarland okuyucu (Biomerieux, France) ile
ayarlandi ve kullanildi (Cizelge 3.2) (Resim 3.24)

Resim 3.24. MacFarland okuyucusu ile bakteri konsantrasyonlarin ayarlanmasi

3- S. aureus etkeni icin 7.5x107, 6x107, 3x10’, ve 2x10° cfu/ml konsantrasyonlar: kullanilda.
4- P.aeruginosa bakterisi icin 1.5x108, 3x10’ ve 5x10* cfu/ml konsantrasyonlar: denendi.
5- K. pneumoniae piiskiirtmesinde 3x107,6x107,7.5x107,1.5x108,3.0x10%,4.5x108 ve 6.0x108

cfu/ml konsantrasyonlar kullanildu.

Cizelge 3.2. McFarland yontemiyle sayim

MacFarland Bakteri sayis1
0.1 3x107

0.2 6x107

0.25 7.5x107

0.5 1.5x108

1.0 3.0x108

15 4.5x108

2.0 6.0x108
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6- PBS’te hazirlanan bakteriler filtrelere piiskiirtiilmeden 6nce kontrol amagli kanli agara
ekim yapildi ve 37 C‘de 18-24 saat inkiibe edildi.

7- Sivi ortamda olan bakteriler nebulizator cihazinda (Renz, Almanya) bulunan piiskiirtme
kabina aktarildi (Resim 3.25).

Resim 3.25. Piiskiirtme kabi

8- Hazirlanan IgY antikor igeren filtrelerin yakalama kapasitesini test etmek ic¢in antikor

icermeyen filtreler de 6zel tasarlanan kabinin i¢ kismina yerlestirildi [39].
3.8. Kabin Tasarim

IgY antikoru igeren ve icermeyen filtrelerin etkinligini test etmek i¢in tasarlanan kabin seffaf
fiberglass yapisi olan maddeden yapildi. Kutu, i¢ ve dis kabin olarak iki par¢a halinde
tasarlandi [16].

1- ¢ kabinin ebatlar1 en 30 cm, uzunluk 30 cm ve yiikseklik 25 cm olarak tasarlandi. Hava
girisi ve ¢ikisi icin iki tane delik acildi. Hava giris i¢in i¢i kabinin zemininden 15 cm
yiikseklikte 1 cm capinda bir delik acildi. Ayrica test edilecek filtrelerden gegecek
havanin dis kabine ulagmasi i¢in 3 cm ¢apinda delik acild1 ve ¢ikan havanin kanli ve
EMB besiyeleri ile temas etmesi i¢in besiyerlerin konulmasi icin bir yer yapildi. Ayrica
islem sirasinda filtrelerin ve piiskiirtme yapilacak plaklarin kolayca yerlestirilmesi i¢in

kabinin iist kisminda 10 x 10 cm boyutunda kapak yapildi (Resim 3.26).



Resim 3.26. i¢ kabin tasarlama asamasi

2- Dis kabin, i¢ kabine benzer sekilde tasarlandi, ancak 50x50x35 cm olgiilerinde yapildi.
Test edilecek filtrelerden gegen havanin dis kabinin disina ¢ikmasi i¢in 0.5 ¢cm ¢apinda
bir delik acildi ve ¢ikan havanin temiz bir sekilde disar1 salinmasi ig¢in 0.20 mp filtre

yerlestirildi (Resim 3.27-3.29).

Resim 3.27. Dis kabin tasarlama asamasi
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T 15¢cm - l
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+—— 1 50cm — »

Resim 3.29. I¢ ve dis kabinin tasarim asamasinda belirlenen 6l¢iimlerinin detaylar

3.9. Filtre Etkinliginin Belirlenmesi

Bakteri yakalama kapasitesini test etmek i¢in gelistirilen IgY antikorlar1 filtrelere cesitli
konsantrasyonlarda kaplandi. Gegirgenligini denemek icin piiskiirtiilecek bakteriler farkl

konsantrasyonlarla PBS i¢inde hazirland1 (Bkz 3.8.1) [16,17].
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3.9.1. Uygulama

1- Bakteri siispansiyonlart 10 ml PBS i¢inde hazirlandi.
2- Hazirlanan biitiin bakteri konsantrasyonlar1 nebulizatér (Renz, Almanya) ile IgY iceren
ve igermeyen filtreler {izerine piskiirtiildii (Resim 3.30).

3- Piiskiirtme yapilirken, piiskiirtme islemini test etmek amaciyla i¢ ve disg kabine islem

strasinda kanli agar yerlestirildi.

Resim 3.30. Bakteri piiskiirtiilmesi i¢gin kullanilan nebulizator cihazi

4- Nebulizatorden gelen hava akimai ile s1v1 halinde bulunan etkenler buhar fazina doniiserek
test edilecek filtrelere puiskiirtildii.

5- Her piiskiirtmede S.aureus, K.pneumoniae igin ii¢ tane kanl agar ve P.aeruginosa igin ise
kanli agar ve EMB kullanildi (Resim 3.31).

6- Puskiirtme islemi 1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 ve 20 dakika araliklarla denendi.

7- Biitiin bakteriler i¢in yapilan her piiskiirtme isleminde denemeler ayni kosularda dort defa
yapild.

8- IgY antikorlu filtrelerde (100-750 pg/ml) antikor konsantrasyonlar1 denendi.

9- Islem sonrasi toplanan kanli agar ve EMB besiyerlerinin 37 °C*de 18-24 saat etiivde

inkiibasyonu sonrasi koloni sayimi yapildu.
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Resim 3.31. Kabinde nebulizator ile bakterilerin piiskiirtme islemi

3.10. istatistiksel Analiz

Immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen IgY antikorlarinin OD degerlerinin
kargilagtirilmasi ve filtre etkinliginin degerlendirilmesi i¢in gerekli istatistiksel analizler
Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 20.0 for Windows) bilgisayar
programinda Mann-Whitney U testi kullanarak yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, nozokomiyal pnomoni etkeni olarak sik tanimlanan S.aureus, K.pneumoniae
ve P.aeruginosa bakterilerine karsi IgY antikoru gelistirmek i¢in 22 haftalik 11 adet
Lohmann Brown cinsi tavuklarin 9’una gogiis kas ici bakteri antijenleri ile enjeksiyon
yapilarak immunize edilmistir. immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan 35. giinden
itibaren yumurtalar iki ay boyunca toplanmistir (1yumurta/giin). Bakterilere karsi olusan IgY
antikorlarinin saflastirilmasi ve elde edilmesi i¢in PEG 6000 kullanilmistir. izole edilen IgY
antikorlarinin protein konsantrasyonu bazi alinarak nanodrop spektrofotometre ile 280

nm’de 6l¢iilmistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calismamizda kullanilan bakterilere karsi elde edilen IgY antikor diizeyleri

Bakteriler mg/ml
S.aureus ATTC 6538 14.63
P.aeruginosa ATCC 27853 3.70
K.pneumoniae ATCC 13883 1.33
Negatif kontrol (immunize edilmeyen) 0.93

Antikorlarin etkinligi ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Immunize edilen ve edilmeyen
tavuklarin yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlarinin OD degeri karsilastirilmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Calismamizda kullanilan bakterilere kars1 elde edilen 1gY antikorinin farkl
diliisyolardaki optik dansite (OD), cut off (ODC) ve p degerleri

Antikorlar oD Cut off (ODC) P degeri

Anti-S.aureus IgY 1/100 dilisyon 3.76 0.197 p<0,05
1/1000 dilisyon 1.156 0.184 p<0,05

Anti-P.aeruginosa IgY 1/100 diliisyon 3.19 0.318 p<0,05
1/1000 dilisyon 2.05 0.277 p<0,05

Anti-K.pneumoniae 1gY 1/100 diliisyon 2.24 0.113 p<0,05
1/1000 dilisyon 1.022 0.111 p<0,05

Anti-S.aureus IgY ve immunize edilmemis yumurtalardaki antikor arasindaki OD degeri
farkli diliisyonlar (1/100 ve 1/1000) ile karsilastirildiginda: immunize olan yumurtalardaki
antikorlarin OD degerlerinin ODC’den daha fazla oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglar

Sekil 4.1 de sunulmustur.
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tavuklar edilmeyen tavuklar
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S.aureus ile immunize edilen S.aureus ile immunize
tavuklar edilmeyen tavuklar
m1/1000 1,156 0,143

Sekil 4.1. Staphylococcus aureus ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen
IgY antikor (1/100 vel1/1000 diliisyonlardaki) OD degerlerinin karsilastirilmasi

Anti-P.aeruginosa IgY OD degerleri ise anti-S.aureus 1gY degerleri ile benzer sonuglar elde
edilmistir. Anti-P.aeruginosa IgY ile ilgili sonuglar Sekil 4.2 verilmistir.
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Sekil 4.2. Pseudomonas aeruginosa ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde
edilen IgY antikor (1/100 vel/1000 dilisyonlardaki) OD degerlerinin
karsilastirilmasi

Anti-K.pneumoniae IgY ve immunize edilmemis yumurtalardaki antikor arasindaki OD
degeri farkli diliisyonlar (1/100 ve 1/1000) ile karsilastirildiginda: immunize olan
yumurtadaki antikorlarin OD degerlerinin ODC daha fazla oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu

sonuglar Sekil 4.3 te sunulmustur.
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Sekil 4.3. Klebsiella pneumoniae ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen
IgY antikor (1/100 vel/1000 diliisyonlardaki) OD degerlerinin karsilastirilmasi

4.1. Spesifik 1gY Antikorlarinin Bakteri Yakalama Kapasitesi

S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae bakteri antijenleri ile immunize edilen ve
immunize edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlarmin hem 1/100
dilisyonda hem de 1/1000 dilisyondaki OD degerlerinin immunize edilmeyen tavuk
yumurtalarindan izole edilen OD’lerle karsilastirilmast sonucunda her iki diliisyonda da OD

degerlerin istatisiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir (p<0,05).

Nozokomiyal pnomoni etkenlerine karsi gelistirilen spesifik IgY antikorlarin bakteri
yakalama kapasitesini test etmek igin bakteriler farkli konsantrasyonlarla IgY antikoru

iceren ve icermeyen filtre iizerine piiskiirtiilmiistiir.
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Anti-S.aureus IgY iceren filtrelerin gegirgenligini denemek igin S.aureus bakterisinden
2x10°, 3x107, 6x107 ve 7.5x10" cfu/ml konsantrasyonlarla hazirlanmis ve en uygun sonuglar
2x10° cfu/ml yogunlugunda elde edilmistir. Ayrica anti-S.aureus IgY antikorlar1 100, 200
ve 500 pg/ml yogunlukta denenmistir ve en etkili antikor diizeyi 500 pg/ml antikor igeren
filtrelerde goriilmistiir. Piskiirtme islemi 1, 2, 5, 7.5, 10 ve 15 dakika araliklarla test
edilmistir ve en uygun piiskiirtme zamani ise 10 dakika olarak saptanmistir. Anti-S.aureus
IgY igeren filtrenin arkasindaki kanli agarda saptanan koloni sayisinin antikor igermeyen
filtreye gore ¢ok az oldugu belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.3, Sekil 4.4 ve Resim 4.1-

4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.3. Anti-S.aureus IgY igeren ve antikor icermeyen filtrelerde koloni sayis1 (10

dakaika piiskiirtme)
Denemler | Piiskiirtiilen bakteri | Kaplanan IgY antikor | Anti-S.aureus IgY | Antikor igermeyen
konsantrasyonu konsantrasyonu iceren filtredeki | filtredeki koloni
koloni sayisi sayisl
1 3.0x108 cfu/ml 100 pg/ml Sayilmayacak Tam tlireme
kadar
2 7.5x107 cfu/ml 100 pg/ml Sayilmayacak Tam tlireme
kadar
1000 koloni
3 6x107 cfu/ml 200 pg/ml 100-500 koloni Tam iireme
4 3x107 cfu/ml 500 pg/ml 320 koloni Tam iireme
5 2x10° cfu/ml 500 pg/ml 1-10 koloni 436
1. deneme
6 2x10° cfu/ml 500 pg/ml 1-12 koloni 360
2. deneme
7 2x10° cfu/ml 500 pg/ml 2-10 koloni 580
3. deneme
8 2x10° cfu/ml 500 ug/ml 3-12 koloni 640
4. deneme

* Tam iireme 100000 koloni olarak degerlendirilmistir
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koloni sayisi

100 | 100 | 200 | 500
ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/m | pg/m | pg/m | pg/m
2x1000|2x1000| 2x1000 | 2x1000
00 00 00 00
cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml

1.0McF|0.25Mc|0.2McF|0.1McF
arland |Farland| arland | arland

==@== Anti- S.aureus IgY iceren
filtredeki koloni sayisi

==@== Antikor icermeyen filtredeki
koloni sayisi

1000 | 1000 | 500 320 10 12 15 12

1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 436 360 580 640

Sekil 4.4. Anti-S.aureus IgY iceren ve antikor igermeyen filtrelerde koloni sayisi

Resim 4.1. Anti-S.aureus IgY igeren filtre arkasina konulan kanli agar plagindaki tireme (A)
ve antikor icermeyen filtrenin arkasina konulan kanli agar plagindaki tireme (B).
Kaplanan anti-S.aureus antikor konsantrasyonu 200 pg/ml ve piskiirtiilen
S.aureus yogunlugu 6x107 cfu/ml olarak kullanilmistir
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Resim 4.2. Anti-S.aureus IgY igeren filtre arkasina konulan kanli agar plagindaki iireme (A)
ve antikor igermeyen filtrenin arkasina konulan kanli agar plagindaki tireme (B).
Kaplanan anti-S.aureus antikor yogunlugu 500 pg/ml ve piiskiirtiilen S.aureus
konsantrasyonu 3x10’ cfu/ml olarak ayarlanmistir

A B
( 1
1

Resim 4.3. Anti-S.aureus IgY iceren filtre arkasina konulan kanli agar plagindaki tireme (B)
ve antikor igermeyen filtrenin arkasina konulan kanli agar plagindaki tireme (A).
Kaplanan anti-S.aureus yogunlugun 500 pg/ml ve piskiirtiilen S.aureus
konsantrasyonu 2x10° cfu/ml’dir
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Resim 4.4. Anti-S.aureus IgY igeren filtre arkasina konulan kanli agarlar (B) anti-S.aureu
igeren filtre antikor konsantrasyonu 200 ug/ml, S.aureus bakteri konsantrasyonu
6x107 cfu/ml ve (A) anti-S.aureus igeren filtre antikor konsantrasyon 500 pg ve
S.aureus bakteri yogunlugu 3x10° cfu/ml ile piiskiirtiilmiistiir

Anti-P.aeruginosa 1gY igeren filtre etkinligi ise; 200 ve 500 pg/ml IgY antikor
konsantrasyonlar ile denenmistir ve en etkili antikor diizeyi 500 pg/ml antikor igeren
filtrelerde elde edilmistir. Piiskiirtmede 5x10* 1.5x10%® ve 3.0x10® cfu/ml yogunlugunda
P.aeruginosa  konsantrasyonlar: kullanilmistir ve en uygun sonuglar 5x10* cfu/ml
yogunlugunda saptanmustir. Pliskiirtme islemi 1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 15 dakika araliklarla
yapilmistir en uygun zamani ise 10 dakika oldugu belirlenmistir. Anti-P.aeruginosa IgY
iceren ve icermeyen filtrelerin arkasindaki EMB besiyerlerinin etiivde bir gece inkiibasyonu
sonrasinda koloni sayimi yapilmistir. Anti-P.aeruginosa IgY igeren filtrenin arkasindaki
EMB besiyerinde saptanan koloni sayisinin antikor icermeyen filtreye gore ¢ok az oldugu

saptanmigtir. Sonuglar Cizelge 4.4. , Sekil 4.5 ve Resim 4.5-4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Anti-P.aeruginosa IgY igeren ve antikor igermeyen filtrelerde koloni sayis1(10

dakika piiskiirtme)
Denemler Piskiirtiilen bakteri Kaplanan IgY Anti-P.aeruginosa Antikor igermeyen
konsantrasyonu antikor IgY igeren filtredeki filtredeki koloni
konsantrasyonu koloni sayis1 sayist
1 1.5x108 cfu/ml 200pg/ml Sayilmayacak kadar Tam iireme
2 3x107 cfu/ml 500 pg/ml 7 koloni Tam iireme
3 3x107 cfu/ml 500 pg/ml 20 koloni Tam iireme
4 5x10%cfu/ml 500 pg/ml 1-5 koloni 680-1000
1. deneme
5 5x10* cfu/ml 500 ug/ml 1-7 koloni 630-1000
2. deneme
6 5x10* cfu/ml 500 ug/ml 4-10 koloni 456-750
3. deneme
7 5x10* cfu/ml 500 ug/ml 3-11 koloni 200-600
4. denem

* Tam iireme 100000 koloni olarak degerlendirilmistir

koloni sayisi

200 pg/ml | 50 /ml
0.5McFarlan(0.1McFarlan| 5x10000 | 5x10000
d d cfu/ml cfu/ml
e=@== Antikor |(;erm_eyen filtredeki 1000 1000 1000 1000
koloni sayisi
==@== Anti- P.aeruginosa IgY iceren 1000 2 5 7

filtredeki koloni sayisi

SOQJmI SO&mI 5009/ ml | 50098/ ml

5x10000 5x10000
cfu/ml cfu/ml
750 600
10 11

Sekil 4.5. Anti-P.aeruginosa IgY iceren ve antikor icermeyen filtrelerde koloni sayisi
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Resim 4.5.

Anti-P.aeruginosa IgY igeren filtre arkasina konulan kanli agar plagindaki tam
tireme (A) ve antikor igermeyen filtrenin arkasina konulan kanli agar plagindaki
tam ireme (B). Kaplanan anti-P.aeruginosa IgY antikor konsantrasyonu 200
ng/ml ve P.aeruginosa yogunlugu 1.5x108 cfu/ml olarak piiskiirtiilmiistiir

Resim 4.6. Anti-P.aeruginosa IgY iceren filtre arkasina konulan kanli agar plagindaki 7

koloni sayilmistir (A) ve antikor igermeyen filtrenin arkasina konulan kanli agar
plagindaki tam iireme (B). Kaplanan anti-P.aeruginosa antikor konsantrasyonu
500 pg/ml ve P.aeruginosa konsantrasyonu 3x10” cfu/ml olarak
puskiirtilmiistiir
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"

Resim 4.7. Anti-P.aeruginosa IgY i¢ermeyen filtre arkasina konulan EMB plagindaki tam
ireme (B) ve antikor igeren filtrenin arkasina konulan EMB plagindaki tireme
(A). Kaplanan anti-P.aeruginosa IgY antikor konsantrasyonu 500 pg/ml ve
P.aeruginosa yogunlugu 5x10* cfu/ml olarak kullanilmistir

Anti-K.pneumoniae IgY igeren filtre etkinligi: anti-K.pneumoniae IgY iceren filtreler 100,
200, 300, 400, 500 ve 750 pg/ml antikor yogunlugunda kaplanmistir. Bakteri yakalama
kapasitesi denemesinde 3x107, 6x107, 1.5x108 3.0x10%, 4.5x10% ve 6.0x10® cfu/ml
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yogunlugunda K.pneumoniae konsantrasyonu kullanilmistir. Piskiirtme 1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10,

15 ve 20 dakika araliklarla test edilmistir. Anti-K. pneumoniae IgY iceren ve igermeyen filtre

ile yapilan farkli bakteri, anti-K.pneumoniae IgY konsantrasyonlari ve piiskiirtme siireleriyle

elde edilen sonuglar arasinda tutarsiz bulgular elde edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5, Sekil

4.6 ve Resim 4.8-4.16°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Anti-K.pneumoniae IgY iceren Ve antikor igermeyen filtrelerde koloni sayisi

Denemeler Piiskiirtiilen bakteri Kaplanan IgY Anti- Antikor
konsantrasyonu antikor K.pneumoniae IgY icermeyen
konsantrasyonu antikoru igeren filtredeki koloni
filtredeki koloni sayist
sayisl
1 3x107 cfu/ml 200 pg/ml Ureme yok Ureme yok
2 6x107 cfu/ml 500 pg/ml Ureme yok Ureme yok
3 1.5x108 cfu/ml 500 pg/ml Ureme yok Ureme yok
4 3.0x108 cfu/ml 500 pg/ml Ureme yok Ureme yok
5 3.0x108 cfu/ml 500 ug/ml Tam iireme Tam iireme
6 4.5x108 cfu/ml 750 pg/ml 400-700 koloni yogun iireme
7 6.0x108 cfu/ml 750 pg/ml yogun iireme yogun iireme

* Tam tireme 100000 koloni olarak degerlendirilmistir

koloni sayisi

0006

==@== Antikor icermeyen filtredeki

koloni sayisi

==@== Anti- K.pneumoniae IgY iceren
filtredeki koloni sayisi

! 500 750 750
ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0.1McFar|0.2McFar|0.5McFar| 1.0McFar | 1.0McFar| 1.5McFar| 2.0McFar
land land land land land land land
0 0 0 0 1000 1000 1000
0 0 0 0 1000 700 1000

Sekil 4.6. Anti-K.pneumoniae IgY iceren ve antikor icermeyen filtrelerde koloni sayisi



Resim 4.8. Anti-K.pneumoniae IgY igeren (A) ve antikor igermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanli agar plagindaki {ireme saptanmamuistir.

Kaplanan anti-
K.pneumoniae IgY antikor konsantrasyonu 500 pg/ml ve K.pneumoniae 1.5x108
cfu/ml yogunlugunda puiskiirtiilmiistiir

65
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Resim 4.9. Anti-K.pneumoniae IgY igeren (A) ve antikor igermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanli agar plaginda iireme saptanmamistir. Kaplanan anti-

K.pneumoniae IgY antikor konsantrasyonu 500 pg/ml ve K.pneumoniae 3.0x108
cfu/ml yogunlugunda piiskiirtiilmiistiir
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Resim 4.10. K.pneumoniae piiskiirtiilirken i¢ (A) ve dis (B) kabine konulan kanli agarda
koloni iiremesi goriilmemistir. Bakteri konsantrasyonu 3.0x10% cfu/ml
yogunlugunda piiskiirtiilmiistiir



68

Resim 4.11. Kaplanan anti-K.pneumoniae IgY antikor konsantrasyonu 750 pg/ml ve

K.pneumoniae 3.0x10® cfu/ml yogunlugunda piiskiirtiilmiistiir. Anti-

K.pneumoniae 1gY igeren (A) ve antikor icermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanl1 agar plaginda tam iireme saptanmistir
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Resim 4.12. Kaplanan anti-K.pneumoniae IgY konsantrasyonu 750 ug/ml ve piskiirtiilen
K.pneumoniae 4.5x108 cfu/ml yogunlugunda yapilmistir. Anti-K.pneumoniae
IgY iceren (A) ve antikor icermeyen (B) filtrenin arkasina konulan kanli agar
plaginda tam iireme saptanmistir
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Resim 4.13. Anti-K.pneumoniae IgY igeren (A) ve antikor igermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanli agar plagindaki tam ireme izlenmistir. Kaplanan anti-
K.pneumoniae IgY antikor konsantrasyonu 500 pg/ml ve K.pneumoniae
6.0x108 cfu/ml yogunlugunda piiskiirtiilmiistiir



Resim 4.14. Kaplanan anti-K.pneumoniae antikor konsantrasyonu 750 pg/ml ve piiskiirtiilen

K.pneumoniae 4.5x108 cfu/ml yogunlugunda yapilmistir. Anti-K.pneumoniae

IgY igeren filtre arkasina konulan kanli agarda 400-700 koloni (A) ve antikor
icermeyen filtrenin arkasina tam tireme (B) gortilmistiir

71
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Resim 4.15. Anti-K.pneumoniae 1gY igeren (A) ve antikor icermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanli agar plaklarinda tireme saptanmamustir. Kaplanan anti-
K.pneumoniae 1gY antikor konsantrasyon 500 pg/ml ve K.pneumoniae 3.0x108
cfu/ml yogunlugunda puskiirtiilmistiir
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Resim 4.16. Anti-K.pneumoniae 1gY igeren (A) ve antikor icermeyen (B) filtrenin arkasina
konulan kanli agar plaklarinda tam iireme goriinmiistiir. Kaplanan anti-
K.pneumoniae 1gY antikor konsantrasyon 500 pg/ml ve K.pneumoniae 3.0x108
cfu/ml yogunlugunda puskiirtiilmistiir

Sonug olarak, anti-S.aureus IgY igeren filtrelerin denemelerinde en uygun bakteri
konsantrasyonu 2x10° cfu/ml yogunlugunda elde edilmistir, en etkili antikor diizeyi 500
pg/ml antikor igeren filtrelerde goriilmistiir ve en uygun piiskiirtme zamani ise 10 dakika
olarak saptanmistir. Anti-P.aeruginosa IgY igeren filtre etkinliginde ise en etkili antikor
konsantrasyonu ise 500 pg/ml antikor igeren filtrelerde elde edilmistir, en uygun bakteri
konsantrasyonu 5x10* cfu/ml yogunlugunda saptanmistir ve en uygun zaman ise 10 dakika
olarak belirlenmistir. Anti-K.pneumoniae IgY igeren ve i¢cermeyen filtre ile yapilan farkli
bakteri konsantrasyonlari, farkli anti-K.pneumoniae IgY konsantrasyonlar1 ve piiskiirtme

siireleriyle elde edilen sonuclar arasinda tutarsiz bulgular elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Hastaliklardan korunmada asilama, tedavide ise antibiyotik kullanimi gibi yontemler
bulunmakta ancak tedavinin olduk¢a zor ve uzun siireli olmasi hastalarda morbidite ve
mortalite riski ile hastane maliyeti artirmaktadir. Ozellikle aligveris merkezleri, okullar gibi
hastalik riskinin yiiksek oldugu kalabalik bolgelerde hava yolu ile bulasan patojenlerin
viicuda girislerini engellemeye yardimci olacak bir biyofiltre tasarimi hava yolu ile bulasan
patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlar1 kontrol etmede biiyiik avantaj saglamaktadir [16,
38, 39]. Hava filtreleri; havada bulunan istenmeyen gaz, buhar ya da tanecikleri ayristirmaya
yarayan cihaz ya da malzemelere denilmektedir. Klima santrallerinde ve havalandirma
sistemlerinde dis havadaki tanecikleri, toz, toprak ve benzeri istenmeyen cisimleri tutmak,
havalandirma cihazlar1 girislerinde gerekli ayrimlar1 yapmak, besleme havalarindaki viriis
ve bakterileri azaltmak amaciyla uygun filtreler kullanilmaktadir [6, 16]. Filtrasyon yetersiz
oldugu zaman filtre kendisi enfeksiyon kaynagi olabilecektir. Filtrerin enfeksiyon kaynagi
oldugunda en sik L. pneumophila izole edilmekte, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
tirleri (Acinetobacter baumannii), Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia
kompleks (B.cepacia), Aspergillus tiirleri, Pneumocystis carinii ve diger fungal etkenlerde
izole edilmektedir [6]. Antimikrobiyal filtreler; biyofiltre, inorganik antibakteriyel
maddeler, bakir, giimiis ya da ¢inko kullanarak yapilmaktadir [16].

Bu tez caligmasinda, HGP’lerin 6nlenmesinde yardimci olacak IgY teknolojisine dayali
klima filtresi gelistirilmesi igin prototip olusturulmasi hedeflenmektedir ve bu biyofiltrenin

hava yolu ile bulasan patojenlerin 6nlenmesinde biiyiik yarar saglayacagi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, nozokomiyal pnomoni etkeni olarak sik tanimlanan S.aureus, K.pneumoniae
ve P.aeruginosa bakterilerine kars1 IgY gelistirmek i¢in Lohmann Brown cinsi tavuklarin
gbgilis kasit igcine bu bakterilerden elde edilen antijenler verilerek tavuklar immunize
edilmistir. Biitiin tavuk gruplari, S. aureus, P. aeruginosa ve K. pneumoniae’den hazirlanan
0,5 mg/ml antijenle immunize edilmistir. Elde edilen IgY antikorlarinin etkinliginin ELISA
yontemiyle tanimlandiktan sonra spesifik IgY antikorlar1 cam elyaf yapisina sahip olan
filtreye capture ELISA yontemi kullanilarak sabitlenmistir. Hazirlanan biyofiltreler elde
edilen IgY antikorlariyla kaplanmistir. Her bakteri igin gelistirilen IgY bazl filtrelerin
bakteri yakalama kapasitesini test etmek igin anti-bakteri IgY igeren ve antikor igermeyen

filtreler tizerine dort defa 1-20 dakika aralikla bakteriler piiskiirtilmistiir. Filtre etkinligini
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belirlemek i¢in filtrelerin arkasina konulan besiyerlerinde (kanli agar/ EMB) iireyen

koloniler sayilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Calismamizda, IgY antikorlart ELISA yontemi ile degerlendirilmeden Once antikor
konsantrasyonlari, nanodrop spektrofotometre ile 280 nm’de Olglilmiistiir. S.aureus ile
immunize edilen tavuklardan elde edilen protein konsantrasyonu 14.63 mg/ml iken
P.aeruginosa ile immunize edilen tavuklarda 3.70 mg/ml ve K. pneumoniae ile immunize
edilen tavuklarda 1.33 mg/ml olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gére en yogun antikor
yanit1 S.aureus ile immunize edilen tavuklardan izole edilmistir, P.aeruginosa ile immunize
edilen tavuklardan elde edilen antikor seviyesinin S.aureus ile immunize edilen tavuklara
gore dort kat daha diisik oldugu saptanmistir ve en diisiik antikor konsantrasyonu

K.pneumoniae ile immunize edilen tavuklardan elde edildigi tespit edilmistir.

Immunize edilen tavuklardan izole edilen IgY antikorlarinin hem 1/100 diliisyonda hem de
1/1000 diliisyondaki OD degerlerinin, immunize edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole
edilen OD ’ler ile karsilastirilmast sonucunda her iki diliisyonda da OD degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir (p>0.05). Bu bulgu yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglarla uyumluluk géstermektedir. Tobias ve arkadaslari [36]
yaptiklart c¢alismada, S.aureus ile immunize edilen ve edilmeyen deve kuslarinin
yumurtalarindan izole ettikleri spesifik anti-S.aureus IgY ve non spesifik IgY antikorlarini
beyin kalp infizyon buyyonda S.aureus ile 37°C ’de dort saat inkiibasyon sonrasi kati
besiyerine ekim yapmislardir. Sonug olarak immunize edilmis deve kuslarindan izole edilen
antikorlarin bakteri liremesini inhibe ettigi saptanmistir ve yumurtadan izole edilen
antikorlarin tedavi i¢in kullanimimin {imit verici oldugu belirtilmistir. Thomsen ve
arkadaslar1 [50] yaptiklar1 ¢alismada, kistik fibrozis hastalarinda anti-P. aeruginosa IgY
iceren agiz calkanti suyu ile agiz ¢alkalamasinin kistik fibrozis hastalarinda kronik P.
aeruginosa enfeksiyonlarmin onlenmesinde etkili oldugu tespit edilmis ve antibiyotik
kullaniminin sinirlandirilmasinda yararli olacag: belirtilmistir. Bir diger ¢calismada ise IgY
antikorlarinin Salmonella tiirlerinin {iremesi {izerine etkisi arastirtlmistir. Salmonella spp ile
immunize edilen ve edilmeyen tavuklarin yumurtasindan saflagtirillmig spesifik anti—
Salmonella spp IgY ve non spesifik 1gY antikorlari S.enteritidis ve S.typhimirium ile triptik
soya buyyon 37°C’de 4-6 saat inkiibasyon sonrasi kat1 besiyerine ekilmistir. Sonug olarak
immunize edilmis tavuklardan izole edilen antikorlarin bakteri tiremesini anlamli diizeyde

inhibe ettigi saptanmistir [71]. Uma ve arkadaslar1 [72] ¢alismalarinda mastitli sigirlardan
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izole edilen K.pneumoniae ile hazirladiklari antijen siispansyonuyla immunize ettikleri
tavuklardan anti-IgY K.pneumoniae antikorlarini izole etmislerdir. Tavuklarin diizenli
araliklarla immunize edilmesinin spesfik IgY antikor olusumunu 1/10000 diliisyona kadar
artirdig1 indirek ELISA yontemi ile gozlemislerdir. Elde edilen antikorlarin K.pneumoniae
tizerindeki {ireme inhibisyon etkisi arastirilmistir. Todd Hewitt buyyonunda spesifik anti—
K.pneumoniae IgY antikorlarinin farkli konsantrasyonlarinda (1-5pg/ml), K.pneumoniae ile
birlikte 37°C’de bir gece inkiibasyonu sonrasi nutrient agara ekim yapilmis ve tekrar
37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Kullanilan anti-K.pneumoniae IgY
konsantrasyonlarindan 3pg/ml diizeyi bakteri iireme inhibisyonunun tamamen gergeklestigi
en etkili diizey olarak saptanmistir. Arastiricilar IgY antikorlarinin sigir mastitlerinin

tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Arastirmamizda, li¢ bakteriyel etkenle (S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae) immunize
edilen tavuklardan elde edilen IgY antikorlarinin, immunize edilmeyen tavuklardan izole
edilen antikorlara gére ELISA yonteminde saptanan OD degerlerinin daha yiiksek oldugu

istatistiksel olarak belirlenmistir.

S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumoniae’a karsi gelistirilen spesifik IgY antikorlarinin
bakteri yakalama kapasitesini test etmek i¢in IgY antikorlarinin farkli konsantrasyonlariyla
(100, 200, 300, 400, 500 ve 750 pug/ml) filtreler kaplanmistir. Antikor konsantrasyonlari
nanodrop spektrofotometre ile 280 nm’de &lgiilmiistiir. Bakteri konsantrasyonlar1 5x10%
3x107, 6x107, 7.5x107, 1.5x108, 3.0x108, 4.5x108 ve 6.0x10° cfu/ml olarak hazirlanmistur.
Piskiirtme islemi 1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 ve 20 dakika araliklarla test edilmistir.

Anti-S.aureus IgY igeren filtrelerin optimizasyonun sonucunda antikor igeren ve antikor
icermeyen filtre arkasina konulan besiyerlerinde, antikor iceren filtrelerde iireyen ortalama
koloni sayis1 10 iken antikor icermeyen filtre arkasinda 540 koloni sayilmistir. Piiskiirtiilen
en uygun bakteri konsantrasyonu 2x10° cfu/ml yogunlugunda, filtreye kaplanan en uygun
IgY antikor diizeyi 500 pg/ml ve en uygun piiskiirtme zamani ise 10 dakika oldugu
saptanmistir. Antikor igeren filtrelerin antikor igermeyen filtrelerle karsilastiriliginda

istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05).

Anti-P.aeruginosa 1gY igeren filtre etkinliginde ise antikor igeren filtre arkasindaki

besiyerlerinde 5-10 koloni saptanirken antikor igermeyen filtrede tireyen koloni sayis1 837
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olarak sayilmistir ve istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir (p<0.05).
En etkili antikor konsantrasyonu 500 pg/ml antikor igeren filtrelerde elde edilmistir, en
uygun bakteri konsantrasyonu 5x10* cfu/ml yogunlugunda saptanmistir ve en uygun

zamanin ise 10 dakika oldugu belirlenmistir.

Anti-K.pneumoniae IgY iceren ve igermeyen filtre ile yapilan farkli optimizasyon deneyleri
sonucunda uygun bir veri edilememistir. Anti-K.pneumoniae IgY konsantrasyonlart ve
plskiirtme siireleriyle elde edilen sonuglar arasinda tutarsiz bulgular saptanmistir. En diisiik
IgY antikor konsantrasyonu K.pneumoniae ile immunize edilen tavuklardan elde edilmistir.
Bu nedenle anti-K.pneumoniae IgY ile hazirlanan filtreler ile sonu¢ alinmamasinin; I:
immunizasyon sonrasi etkili IgY olusumunun olmamasina, Il: antijen hazirlanmasidan
kaynaklanan nedenlere, Ill: antijen eldesi i¢in kullanilan susa bagli olabilecegini
diistiniilmektedir. En yogun antikor yaniti S.aureus ile immunize edilen tavuklardan izole
edilmistir. P.aeruginosa ile immunize edilen tavuklardan elde edilen antikor seviyesinin
S.aureus ile immunize edilen tavuklara gore dort kat daha diistik oldugu saptanmistir ve en
diigiik antikor konsantrasyonunun K. pneumoniae ile immunize edilen tavuklardan elde
edilmistir. Ancak ELISA yontemi ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklarin
yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlarmnin OD degeri her iki diliisyonda (1/100 ve
1/1000) karsilastirildiginda: immunize edilen tavuklarin yumurtalarindaki IgY OD degerinin
hesaplanan cutoff degerinin (ODC) {istiinde oldugu goriilmistir (p<0.05). S. aureus ve
P.aeruginosa ile immunize edilen tavuklardan elde edilen IgY arasinda ayni diliisyonda
benzer sonuglar verir iken K. pneumoniae ile immunize edilenlerdeki OD degerinin diisiik

oldugu saptanmaistir.

Bu bulgular yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Kosugi
ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada devekuslarini influenza antijenleri ile immunize edip
izole edilen anti-influenza IgY antikorlarm1 ELISA yontemiyle tanimladiktan sonra
notralizasyon etkisini denemek i¢in anti-influenza IgY ve viriis karigiminin hiicre kiltiiriine
(MDCK) aktararak. nétralizasyon etkisini degerlendirmisler ve viriisiin %50 oraninda
notralize edildigini tespit etmislerdir. Ayrica anti-influenza IgY antikorlar1 kullanilarak
gelistirdikleri biyofiltre {izerine influenza virisii piiskiirtiilmiis ve viriislerin % 99.99’nun 10
dakika iginde filtrede tutuldugu saptanmistir [16]. Adachi ve arkadaslari yaptiklari
arastirmada, H5N1 viriisiine kars1 1gY gelistirmek amaciyla devekuslarin1 H5 protein ile

immunize etmislerdir. Kuslarin yumurtalarindan izole edilen antikorlarin aktivitelerini
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serolojik yontemler ile tanimladiktan sonra nétralizasyon etkisini degerlendirmek amaciyla
anti-H5N1 IgY ve H5N1 viriisii 37 C’de 1 saat inkiibasyon igleminden sonra viriis ve antikor
karisimi hiicre kiiltiirine (MDCK) aktarilmistir. Ayrica pozitif kontrol olarak IgY antikor
olmadan H5N1 viriisii ve hiicre kiiltiirii kullanilmis, 35 °C’de 2-3 giin inkiibasyon sonrasi
notralizasyon etkisi degerlendirilmis ve sonug¢ olarak viriis notralizasyon etkisi tespit
edilmistir. Bu bulgularla IgY antikorun endiistriyel kullanimda 6zellikle anti-influenza

maske ve biyofiltre gelistirmesinde yarar saglayacagi one stirilmistiir [73].

Bachtiar ve arkadaslar aragtirmalarinda Streptococcus mutans karsi IgY antikoru elde etmek
tavuklart S.mutans ile immunize etmisler ve yumurtadan izole edilen anti-S.mutans IgY’ler
ELISA ile tanimlamiglardir. Anti-S.mutans IgY etkisini degerlendirmek icin IgY antikor
iceren jel gelistirilmistir. Calismada Sprague Dawley ratlar kullanilmis ve hayvanlar
S.mutans’a birakilmakla beraber dis ¢liriigiinii hizlandiracak diyet uygulanmistir. Ratlar
(n=24) dort guruba ayrilmigtir; A grubundaki ratlarin disleri IgY iceren jeli ile kapladi, B
grubundaki ratlarin disleri kontrol grubu olarak jel ile kaplanmamis, C grubundaki ratlarin
29 giin sonra digleri IgY igeren jeli ile kaplanmig ve D grubundaki ratlarin disleri ise 1gY
icermeyen bir jel ile kaplanmistir. Bakteri miktarini1 belirlenmek i¢in 6n dislerden ekiivyon
ile ornekler toplanmasinin yani sira tiikiiriikten de 6rnekler alinmis ve ELISA yontemiyle
degerlendirilmistir. Sonug olarak IgY igeren jel ile disleri kaplanan grupta diger gruplara
gore bakteri miktarinda anlamli bir sekilde azalma oldugu saptanmistir ve bu sonuglar

dogrultusunda topikal uygulamada S.mutans miktarinin anlaml sekilde azaldig1 goriilmiistiir
[74].

Shi ve arkadaslar1 yaptiklart calismada c¢oklu antibiyotik direnci bulunan (MDR)
(karbapenemler, ikinci, tgiincli kusak sefalosporinler, antipseudomonas penicil-linler,
florokinolonlar ve aminoglikozidler) Acinetobacter baumannii (CAD-A.baumannii) karsi
IgY antikor sentezlemek amaciyla tavuklar iki CAD- A.baumannii susuyla immunize
edilmis ve elde edilen IgY ’lerin antibakteriyel etkisi in vitro ve in vivo olarak aragtirilmistir.
ELISA yontemiyle IgY etkinligi gdsterilmis ve s1vi besiyerinde A.baumannii’'nin tiremesini
inhibe ettigi belirlenmistir. Elektron mikroskobik incelemede, bakterilerde yapisal
modifikasyon ve agregasyon saptanmistir. MDR Acinetobacter baumannii bakterileri
BALB/c farelerinde akut pndmoni olusturmak igin nazal olarak uygulanmistir. Birinci gruba
spesifik 1gY, diger gruba sefoperazon/sulbaktam ve tiglincii gruba ise deksametazon periton

ici enjekte edilmistir. Anti-MDR- 1gY’lerle enjekte edilen grupta farelerin % 8.3, antibiyotik



80

enjekte edilenlerin grubun % 33.3 ve deksametazon enjekte edilen grup ile her hangi bir
tedavi uygulanmayan grubun % 91.7’ sinde 6liim gergeklestigi bildirilmistir. Ayni1 zamanda
spesifik IgY enjekte edilen enfekte farelerin serumlarindaki proinflamatuar sitokinlerden
TNF-a ve IL-1B seviyesinin azaldigi saptanmistir. Sonu¢ olarak spesifik IgY’nin
A.baumannii kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde yeni segenek olacagi ileri stirilmiistiir

[75].

Barati ve arkadaslari galismalarinda 20 haftalik tavuklar1 200 pg kolera toksininin (CTB) B
alt birimi (toksinin hiicre baglanmasini saglayan kisim) ile immunize etmisler ve anti-CTB
IgY antikorunun aktivitesi ve spesifikligi ELISA ile degerlendirilmistir. IgY antikorunun
koruyucu etkisini belirlemek igin yeni dogan fareler 6ldiiriicii dozda Vibrio cholerae ile
asilanmis ve anti CTB-IgY oral olarak uygulanan farelerde Olim oraninin azaldigi
saptanmistir. Antibiyotige direngli bakteri sayisindaki artis nedeniyle alternatif bir yontem
olarak IgY bazl driinlerin (anti CTB-IgY) hem kontrol hem de insanlarda kolera

enfeksiyonlariin 6nlenmesinde yararl olacagi belirtilmistir [64].

Grzywa ve arkadaslari ¢alismalarinda meme kanser tanisinda kansere 6zgii proteinlerden biri
olan CA 15-3 proteinini kullanmislar ve bu antijen ile tavuklar immunize etmislerdir.
Hatirlatma immiinizasyonlar iki gruba ayrilmis, I ve Il hatirlatma immunizasyonlari 4. ve
12. haftalarda basta immunize edilen antijen miktarin yarisi ile yapilmistir. 1. ve IV.
hatirlatma immunizasyonlari ise 2. ve 6. haftalarda yapilmistir. Toplanan yumurtalardan IgY
antikoru PEG 6000 ¢oktiirme yontemiyle izole edildikten sonra ELISA ile tanimlanmuistir.
Spesifik IgY antikorlarinin etkinligi indirekt ELISA yontemiyle degerlendirilmis ve antijen
tanimlama sinir1 2.5 ng/ml olarak tespit edilmistir ve bu sonug¢larin farelerden elde edilen
monoklonal IgG ile benzer oldugu saptanmistir. Arastiricilar spesifik poliklonal 1gY
tiretiminin maliyetini 1USD/mg olarak saptamislardir. Sonug olarak IgY iiretiminin ucuz ve

immiinolojik tan1 yontemleri i¢in uygun oldugunu tespit etmislerdir [76].

Sifi ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada akrep sokmalarina karsi anti venom tedavisi
icin IgY antikoru alternatif bir tedavi yontemi olabilecegini diisiinerek Aah (Androctonus
australis hector) antijenleri ile tavuklar immunize etmislerdir. Tavuklardan toplanan
yumurtalardan IgY antikorlar1 izole edildikten sonra antikorlar indirekt ELISA yontemiyle
tamimlanmustir. IgY antikorlarmin etkinligini in vivo olarak 25 tane fare ile denenmistir.

Farelere subkutanoz olarak venom (0.5 mg/kg) uygulandiktan 30 dakika sonra



81

intraperitoneal olarak anti venom IgY farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir. Fareler bes
gruba ayrilmis ve her grupta bes adet fare kullanilmistir. Antikorlar birinci grupta 150 pl,
ikinci grupta 200 pl, tigiincii grupta 250 pl, dérdiincii grupta 300 ul ve besinci grupta 500 pl
diizeylerinde verilmistir. Sonug olarak fare gruplarinda hayatta kalma orani birinci grupta 2
fare (40%), ikinci grupta 3 fare (60%), ligiincii grupta 4 fare (80%) ve son iki grupta 100%
olarak goriilmistiir. IgY antikorlarinin, akrep zehirinin oOldiiriicii etkisini notralize
edebilmesi zehirin neden oldugu ciddi patolojik etkileri dnleyebilir olmasi ve anti-venom
IgG antikorlarla yapilan ¢alismalarla uyumlu sonuglar gostermesi nedeniyle 1gY

antikorlarinin bu tip durumlar i¢in alternatif bir tedavi olacag ileri siiriilmustiir [77].

Fink ve arkadaslar1 Dengue viriisiine kars1 1gY antikorunun nétralizan etkinligini belirlemek
icin viriisiin DENV2 antijenini (120 pg) kazlara enjekte etmislerdir. iImmunize edilen
hayvanlardan toplanan yumurtalardan antikorlar amonyum siilfat kullanilarak izole edilmis
ve anti-DENV2 IgY'nin antikor aktivitesi, ELISA ile degerlendirilmistir. IgY antikorunun
in vitro olarak notralizan etkisini belirlemek ic¢in anti-DENV2 IgY ve virlis karisimi 45
dakika bekletildikten sonra hiicre kiiltiiriine aktarilmis, ayrica in vivo olarak 6-8 haftalik
farelere damar yoluyla 1x10” pfu/ml dengue viriisii enjekte edilmis ve 24 saat sonra farelere
periton yoluyla farkli dozlarda anti-DENV2 IgY verilmistir. IgY antikorunun 50% oraninda
nétralizan etkisine sahip oldugu saptanmistir. In vitro olarak ¢alismada IgY antikorun (1-2
mq) enjekte edilen farelerde enfeksiyona tam koruma sagladig1 gézlenmistir ve dengue viriis

tedavisi i¢in alternatif bir yontem olacagi diisincesine varilmistir [78].

Teimoor ve arkadaslari ¢calismalarinda tavuklar 0.5 mg Opisthorchis viverrini helmintinin
rekombinant O ve F (rOv-CF) antijenleri ile immunize edilerek 1gY antikorlart PEG 6000
yontemiyle elde edilmistir. Tavuklardan izole edilen IgY ve tavsanlardan elde edilen IgG
antikorlar1 kullanilarak sandvi¢ ELISA gelistirilmistir. Opisthorchis enfeksiyonun endemik
oldugu bolgelerden 90 insan diskist toplanmis ve 30 pozitif olgu (diskida yumurta +), 30
negatif olgu (diskida yumurta -) ve 30 olgu diskida yumurta (-), ancak diger helmint
yumurtalar1 + olacak sekilde gruplandirilmistir. Calismada 30 pozitif tanimlanmis hastadan
28’inde pozitif saptanmistir (duyarlilik 93.33%) negatif olarak tanimlanan 60 6rnekten 14°
tinde ise pozitiflik saptanmistir (Spesifiklikte 76.66%). Sonug olarak IgY bazli ELISA
yonteminin insanlarda gelisen opisthorchiasis enfeksiyonunun tanisinda umut vaat ettigi

ortaya konulmustur [79].
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Antibakteriyel filtre tretiminde ¢esitli organik materyallerin yani sira antikora dayali
sistemlerin gesitli avantajlara sahip oldugu ortaya konulmustur [16, 38, 39]. Antikor igeren
filtreler ile patojenlere karsi1 yiiksek afiniteli biyomolekiiliin, hem diisiik maliyetli olarak
toplum kullanimima uygun enfeksiyonlardan korunma saglamasi hem de hava yolu ile

bulasan patojenlerin kontrol altina alinmasina yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

IgY antikorunun iiretiminin kolay, maliyetinin diisiik olmas1 ve patojenlere karsi yiiksek
afiniteli olmasi, diger kimyasal yontemlere gore daha giivenli olmasi, fiziksel yontemlere
gore daha spesifik olmasi ve diger yontemlere gore daha hizli reaksiyon gostermesi
avantajlari olarak siralanmaktadir [16, 38, 39]. Bu nedenle bu tez ¢aligsmasi ile gelistirilmesi
planlanan biyofiltrelerin HGP’nin kontrol altina alinmasinda biiyiikk yarar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hastaliklara karsi korunmada asilanma veya tedavide ilag kullanimi gibi yontemler
bulunmakla birlikte baz1 enfeksiyonlarin tedavisinin oldukca zor olmasi ve hastalik halinin
uzun siire devam etmesi s6z konusudur. Bu problemlere kars1 6zellikle hastalik riskinin
yiiksek oldugu hastane, aligveris merkezleri, okullar gibi kalabalik bolgelerde hava yolu ile
bulasan patojenlerin viicuda girislerini engellemeye yardimci olacak bir biyofiltre
tasariminin hava yolu ile bulasan patojenlerin neden oldugu salginlar1 kontrol etmede biiyiik

yarar saglayacagi diistiniilmektedir.

Calismamizda, nozokomiyal pnémoni etkeni olarak sik tanimlanan, S.aureus, P.aeruginosa
ve K. pneumoniae bakterileri kullanilarak hazirlanan antijenlerin tavuklarin kas i¢ine enjekte
edilerek immiinizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Immiinizasyon sonrasi bakterilere karsi
olusan IgY antikorlarinin saflastirilmasi ve elde edilmesi i¢in PEG 6000 kullanilmistir.

Antikorlarin etkinligi ELISA yontemi ile degerlendirilmistir.

Immunize edilen tavuklardan izole edilen IgY antikorlarmin hem 1/100 diliisyonda hem de
1/1000 dilisyondaki OD degerlerinin, immunize edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole
edilen OD ’ler ile karsilastirilmast sonucunda her iki diliisyonda da OD degerlerinin

istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmigtir (p>0.05).

Elde edilen IgY antikorlarmin etkinligi ELISA yontemiyle tanimlandiktan sonra S.aureus,
P.aeruginosa ve K.pneumoniae’a karst gelistirilen spesifik IgY antikorlarmin bakteri
yakalama kapasitesini test etmek ic¢in spesifik IgY antikorlar farkli konsantrasyonlarda
hazirlanark (100, 200, 300, 400, 500 ve 750 pg/ml) cam elyaf yapisina sahip olan filtreye

capture ELISA yontemi kullanilarak sabitlenmistir.

Filtrelerin etkinligini gosterebilmek amaciyla 6zel bir kabin tasarimi yapilmis ve bu kabin
icine yerlestirilen filtrelerin arkasina besiyerleri konularak bakteriler plskiirtiilmistiir.
Piiskiirtme islemi i¢in bakteri konsantrasyonlari 5x10% 3x107, 6x107, 7.5x107, 1.5x108,
3.0x108, 4.5x108 ve 6.0x108 cfu/ml olarak hazirlanmstir. Piiskiirtme islemi 1, 2, 2.5, 5, 7.5,
10, 15 ve 20 dakika araliklarla test edilmistir.
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Anti-S.aureus IgY iceren filtre arkasindaki besiyerinde lireyen ortalama koloni sayisi 10 iken
antikor icermeyen filtre arkasinda 540 koloni sayilmistir. Anti-P.aeruginosa IgY igeren filtre
etkinliginde ise antikor iceren filtre arkasindaki besiyerlerinde 5-10 koloni saptanirken
antikor icermeyen filtrede tireyen koloni sayis1 837 olarak sayilmistir. Anti-S.aureus IgY
iceren filtreye piiskiirtiilen bakteri konsantrasyonu 2x10° cfu/ml yogunlugunda bulunmustur
ve anti-P.aeruginosa IgY iceren filtrede ise en uygun bakteri konsantrasyonu 5x10* cfu/ml

yogunlugunda saptanmustir.

Anti-S.aureus IgY ve anti-P.aeruginosa IgY igeren filtrelerde en etkili antikor diizeyi 500
pg/ml antikor iceren filtrelerde goriilmiistiir ve en uygun piiskiirtme zamani ise 10 dakika
olarak saptanmistir. Bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterdigi tespit

edilmistir (p<0.05).

Anti-K.pneumoniae IgY igeren ve icermeyen filtre ile yapilan farkli optimizasyon deneyleri
sonucunda uygun bir veri elde edilememistir. Anti-K.pneumoniae IgY konsantrasyonlart ve
puskiirtme siireleriyle elde edilen sonuclar arasinda tutarsiz bulgular saptanmistir. En diisiik
IgY antikor konsantrasyonu K.pneumoniae ile immunize edilen tavuklardan elde edilmistir
Bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Bu nedenle anti-K.pneumoniae IgY ile hazirlanan filtreler ile sonu¢ alinmamasinin;

I: immunizasyon sonrast etkili IgY olusumunun olmamasi
Il: antijen hazirlanmasindan kaynaklanan nedenlere bagli olabilecegi

I11: antijen eldesi i¢in kullanilan susa bagl olabilecegi diisiiniilmektedir

Oneriler

Antibakteriyel filtre liretiminde ¢esitli organik materyallerin yani sira antikorlara dayali filtre

caligmalarinin ¢esitli avantajlara sahip oldugu ortaya konulmustur:

[
1

Kimyasal yontemlere gore daha giivenli olmalari

N
1

Fiziksel yontemlere gore daha spesifik olmalari
3- Diislik maliyetle tiretilmeleri

4- Daha hizli reaksiyon gostermeleri avantajlar1 arasinda yer almaktadir.
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IgY teknolojisi ile ortaya ¢ikan tiriinlerin

1. Enfeksiyonlarin (bakteri, virlis, mantar ve parazit) tedavisinde yeni bir segenek
olabilecegi,

2. Enfeksiyonlarin tanisinda ticari kit tiretiminde kullanilabilecegi,

3. IgY antikorunun endistriyel kullanimda o&zellikle anti-mikroorganizma maske ve
biyofiltre iiretimi i¢in gelistirilebilecegi konusunda {imit vaat eden c¢aligmalar

bulunmakta ve yeni projeler i¢in kaynak olusturmaktadir.
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