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INFLUENZA A VIiRUSU

» Her yil diinya nifusunun %5 ile 20’sini etkiler,

» Binlerce insanin 6limiine sebep olur,

» Klinik teshisinde, diger solunum yolu hastaliklariyla

karistirilmasi enfeksiyonla mucadelede dezavantaj
Hastalik riski olan bireylere hizli ve dogru

taninin konulmasi, enfeksiyonun
kontroliinde butyitk 6nem tasimaktadair!
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Ancak viruisunun yapisinda meydana
gelen degisimler hizli ve dogru tanisina
yonelik yontemlerin gelistirilmesini
zorlastirmistir.
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M2e proteini normalde virlis partikiilleri lizerinde dusiik
miktarda bulunmaktayken, viriisle enfekte hiicre yuzeyinde
oldukca bol miktarda salgilanmaktadir.

Virusun oldukea iyi korunmus M2 proteini dis bolgesinin
(M2e) potansiyel tani markiri olarak kullanilabilecegi
literatiirde gosterilmistir (Budama-Kiling vd., 2016; Uttenthal
vd., 2010; Lambrecht vd., 2007).



INFLUENZA A VIRUSU ICIN _
KULLANILAN TANI YONTEMLERI
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» Virus kaltiru
» Molekuler yontemler

» Hizh tani testleri

» Serolojik ydntemler (IF, AGID,
RIA, nétralizasyon, CFT, EIA, |
HI, ELISA)
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Memeli serumunda bulunan farkh tur
antikorlarin aksine, tavuk yumurtasinin
sarisindan ¢oktlirme yontemleriyle
kolaylikla izole edilebilen sadece tek
tur antikor (IgY) bulunmaktadir.
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"FIZIKOKIMYASAL OZELLIKLERI

Insan vuciidundaki fiziksel ortamlara karsi dayaniklidir.

0-70°C gibi genis bir aralikta  aktivitesini
stiirdurmektedir.
3,5-11,0 araligindaki pH degerlerinde aktifligini
korumaktadir

Viucut enzimlerinden tiripsin ve kimotiripsine
dayanikhidir.

GRAS (Generally Recognised As Safe) belgesi alan IgY
antikorlarinin insan uzerinde kullanilmasina FDA, USDA
gibi otorite kuruluslar da onay vermislerdir.
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Memelilerden elde edilen antikorlara gore (6rnegin
tavsan) cok daha dusuk maliyetlerle Uretim (gram
basina 200 kat)

Tavuklar ile memeliler arasindaki filogenetik uzaklik,
memeli proteinlerine karsi tavuklarda yuksek korunumliu
antikorlarin Gretimi

Kanatl antikorlari ile calismak memeli serumu kaynakl
antikorlar ile calismaya goére daha hijyenik, dusiik
maliyetli, kullanish ve yliksek miktarh ( ~1500mg/ay)
antikor kaynagi.

IgY antikorlarinin 1gG antikorlarina gbére antijene
afinitelerinin 3 ile 5 kat daha fazla olmasi
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CALISMAMIZIN AMACI

Influenza A virusunun tanisinda
kullanilmak uzere, virusun alt tiplerinde
korunmus antijenik bolgesi olan M2e
peptid dizisine mono-spesifik IgY
antikorlarinin uretilmesi ve tani
degerinin incelenmesidir.
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"‘M2e PEPTID DIZisi (M,,=2756 Da)

NH,- Met - Ser - Leu - Leu - Thr - Glu - Val - Glu -
Thr-Pro-lle-Arg-Asn-Glu-Trp-Gly-Cys -
Arg - Cys - Asn - Asp - Ser - Ser - Asp -COOH

; . IgY
Immiinizasyon Saflastirma Prosesi Antikorlar
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Sekil 1. IgY antikorlarinin eldesinin sematik gosterimi
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Sekil 2. IgY antikorlarinin zamana bagli olarak protein miktarlarindaki
degisimin negatif kontrol yumurtalari ile kiyaslamal grafigi.



= KLIMIK 2017

XVIII. TURK KLIiNIK MiKROBIYOLOJI
1911 VE INFEKSIYON HASTALIKLARI KONGRESI

AFINITE KROMATOGRAFISI

(INFLUENZA A M2e ANTIJENINE MONO-SPESIFIK
IgY ANTIKORLARI)

ELISA YONTEMI ILE
ANTIKOR TITRELERININ
BELIRLENMESI
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Cut — Off = Negatif kontrolin ortalama degeri + (2 x Standart sapma)

— Deney Grubu

-~ Cutoff Degeri

OPTIK DENSITE
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AYLAR (Immiinizasyon Sonrasi)

Sekil 3. Immunizasyon sonucu elde edilen yumurtalarin aylik antikor
seviyelerinin ELISA yontemi ile gosterimi.
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Western Blot ile
Karakterizasyon
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gY, ALP, fosfat tamponunda
glutaraldehit eklenerek oda
sicakhginda 2 saat karistirilir.

,,,,,,,,,

arisim PBS ile diliie
"edilir ve 1 gece +4°C de
diyaliz edilir.

aha sonra Tris-HCI
tamponu eklenir.
. Konjugasyon sonlandirilir.
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Floresans Spektroskopisi ile IgY-ALP
Konjugatinin Karakterizasyonu

——IgY Antibody (A __ = 325nm)
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M2e PEPTIDINE SPESIFiK IgY ANTIKORLARININ STANDART
SUSLAR iLE ETKILESIMI
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Sekil 4. M2e peptid antijeni ile immunize edilmis tavuklardan elde edilen IgY standart
Influenza suslariyla ile spesifik reaksiyonlarinin ELISA yontemi ile incelenmesi.
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M2e PEPTIDINE SPESIFiK IgY ANTIKORLARI ILE CAPRAZ
REAKSIYONLARIN BELIRLENMESI
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Sekil 5. M2e peptid antijeni ile immunize edilmis tavuklardan elde edilen IgY antikorlarinin
farkh mikroorganizmalara ait hiicresel bilesenler ile spesifik reaksiyonlarinin ELISA yontemi
ile incelenmesi.
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RT-PCR Yéntemi ile Nazofrangeal Siiriintii Orneklerinin

Analizi

istanbul  Universitesi istanbul  Tip
Fakiiltesi Ulusal influenza Referans
Laboratuari’'na  gelen nazofrangeal
siirlinti ornekleri rRT-PCR yontemi ile
pozitif ve negatif olarak analizi
yapiimistir.

VE INFEKSIYON HASTALIKLARI KONGRESI
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ELISA Yéntemi ile Nazofrangeal Siiriintii Orneklerinin
Analizi

mi1\i00
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Influenza sezonu sirasinda, hizh tani testi ile hastaligin
tespiti, hasta ve halk saghg icin biiyiik fayda saglamaktadar.

¢ XY World Health
& %2 Organization
———

WHO recommendations on the use of rapid testing
for influenza diagnosis

1. General information

Influenza outbreaks and epidemics pose ongoing risks to global human public health. Recently,
human infections with A/H5N1 avian influenza viruses have heightened the potential for the
emergence of an influenza A virus with pandemic potential. In response, the World Health
Organization (WHO) is working to strengthen influenza surveillance
(http://www.who.int/csr/disease/influenza/influenzanetwork/en/index.html) and increase
laboratory capacity for the diagnosis of influenza and the early detection of emerging pandemic
strains.
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IMMUNO-KROMATOGRAFIK YONTEM

Test Cizgisi Kontrol Cizgisi

»
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Absorban

Binieli Pad Altn NP-IgY ) - Ped
Konjugat Nitrosellloz

Membran

Hasta Suruntl

Ornegi
E I Lateral Flow Test
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SONUC OLARAK

Influenza A virtisu tanisinda hizhlhk, o6zgullik ve spesifiklik
oldukca onemlidir.

Proje ekibi tarafindan liretilen Influenza A virusui M2e
peptidine spesifik IgY antikorlarinin virtisiin suslarini
tanidigi, ust solunum yolu hastaliklarina neden olan mikro-
organizmalar ile ¢capraz reaksiyon vermedigi belirlenmistir.

Calisilan her bir nazofrangeal siiriintu ornegi icin, kullanilan
ELISA yontemi ile elde ettigimiz sonuclarin, Ulusal Influenza
Referans laboratuarinda rRT-PCR yontemiyle elde edilen
sonuclarla ortustugu gozlenmistir.
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SONUC OLARAK

v'Calismamizda, Influenza A virdsunun alt
tiplerini hizh ve dogru bir sekilde tanisina imkan
saglayacak M2e peptidine mono-spesifik IgY
antikorlari  uretilmis ve bu antikorlarin
Influenza A virlusuinun tanisinda efektif olarak
kullanilabilirligi gosterilmistir.

v'IgY teknolojisinin pek ¢cok medikal alanda,
ozellikle tanmi alaninda kullanilabilecegini
kanisinday:z.



UBITAK TESEKKUR

“Influenza A Enfeksiyonu Tamsi I¢cin (M2e)
Peptidine Spesifik IgY Antikoruna Dayah
Immiinokromatografi Yontemi ile Hizh Tani
Kiti Gelistirilmesi” isimli projeyi destekleyen
TUBITAK ’a tesekkiir ederiz.

(Proje No. 115S132)
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