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Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa ile immunize edilen tavuklardan elde edilen IgY
antikorlarinin etkinliginin ELISA yontemiyle arastirilmasi

Ali AFANDI', Funda DOGRUMAN-ALA?

OZET ABSTRACT
Amac: IgY antikorlan; tavuklarin serum ve Objective: IgY antibody is found in chickens’
yumurta sarisinda bulunan enfeksiyon sirasinda serum and egg yolk. IgY antibody in chickens is specific

cogalarak mikroorganizmalara karsi yliksek miktar
spesifik antikorlardir. Bu antikorlarin yumurta sarisina
transfer oldugu da bilinmektedir. 1gY teknolojisi,
tavuk yumurtasinda antikoru Uretmeye ve izole

etmeye dayanan bir yontemdir. IgY antikorunun
yumurta sarisindan izolasyonu koyun, keci ve tavsan
gibi hayvanlanin kanindan izole edilmesine gore

daha kolay, non-invaziv, uzun omirli ve vyiksek

miktarda sentezlenmesi gibi avantajlara sahiptir.
Tavuk antikorlarinin, tanmi yontemlerinde kullanilmasi,
memeli antikorlarina gore daha disiik maliyete neden
olabilecektir. Calismamizda, nozokomiyal pnomoni
etkeni olarak sik tamimlanan Staphylococcus aureus (S.
aureus), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ve
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bakterilerine
kars1 1gY eldesi ve antikorlarin etkinliginin ELISA

yontemiyle arastirilmasi amaclanmistir.
Yontem: Tavuklarin immunizasyonu, S.

ATTC 6538, P. aeruginosa ATCC 27853 ve K. pneumoniae
ATCC13883 bakterileri kullanilarak hazirlanan antijen

aureus

antibodies that develop highly against microorganisms
during infection and is known to be transferred to egg
yolk. IgY technology is a method based on producing and
isolating antibodies in chicken eggs. The isolation of the
IgY antibody from egg yolk is more easier to isolate, non-
invasive, long life and higher in amount than it’s isolation
from sheep, goat and rabbit. Chicken antibodies used
in diagnostic methods, will be lower cost than the
mammalian antibody. In this study, the aim was to produce
IgY antibodies against bacteria of Staphylococcus aureus
(S. aureus), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
and Pseudomonas aeruginosa (P aeruginosa) which
are commonly identified as the cause of nosocomial
pneumonia and to investigate the efficiency of these
antibodies by of ELISA method.

Methods: Immunization of chicken was performed
using S. aureus ATTC 6538, P. aeruginosa ATCC 27853
and K. pneumoniae ATCC13883 bacteria grown in
blood agar and inactivated subsequently. Twenty-two-

week-old Lohmann Brown laying hens were immunized
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stspansiyonu 22 haftalik Lohmann Brown cinsi yumurta
tavuklarina Freund’s tamamlanmis adjuvan ile kas
icine enjekte edilerek gerceklestirildi. Hatirlatma
immunizasyonlar1 iki hafta araliklarla dort kere
Freund’s tamamlanmamis adjuvant kullanarak yapildi.
Bakterilere karsi olusan IgY antikorlarinin saflastirilmasi
ve elde edilmesi icin PEG 6000 kullanildi. Antikorlarin
etkinligi ELISA yontemi ile degerlendirildi. immunize
edilen ve edilmeyen tavuklarin yumurtalarindan izole

edilen IgY antikorlarinin OD degeri karsilastirildi.

Bulgular: S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae
ile immunize edilmis ve edilmemis tavuklann IgY
antikorlar1 arasindaki OD degerleri farkli diliisyonlarda
(1/100 ve 1/1000) karsilastinldiginda; immunize
olan tavuklarin yumurtalarindan izole edilen IgY
antikorlarinin OD degerlerinin ODC degerinden daha

yliksek oldugu saptanmistir (p<0.05).

Sonuc: Calismamizda elde edilen  veriler
nozokomiyal pnomoni etkeni olarak sik izole edilen
bakterilere kars1 tavuklardan elde edilen IgY
antikorlarimin etkinliginin yiiksek oldugunu gostermistir.
IgY antikorlarinin non invaziv, hizli ve duisiik maliyetli
elde edilebilmesi bu antikorlarin son 10 yilda tanida
kullamilmasinmin  yam sira baz1 hastaliklara karsi
korunmada ve tedavi secenekleri arasinda yer almasini
saglamistir. IgY antikorlarinin gelecekte tanm ve tedavi
amaciyla etkin olarak kullanilabilecegi dusiincesine

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: IgY antikor, Staphylococcus
aureus, Klebsiella  pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, tani, tedavi, ELISA

through intramuscular injection with Freund’s complete
adjuvant and re-stimulate immunizations with Freund’s
incomplete adjuvant were performed four times at an
interval of two weeks. PEG 6000 procedure was used
for the isolation and purification of IgY antibodies
synthesized by immunized hens against bacteria.
Efficacy of antibodies was evaluated with ELISA method
and OD values of IgY the antibodies isolated from the
eggs of immunized and non-immunized hens were

subjected to comparison.

Results: IgY antibodies isolated from hens
immunized with S. aureus, K. pneumoniae and P
aeruginosa bacterial antigens and from non-immunized
hens were compared in order to determine OD values
with ELISA method. In both dilutions (1/100 and 1/1000)
IgY OD values of immunized hens were observed to be
higher than the calculated cut off value (ODC) (p<0.05).

Conclusion: The data obtained from a study shows
high efficacy of IgY antibodies isolated from chickens
against bacteria which are commonly identified as
the cause of nosocomial pneumonia. The fact that IgY
antibodies can be obtained quickly through non-invasive
cost-effective methods allowed these antibodies to be
used in diagnostic procedures over the past decade as well
as making them a viable choice among prevention and
treatment options against certain diseases. Therefore,
based on the results of this study, it was concluded that
IgY antibodies might be largely and actively used for the
purposes of diagnosis and treatments in the future.

Key Words: IgY antibody, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

diagnosis, treatment, ELISA

GIRiS

IgY antikoru, ilk defa Klemperer tarafindan
1893 yilinda mikroorganizmalarla immunize edilen
tavuklarin yumurtalarinin sarisindan elde edilmis ve
olusan bu antikorlarin mikroorganizmalara spesifik
oldugu bildirilmistir (1). IgY antikorlarn 1980’lerden
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bu yana daha genis uygulama alanlarinda yer almistir.
Antikorlarin elde edilmesinin non-invazif olmasi
nedeniyle 1996 yi1linda IgY teknolojisi European Centre
for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)
arastirma ekibi tarafinda alternatif bir antikor elde



etme yontemi olarak tavsiye edilmistir (1). IgY-
teknolojisi 1999 yilinda, isvicre Hiikiimeti Veteriner
Dairesi tarafindan hayvan sagligiml desteklemek
amaciyla kullanabilecek alternatif bir yontem olarak
kabul gormustur (1).

memelilerde

IgY molekiliinin  genel

yapisi
bulunan 1gG’ye benzer olup, iki agir (H) ve iki hafif
(L) zincirden olusmaktadir. IgY (H) veya upsilon (U)
zincirleri, tipik olarak bir degisken (V) ve dort sabit
(C) bolgeye sahiptir (Sekil 1) (2, 3). IgY agir zinciri
67-70 kDa tek tip olarak bilinmektedir. 1gY’ nin C1-C2
ve C2-C3 baglantilarinin yan kisminda prolin, glisin

r Antigen attachment site QA

1gG

gy

rezidiileri iceren ve kisitli esneklik saglayan bélgeleri

bulunmaktadir. Sadece memeli IgG antikoruna
ozgli olan ve esneklik saglayan mentese bolgesine
IgY antikor yapisindaki C1 ve C2 arasindaki bolge
islevsel olarak benzer ozellik gostermektedir. IgY
antikorunun bu yapisal ozelliginden dolayr 1gG ’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 1gG ’den
daha hidrofobiktir. Bu 6zelligi zengin yag icerigine
sahip olan yumurta sarisina uyum saglamasina neden
olmaktadir (Sekil 2) (2, 4).

Sekil 2. I1gY ve IgG antikorlarinin molekil karsilastirilmasi (2, 4)
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IgY antikorlarimin IgG antikorlarina gore antijenlere
afinitesinin 3-5 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir.
IgY antikorlarinin giivenli ve dayanikli yapiya sahip
olmasi, tedavi ve koruma amaciyla kullanmlmasim

etki
hiicre

saglamaktadir. 1gY antikorlarinin  baslica

mekanizmalan ise; mikrobiyal ajanlarin
yuzeyine adezyonunu ve kolonizasyonunu etkilemesi,
virtslerin hiicreden hiicreye gecisi sirasinda spesifik
baglanmalar ile kolonizasyonun engellenmesi,
sindirim sistemindeki patojenlerin agliitinasyonu ile
toplu bir sekilde sindirim sisteminden atilmalarinin
saglanmasi, patojenlerin enzim aktivitelerinin
dusurilmesi ve toksinlerin notralizasyonu seklinde
olmaktadir.  Literatirde bu etkilerin havyan
modellerinde ve aym zamanda klinik calismalarda
da kullanima uygun oldugu bildirilmektedir (3). IgY
antikorlarinin  fiziksel ortamlardaki dayanikliigini
gostermek icin yapilan calismalarda, 1siya karsi genis
bir aralikta (0-70°C) aktivitesini kaybetmedigi, pH
3,5-11 degerlerinde aktivitesini korudugu, 4000 kg/
cm2’lik basinca dayandigi gosterilmistir. 1gY’nin
insanlar icin kullanilmasina FDA (Food and Drug
Administration), GRAS (Generally Recognized As
Safe) ve USDA (US. Department of Agriculture) gibi
otoriteler de onay vermislerdir (3). Cesitli avantajlan
dogrultusunda IgY ‘nin tip ve veterinerlikte tedavi
ve koruma amaciyla kullamlmistir. Cocuk bagirsak
enfeksiyonlarimin  onlenmesinde ve Helicobacter
pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde basarili sonuclar
elde edilmistir (5). Dis ciriiklerinin onlenmesinde
anti-Streptococcus mutans 1gY iceren agiz calkant
sularimin kullanilmas1 etkili bulunmustur (6). Kistik
fibrozis hastalarinda anti-P. aeruginosa 1gY iceren
agiz calkanti suyu ile agiz calkamasi uygulandiginda,
hastalarda kronik P.
sikliginda azalma oldugu tespit edilmis ve antibiyotik
oldugu

belirtilmistir (5, 7). Deneysel calismalarda da S.

aeruginosa enfeksiyonlarinin

kullamminin  sinirlandirmasinda  yararli

aureus ve Escherichia coli’ye kars1 IgY ’nin bakteri
Uremesini inhibe ettigi gosterilmistir (8). Ayrica
veterinerlik  alaninda

kopeklerde  parvovirls,

rotavirisler ~ve  coronavirus  enfeksiyonlarinin
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tedavisinde IgY antikorunun kullaniminda olumlu
sonuclar elde edilmistir (1).

IgY uygulamalan biyomedikal
IgY-bazli

proteinlerin veya peptidlerin konsantrasyonlarinin

arastirmalarda
da kullamlmaktadir. immunoanalizler,
ELISA ile olcilmesi ve klinik kimya calismalarinda da
kullamlmistir (1, 2). IgY antikorlar, viral, bakteriyel,
ve bitki
antijenlerinin tespiti icin ve gidalarda toksinleri

evcil hayvanlarda bagirsak parazitleri

saptamak amaciyla yapilan arastirmalarda da
kullamlmistir (2).
Calismamizda, etkeni

nozokomiyal pnomoni

olarak sik tanimlanan S. aureus, K. pneumoniae

ve P aeruginosa bakterilerine karsi olusan IgY
antikorlarimin eldesi ve bu antikorlarin etkinliginin

ELISA yontemiyle arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bakterilerin kiiltiirlerinin yapilmasi ve antijen
elde edilmesi

Bu calisma 01.07.2018-30.01.2019 tarihlerinde
gerceklestirildi. Calismamizda S. aureus ATTC 6538, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve K. pneumoniae ATCC 13883
bakterileri kullanldi. Boncuklu saklama tiiplerinde
(Mikrobank, ABD) -20°C‘de saklanan bakteriler oda
sicakliginda ¢oziildu ve biyogiivenlik kabininin icinde
steril ortamda kanli besiyerine (%5 koyun kanli agar)
ekim yapildi. Ekim yapilan plaklar 37 °C’de gece
boyunca etiivde inkiibe edildi. Ureyen koloniler 1
ml PBS (Phosphate Buffer Soliisyonu) iceren tiplere
aktanldi. Bakteri suspansiyonu iceren tupler 3000 rpm
’de 20 dakika santrifiij edilerek supernatant kismi
atild1 ve yikama islemi PBS ile i¢ defa tekrarlandi.
Bakteri inaktivasyonu kuru 1siticida 650 “C’de 35
dakika bekletilerek gerceklestirildi. islem sonrast
olusan artiklari uzaklastirmak amaciyla 9000 rpm
‘de 20 dakika santrifuj yapild1 ve supernatant kismi
atildi. Tiplerin dibinde kalan pelletin Uzerine 500
pl PBS eklenerek protein miktarnn 0,5 mg/ml olacak
sekilde nanodrop spektrofotometrede (Thermo, ABD)
ayarlandi ve immunizasyon icin kullamldi (9).



Tavuklar ve immunizasyon

22 haftabk Lohmann
cinsinden 11 adet tavuk kullanildi. Bu calisma icin
gerekli hayvan etik kurul izini alind1 (tarihi 27/06/2018
ve karar no:2018/23). Her bakteri icin Ucer ve iki
adette negatif kontrol olacak sekilde toplam 11

Calismamizda, Brown

adet tavuk kullanildi. S. aureus, P. aeruginosa ve
K. pneumoniae’den hazirlanan 0,5 mg/ml antijen
ve ayni hacimde Freund’s tamamlanmis (complete)
adjuvanm ile toplam 500 pl olacak sekilde insulin
enjektori kullamilarak tavuklarin sag ve sol gogis
kaslarina iki farkli yere immunizasyon yapildi (Sekil
3). Hatirlatma immunizasyonlar iki hafta aralikla dort
kere 0,5 mg/ml antijen ile Freund’s tamamlanmamis
(incomplete) adjuvanti kullanarak yapildi. immunize
edilen ve edilmeyen tavuklardan 35. giinden itibaren
yumurtalar iki ay boyunca toplandi (1yumurta/gun).
Yumurtalar gunluk olarak etiketlenip +40 °C’de
saflastirma islemine kadar muhafaza edildi (10).

IgY antikorlarinin
saflastiriimasi

elde edilmesi ve

immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan
toplanan yumurtalar %70’ lik alkol ile dezenfekte
edildikten sonra kirilarak sarisi ile beyaz kismi ayrildi.
Yumurtanin san kismi 50 mUlik tiiplere aktarildi ve
tupteki son hacmin Uzerine iki kat PBS eklendi. Bu

islem her yumurta icin ayr1 ayr yapildi. Tuplerdeki son
hacmin uzerine toz halinde Polyethylene glycol (PEG)
(Merck, Almanya) 6000’den gram olacak sekilde %3,5
oraninda eklenerek donen silindir mikserde (roller
mixer) (Stuart, ingiltere) kanstirldi. Son kanstirma
isleminden sonra tupler ultrasantrifiij (Thermo,
ABD) ile 13000g, +40 °C’de 20 dakika boyunca
santrifuj edildi ve islem sonrasi ust kisimda olusan
slipernatant kagit filtreyle filtrasyon yapilarak baska
bir tupe aktanldi (Sekil 4). Son hacmin Uzerine %8,5
agiriginda PEG 6000 ilave edildi ve tekrar 13000g, +40
°C’de 20 dakika santrifuij islemi uygulandi (Sekil 5).
Bu islem sonras tuplerdeki sipernatant atildi, dipte
kalan pellet 1 ml PBS icerisinde cozduruldu. Pelletin
uzerine PBS ilave edilerek son hacim 10 ml olacak
sekilde tamamlandi ve iizerine %12 agirliginda PEG
6000 eklenip yukarida belirtilen ayn1 hiz ve kosullarda
santrifij edildi. Tekrar stipernatant atildi, son pellet
800 pl PBS
kapsuliine (QuixSep, ABD) eklendi ve kapsil distile

icerisinde c¢ozduruldl, mikrodiyaliz
su icinde hazirlanan %0,1 NaCl cozeltisinde manyetik
karistiricida (Heidolph MR 3000, Almanya) gece boyu
diyalize tabi tutuldu. izole edilen IgY antikorlarinin

protein konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre
ile (Thermo, ABD) 280 nm’de dl¢ildu (Sekil 6) (11,
12).

i

Sekil 3.

Hazirlanan bakteri ntijenleri ile tavuklarin immunizasyonu
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Sekil 4. Kagit filtreyle filtrasyon

Sekil 6. Mikrodiyaliz kapsilune antikor stispansyonunun eklenmesi
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ELISA yontemi ile IgY antikorlarinin etkinliginin
belirlenmesi

ELISA calismasinda kullanan soliisyonlar:
Kaplama solusyonu; 200 ml distile suya 0,318 g sodyum
karbonat (Na2C03), 0,586 g sodyum bikarbonat
(NaHCO3) ve 0,04 g sodyum azide (Na2N3) eklenerek
pH: 9,6 olacak sekilde hazirlandi.

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; hazir PBS cozeltisine %0,05 (v/v)
olacak sekilde Tween20 ilave edilerek hazirlandi.

Bovine Serum Albumin (Sigma Aldrich, ABD) (BSA)
¢cozeltisi; toz seklinde bulunan BSA ’den 4,83 mg
tartilarak 1 ml PBS solusyonu icerisinde hazirlands.

Bloklama Tamponu; 12 ml PBS/Tween20

solisyonuna BSA cozeltisinden 12 pl eklenerek

hazirlandi.

Substrat Cozeltisi; paranitrofenil fosfat (Sigma
Aldrich, ABD) (pNPP) iceren tabletlerden 10 ml distle
su icine bir tane tablet konularak 10 dakika mikserde
kanstirlarak hazirlandi.

Antijen Hazirlamasi: Kanli agarda lreyen bakteri
kiltlrlerinden steril ekiivyonla 3-5 koloni alinarak 1 ml
PBS iceren tuplere aktarildi ve 3000 rpm ’de 20 dakika
santrifij edilerek yikama islemi yapildi. Supernatant
atilip yikama islemi tekrarlandi. Pelletin lizerine 1 ml
PBS eklendi ve bakterileri parcalamak icin bes kez
sivi nitrojende dondurulup 37°C’lik su banyosunda
¢ozuldu. Hucre artiklarnini uzaklastirmak amaciyla
antijen iceren tipler 9000 rpm’de 20 dakika santrifij
edildi ve ustteki berrak kisim (antijen) toplandi.
Toplanan antijenin, kaplama solusyonu icindeki son
konsantrasyon 1-2 pg/100 pl protein (antijen) olacak
sekilde hazirland1 ve ELISA plaginin her kuyusuna
kuyu basina 100pl eklenip +4°C’de gece boyu inkube
edildi. Plaklar PBS /Tween20 ile iic defa yikandi, her
kuyuya 100pl bloklama soliisyonu eklenerek 37°C’de

1 saat inkube edildi. Tekrar ¢ defa PBS/Tween 20 ile
yikanan plaklar oda 1sisinda kuruduktan sonra tekrar
kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Testin Calisilmasi: Tim yumurtalardan izole edilen
IgY antikorlarinin PBS/Tween20 icinde 1/100, 1/1000
ve 1/10000 seri dillisyonlar1 hazirlandi. Her diliisyon
icin dort kuyucuk kullanildi.
ELISA plaklarindaki
dilisyonlarindan 100pl ilave edildi. Plaklar etiivde 1

Bakteri antijenleri
ile  kapli kuyulara antikor
saat inkube edildikten sonra PBS/Tween20 ile li¢ defa
yikandi. Yikama ardindan 1:1000 olarak sulandirilan
HRP (horseradishperoxidase) ile konjuge edilmis
keci anti-tavuk IgY (Sigma Aldrich, ABD) sekonder
antikorlarindan her kuyuya 100ul eklendi. Plaklar
etuvde 1 saat inkube edildikten sonras1 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 inkibe
edildi. ELISA plaklarinda olusan renk degisimi 405 nm
dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo, ABD)
olculdu (10, 13, 14).

Cutoff Degerinin Hesaplanmasi: immunize
edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole edilen IgY
antikorlar ile elde edilen OD‘nin ortalamasi +2X SD
(ODC) seklinde hesaplandi.

istatistiksel Analiz: immunize edilen ve edilmeyen
tavuklardan elde edilen IgY antikorlarinin OD
degerlerinin karsilastirilmasi icin 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.

BULGULAR

S. aureus, K. pneumoniae ve P. aeruginosa bakteri
antijenleri ile immunize edilen ve edilmeyen tavuk
yumurtalarindan izole edilen IgY antikorlarinin miktar
nanodrop spektrofotometre 280 nm’de olculdu (Tablo

1).
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IgY antikorlarinin her iki dilusyonunda da (1/100
ve 1/1000 ) ELISA metodu ile saptanan OD degerleri
karsilastinldiginda; immunize edilen tavuklarin IgY
0D degerlerinin hesaplanan cutoff degerinin lizerinde
oldugu saptandi (Tablo 2 ve Sekil 7-9).

Calismamizda immunize edilen tavuklardan izole

edilen IgY antikorlarinin hem 1/100 dilusyonda hem
de 1/1000 dilisyondaki OD degerlerinin immunize
edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole edilen OD
’lerle karsilastirilmasi sonucunda her iki dillisyonda
da OD degerlerinin istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi saptanmistir.

Tablo 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

Tablo 2. Calismamizda kullanilan bakterilere karsi elde edilen IgY antikornin farkli diliisyolardaki OD, ODC ve P degerleri

Antikorlar oD Cutoff (ODC) P degeri

1/100 dilusyon 3.76 0.197 p<0,001
Anti-S. aureus IgY

1/1000 diliisyon 1.156 0.184 p<0,001

1/100 diliisyon 3.19 0.318 p<0,001
Anti-P. aeruginosa IgY

1/1000 diliisyon 2.05 W p<0,001

1/100 diluisyon 2.24 0.113 p<0,001
Anti-K. pneumoniae IgY

1/1000 diliisyon 1.022 L p<0,001

Turk Hij Den Biyol Derg



A. AFANDIi ve F. DOGRUMAN-ALA - Cilt 76 W Sayr 4W 2019 =
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S.aureusile mmunize edilen S.aureusile mmunize S.aureus ile mmunize edien S.aureusile mmunize
tavuklar edilmeyen tavukr tavuk lar edilmeyen tavukar

Sekil 7. S. aureus ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen IgY antikor (1/100 ve1/1000 diliisyonlardaki)
OD degeri

0DC=0.318 0DC=0.277
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P.aeruginosa e Paeruginesa e P 3eruginosa e Paeruginosa ie
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Sekil 8. P. aeruginosa ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen IgY antikor (1/100 ve1/1000 diluisyonlar-
daki) OD degeri
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Sekil 9. K. pneumoniae ile immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan elde edilen IgY antikor (1/100 ve1/1000 diluisyonlar-
daki) OD degeri
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Son yillarda tavuklardan elde
antikorlarinin tamida kullanimi,
edilen 1gG antikorlarina gore sagladig1 avantajlar
sayesinde oldukca ilgi cekmektedir. IgY antikorunun
ucuz, pratik ve yiiksek miktarlarda elde edilebilmesi,
antikora dayali tam kitlerinin Uretiminin maliyetini
dusirebilecektir (15, 16). IgY antikorlarinin fiziksel
ortamlardaki dayamklligim gostermek icin yapilan
calismalarda, 1stya karst genis bir aralikta (0-70°C)
aktivitesini kaybetmedigi, 3,5-11 pH degerlerinde
aktivitesini  korudugu, 4000 kg/cm2’lik basinca
dayandigi  gosterilmistir  (5). Yapisal farklitiklan
degisik molekiiler ve biyokimyasal etkilesimlere de
neden olmaktadir. Bircok immunglobulinin biyolojik
fonksiyonu Fc bolgesi ile aktive edilmektedir ve
bu bolge IgG ve IgY’nin temel yapisal farkinin
oldugu kisimdir (2). Bu nedenle IgY ’nin Fc-bagimli
fonksiyonlarn da memeli IgG’sinden farklidir. IgY
kompleman1 aktive etmemekte, stafilokokal A ve G
proteinlerine baglanmamakta, romatoid faktor gibi
memeli antikorlarin1 tanimamakta ve hiicre yilizeyinde
bulunan Fc reseptorlerine baglanmamaktadir (2).
Bunun yaninda molekiiler etkilesimdeki farkliliklan
IgY ’nin farkli biyoteknolojik ve tibbi uygulamalarda
kullammin1 avantajli hale de getirmistir (2). Bu
ozellikleri ile IgY antikorun stabilitesi IgG ’den cok
daha yiksektir (2, 15). Tavuk IgY ’sinin daha yiiksek
glikolizasyon indeksine sahip olmasi, horse radish
peroxidase ve diger antikor isaretleyiciler ile daha
yuksek afinite ile konjugasyonuna izin vermektedir
(15, 17).

Literatiirde bu ozelliklerin havyan modellerinde ve
aym zamanda klinik calismalarda da kullanima uygun
oldugu bildirilmektedir. Bu avantajlann dogrultusunda
IgY ‘nin tip ve veterinerlikte tedavi ve korunma
amaciyla cesitli calismalarda kullanildigi goriilmektedir
(2, 18).

Nozokomiyal enfeksiyonlar arasinda, nozokomiyal
hava yolu enfeksiyonlari morbidite ve mortalite
acisindan onemli sorun olusturmaktadir. Son yillarda
gram negatif bakteriler arasinda Pseudomonas

edilen IgY
memelilerden elde
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turlerinin nozokomiyal hava yolu enfeksiyonlarina
ve buna bagli morbidite ve mortaliteye en c¢ok
neden olan bakteri olarak saptandigi goriilmektedir
(19). Pseudomonas’lar en sik mekanik ventilasyon
destegindeki hastalarda ve kistik fibrozisli hastalarin
akut alevlenmelerinde goriilen pnomonilere neden
olmaktadir (20). Nozokomiyal enfeksiyonlarin en
sik etkenlerinden biri olan MRSA (Metisilin Direncli
Staphylococcus  aureus) suslarinin  esas kaynagi
enfekte veya kolonize hastalar ile birlikte saglik
personelidir (21). Staphylococcus aureus, antifagositik
kapsul kullanarak, hiicre duvarinda bulunan protein
A ve G ile antikorlan Fc bolgesinden baglayarak ve
antijen maskeleme gibi immun sisteminden kacis
mekanizmalarin1 kullanmaktadir (22). Hava yoluyla
bulas, yogun bakim servislerinde pnémoni olgularinda
ve yanik Unitesi birimlerinde 6nem kazanmaktadir (21)
Klebsiella pneumoniae, yogun bakim servislerindeki
olgularda pnémoniye neden olan diger bir etkendir.
Klebsiella pnomonisi genellikle st solunum yollarinda
kolonize olmus bakterilerin aspirasyonu
olusmaktadir. Klebsiella pnomonisi gram negatif
bakteri pnomonileri arasinda az goriilmesine ragmen
mortalitesi diger gram negatif bakteri enfeksiyonlarina
gore iki kat daha fazladir (23).

sonucu

Calismamizda immunize edilen tavuklardan izole
edilen IgY antikorlarimin hem 1/100 diliisyonda hem
de 1/1000 diliisyondaki OD degerlerinin, immunize
edilmeyen tavuk yumurtalarindan izole edilen OD ’ler
ile karsilastinlmas1 sonucunda her iki diltisyonda da
OD degerlerinin istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi saptanmistir. Bu bulgu yapilan calismalardan
elde edilen sonuclarla uyumluluk gostermektedir.
Tobias ve ark. (24) yaptiklan calismada, S. aureus
ile immunize edilen ve edilmeyen deve kuslarinin
yumurtalarindan izole ettikleri spesifik anti-S.
aureus 1gY ve non spesifik IgY antikorlarini beyin-kalp
infizyon buyyonda S. aureus ile 37°C ’de dort saat
inkiibasyon sonrasi kat1 besiyerine ekim yaprmslardir.
Sonu¢ olarak immunize edilmis deve kuslarindan
izole edilen antikorlanin bakteri uremesini inhibe
ettigi izole edilen
antikorlarin tedavi icin kullanmiminin @imit verici oldugu

saptanmistir ve yumurtadan



belirtilmistir. Thomsen ve ark. (5) yaptiklar calismada,
kistik fibrozis hastalarinda anti-P. aeruginosa IgY iceren
agiz calkant1 suyu ile agiz calkamasi uygulandiginda
kistik fibrozis hastalarinda kronik P aeruginosaa
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde etkili oldugu tespit
edilmis ve antibiyotik kullaniminin sinirlandirlmasinda
yararli olacagi belirtilmistir. Bir diger calismada ise IgY
antikorlarinin Salmonella tirlerinin Uremesi lizerine
etkisi arastinlmistir. Salmonella spp ile immunize edilen
ve edilmeyen tavuklarin yumurtasindan saflastirilmis
spesifik anti-Salmonella spp IgY ve non spesifik IgY
antikorlan S. enteritidis ve S. typhimirium ile triptik
soya buyyon 37°C’de 4-6 saat inkiibasyon sonrasi kati
besiyerine ekilmistir. Sonuc olarak immunize edilmis
tavuklardan izole edilen antikorlann bakteri iremesini
anlamli diizeyde inhibe ettigi saptanmistir (25, 26).
Uma ve ark. (27) calismalarinda mastitli sigirlardan
izole edilen K. pneumoniae ile hazirladiklar antijen
suspansyonuyla immunize ettikleri tavuklardan anti-
IgY K. pneumoniae antikorlarim izole etmislerdir.
Tavuklann duzenli araliklarla immunize edilmesinin
spesfik 1gY antikor olusumunu 1/10000 diltsyona kadar
artirdigi indirek ELISA yontemi ile gozlemislerdir.
Elde edilen antikorlarin K. pneumoniae lzerindeki
ureme inhibisyon etkisi arastinlmistir. Todd Hewitt
buyyonunda 6zgul anti-K. pneumoniae IgY antikorlarinin
farkli konsantrasyonlarinda (1-5pg/ml), K. pneumoniae
ile birlikte 37°C’de bir gece inkibasyonu sonrasi
nutrient agara ekim yapilmis ve tekrar 37°C’de bir
gece inkubasyona birakilmistir. Kullanilan anti-K.
pneumoniae 1gY konsantrasyonlarindan 3pg/ml duzeyi
bakteri Ureme inhibisyonunun tamamen gerceklestigi
en etkili dizey olarak saptanmistir. Arastincilar
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