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Laborant ve Veteriner Saglik On lisans programi icin hazirlanmis olan “Temel
Veteriner Mikrobiyoloji ve Immunolji” adli bu kitapta, bakteri ve mantarlarin te-
mel yapilart irdelenmis, antimikrobiyel yaklasimlarla nasil elimine edilecekleri ko-
nulart anlatilmis, genetik, serolojik ve bakteriyolojik yontemlerle nasil tanimlana-
caklart belirtilmis, infeksiyoz etkenlere karst temel immunite yapitaslart verilmis-
tir. Bu kitaptaki konular okuyucuya hayvanlarin salgin hastaliklar ile ilgili olan
bakteri ve mantarlar hakkinda temel bilgiler vererek onlart infeksiyoz hastalikla-
rin daha rahat anlasilmasina temel olusturucu niteliktedir. Ogrenciler bu kitap sa-
yesinde bakteri ve mantarlarin nasil canlilar olduklarini, hastalik yapma mekaniz-
malart konusunda aydinlatilmis olacaklardir. Gayet yalin ve anlasilir bir dil ile ya-
zilmaya calisilmus bu kitap mikrobiyoloji temel kavramlarinin rahatlikla 6grenile-
bilecegi bir kaynak niteligindedir. Bundan dolay: ana hedef kitlesi Laborant ve
Veteriner Saglik on lisans 6grencileri olmakla beraber, veteriner mikrobiyoloji te-
mel bilgileri edinmek isteyen tiim bireyler bu kitaptan rahatlikla yararlanabilirler.

Bu kitabin hazirlanmasinda emegi gecen basta Unite yazarlarma ve kitap ha-
zirlanirken bizlere yardimci olan sevgili arastirma gorevlisi ve doktora ogrencisi

arkadaslarima cok tesekkiir ederim.

Editor
Prof.Dr. K. Tayfun CARLI



TEMEL VETERINER MiKROBiYOLOJi VE
iIMMUNOLOJi

Bu uniteyi tamamladiktan sonra;

@ Bakterilerin smiflandirlmast ve isimlendirilmesindeki esaslart aciklayabilecek;

@ Bakterilerin morfolojik ve yapisal ¢zelliklerini tanimlayabilecek ve
karsilastirabilecek

@ Bakterilerin beslenme ve metabolizma ¢zelliklerini aciklayabilecek

@ Bakterilerin tiremelerini ve tremeleri tizerinde etkili faktorleri tanimlayabile-
ceksiniz

e Prokaryot e Flagella

e Bakteri e Fimbria

e Taksonomi e Antijenite

e Cins e Toksijenite

e Tur e Patojenite

e Koloni ozellikleri e Virulens

e Mikroskopik morfolojiler e Sitoplazmik membran
e Gram pozitif e Spor(endospor)

e Gram negatif e Beslenme

e Hiicre duvart e Metabolizma

e Kapsiil e Ureme




BAKTERILERIN SINIFLANDIRILMASI VE
ISIMLENDIRILMESI (TAKSONOMI)

Mikroorganizmalarin kesfedilmesinden énce dogadaki tim canlilarin bitki ve hay-
vanlardan olustugu distintilmustir. Mikroskobun kesfi ile mikroorganizma adi ve-
rilen farklt bir canlt grubunun varliginin saptanmasindan sonra, E. H. Haeckel 1866
yilinda bu tek hiicreli canlilart bitki ve hayvanlardan ayirmak icin protista adr altin-
da ayri bir grup altinda toplamustir. Protistalar, algler, protozoonlar, mantarlar ve
bakterilerden olusmakta idi. Yirminci ylizyilin ortalarinda elektron mikroskop ile
yapilan incelemeler sonucunda bakterilerin prokaryotik (ilkel nukleuslu) olarak ta-
nimlanan basit bir yaptya, alglerin, protozoonlarin ve mantarlarin bitki ve hayvan
hiicreleri gibi okaryotik (gercek nukleuslu) denilen daha gelismis bir yapiya sahip
oldugu belirlenmistir. Prokaryotik hiicreler ile 6karyotik hticreler arasindaki temel
farklar sunlardir; prokaryotik hiicrelerde genellikle sirkiiler tek kromozom, plas-
mid (yaygin ), mesosom, hiicre duvarinda peptidoglikan ve 70S karakterinde ribo-
zom bulunmakta, niitkleer membran, nukleolus, kromozomda histon, kloroplast,
mitokondria, golgi aparati ve endoplazmik retikulum bulunmamakta, dkaryotik
hiicrelerde ise birden fazla lineer kromozom, plasmid (nadir), nuklear membran,
nukleolus, kromozomda histon, kloroplast, mitokondria, golgi aparati, endoplaz-
mik retikulum ve 80S karakterinde ribozom bulunmakta, mesosom, hiicre duvarin-
da peptidoglikan bulunmamaktadir. Bakterilerin protistalardan farkli oldugunun
anlasilmasindan sonra bakterilerin prokaryot grubunda yer almasina karar veril-
mistir. Prokaryot grubunda bakteriler ve arkeler (arkebakteriler) bulunmaktadir.

Taksonomi siniflandirma, isimlendirme ve tanimlama olmak tizere birbirinden
farkli ama kendi iclerinde birbirleri ile iliskili ti¢c alani kapsamaktadir. Tanimlama
taksonominin uygulamali yontdur, organizmalarin ¢zelliklerini saptama ve kay-
detme, dolayisiyla hangi taksona ait olduklarini tayin etme islemidir.

Bakterilerin siniflandirilmasi fenotipik, kemotaksonomik ve genotipik siniflan-
dirma tarzinda olmaktadir. Fenotipik siniflandirma bakterinin morfolojik, fizyolo-
jik, kultirel, biyokimyasal, serolojik vs. ozelliklerini, kemotaksonomik siniflandir-
ma bakterilerin kimyasal yapilarinin analizini, genotipik siniflandirma ise bakteri-
nin genetik yapisinin analizini temel alan simiflandirmadir. Bu siniflandirmalar i¢in-
de en guiveniliri genotipik smniflandirmadir.

Genotipik siniflandirma niye diger siniflandirma tarzlarindan daha giivenilirdir ve bu si-
niflandirmada hangi yontemler kullanilmaktadir?

7 SIRA SiZDE
"
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Tablo 1.1 )

Babkterilerin Siniflandirilmasina Ait Bazi Ornekler

Alem(Kingdom): Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Boltim(Phylum):  Proteobacteria Proteobacteria Tenericutes Firmicutes Spirochaetes
Sinif (Class): Gammaproteobacteria | Gammaproteobacteria | Mollicutes Clostridia Spirochaetes
Takim (Order):  Enterobacteriales Legionellales Mycoplasmatales | Clostridiales | Spirochaetales
Aile(Family): Enterobacteriaceae Coxiellaceae Mycoplasmataceae | Clostridiaceae | Leptospiraceae
Cins (Genus): Escherichia Coxiella Mycoplasma Clostridium Leptospira

Tiir (Species): E.coli C. burnetii M.gallisepticum C.botulinum L.interrogans

DIKKAT A!
iNTERNET g

Bakterilerin Siniflandirilmasi (Klasifikasyon)

Smiflandirma organizmalarin ortak benzerlikleri veya evrimsel iliskilerine dayali
olarak takson adi verilen gruplar seklinde diizenlenmesidir. Bir smniflandirma se-
mast alem, bolim, sinif, takim, aile, cins, tir seklindeki hiyerarsik sirada en buiytik
ve genel olan alem ile baslar, en kiiciik ve en 6zel olan tiir ile sona erer. Tablo 1-
1 de bakterilerin siniflandirilmasina ait bazi 6rnekler gortilmektedir.

Bakterilerin isimlendirilmesi (Nomenklatur)

Isimlendirme organizmalara belirlenmis kurallara uygun olarak isim verme
islemidir. Bakteriler binomial sisteme gore isimlendirilmektedir. Bakterilerin
bilimsel isimleri genellikle iki kelimeden olusmaktadir. Ilk kelime cins (genus)
ismini gosterir ve ilk harfi biiytik olarak yazilir. Tkinci kelime ise, tiir (species) ismi
olup kiiciik harfler ile yazilir. Orn; Bacillus anthracis. Baz1 bakterilerin alt tiirleri
bulunabilmekte ve bu bakterilerin alt tiirleride Orn; Campylobacter fetus subsp.
veneralis seklinde isimlendirilir. Cins isimleri, bakteriyi bulan kisinin ismi Orn;
Brucella (Bruce) melitensis, bakteri morfolojisi Orn; Staphylococcus (iiziim salkimi)
aureus, tiir isimleri ise bakterinin yerlestigi yer Orn; Escherichia coli (coli: kolon),
olusturdugu lezyon veya hastalik Orn; Arcanobacterium pyogenes (pyogenes: irin
olusturma), Brucella abortus (abortus: yavru atma), koloni rengi Orn;
Staphylococcus aureus (aureus: altin sarist) gibi ozellikleri ile ilisikili olabilir.
Isimlendirmede genellikle latince kullanilir ve bakteri isimleri italik harfler ile
yazilir. Tur adz sabittir, eger yeni bilgiler 1s18inda bakteri farkli bir cinse sokulursa
cins ismi degisebilir. Orn; Arcanobacterium pyogenes in eski isimleri
Corynebacterium pyogenes, Actinomyces pyogenes dir. Bakteri isimleri ilk olarak
acik sekilde yazildiktan sonra genus isminin sadece ilk harfi ve tir ismi yazilarak
Orn; Staphylococcus aureus - S. aureus seklinde kisaltlma yapilir. Cins isminden
sonra italik olmayan sekilde yazilan sp. (species) tirti, spp. (species) ise tirleri
anlamina gelmektedir. Orn; Brucella sp. ve Brucella spp., Brucella tiirii ve tiirleri
anlamina gelir.

Bakteri taksonomisi yeni gelismelere bagl olarak zamanla degisiklik gosterebildigi icin
taksonomi ile ilgili giincel bilgiler mutlaka takip edilmelidir.

Taksonomi ile ilgili giincel bilgilere http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy /Brow-
ser/wwwtax.cgi?mode=Root adresinden ulasabilirsiniz.
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BAKTERILERIN MAKROSKOPIK VE MiKROSKOPIK
MORFOLOJiSi

Bakterilerin Makroskopik Morfolojisi

Bir bakteri uygun bir kati besiyerinde, uygun kosullarda (is1, rutubet, oksijen vs.)
yeterli stre inkube edilerek uretilirse inkubasyon siiresinin sonunda gozle
gorilebilen (1-4 mm c¢apinda) milyonlarca bakterinin olusturdugu koloniler
olusturur. Bu kolonilerin ¢zellikleri bakteri tiirleri arasinda farklilik gostermekte ve
bu ozellikler bakterilerin identifikasyonuna yardimci olmaktadir. Koloniler
incelenirken koloni olusum stresi, buytklik, tip, kivam, saydamlik, renk, koku,
hemoliz olusturma 6zellikleri dikkate alinmaktadir. Koloni olusum stireleri bakteri
tiirleri arasinda farklilik gostermektedir. Orn; Escherichia coli 24 saat, Brucella
abortus 3-4 gin, Mycobacterium tuberculosis 15-20 gin sonra koloni
olusturmaktadir. Koloni buytikligii, uygun kosullar altinda tiirlere 6zel bir karakter
tasir. Bakteriler S-, R-; M- ve L- tipi olmak tizere temel olarak 4 tip koloni olustururlar
(Sekil 1.1, 1.2, 1.3, 1.4). Kenarlt ve ylzeyi diizgln, kabarik, nemli ve homojen
yuvarlak koloniler S-tipi (Orn: Pasteurella multocida, Staphylococcus aureus,
Salmonella pullorum kolonisi), kenarlar ve ylizeyi diizglin olmayan, yasst koloni-

D

S-Tipi
Koloni; P.
multocida

R tipi Koloni;

B.anthracis

Petri

J

M-Tipi Koloni; oze L-Tipi Koloni;
K.pneumoniae M. mycoides.
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Pleomorfik bakteriler:

Tek karakteristik bir
morfoloji
gbstermeyen,birden fazla
morfoloji gosteren bakterileri
ifade eder.

ler R- tipi (Orn: Bacillus anthracis kolonisi), yapiskan, éze degdirildiginde iplik gi-
bi uzayabilen koloniler M- tipi (Orn: Klebsiella pneumoniae kolonisi) ve diigme
tarzinda veya sahanda yumurta goriniimli koloniler L-tipi (Orn: Mycoplasma
mycoides kolonisi) olarak olarak ifade edilmektedir. Bircok bakteri ilk izolasyonda
S tipi koloni olustururken, bazi bakteriler (Orn; Bacillus anthracis) R tipi koloni
olusturmaktadir. Ayrica eskimis veya bircok pasaja maruz kalmis bakteri suslarinin
olusturduklari koloni tipi S tipinden R tipine dontisebilmektedir.

Bakterilerin Mikroskopik Morfolojisi

Bakteriler mikroskopik morfoloji 6zelliklerine gore temel olarak yuvarlak, comak
ve sarmal sekilli bakteriler olmak tizere ti¢c gruba ayrilmaktadir. Ayrica pleomorfik
bakterilerde bulunmaktadir. Orn: Mycoplasma spp.

Yuvarlak sekilli bakteriler; koklar (tekili coccus, cogulu cocci): Koklar ortalama
caplart 0.8 -1.5 pm olan yuvarlak sekilli bakterilerdir. Ureme esnasinda birbirlerin-
den ayrilmayarak yan yana gelerek veya grublar olusturarak degisik sekiller olus-
turmaktadir.

Diplokoklar(diplococci): Koklar tek yonde boliindiikten sonra olusan iki yeni
hiicre ikiser ikiser birbirlerine yapisik olarak kalir ve mikroskopik incelemede
kahve cekirdegi/fasulye veya lanset/mum alevi seklinde gorilir, boyle morfolojiye
sahip koklara diplokok denir. Orn; Neisseria meningitidis veya Streptococcus
prneumoniae

Streptokoklar(streptococci): Koklar birbirlerine paralel dizlemler tizerinde
bolundikten sonra koklar birbirlerine bagl: kalir, zincir olusturur ve mikroskopik
incelemede dizilmis tesbih taneleri seklinde goriliir, boyle morfolojiye sahip
koklara streptokok denir. Streptokoklarin zincir uzunlugu (5 - 100 koktan olusan)
tirler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Orn Streptococcus agalactia

Stafilokoklar(staphylococci): Koklar cesitli yonlerde boliindiikten sonra koklar
birbirlerine bagl: kalir, kiimeler olusturur ve mikroskopik incelemede tiziim salkimi
seklinde gorilir, boyle morfolojiye sahip koklara stafilokok denir. Orn;
Staphylococcus aureus

Tetrakoklar (tetracocci)/Tetradlar: Koklar birbirlerine dikey iki yonde ve bir
dizlem Uzerinde bolindikten sonra dortli koklardan meydana gelen gruplar
olusturur ve mikroskopik incelemede dortli kok seklinde gortliir, boyle morfolo-
jiye sahip koklara tetrakok denir. Orn; Gaffkya homari

Sarsinalar(sarcinae): Koklar birbirlerine dikey ti¢ yonde boltiindiikten sonra 8-12-
16 koklardan meydana gelen gruplar olusturur ve mikroskopik incelemede balya
seklinde goriiliir, bdyle morfolojiye sahip koklara sarsina denir. Orn; Sarcina maxima

omak sekilli bakteriler; basiller (tekili bacillus, cogulu bacilli): Basiller boylart
enlerinden daha uzun olan comakcik veya silindir seklinde bir morfolojiye sahiptir.
Basiller buytklikltkleri ve morfolojileri bakteri tirleri arasinda oldukga farklilik
gosteren bakterilerdir. Orn Salmonella spp., Clostridium spp., Bacillus —spp.
kenarlarindan bir veya iki uca dogru daralmis, Brucella spp., Haemophilus spp., boyu
enine yakin kok ile basil arast sekilde kokoid veya kokobasil, Campylobacter spp., S
harfi veya marti kanadi, Pasteurella spp., bipolar (dokulardan yapilan boyali
preparatlarda), Clostridium tetani(sporlu formu), davul tokmagi, C.botulinum (sporlu
formu), raket, C. chauvoei (sporlu formuw), limon, Corynebacterium spp. X,Y,V,T veya
c¢in harfleri, Fusiformis nodosus, iki kenart dis bikey,uclari sivri gortintisli mekik,
Bacillus anthracis (Sekil 1.6), suni kiltiir ortamlarindaki kolonilerden yapilan
boyamalarda sporlu ve sa¢ benzeri uzun filamentler tarzinda gorilirler.
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Sarmal sekilli bakteriler; spiraller: Spiraller boylari enlerinden ¢cok daha uzun olan
kivrimli bir morfolojiye sahiptir. Kivrim ozelligi ve sayisi bakteri turleri arasinda
farklilik gostermektedir. Spiral bakteriler vibriolar, spiriller ve spiroketler olarak 3
gruba ayrilir. Vibrio spp. bir kivrimli (virgll seklinde), Spirillum spp. birden fazla
kivrimli gorilmektedir. Spiroketlerden, Treponema spp. kivrimlart sik ve dik,
kivrimlarin yiiksekligi uclara dogru giderek azalmis, Borrelia spp. kivrimlari genis,
Leptospira spp ise kivrimlart cok sik ve kisa, bir veya iki ucu cengel gibi kivrilmus
tarzda gortlirler. Cesitli bakterilere ait 6rnekler asagidaki sekillerde gorilmektedir
(Sekil 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, ve 1.9)

 CIED

o

Kok; Basil;
Streptococcus sp. Bacillus sp.
(sporlu)
Basil; Basil;
Pasteurella sp. Clostridium sp.
(bipolar) (sporiw)

Optimal kosullarda hep ayni morfolojiyi
gosteren bakteriler (Orn; Yersinia pestis), opti-
mal olmayan kosularda uretildiginde, normal
morfolojilerinden farkli olarak oval, yuvarlak,
flamentdz gibi degisik morfolojilerden olusan
involusyon formunu olustururlar.

Bakterilerin buytklikleri, yuvarlak bicim-
deki bakteriler: 0.4 -1.2 um, comak bicimdeki
bakteriler: 0.2-1.0 x 0.5-10.0 pm, sarmal bigim-
deki bakteriler: 0,15-0.25 x 5-20 um arasinda
degismektedir.

s

piral;
Leptospira sp.

/

Bakteriler optimal olmayan kosullarda iiretilirse normal kosullardaki karakteristik makros-

kopik ve mikroskopik morfolojik 6zelliklerini gostermeyebilir, bu durum yanilgilara sebep
olabilir ve identifikasyonu giiclestirir.
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BAKTERILERIN ANATOMIK YAPISI

Bakterinin anatomik yapist dis yapilar ve i¢ yapilar olarak incelenir (Sekil 1.10).

Bakteri anatomik
yapisi

\

\

Flagella s

Nukleoid Mesosom
Plasmid
K "|R
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duvari o = o .
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Graniil Fimbria -_‘) } /
Antijenite: Yabanci bir
maddenin immun sistemi
uyarabilme kapasitesini DI§ Yapllar

ifade eder.

Toksijenite: Bir
mikrorganizmanin toksin
olusturabilme kapasitesini
ifade eder.

Virulens: Patojen (hastalik
olusturma yeteneginde olan)
bir mikroorganizmanin
hastalik olusturma
siddetini, derecesini ifade
eder.

Peptidoglikan: N -asetil
glukoz amin (NAGA) ve N-
asetil muramik asit (NAMA)
rezidiilerinden olusmus bir
polimerdir.

Dis yapilar hiicre duvari, kapstil, mukoid/yapiskan tabaka (slime layer), S tabaka
(surface layer), flagella (flagellum), fimbria( pilus) dan olusmaktadir. Bu yapilar
bakterilerin dis etkilerden korunmast, cesitli substanslarin bakterilere baglanmast,
bakterilerin cesitli hiicrelere baglanmasi, hareket ve antijenite (immunojenite),
toksijenite, virulens ile iliskilidir. Bakterilerin dis yapilari bakterinin yasami icin
zorunlu yapilar degildir, bu yapilar olmadan da uygun kosullarda yasayabilirler

Hiicre Duvari
Hiicre duvari sitoplazmik membranin disinda yer almaktadir. Hiicre duvart yapisal
ozellikleri bakterinin gram pozitif ve gram negatif olmasina gore farklilik goster-
mektedir.

Gram- pozitif bakterilerin hiicre duvart kalin, (20-80 nm) gram- negatif bakteri-
lerin hiicre duvart incedir. Gram- pozitif bakterilerin hiicre duvart baslica iki temel
kisimdan olusmaktadir. Bunlardan biri hiicre duvart kuru agirhiginin %40-90’1in1

Gram-pozitif
bakteri hiicre
duvari yapisi

~

Lipoteikoik asit Teikoik asit

Peptidoglikan
o T P S -
| #—— Periplazmik bosluk

PPPOD e 0P enf D IL99 99
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Integral protein

Hiicre membrani

Fosfolipid




1. Unite - Bakterilerin Genel Ozellikleri

olusturan peptidoglikan (murein, mukopeptid, glikopeptid) digeri ise antijenik bir
ozellige sahip olan teikoik asittir. iki tip teikoik asit (teikoik asit/ribitol teikoik asit/
duvar teikoik asit ve gliserol teikoik asit/lipoteikoik asit/membran teikoik asit) var-
dir (Sekil 1.11D). Gram pozitif bakterilerin timiinde lipoteikoik asit bulunurken, ba-
zilart ribitol teikoik asit icermez. Gram-pozitif olan Mycobacterium spp.’nde diger
bakterilerden farkli olarak hiicre duvarinda lipid oran:t ylksektir (hiicre duvarinin
yaklasik 1/3 tGinti olusturur) ve bu durum bakterilere asidorezistans 6zellik kazan-
dirmaktadir.

Gram-negatif bakterilerde hiicre duvart daha kompleks bir yapt karakteri gos-
termektedir. Bunlarda teikoik asit bulunmadigi gibi peptidoglikan tabakasi hem
daha az kalinlikta (hticre duvarinin %5-10'u kadar) ve hem de ortada lokalize ol-
mustur. Gram-negatif bakterilerde sitoplazmik membranin disinda bulunan hticre
duvart baslica iki katmandan olusmaktadir. Bu katmanlardan biri dis membran
olup lipopopolisakkarid (LPS), protein, fosfolipid, lipoproteinden olusmaktadir,
digeri ise peptidoglikan olup dis membran ile ve sitoplazmik membran arasinda
yer almaktadir. Dis membranin dis kisminda bulunan LPS, insanlar ve hayvanlar
icin oldukca toksiktir ve gram negatif bakterilerin endotoksini olarak isimlendirilir,
hiicre ytizeyine sikica baglidir ve yalnizca hiicre parcalandiginda aciga cikar. LPS,
lipid A ve polisakkaridlere ayristiginda toksisitenin tiimu lipid A kismina aittir. En-
dotoksinler ates, sok ve oliim tablolarina neden olabilir. Polisakkarid bolim ise
bakterinin O antijeni olarak isimlendirilen major ytizey antijenidir. Cok sayida O
antijeni vardir. Sadece Salmonella genusunda 1000’in Uzerinde O antijeni tanim-
lanmistir. Salmonellalari serotiplendirimede hiicre duvari somatik O antijeni ve
flagella H antijeninden yararlanilir. Dis membranda yer alan diger anijenik yapi ise
trimer molekiiller halinde bulunan porin proteinleridir. Bunlar dis mebranin altin-
da bulunan peptidoglikan tabakasina kadar uzanirlar. Bu trimer molekdller orta-
sinda spesifik ve nonspesifik kanallar bulunur. Dis membranin ikinci tabakasini
fosfolipid teskil eder. Bu tabaka peptidoglikana yoneliktir ve her ikisi arasinda pe-
riplazmik boslugun bir bolimut bulunur. Periplazmik bosluklarin icerisi periplaz-
mik jel ile doludur. Bu jel icinde fosfatazlar, nukleazlar, beta laktamazlar, karbon-
hidrat baglayan proteinler, aminoasitler, iyonlar bulunur. Dis membranin icine
dogru uzanan ve orjinini peptidoglikandan alan Braun lipoproteinler heriki taba-
ka arasinda baglanti kurmada 6nemli rollere sahiptirler. Dis membranin kalinlig
bakterilere gore degismek tizere 7-8 nm arasinda degisebilir. Gram negatif bakte-

Asidorezistans: Bazik fuksin
gibi boyalar ile boyandiktan
sonra, asit alkol ile
kolaylikla dekolorize
edilemeyen bakterileri ifade
eder.

Serotiplendirme:
Mikroorganizmalarin
antijenik ozelliklerine gore
tiplendirilmesini ifade eder.
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rilerde hiicre duvarinin ikinci katmani peptidoglikan tabakasidir ve sitoplazmik
membranin Ustlinde yer almaktadir. Bu iki tabaka arasinda da periplazmik boslu-
gun diger bir bolimi bulunur. Gram pozitif bakterilerde ise periplazmik bosluk
bolinmus degildir. Peptidoglikan, hiicre duvart kuru agirhiginin yaklasik %10’u ka-
dardir (Sekil 1.12). Mikoplazmalarda ve treoplazmalarda hiicre duvart bulunmaz.
Bazi bakterilerde sitoplazmik membran, hiicre duvari ve hiicre duvarini ¢evreleyen
ozgll protein, polisakkarid ve diger yapidaki maddelerin timi hiicre zarfini olus-
turmaktadir.

Hiicre duvarinin mekanik veya kimyasal yollarla giderilmesi durumunda gram
pozitif bakterilerde protoplast, gram negatif bakterilerde sferoplast formlari olusur.

Bakteri hiicre duvari, bakterilere sekil verir, cevresel etkilerden ve kendi i¢c os-
motik basincina (5-20 atmosfer) karst korur, permeabilitenin, osmosisin saglanma-
sint ve devam ettirilmesini saglar, boliinme ve sporulasyonda rol oynar, bakteriyo-
fajlarin, plasmidlerin, antikorlarin, komplementlerin, cesitli bakteriosinlerin, gene-
tik materyallerin ve substanslarin baglanmasinda reseptor bolgeler olusturur ve
bakterilerin antijenik, toksijenik,virulens faktorlerinin olusturulmasinda etkin fonk-
siyona sahiptir.

Kapsiil

Bazi bakterilerde hiicre duvarinin disinda bulunan kalinligi (0.2-10 pm) ve yapist
bakteri tiirlerine gore farklilik gosterebilen 6rn; Klebsiella pneumoniae, Pasteurel-
la multocida, Clostridium welchii, Streptococcus pneumoniae da polisakkarid, Ba-
cillus antbracis de protein (D-glutamik asit), Bacillus megaterium da polisakka-
rid+protein 6zellikte olan ve jelatin6z, viskoz mukoid karakterde hiicre duvarina
stkica bagli bir katmandir. Kapstl bakteriyi dis cevredeki ve vicut icindeki bircok
zararl etkilerden korur, antifagositik etkiye sahiptir, patojenik bakterilerin virulen-
si ve antijenitesi ile iligkilidir.

Mukoid/Yapiskan Tabaka (Slime Layer)

Bazi bakterilerde hiicre duvart disinda, hiicreyi kusatan kapstiliin aksine organize
olmamus, hiicre duvarina gevsek olarak bagli, kolaylikla uzaklastiralabilen, poli-
sakkarid, glikoprotein ve glikolipid yapisinda ekstraselliiler substanslardir. Bu
substans bakterilerin dis etkilerden korunmasinda ve cesitli ylizeylere yapismasin-
da rol oynar.

S tabaka (Surface layer)

Bazi bakterilerde hticre duvart disinda, hiicreyi kusatan organize olmus, hiicre du-
varina siki olarak bagli, kolaylikla uzaklastiralamayan protein veya glikoprotein
yapisinda ekstraselliiler substanslardir. Bu substansin tam fonksiyonu bilinmemek-
le beraber bakterilerin dis etkilerden korunmasi ve virulensi ile iligkili olabilecegi
dustnilmektedir.

Flagella (Flagellum)

Bazi bakterilerde boyu (3-20 pm), kalinligi (20nm) ve sayist (1-100) bakteri tiirle-
rine gore farklilik gosterebilen protein Ozellikte olan bir hareket organelidir. Fla-
gella proteini H antijeni olarak adlandirilir ve bakteri tirlerine gore degisiklik gos-
terir, bu nedenle serotiplendirmede yararlanilir. Flagellalar hiicre duvart ve sitop-
lazmik membranda bulunan bazal grantil (blefaroplast) adi verilen ve disklerden
olusan bir yapidan orjin alirlar. Hiicre duvart disina ¢ikinca bir dirsek olusturarak
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dalgali bir tarzda devam ederler. Gram-negatif bakterilerde bazal graniillerde iki
cift disk bulunmasina karsin, Gram-pozitif bakterilerde peptidoglikanin saglamligi
nedeniyle sadece bir c¢ift disk bulunur (Sekil 1.13). Bakterinin aktif hareketinde rol
oynar ve bakterilerin besin maddelerine yaklasmasini ve bazi maddelerden uzak-
lasmasint saglar.

BN
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Bakteriler kendilerinde flagella bulunmasina ve konumuna gore baslica 3 temel
gruba ayrilir
1. Atrik: Hig¢ flagella olmamas:.
Orn; Bacillus anthracis
2. Monotrik Flagellalanin tek kutupta bir tane olarak bulunmast.
Orn; Vibrio cholerae
3. Multitrik: Bakterilerde birden fazla flagella bulunmast.
a. Amfitrik: Flagellalarin iki kutupta birer tane olarak karsilikli olarak bulunmast
Orn; Spirillum minus
b. Lofotrik :Flagellalarin tek veya iki kutupta bir demet halinde bulunmasi
Orn; Pseudomonas aureginosa
¢. Peritrik: Flagellalarin bakterinin her tarafinda bulunmast.
Orn; Escheribia coli, Proteus vulgaris
d. Monolateral: Flagellalarin bakterinin bir yaninda bulunmasi.
Orn; Selenomas ruminantium

Aksial Flament (Endoflagella)

Spiroketlerde (Orn. Leptospira spp) bulunan, sayist 2-100 adet arasinda bulunan
protein Ozellikte olan protoplazmik silindir ile distaki kilif arasinda yer alan bir ha-
reket organelidir.

Fimbria (Pilus)

Bazi bakterilerde, 6zellikle gram negatif bakterilerde sitoplazmik membrandan or-
jin alan protein 6zellikte olan flament6z uzantilardir. Bu uzantilar fimbria(cogulu
fimbriae) ve pilus (cogulu pili) olarak isimlendirilmektedir. Bu iki kelime birbirinin
yerine kullanilabilmekte ise de bakterilerin hiicrelere tutunarak kolonize olmasin-
da ve infeksiyon olusturmasinda rol oynayanlara fimbria (Orn; Buzag: ve kuzular-
da ishallere neden olan enterotoksijenik E.coff'lerin K99 fimbriast), bakteriler ara-
sinda genetik madde aktariminda rol oynayanlara ise pilus (seks pilusu) denilme-
si tercih edilmektedir. Fimbria ile pilus karsilastirilacak olursa, fimbrialarin pilusla-
ra gore boyu ve kalinligt az, sayilari ise ¢ok fazladir.
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ic Yapilar
[¢ yapilar ise hiicre membrani, sitoplazma, mesosom, ribozom, sitoplazmik grantil,
pigment, endospor, cekirdek, plazmid, transpozon ve faj (profaj) dan olusmaktadir.

Hiicre Membrani (Sitoplazmik Membran, Plasma Membrani)
Hiicre membrani, hiicre duvarinin altinda, sitoplazmayi saran, kalinligt 5-10 nm
arasinda degisen, temel olarak fosfolid ve proteinden ve ¢ok az miktarlarda kar-
bonhidratdan olusan bir zardir. Mikoplazmalar diger bakterilerden farkli olarak
hiicre membraninda sterol icerir.

Hiicre membrani sitoplazmay1 sarar ve korur, selektif permeabilite ve osmatik
basincin ayarlanmasinda, metabolizmada birtakim enzimatik reaksiyonlarin sag-
lanmasinda, hiicre boltiinmesinde ve sporulasyonda rol oynar.

Sitoplazma

Bakteriyel sitoplazma saydam, kollodial karakterde olup organik ve inorganik
maddelerden olusmustur. Sitoplazma icinde mesosom, ribozom, sitoplazmik gra-
nil, pigment, endospor, cekirdek, plazmid, transpozon ve faj bulunmaktadir.

Mesosomlar
Sitoplazmik membrandan orjin alirlar. Yapilar vesikiiler veya lamellar bir karakter
gosterir. Bakterilerde DNA replikasyonunda, hiicre boliinmesinde ve sporulasyon-
da rol oynarlar.

Ribosomlar

Ribozomlarin yapist, protein ve rRNA dan olusmustur, 70S karakterindedir, sayist
ve buyiikliikleri (10-20 nm) tiirlere gore degisebilmektedir. Ozellikle protein sen-
tezinde rol oynarlar.

Sitoplasmik Graniiller (Sitoplazmik inkluzyon Cisimcikleri)
Sitoplazmada farklt yapida ve fonksiyona sahip cesitli grantller (polisakkarid, li-
pid, stlfir ve metakromatik (Volutin,Babes-Ernst) grantiller) bulunmaktadir. Bu
grantiller bakterilerde enerji ve besin kaynag olarak gorev yaparlar.

Pigmentler

Bazi bakteriler hiicre icinde kalan (suda erimeyen) veya hiicre disina ¢ikan (suda
eriyebilen) renkli maddeler (pigment) olustururlar.Bakteriyel pigmentler ¢cok fark-
It kimyasal yapida (Orn: karotenoidler, melaninler vs) ve renkte (Orn; sar1, kirmi-
z1 vs.) olabilir. Hiicre icinde kalan pigment olusturan bakterilerin, besiyerinde
olusturduklart kolonileri, olusturduklari pigmentin 6zel renginde (Orn; Staphylo-
coccus aureus, sari, Serratia marcescens kirmizi koloni olusturur ), hiicre disina ¢i-
kan pigment olusturan bakterilerin ise, tretildikleri besiyeri, olusturduklari pig-
mentin 6zel rengindedir (Orn; Pseudomonas aeruginosa nin iiretildigi besiyeri ye-
sil mavi renktedir).
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Sporlar (Endosporlar )
Bazi patojen bakteriler (Bacillus spp., Clostridium spp.) optimal olmayan kosullar-
da, 6rnegin besin maddelerinin azaldigi ortamlarda hiicre icinde vejetatif bakteri-
nin yapisindan farkli bir yapida olan spor olustururlar (sporulasyon,sporogenesis).
Spor olusumu bakterinin canliligini stirdtrebilmesi i¢in aldig1 yeni bir formdur.
Bakteri sporu bir tireme elementi degildir. Sporda nukleus, sitoplazma, sitoplazmik
membran, hiicre duvari, korteks, dis membran ve bazilarinda dis muhafaza (ekzos-
porium) kisimlari bulunmaktadir. Ozellikle korteks sporun fiziksel ve kimyasal
maddelere karst direncinde en 6nemli kisimdir. B. anthracisin sporlart 100 °C de
rutubetli 1s1y1 2 saat diren¢ gosterebilir ve doga kosullarinda da 40-50 yil canlilikla-
rin1 ve infektivitesini muhafaza edebilirler. Sporun sekli, buytkligti, konumu bak-
teri tiirlerine gore farklilik gosterir. Orn; Bacillus spp.’inde sporlarin capt basilin ge-
nisliginden kiictk, Clostridium spp.’inde sporlarin ¢api basilin genisliginden bi-
yuktir ve siskinlik yaparak basile raket, limon, davul tokmag: gibi goriintii verir.
Sporlar sentral (B. anthracis), terminal (C.tetani), subterminal (C. botulinum)
ve lateral (B.laterasporus) konumda bulunabilir. Bakterilerde sporulasyon tiirlere
ve kosullara bagli olarak 5-13 saat stirebilir. Spordan tekrar vejetatif bakteri uygun
kosullarda aktivasyon, germinasyon ve disari dogru gelisme asamalarini gecirerek
olusur.

Bakterilerde spor olusumu nasil gerceklesir ve bazi patojen bakterilerin spor olusturma-
sinin epidemiyolojik acidan 6nemi nedir?

7 SIRA SiZDE
@

Bakterilerde spor bir iireme arac1 degildir, mantarlardaki spor ile karistirilmamalidir

Cekirdek (nukleoid)

Bakterilerde cekirdek, okaryotik hiicre cekirdeklerinden yapisal olarak farklidir,
nukleus membrant ve nukleolusu yoktur bu nedenle nukleoid olarak isimlendiri-
lir. Tek bir kromozomdan ibaret olan ¢ekirdek birbirlerine helezoni tarzda sarilmis
iki adet polinukleotid iplik¢iginden olusmus tek ve sirkiler bir DNA molekiiltidir
ve yaklasik Imm uzunlugundadir. Son yillardaki arastirmalar Borrelia burgdorferi
nin DNA siin lineer oldugunu gostermistir. Bakterideki biitiin genetik olaylari ve
metabolizmayi idare eder

Plasmidler

Plasmidler bazi bakterilerde kendi kromozomu disinda ekstrakromozomal olarak
bulunan bakteri kromozomunun yaklasik %1-2 si kadar olan, cift iplik¢ikli, sarmal
ve sirkiiler DNA sekanslaridir. Plasmidler bakteri kromozumundan bagimsiz olarak
cogalabilirler ve bakteriden bakteriye aktarilabilirler. Bakterilerde hem morfolojik,
hemde fonksiyon olarak farkli plasmidler bulunmaktadir. Plasmidler, bakterilere
antibiyotik direncliligi, metabolik 6zellikler, virulens ozellikler vb. kazandirabilir.

Transpozonlar(Tn)

Transpozonlar kisa DNA sekanslari olup, bakterilerin kromozomlarinda ve/ve-
ya plasmid’lerinde bulunurlar ve yer degistirebilirler. Plazmidlerden farkli ola-
rak bagimsiz olarak cogalamazlar.Bakterilerin antibiyotiklere direncliliginde rol
oynar.

/N D
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Bakteriyofaj: Konakgis
bakteri olan ve bakteriyi
infekte eden virusu ifade
eder

Bakteriyofajlar
Bazi bakteriyofajlar (fajlar) bakteri DNA’sina integre olabilir ve kromozomun bir
devami haline gelerek onunla birlikte replike olur.Bu tiir fajlara profaj denir.

o TN

Bakteriler yapisal 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterebilmekte, dolayisiyla bakteri-
leri ve bakteri komponentlerini gorebilmek igin uygun olan boyama yontemleri (Orn;
Gram, Ziehl Neelsen, Stamp, kapsiil, spor, flagella boyama vs.) secilmelidir, aksi takdirde
bakteriler ve bakteri komponentleri goriilemez.

BAKTERILERIN BESLENMESI

Bakterilerin treyebilmesi ve yasayabilmesi icin beslenmesi gereklidir. Beslenme
ozelligi bakimndan bakteriler arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Prototrof ¢zellik
gosteren bakteriler minimum seviyede besin maddelerinin bulundugu ortamlarda,
oksotrof ozellik gosteren bakteriler ise vitamin, mineral vs gibi maddelerle zengin-
lestirilmis ortamlarda treyebilmekte ve yasayabilmektedir.

Bir bakteri temel olarak C, H, O, N, S. P, K, Mg, Ca, ve daha az olarak Fe, Mn,
Zn, Co, Cu, and Mo ihtiya¢c duymaktadir. Bu elementler su, inorganik iyonlar, k-
cliik molekiiller ve makromolekiiller seklinde bulunurlar ve hiicrelerde yapisal ve-
ya fonksiyonel rol oynarlar.

Bakterilerin Beslenme Tarzina Gore Siniflandiriimasi

Bakterilerin beslenme tarzlarina gore siniflandirilmasinda temel olarak tg¢ kriter
dikkate alinmaktadir. Siniflama karbon kaynaklari, enerji kaynaklar ve elektron
kaynaklarina gore yapilmaktadir. Bakteriler gelisme icin karbonun tek kaynagi ola-
rak organik maddeler kullanirsa heterotrof, CO, kullanirsa ototrof, enerji kaynag:
olarak radiant enerji (151k) kullanirsa fototrof, organik ve inorganik maddeler kul-
lanirsa kemotrof, elekton kaynagi olarak inorganik maddeler kullanirsa lithotrof,
organik maddeler kullanirsa organotrof olarak isimlendirilmektedir. Bir¢ok lithot-
rofik bakteri ototrofik, organotrofik bakteri ise heterotrofiktir. insan ve hayvanlar-
da hastalik olusturan bakterilerin cogu kemoorganoheterotrof (C, enerji ve e- kay-
nagi organik) grubunda bulunmaktadir.Paratrof mikrorganizmalar (bakteriler (ri-
ketsialar, klamidialar ), viruslar) kendileri icin gerekli enerjiyi konak¢t hiicrenin bi-
yosentez olaylart sonu olusan enerjiden saglar. Saprofit mikroorganizmalar ise ih-
tiyac duyduklari maddeleri cansiz, ¢tirimis organik maddelerden saglar. Bu tir
mikrorganizmalarin dogadaki madde degisimine onemli katkist olmaktadir.

o TN

Aktif transport: Molekiil
caplari bilyik maddeler
(protein, polisakkarid, lipid
vs)'in hiicreye alinmasi igin
enerji gerektiren ve
permease denilen enzim
sistemlerinin araci olarak rol
oynadigi trasport tarzidir.

Bakteri tiirlerine gore besin ihtiyaclar: ve beslenme 6zellikleri farklilik gosterebilmelkte,
o nedenle bakterilerin izolasyonunda bakterilerin ihtiyaclarin1 karsilayabilecek uygun be-
siyeleri secilmelidir aksi takdirde izolasyon gerceklesmez

BAKTERI METABOLIZMASI

Bakterilerin tGremeleri ve yasamalart icin beslenmeleri ve bu nedenle de bulun-
duklart ortamlardan gerekli besin maddelerini almalari sarttir. Bakterilerin gida
maddelerinden yararlanabilmesi, bunlarin hiicre duvarindan ve sitoplazmik mem-
brandan gecebilmesine baglidir. Dis ortamda veya cevrede bulunan ve hicreye
yarayisli maddelerin molekdlleri genellikle biytik oldugundan hiicre duvarindan
gecemezler. Bunlarin aktif transport ile gecebilecek diizeye indirilmeleri gerek-
lidir. Bu gorevi bakteriler tarafindan sentezlenen ve disari verilen hidrolizan en-
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zimler (ekzoenzim) yerine getirirler. Bakterilerin disindaki ortamda ekzoenzimler
yardumi ile hiicre membranlarindan gecebilecek boyutlara indirilen gida madde-
leri (protein, karbonhidrat, lipid vs.) iceri girdikten sonra da sitoplazma icinde ay-
rismasina devam edebilir ve en kiiclik yapi taslarina kadar ayrisabilirler. Lizumlu
oldugu durumlarda da fazla ayrismadan Uniteler halinde htcre icinde ve 6zel de-
polarda tekrar kullanilmak tzere muhafaza edilebilirler. Sitoplazma da devam
eden ayrisma olaylarini icerde kalan ve disart birakilmayan endoenzimler katali-
ze ederler (disimilasyon - katabolizma). Bakteriler, sonradan bu yap: taslarindan
veya daha buiytik molekillerden, kendilerine lizumlu olan maddeleri (protein,
polisakkarid, lipid, enzim vs.) sentezlerler (asimilasyon-anabolizma). Bu iki ve
cok onemli olan ve birbirlerini izleyen biyokimyasal olay bakterilerde metaboliz-
may1 olusturur. Metabolik olaylar bircok enzimlerin katalitik etkisiyle basamak
basamak ve ardisik olarak yonetilir. Enzimlerde olusabilecek en kictik degisme-
ler bu ¢cok 6nemli ve seri biyokimyasal olaylarin bozulmasina veya yon degistir-
mesine neden olurlar. Uremekte olan hiicrelerde metabolizma olaylari devamli-
dir. Katabolizma ile sentez i¢in gerekli enerji ve yapi taslart hazirlanir, anaboliz-
ma ile tiikenmis olan ve gerekli bilesikler sentezlenir. Katabolizma olaylarinda gi-
da maddelerinin ayrismasi sonu 6nemli miktarda enerji aciga cikar (ekzergonik
reaksiyonlar) ve bu enerji yiiksek enerji baglar halinde, ADP (adenosin difosfat)
tarafindan alinarak kendi fosfat baglari arasinda muhafaza edilir. Sentez icin ge-
rekli olan enerji bu baglardan saglanarak yurutilir (endorgonik reaksiyonlar).
Enerji verici reaksiyonlarda ADP nin ATP haline ¢cevrilmesi yani yliksek enerjili bir
fosfat bagt olusturulmast ile enerji bu fosfat baginda depolanir. Hiicre icersindeki
enerji isteyen sentezler esnasinda yine 6zel enzimler araciligt ile ATP, ADP haline
cevrilir. Bu esnada ¢oziilen ytksek enerjili bir fosfat bagindan a¢iga ¢ikan enerji
sentez icin sarf edilir.

Bakterilerde enerji olusturan oksidasyon- reduksiyona dayali biyokimyasal
olaylara solunum (respirasyon)) denir. Solunum sonucunda hem metobolizma icin
gerekli enerji saglanir ve hemde okside olan enerji kaynag: bilesikler hiicre yapi
taslarini sentezinde kullanilir.

Solunum baslica iki tarzda olusmaktadir;

1. Aaerobik solunum: Inorganik ve organik substratlarin okside oldugu ve son

H alicis1 olarak molekiiler O,’nin kullanildigr solunum tarzidir. Aerobik ve
bazi fakultatif bakterilerde gortliir

2. Anaerobik solunum: H alicis1 olarak O, disindaki inorganik ve organik subs-

tratlarin kullanildigt solunum tarzidir. Fakiiltatif anaerobik ve anaerobik
bakterilerde goriltr. H alicist olarak organik substratlarin kullanildigi ana-
erobik kosullardaki solunuma fermentasyon denir.

Gida azligt, kuruma, sporlanma, minimal 1sinin altinda bulunma, mikrobiyosta-
tiklerin etkisi vs. gibi diger nedenler ile metabolizma azalacag: gibi donma olayla-
rinda da tamamen durabilir.

Bu konu ile ilgili Hakki Bilgehan’in, Temel Mikrobiyoloji ve Bagisiklik Bilimi (Izmir: Baris
Yay.,2002) adli kitabinda ayrintilt bilgi bulabilirsiniz

2) D

Karbonhidrat metabolizmasinda glukozun ayrismasi ne sekilde meydana gelir?

7

SIRA SiZDE
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BAKTERILERDE UREME

Bakteriler uygun besiyeri ve cevresel kosullar altinda tirlerine 6zgl bir stiratle
urerler. Kosullarin uygunlugu devam ettigi stirece buna paralel olarak ¢cogalmada
strekli olur. Ancak laboratuvarlarda bakterileri tiretmede smnirlit miktarda besiyer-
leri kullanildigindan bakterilerin Giremeleri kisitlanir. Bakteriler tGredik¢e ortamda-
ki gida maddeleri azalir ve tikenir. Optimal kosullarin degismesi (pH, oksijen, os-
motik basing, ylzey gerilimi vs) ve besiyerinde toksik metabolitlerin birikmesi,
miktart az olan besi yerinde tiremeyi kisa bir siire sonra baskilar ve durdurur.

Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan bakteriler ortadan ikiye bolinmek su-
retiyle trerler. Bolinme baslamadan once bakteri iki kardes hiicreye yetecek ka-
dar enzimleri gerekli diger organik ve inorganik maddeleri hazirlar ve biriktirir. Bu
islemler yapilirken hiicre icinde 6zellikle nukleer bolgede bir organizasyon gori-
lir. Toplu halde bulunan nukleus orta bolgede uzamaya baslar. Nukleus sitoplaz-
mik membrandaki 6zel yere (muhtemelen mesosom) baglanarak replikasyona
baslar. Replikasyon tamamlaninca hiicre duvarindan iceri dogru ve karsilikli ola-
rak bir septum olusumu gortlir. Buna sitoplazmik membranda istirak eder ve sep-
tumlar iceri dogru uzayarak hiicreyi ortasindan iki kardes hiicreye ayirir. Bu iki
hticre birbirinden ayrilarak tam bagimsiz hale gelirler veya birbirlerine bitisik ola-
rak kalirlar (Orn; Streptococcus spp.) Boliinme sonucunda bir bakteri hiicresinden
genotip ve fenotipleri birbirinin ayni olan iki yavru hiicre olusur.

Bakteriler optimal kosullari iceren sivi ortamlarda kati besi yerlerinden daha
cabuk iirerler. Uremenin hiz1, mikroorganizma tiirtine 6zgii genetik bir karakter
olmakla beraber, besi yerinin bilesimi ve ¢evresel kosullarla da yakindan iligkilidir.
Bakteriler ikiye boliinmek suretiyle geometrik bir tireme (20 21 22 23 2425 ) taru
gosterirler. Bakteri populasyonunda meydana gelen her bolinmeye generasyon
ve iki generasyon arasinda gecen zamana da generasyon slresi denir. Generasyon
stiresi bakterilerde cok degisiklik gosterir. E. coli de 35 dakika, B. subtilis, S.aureus
da 43-47dakika, P.aeruginosa, C. botulinum da 58 dakika olan generasyon siiresi,
M. tuberculosis de = 12 saattir.

Bakterilerde tireme durumu baslica 4 evre gosterir.

1. Latent donem (lag faz1): Bu donemde bakterilerde metabolizma artar, ancak

bolunerek ¢cogalma baslamaz

2. Ureme dénemi (logaritmik(log) faz): Bu donemde bakteriler kendi tiirlerine
Ozgl bir generasyon stiresi icinde ve belli araliklrla bolinerek cogalmaya
baslarlar. Ureme donemi belli bir siire devam eder ortamdaki optimal kosul-
larin bozulmast sonucu Gireme yavaslar.

3. Durma donemi: Bu donemde bozulan optimal kosullar degismedigi veya
diizeltilmedigi takdirde tireme durur. Durma donemi uzadik¢a bakterilerin
morfolojik, kultirel ve fizyolojik 6zelliklerinde bazi degismeler meydana
gelir.

4. Olme doénemi Bu dénemde durma dénemi degismedikce bakteriler bu uy-
gun olmayan kosullar altinda olir.

Kati ortama ekilen bakteriler, stvi besiyerlerine oranla daha sinirli bir tireme

sansina sahiptirler.

Bakteri tiremesinin 6l¢timi, standart bulaniklik tipleri (Mc Farland) ile karsilas-
tirma, spektrofotometre ile optikal densite tayini, besiyerlerinde koloni sayma, se-
liloz filtreler ile sayma, boyali preparatlarda mikroskop altinda direkt sayma ve
Petroff-Hause aparatinda sayma teknikleri ile yapilabilir. Olctim birtakim bakteri-
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yolojik calismalarda gereklidir. Orn; hayvanlarda deneysel bir infeksiyon olustur-
mak icin verilecek bakteri miktarinin belirlenmesi, antibiyogram testlerinde bakte-
ri yogunlugunun ayarlanmast vs. icin ol¢tim yapilir.

Bu konu ile ilgili Mustafa Arda’nin, Temel Mikrobiyoloji (Ankara: Medisan Yay.,2000) ad-
I1 kitabinda ayrintili bilgi bulabilirsiniz

2) D

Bakteride kromozom (DNA) replikasyonu neden gereklidir ve nasil gerceklesir?

7 SIRA SiZDE
1O,

Bakteri tiirlerine gore generasyon siireleri farklilik gosterebilmekte, o nedenle bakterile-
ri iiretmek icin ekim yapilan besiyerleri etiivlerde generasyon siireleri dikkate alinarak in-
kube edilmeli ve takip edilmeli, aksi takdirde generasyon siiresi kisa olan bir bakteri,
uzun siire inkube edilirse bakteri 6lebilir, generasyon siiresi uzun olan bir bakteri, kisa
siire inkube edilirse bakteri yeterince gelisemez ve bakteri izolasyonu gerceklesemez.

BAKTERILERIN UREMELERiI UZERINDE
ETKILi FAKTORLER

Bakteriler bulunduklart ortamda optimal kosullar altinda cins ve tir 6zelliklerine
gore Urerler. Ancak bu optimal sartlar uzun bir stire devam etmez ve belli bir za-
man sonra bakterilerin tiremeleri sinirlanir ve olirler.

Bakterilerin tiremeleri tizerinde etkili faktorler;

Isi
Bakteriler belirli bir 1s1 limitleri (minimum ve maksimum) arasinda treyebilirler.
Bu smirlar arasinda tremenin en iyi meydana geldigi 1s1 optimal 1s1 olarak kabul
edilir. Bakteri tirleri arasinda optimal 1silar farklilik gosterebilir. Maksimal limitin
asilmast halinde yalniz tiremede durma meydana gelmez, 1sinin yiksekligine bag-
I1 olarak bakterilerde olimler baslar. Buna karsilik minimum 1st sinirinin gecilmesi
halinde tirimede duraklama meydana gelir. Oliimler 1sinin diisme hizina ve 1s1 de-
recesine bagli olarak cok az olur. Patojenik bakteriler icin optimal 1s1 adapte ol-
duklart konakginin viicut sisidir.
Bakteriler tireme 1sis1 derecelerine gore temel olarak baslica ti¢ gruba ayrilirlar;
a. Psikrofilik (soguk seven) bakteriler: Bu bakteriler 0-20 °C da gelisebilir, < 15
°C de optimal gelisme gosterirler. Toprak,su deniz ve gollerde yasayan bazi
bakteriler ile baliklarda ve soguk kanli hayvanlarda hastalik olusturan
bakteriler bu boliime girerler. Orn; Aeromonas salmonocida, Bacillus
psybcrophilus, Chlamydomonas nivalis
Psikrotrof bakteriler ise 0-35 °C de gelisebilir, 20-30 °C de optimal gelisme
gosterirler Orn; Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens
b. Mezofilik (ilik seven) bakteriler: Bu bakterilere 20-45 °C’ler arasinda optimal
gelisme gosterirler. Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan bakterilerin
biiyiik bir kismi bu gruba dahildir.Orn; Eshericha coli, Neisseria gonorrhoeae
c. Termofilik (sicak seven) bakteriler: Bu bakteriler genellikle 55-65 °C'de tireme
yetenegine sahiptirler. Bu tiir bakterilere sicak su kaynaklarinda, gtibrelerde ve
tropikal tilkelerde rastlamak miimkiindiir. Orn; Geobacillus stearothermophilus,
Thermus aquaticus
Hipertermofilik bakteriler ise 80-113 °C de optimal gelisme gosterirler. Orn;
Sulfolobus spp

N ED
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SIRA SiZDE 7
[ ]

Cesitli ortamlarda bulunan bakterileri 6ldiirmek icin 1s1 islemi uygulanir. Bu 1s1 isleminin
etkili olabilmesinde ne gibi faktorler rol oynayabilir ?

Radyasyon

Ultraviyole 1sinlart dalga boyu ylksek, kuantim enerjisi diistik iyonizan olmayan
isinlardir ve derinlere girebilme ¢zellikleri yoktur. Bu isinlarin bakteri, mantar,
spor, virus, ve hiicreler Gizerine mutajenik (mutasyon olusturucu) ve letal(oldiiri-
cl) etkileri vardir Pratikte ultraviyole isinlart civa buharli lambalardan elde edil-
mektedir. Hastanelerde operasyon odalart, hiicre kiiltiirti laboratuarlart gibi yerler-
de yulzeysel sterilizasyon amaciyla kullanilir. Glines isinlari (UV 1sinlart) mikroor-
ganizmalart hem mutasyonlar olusturarak ve hem de 1sisiyla etkiler. Dalga boyu
distik, kuantum enerjisi yliksek x ve y-isinlari ise iyonizan isinlardir ve derinlere
girebilme Ozellikleri bulunmaktadir. Bu 1sinlarinda bakteri, mantar, spor viriis ve
hiicreler tizerine mutajenik ve letal etkileri vardir Bu 1sinlardan pratikte mutasyon-
lar olusturmakta ve paketlenmis gidalart sterilize etmekte yararlanidmaktadir.

Yiizey Gerilimi

Metabolizma olaylarinin normal meydana gelebilmelerinde bakterilerin bulundu-
gu sivi ile bakteri ytizeyi arasindaki molekiler gerilimin dengede bulunmasi gerek-
lidir. Bakteriye temas eden sivi ylizeyindeki molekiillerin olusturdugu gerilim ¢cok
fazla olursa olusan kuvvetli molekiler membran nedeniyle sivi ortamdan bakteri-
ye gida maddelerinin girisi cok gti¢ olur ve bakteri beslenemez. Aksine bu mole-
kiler gerilim zayif olursa sivi ile bakteri ylizeyi birbirine ¢ok siki temas ederek si-
vi icindeki maddelerin bakteri ytizeyinde toplanmasina neden olur. Buna baglh
olarak bakteri icinden disari ve disardan iceri gidalarin akisi gticlesir ve bakteri yi-
ne beslenemez.

Osmotik Basing

Bakteriler icinde tredikleri sivi besi yerinin osmotik basinct ile kendi hiicre icinde-
ki osmotik basinci arasinda bir denge kurmuslardir. Bu denge yart gecirgen hiicre
membranlart yardimi ile regiile edilir ve devam ettirilir. Bakteri icindeki osmotik
basing bakteri tirlerine gore degismek tizere 5-20 atmosfer arasinda bulunmakta-
dir. Bakterilerin en iyi treyebildikleri ortamin osmotik basinct bakteri icindeki ile
ayni veya cok az farklidir (izotonik) Boyle ortamlarda bakteri zarlarindan giris ve
cikis kolaylikla olur ve bakteri gelismesine ve tiremesine devam eder. Eger orta-
min osmotik basinct azalmis ise (hipotonik)boyle durumlarda disardan bakteri igi-
ne fazla sivi girerek bakteriyi sisirir ve olay devam ederse bakteriyi patlatir (plaz-
moptiz). Eger ortamin osmotik basinct artmis ise (hipertonik) bakterinin icinden
disari fazla stvinin ¢cikmast sitoplazmik membranin hiicre duvarindan ayrilarak bu-
ziilmesine ve ortada toplanmasina neden olur. Osmotolerant bakteriler osmotik
konsantrasyonun genis sinirlart icinde trer. Orn: Staphylococcus aureus. Halofil
bakteriler ise NaCl'in ytliksek dizeylerinde (yaklasik 0.2 M tizerinde) tireme goste-
rir. Orn; Halobacterium spp.

Hidrostatik Basing

Bakteriler hiicre duvarinin sert ve dayanikli olmast nedeniyle hidrostatik basinclara
karst oldukca direnclidirler. Barofilik bakteriler (Orn; Photobacterium profundun)
ylksek hidrostatik basinclarda daha iyi trer.
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Rutubet ve Kuruma

Bakterilerin tretildigi besiyerlerinin konuldugu ettvlerin havasindaki rutubet cok
onemlidir. Optimum diizeyde rutubet olmayan ortamlarda sivi besiyerlerinden su
buharlasir ve besiyerinde bulunan maddelerin konsantrasyonu artar, katt besiyerlerinde
agardan gida maddelerinin diffiizyonla bakteriye ulasmasi gticlesir, ayrica bakteri su
kaybeder (bakterilerin icinde %70-90 oraninda su bulunur) ve metabolizmasi bozulur,
dolaysiyla boyle ortamlar bakteri tiremesi Gizerine olumsuz etki yapar Su bakterilerin
tremesinde, gida maddelerinin iceri girisinde ve icerde biriken maddelerin ve diger
metabolitlerin disart ¢ikisinda ve metabolik olaylarda cok 6nemli goreve sahiptir.
Bakterilerin kurumaya karst direncleri farklilik gosterebilir. Bazilarinin (Zeptospira spp.,
Pasteurella spp.) cok cabuk dlmesine karsin bir kisim bakteriler (Staphylococcus spp.,
E.coli, Mycobacterium spp. sporlar, mantarlar vs.) daha dayanikhidirlar.

Oksijen
Bakteriler Gremeleri icin oksijene olan ihtiyaclarina gore temel olarak 4 gruba ay-
rilmaktadir.
1. Aerobik bakteriler: Bu bakteriler havada bulunan orandaki kadar oksijen ice-
ren ortamlarda tirerler. Orn; Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis.
2. Mikroaerofil bakteriler; Bu mikroorganizmalar havada bulunan orandaki
kadar oksijen iceren ortamlarda Greyemez, oksijen orani %2’ye kadar du-
suriilmis, karbondioksit orani %5-10 * yiikseltilmis ortamlarda Urerler.
Orn; Brucella abortus, Campylobacter jejuni
3. Anaerobik bakteriler: Bu bakteriler oksijenin bulunmadigi ortamlarda Urerler.
Anerobik bakteriler oksijene toleranslarina gore 2 gruba ayrilmaktadir
Obligat (zorunlu) anaerob bakteriler; Bu bakteriler oksijenli ortamda
treyemedikleri gibi bu ortamda cok kisa stire canliliklarint koruyabilirler.
Orn; Bacteroides nodosus
Aerotolerant anaerobik bakteriler: Bu bakteriler oksijensiz ortamda iyi
tirerler, ancak oksijenli ortamda uzun siire canliliklarint koruyabilirler. Orn;
Clostridium perfringens
4. Fakultatif anaerobik bakteriler: Bu bakteriler hem aerobik ve hem de ana-
erobik kosullarda trerler. Orn; Staphylococcus aureus, Escheribia coli

Redoks Potansiyeli (Oksidasyon - Reduksiyon Potansiyeli)
Oksidasyon reduksiyon elektron transferine dayali oksidasyon (elektron kaybi) ve
reduksiyon (elektron kazanma)un birlikte gerceklestigi bir olaydir Bir ortamda ok-
sidan maddelerin fazlaliginda oksidasyon reduksiyon potansiyeli yiiksek, rediktan
maddelerin fazlaliginda ise oksidasyon reduksiyon potansiyeli distiktir. Anaerob
bakteriler diistik bir O-R potansiyeline gereksinim duyarlar.

Hidrojen iyon Konsantrasyonu (pH)

Bakterilerin Gremeleri icin besiyerinin pH'imin optimal sinirlar icinde bulunmasi
gereklidir. Minimal ve maksimal pH derecelerine yaklasildik¢a tireme azalir ve du-
rur. Bakterilerin optimal pH limitleri oldukca degisiktir. Asidofilik bakteriler (Orn;
Lactobacillus spp., Acetobacter spp.) pH 0.0 - 5.5, notrofilik bakteriler pH 5.5 - 8.0,
alkalofilik bakteriler (Orn; Mycoplasma spp., Vibrio spp.) ise pH 8.0 - 11.5 de iirer.
Bircok patojen bakteri notr ortamda (pH 7.0-7.4) optimal ireme gosterir.

Bakteri tiirlerine gore ozellikle optimal iireme 1s1s1, iireme pH’1, oksijen gereksinimleri
vs. farklilik gosterebilmekte, o nedenle izolasyonda bu 6zellikler mutlaka dikkate alinma-
lidir, aksi takdirde izolasyon gerceklesmez.

/N
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Babkterilerin siniflandirilmas ve isimlendirilme-
sindeki esaslar: aciklamak.

Bakteriler canlilar aleminde prokaryot grubunda
bulunmaktadir.Bakterilerin siniflandirilmasinda,
fenotipik, kemotaksonomik(analitik) ve genoti-
pik siniflandirma tarzlart kullanilmaktadir. Bu
siniflandirmalar icinde en giiveniliri genotipik si-
niflandirmadir. Bir siniflandirma semasi alem, bo-
lim, sinif, takim, aile, cins, tir seklindeki hiye-
rarsik sirada en buytk ve genel olan alem ile
baslar, en kiictik ve en ¢zel olan tiir ile sona erer.
Bakteriler binomial sisteme gore isimlendirilmek-
tedir. Bakterilerin bilimsel isimleri genellikle iki
kelimeden olusmakta ve italik yazilmaktadir. 11k
kelime cins (genus) ismini gosterir ve ilk harfi
buytk olarak yazilir. ikinci kelime ise, tiir (spe-

cies) ismi olup kiictik harfler ile yazilir

Bakterilerin morfolojik ve yapisal ézelliklerini ta-
mmlamak ve karsilastirmak.

Bakteriler S-, R-, M- ve L- tipi olmak tizere temel
olarak 4 tip koloni olustururlar. Bakteriler mik-
roskopik morfoloji 6zelliklerine gore temel ola-
rak yuvarlak (kok), comak(basil) ve sarmal (spi-
ral) seklindeki bakteriler olmak tzere ti¢ gruba
ayrilmaktadir. Ayrica pleomorfik bakterilerde bu-
lunmaktadir. Bakterilerin buyuklikleri bakteri
turlerine gore degismekle birlikte 0.2 -20 (um
arasinda degismektedir. Bakterilerin dis yapilari
hiicre duvari, kapsiil, mukoid/yapiskan tabaka
(slime layer), S- tabaka (surface layer), flagellum,
aksial flament, fimbria (pilus) dan olusmaktadir.
Bu yapilar bakterinin dis etkilerden korunma,
antijenite, virulens, toksijenite, cesitli substansla-
rin baglanmast vs gibi ozellikler ile iliskilidir. I¢
yapilar ise hiicre membrani (sitoplazmik mem-
bran), mesosom, ribozom, sitoplazmik grantil,
pigment, endospor cekirdek, plazmid, transpo-

zon ve faj dan olusmaktadir.

(O

AMAG

&)

Babkterilerin beslenme ve metabolizma ézellikle-
rini aciklamak.

Bakterilerin tireyebilmesi ve yasayabilmesi icin
beslenmesi gereklidir. Beslenme 6zelligi bakimn-
dan bakteriler arasinda farkliliklar bulunmakta-
dir. Prototrof ozellik gosteren bakteriler mini-
mum seviyede besin maddelerinin bulundugu
ortamlarda, oksotrof 6zellik gosteren bakteriler
ise vitamin, mineral vs gibi maddelerle zengin-
lestirilmis ortamlarda treyebilmekte ve yasaya-
bilmektedir. Bakterilerin beslenme tarzlarina go-
re siniflandiridmasinda temel olarak tc kriter dik-
kate alinmaktadir. Siniflama karbon kaynaklari,
enerji kaynaklar ve elektron kaynaklarina gore
yapilmaktadir. insan ve hayvanlarda hastalik
olusturan bakterilerin cogu kemoorganoheterot-
rof (C, enerji ve e- kaynag: organik) grubunda
bulunmaktadir. Uremekte olan hiicrelerde meta-
bolizma olaylart devamlidir. Katabolizma ile sen-
tez icin gerekli enerji ve yapi taslart hazirlanir,
anabolizma ile tikenmis olan ve gerekli bilesik-
ler sentezlenir. Bakterilerde enerji olusturan ok-
sidasyon- reduksiyona dayali biyokimyasal olay-
lara solunum (respirasyon) denir. Solunum bas-
lica aerobik ve anaerobik olmak Uzere iki tarzda
olmaktadir

Bakterilerin tiremelerini ve tiremeleri tizerinde
etkili faktorleri tanmimlamabk.

Bakteriler ikiye bolinmek suretiyle geometrik
bir tireme (20 21 22 23 24 25 ) taru gosterirler.
Bakteri populasyonunda meydana gelen her bo-
linmeye generasyon ve iki generasyon arasinda
gecen zamana de generasyon slresi denir. Ge-
nerasyon stiresi bakterilerde cok degisiklik gos-
terir. Bakterilerde tireme durumu baslica latent,
treme, durma ve 6lme olmak tizere 4 evre gos-
terir. Bakterilerin tiremeleri Gizerinde 1s1, radyas-
yon, ylizey gerilimi, osmotik basing, hidrostatik
basing, rutubet ve kuruma, oksijen, oksidasyon
reduksiyonu potansiyeli, pH, gibi faktorler etkili
olmaktadir.Bakteriler tireme 1sisina gore psikro-
fil, mezofil, termofil, oksijen ihtiyacina gore ae-
rob, mikroaerofil, anaerob (obligat, aerotolerant),
fakultatif anaerob, tireme pH’ina gore asidofil,
notrofil ve alkalofil olarak grublandirilmaktadir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Asagidakilerden hangisi siniflandirmada alemden

(kingdom) sonraki dogru bir hiyerarsik siralamadir?

a.

Sinif, bolim, takim, aile, cins, tiir

Bolum,takim, sinif, aile, cins, tir

6. Asagidakilerden hangisi spor olusturur?
Brucella abortus

Bacillus anthracis

Mycoplasma bovis

Mycobacterium tuberculosis

o a6 o

Bolim, aile, sinif, takim, cins, tiir

b

c. Bolum, smif, takim, aile, cins, tir
d Staphylococcus aureus
e

Sinif, boliim, aile, takim cins, tir
7. Patojen bakterilerin cogu hangi beslenme tarzina sa-

2. Asagidakilerden hangisi M tipi koloni olusturmaktadir? hiptir?

a. Bacillus anthracis a. Kemolithoototrof

b.  Salmonella pullorum b. Kemolithoheterotrof

¢.  Mycoplasma mycoides c. Kemoorganoheterotrof

d. Escherichia coli d. Fotoorganoheterotrof

e. Klebsiella pnemoniae e. Fotolithoototrof
3. Asagidakilerden hangisi mikroskobik incelemede 8. Asagidakileden hangisinin generasyon siiresi en
bipolar gortilir? uzundur?

a. Salmonella spp. a. Escherichia coli

b. Clostridium spp. b. Stapbylococcus aureus

c.  Campylobacter spp. c. Psedomonas aeruginosa

d. Pasteurella spp. d. Clostridium botulinum

e. Staphylococcus spp. e. Mycobacterium tuberculosis

4. Asagidakilerden hangisi asidorezistans 6zellige sa- 9. Optimal treme 1sist < 15 °C olan bakterilere ne ad

hiptir? verilir?
a. Streptococcus spp. a. Mezofil
b. Mycobacterium spp. b. Termofil
c. Leptospira spp. c. Psikrofil
d. Listeria spp. d. Halofil
e. Neisseria spp. e. Barofil
5. Asagidakilerden hangisi hiicre duvarmna sahip de- 10. Asagidakilerden hangisi mikroaerofil bakteridir?
gildir? a. Bacillus anthracis
a. Corynebacterium spp. b. Staphylococus aureus
b. Clostridium spp. c. Clostridium perfringens
c. Pasteurella spp. d. Mycobacterium tuberculosis
d. Mycobacterium spp. e. Campylobacter jejuni
e. Mycoplasma spp.
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1. ¢ Yamtiniz yanls ise “Bakterilerin Siniflandirilma-
st ve Isimlendirilmesi” konusunu yeniden goz-
den geciriniz.

2. e Yanttiniz yanlis ise “Bakterilerin Makroskopik
ve Mikroskopik Morfolojisi” konusunu yeniden
gozden gegiriniz.

3.d  Yanitiniz yanls ise “Bakterilerin Makroskopik
ve Mikroskopik Morfolojisi” konusunu yeniden
gozden geciriniz.

4.b  Yanttiniz yanls ise “Bakterilerin Anatomik Ya-
pist” konusunu yeniden gozden geciriniz.

5.e  Yanitiniz yanlis ise “Bakterilerin Anatomik Ya-
pist” konusunu yeniden gézden geciriniz.

6.b  Yanitiniz yanlis ise “Bakterilerin Anatomik Ya-
pist” konusunu yeniden gozden geciriniz.

7.¢  Yantiniz yanlis ise “Bakterilerin Beslenmesi”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

8. e  Yamtiniz yanlis ise “Bakterilerin Uremesi” ko-
nusunu yeniden gozden geciriniz.

9.¢c  Yanitiniz yanls ise “Bakterilerin Uremesi Uze-
rinde Etkili Faktorler” konusunu yeniden goz-
den geciriniz.

10. e  Yanitiniz yanls ise “Bakterilerin Uremesi Uze-
rinde Etkili Faktorler” konusunu yeniden goz-

den geciriniz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Genotipik siniflandirmada temel alinan genetik yap1
saglam,degismez (stabil) bir 6zellik gosterir, oysa diger
sintflandirma tarzlarinda dikkate alinan 6zellikler veya
kriterler birtakim faktorlerden etkilenebilir ve degisken
bir ozellik gosterebilir.Genotipik siniflandirmada
G+C/DNA oraninin saptanmasina, nukleik asit hibridi-
zasyonuna, 16S tTRNA siralarinin analizine veya bakteri-
den bakteriye gen aktarimina dayali yontemler kullanil-
maktadir. Giiniimiizde 16S rRNA gen sirast karsilastir-
malari, prokaryotlarin filogenetik iliskisinin belirlenme-
sinde en glivenilir standart (gold standart) olarak kabul
edilmektedir.

Sira Sizde 2

Birtakim maddeler sporulasyonu uyarir ve basilin icin-
de karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan polibeta
hidroksibutirik asit birikir,daha sonra sirasiyla kromo-
zomda uzama gorilir,kromozom spor olusacak bolge-
ye yerlesir, hiicre membranindan iceri dogru karsiliklt
ve iki tabakali septum uzamast baslar ve bu septum
kromozomu sitoplazmadan ayirir, 6n spor sekillenir
sonra korteks, dis membran ve bazi tirlerde ekzospori-
um olusur.

Sporlar dis ortamda uzun siire canli kalabilir, Orn; B.
anthracisin sporlari toprakta, sularda ve merada 50-60
yil canli kalabilmekte, dolaystyla bu yerler infeksiyon

kaynagt olarak 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sira Sizde 3

Glukozun ayrismast sirasinda bir seri biyokimyasal re-
aksiyonlarindan sonra bir ara temel bir Grtin olan pirt-
vik asit olusur. Glukozun piruvik aside ayrismasina gli-
kolizis denir. Glikolizis ayni zamanda Embden Meyer-
hof yolu olarak isimlendirilir. Bakteriler glukozun oksi-
dasyonu icin glikolizise ilave olarak baska yollara sahip
olabilir. Alternatif yollar pentoz fosfat yolu ve Entner
Doudoroff yoludur. Piruvik asit olusumundan sonra
bakterilerin 6zelligine bagli olarak aerobik ve anaero-
bik olmak tzere iki farkli tarzda ayrisma meydana ge-
lir. Aerobik ayrisma Krebs siklusu (trikarboksilik asit
siklusu veya sitrik asit siklusu) olarak isimlendirilmek-
tedir. Bu ayrismalardan sonra birtakim son trtinler olu-
sur ve bu son triinler birtakim testler ile tespit edilebi-
lir. Test sonuclart da bakterilerin identifikasyonuna yar-
dimci olur.
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Sira Sizde 4

Bakterilerde bolinme sonrast iki yeni hiicre olusacagi
icin ve o hiicrelerde de birer tane kromozom olmasi
gerektiginden replikasyon gereklidir. Watson Crick mo-
deli DNA yapust (cift iplik¢ikli ve sarmal,dupleks) repli-
kasyonun semi-konservatif bir sekilde olabilecgini ifa-
de eder. Bu gortise gore, her bir iplikcik kendine ho-
molog ve komplementer olan diger yeni iplikcigin sen-
tezlenmesinde kalip 6devini goritir. DNA replikasyonu
esnasinda birtakim enzimler (topoizomeraz, helikaz,
polimeraz, primaz, ligaz) ve proteinler rol oynar. Repli-
kasyon genellikle sabit ve belli bir yerden baslayarak
diger uca dogru gider. Iplik¢ikler birbirlerinden ayrilir-
ken karsilarinda birbirlerini tamamlayan ve homolog
olan yeni iplik¢ik sentezlenmeye baslar ve bu islem
tim iplik ayrilincaya kadar devam eder. Boylece DNA
replike olur ve olusan cift iplik¢iklerden biri (ki bunda
parental DNA dan da bir iplikcik vardir) kardes hiicre-
ye gecer, digeri ise parental hiicrede kalir. Bu nedenle
F1 generasyonunda cift iplik¢ikte bir tane orjinal ve bir

tanede yeni sentezlenen iplikcik bulunur.

Sira Sizde 5

Uygulanan isisinin, bakterilerin maksimum treme 1st li-
mitlerinin tizerinde olup olmamast, siiresi, kuru veya
nemli 1st olup olmamasi, bakteri 6zelligi (vejatatif, spor-
lu, asidorezistans, kapstllti ), bakteri sayisi, bakterinin
bulundugu ortamin bilesimi ve pH’1, bakterinin tireme

donemi etkili faktorlerdir.
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TEMEL VETERINER MiKROBiYOLOJi VE
iIMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;

@ Bakterilerin kromozomal DNA’sinin yapisini tanimlayabilecek,

@ Bakterilerin DNA’sinin replikasyon, transkripsiyon ve translasyon seklini
aciklayabilecek,

@ Bakterilerde gen mutasyonu anlamini ve tiirlerini aciklayabilecek,

@ Kromozom dist genetik yapilar ve ¢énemlerini tanimlayabilecek,

@ Bakteriyolojide kullanilan énemli genetik tabanli testlerin tanimlarini ve bazt
uygulama alanlarini agiklayabileceksiniz.

e Bakteriyel DNA e Faj

e Replikasyon e Plazmid profili

e Transkripsiyon e DNA dizileme

e Translasyon e RFLP

e Bakteri Mutasyonu e PFGE

e Plazmid e Hibridizasyon

e Transpozon e Polimeraz zincir reaksiyonu

== ==




BAKTERILERDE DNA VE RNA

Bakterilerde genetik materyal DNA’dir. Yani genetik veya kalitsal 6zellikler DNA
molekulu tarafindan belirlenir. DNA Adenin ve Timin ile Guanin ve Sitozin pu-
rin ve pirimidin bazlarinin 6zgln bir bicimde karsi karsiya gelerek hidrojen bag-
lariyla birbirine baglanmasrtyla olusur. Tim bazlar bir deoksiriboz seker molekii-
1t ile baglanmis durumdadir ve bu seker molekillerinde fosfat baglart vardir. Bu
fosfat baglart birbirine alt alta gelen purin ve pirimidin ciftlerini birbirine bagla-
yarak cogalmasini saglar. Bu durum polimerizasyon diye adlandirilir. Bir DNA

molekiliindeki purin ve pirimidin
bazlarinin c¢ift olusturma durumu ve
bu ciftlerin ardi ardina birbirine fos-
fat baglariyla nasil baglandig: Sekil
2.1’de sematize edilmektedir. Adenin,
timin, gunanin ve sitozin adli bu dort
niikleotid bazinin dizileri genetik bil-
giyi icerir. Diger bir deyisle tim can-
lilarda oldugu gibi bakterilerde de ka-
litsal tim ozellikleri belirler. DNA
molekuld cift sarmal seklinde bulu-
nur. Her sarmal bir digerine kivrila-
rak sartlmis durumdadir. Bu her sar-
malda normal olarak adeninin karsi-
sinda timin, guanin karsisinda sitozin
molekult bulunmaktadir. Her sarmal
digerinin tamamlayicist, yani komp-
lementeri durumundadir.

RNA yapist DNA'ninkinden daha
farklidir. Yapisinda bulundurdugu se-
ker deoksiriboz yerine riboz’dur. RNA
molekiiliinde DNA’daki timin yerine
urasil yer alir. DNA’daki gibi RNA mo-
lektlinin komplementeri yani ta-
mamlayicist bir karst sarmal olmadi-
gindan normal olarak tek zincirlidir.

4 -
7

Seker-Fosfat
Molekiilleri

\ DNA Cift Sarmali

Bir DNA nin

gortintimii
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Replikasyon: Bakterilerde
DNA'nin cogalmasi
anlamindadir.

SIRA SiZDE 7
1

RNA’nin bakteri icinde bulunan 6zel formlari olan transfer RNA ve ribozomal
RNA’larda bazi bolgelerinde ciftlesmis (dubleks) baz ciftleri olusur.

DNA zincirlerinden her biri bir ana molekiil olarak rol oynayarak karsisina uy-
gun olan ntikleotid bazlarinin yerlesmesi ile kendi es molekiilintin sentezlenme-
sini saglar. Kendi esini sentezlenmesini saglayan bir birinden ayrilmis her bir ana
DNA molekiiliine (zincirine) fempleyt ad1 verilir. Yeni bir DNA molekuliintin Ure-
timi icin yapilan kopyalama isine replikasyon denir. Ve her bakteri boliinmesin-
de bakteri DNA’s1 bu islemi gerceklestirir. DNA kullanimiyla RNA sentezlenmesi is-
lemine ise transkripsiyon adi verilir. Yeni DNA islemi icin gerekli temel enzim
DNA polimeraz enzimidir. Bazen DNA polimerizasyonu veya sentezi stirecinde
polimeraz enzimi bazi yanlis niikleotid dizilerinin olusumunu engelleyemez. Bu
durumda kendiliginden (spontane) mutasyonlar olusabilir. Bu mutasyonlarin olus-
mamast icin DNA bazen bu hatalart diizeltme mekanizmalari gelistirmistir. Bunla-
ra hata dizeltme veya yanlis okumayi bulma sistemleri denir. Bu sayede bakteri-
lerde degisik mutasyonlar 6nlenmis olur. Ancak hata duizeltilirken stire¢ replikas-
yon isleminin uzamasina neden olur.

Bakterilerde DNA ve RNA arasindaki fark nedir?

Replikasyon

Bakteriyel hiicreler tek bir sirkiiler kromozoma veya DNA’ya sahiptir. Buna ek ola-
rak siklikla kromozom dist olarak plazmid denen DNA molekiillerini de barindirir-
lar. Bu plazmidler cogu durumda bagimsiz DNA parcaciklaridir. Ancak bazi bakte-
rilerde plazmidler o bakteri tiiriiniin tim tyelerinde bulunabilir ve bunlara temel
plazmidler veya ek kromozomlar adi verilir. Tim bunlara ek olarak, genelde bak-
terilerde sirktiler olan DNA yapist, bazi bakterilerde, 6rnegin streptomigeslerde, li-
neer yani dogrusal bir durumda bulunur.

Temel olarak hiicre bolinmesinden 6nce her bolinen hiicreye bir kromozo-
mun girmesi icin ana hiicrede en az iki kopya kromozoma gereksinim vardir. Bun-
dan dolay: kromozom hticre bolinmesiyle ayarli olarak replike olmalidir. Bir bak-
teriyel kromozomun replikasyonu belli bir noktadan baslar. Bu noktaya “oriV” de-
nir. Replikasyon her iki yonde bir noktaya dek strer. Bu bitis noktasina “ter” de-
nir. Replikasyon RNA polimeraz enzimi denen bir enzimle uretilen ufak bir RNA
parcastyla her bir sarmalda baslatilir ve DNA polimeraz I1I adli bir enzimle yurtti-
lir. Hemen daha sonra gorevi esas polimerizasyondan sorumlu enzim olan DNA
polimeraz I devir alir ve bu ufak RNA parcast ayrilir. Bu islemlerin olmast icin her
bir DNA sarmalinin daha 6nceden ayrilmis olmast gerekir. Denaturasyon islemini
yapan enzim ise helikaz enzimidir. Ayrilan dizilerin ise tekrar bir araya gelmeksi-
zin replikasyonun sonuna dek tek sarmal olarak kalmasi icin ise tek zincirli DNA
baglayici protein (SSB) devreye girer. Genel olarak E.coli denen bakteride bu si-
re¢ 40 dk surer. Daha sonra replikasyon baslangict ile hiicre bolinmesi arasinda
da 20 dk gecer ve toplam siire 60 dk dir. Ancak daha uygun sartlar altinda bu sii-
re 20 dakikaya inebilir. DNA replikasyonunun baslangict hiicre boltinmesi ile de-
gil, hiicre hacminin bir fonksiyonu olarak uyarilir. DNA replikasyonu sonlandigi
zaman iki ayrit DNA molektlt bakteri hiicresi kutuplarina dogru ilerler ve hiicre
boliinmesini baslatir. Replikasyonun baslangici icin ise hiicrenin belli bir kritik kit-
leye ulasmasi gerekir. Daha sonra DnaA adli protein molekulleri DNA'nin ori bol-
gesindeki DnaA kutulart denen bolgelerine yapisirlar. Boylece DNA zincirlerinin
birbirinden ayrilmasiyla replikasyon baslar. Olgun DNA’da her pozisyondaki ade-
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nin artiklarina metil gruplarinin eklenmesiyle DNA metile edilmis durumdadir. Ye-
ni sentezlemis DNA’nin ise sadece bir sarmali metillenmis durumdadir; diger sar-
malda metilasyon yoktur. Bu durum DNA molektiliintin tekrar replike olmasini 6n-
ler. Bu molekiil ancak her 2 sarmali da metillenince replikasyona hazir hale gelir.

Transkripsiyon ve Translasyon

Replikasyon stireci icinde ayni zamanda DNA molekiliinden trankripsiyon denen
bir islemle bir master RNA molekili sentez edilir. Transkripsiyon islemi RNA po-
limeraz enzimi tarafindan gerceklestirilir. RNA polimerizasyonu da denen trans-
kripsiyon islemi icin DNA replikasyonundaki gibi bir baslatict nukleotid dizisine
gereksinim yoktur. Bu nedenle transkripsiyondan ¢ok daha basit bir stirectir.
Transkripsiyon sonu olusan bir ulak RNA (mesenger RNA; mRNA) molekulidur.
Bu mRNA molekiiliinde koken aldigt DNA parcasindaki genlerin kodladigi prote-
inlerin hangi proteinler oldugu sifreli durumdadir. mRNA molekiilt icinde prote-
inleri veya polipeptidleri olusturan her bir amino asit icin her ti¢ bazdan olusan bir
genetik kod iceren bolgeler bulunur. Bu genetik koda triplet veya kodon denir.
Her kodon belli tek bir amino asidi kodlar. Veya bu kodon protein sentezini dur-
duran bir dur sinyali olusturur. Bu sekilde 64 adet farkli kodon grubu mevcuttur.
Bu nukleotid tclist (triplet) veya kodon bilgisi evrenseldir. Her canli tirtinde ay-
nt bilgiyi icerir. Ancak bazen farkliliklara rastlanabilir. Ornegin UGA kodonu nor-
malde bir dur kodonu olmasina ragmen bazen triptofan veya sistein amino asitle-
rini kodlayabilir. Bu evrensel kodlar tirlerin evrimi stirecinde olusan bir islemdir
ve 0 asamada sabitlenmistir.

Bakterilerde protein sentezi Uiniteleri olan ribozom elemanlari cokme katsayila-
rina gore iki alt Uniteden olusur. Bunlar 50S ve 30S komponentleridir. Tim ribo-
zomal Unite 70S olarak tanimlanir. Buytk 508 kismi 23S ve 58’lik iki RNA molekii-
1t ve buna ilaveten 31 farkli polipeptid icerir. Ufak parca ise 16S’lik bir RNA mo-
lekult ve 21 polipeptid barindirir. Bakterilerde ribozomlar mRNA’nin spesifik ki-
simlara (Ribozom-baglanma bolgesi; RBS) baglanir. Bu dizi 16S tRNAnin 3’ ucu
icin kismen komplementerdir. Bu nedenle ribozoma baglanma hidrojen baglariyla
komplementer baz dizileri arasinda olusur. Translasyonun baslamast icin 30S alt
unitesi RBS’ye baglanir ve bir baslatici transfer RNA (tRNA) bitisigindeki baslangic
kodonu ile iliskiye girer. Bu baslangic kodonu genellikle AUG, bazen GUG, nadi-
ren de CUG olur. Daha sonra 50S alt Unitesi bu baslangic kompleksine katilir ve
translasyon islemi baslatilir. Bu basamaklarin hepsinde cok sayida baslatma faktor-
leri ismi verilen ribozomlara ait olmayan protein molekulleri gorev yapar. Her ri-
bozom mRNA boyunca hareket eder ve bir dur kodonuna ulasinca fonksiyonunu
tamamlar. Durma noktasinda bu kodonu tanimlayacak bir tRNA olmadig: icin
translasyon durur. Boylece “polipeptid zinciri serbestlestirme faktori” denen pro-
teinlerce salinir ve ribozom mRNA’dan ayrilir.

Translasyon islemi sonunda olusan amino asitler birbirlerine baglanarak bakte-
riye 0zgln polipeptid molekillerini sekillendirmis olurlar. Bu polipetid zincirleri
translasyon sonrast belli biyolojik islemlerden gecirildikten sonra biyolojik olarak
aktif proteinlere donustirtlirler ve bakteriler tarafindan intraseliler veya ekstrase-
liler yapisal komponentler olarak kullanilirlar.

Trankripsiyon ve translasyon islemleri kisaca nelerin olusumu ile sonuclanir?

7 SIRA SiZDE
‘@
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BAKTERILERDE MUTASYON

Bakterilerin yapilarinda veya ozelliklerinde normalin disinda olusan degisimlere
yol acan DNA bozukluklarina mutasyon denir. Bu degisim fenotipik olarak bakte-
rinin 6zelliklerine yansir. Ornegin, E.coli bakterisi laktoz sekerini kullanamayan
duruma gelirse fenotipik olarak Lac- E. Coli olarak ifade edilir. Bunun nedeni lak-
tozu fermente etmesini saglayan B-galaktosidaz genindeki mutasyondur. Bu mu-
tant E.coli genotipi ise lacZ olarak italik bicimde yazilarak ifade edilir.

Bakterilerdeki mutasyon sekilleri ve tanimlarini asagidaki sekilde gruplandira-
rak vermek mimkiindiir.

Nokta Mutasyonlari

Nokta mutasyonlarinda DNA dizisi tek bir pozisyonda degismis veya degistirilmis
olur. Dizide bir nukleotid bir baskast ile yer degistirdiginde buna “tek baz yer de-
gistirmesi” adi verilir. Bu durumda gelisen ve gozlenen farklilasma mutasyonun
DNA'nin neresinde olduguna bagli olarak degisir. Bu degisim eger DNA'nin pro-
tein kodlayan bir bolgesinde ise bu durumda olusan proteinde farklilik olusacak
ve proteinin fonksiyonu bozulacakur. Ornegin, UUA kodonu I6sin amino asidini
kodlar. Bu kodonda UUG ve CUA gibi iki alternatif mutasyon oldugu dustntldii-
glinde, bu mutasyonlar durumunda olusan kodonlar yine aynt amino asidi, yani
16sini kodladigindan mutasyonun hicbir etkisi gézlenmez. Buna “sessiz mutas-
yon”, olusan kodonlara da “sinonim kodonlar” ad1 verilir. AUA ve GUA nokta mu-
tasyonlart ¢ok az bir degisiklige yol acar, ctinkii olusan amino asitler (izolosin ve
valin) orijinal amino asit olan losine ¢ok benzer hidrofobik amino asitlerdir. Diger
taraftan yine hidrofobik bir amino asit olan fenilalanin kodlayan UUU veya UUC
mutasyonlarinin olusumunda ise polipeptidde sekilsel bir degisim olusacag icin
daha 6nemli bir protein bozuklugu olma ihtimali fazladir. UCA mutant kodonu ise
serin amino asidini kodlar ki, boyle bir mutasyonda proteinin tiim fonksiyonu bo-
zulur. Anlasilacagi gibi nokta mutasyonunun biyolojik 6nemi amino asitler arast
degisimdeki benzerlige veya farkliliga baglidir. Bunlar disinda mutasyon sonucu
eger UAA veya UGA gibi kodonlar olusursa, bunlar “dur” veya “sonlandirma” ko-
donlart oldugu icin, polipeptid tiretimi durur. Bu durumda gereksinilen protein
uretilmedigi icin olusacak proteinin 6nemine bagli olarak bakteride gozle gortliir
degisimler veya olim sekillenebilir.

Bir baska nokta mutasyon tipi de tek bir dizi pozisyonundan bir nukleotidin
yok olmasi veya girmesidir. Bu mutasyon tipine DNA dizisinin okunan bolgesinde
(anlamli bolgesi) oldugu icin “anlamli bolge mutasyonu” (frame shift mutasyon)
adi verilir. Bu mutasyon durumunda da bakterinin fonksiyonlarinda 6nemli degi-
simler gozlenir.

Sarth Mutantlar (Kondisyonel Mutantlar)

Bakterilerde antibiyotik veya bakteriyofaj direncliligini, gerekli metabolitlerin biyo-
sentezini veya karbon kaynaklarinin kullanimini etkilemeyen cok sayida gen bu-
lunur. Bu genlerden bazilari cok ¢nemli genler olup, bu genlerdeki mutasyonlar
olumctil etkiler tastyabilir veya bakterinin tiremesini engelleyebilir. Belli kosullar
alunda normal islevini yapan genlerin defekti ancak kosullar degistirilince ortaya
cikar. Ornegin, bir bakterinin sicakliga duyarli bir mutantt olustugunda, bu bakte-
ri DNA’st normal olarak 30.8 C’de replike olabilirken, 43 C gibi ytiksek 1silarda rep-
like olamaz, yani tireyemez.
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Biiyiik DNA Parcgalarinda Olusan Degisimlere Bagh
Varyasyonlar

Tum mutasyonlar aslinda bir bakima nokta mutasyonu niteliginde olmasina kar-
sin, bakterilerde ve diger organizmalarda olusan varyasyonlarin bircogu DNA
yapisinda daha 6nemli degisimlere yol acar. Bu varyasyonlarin en basiti olarak
degerlendirebilecegimiz tiirii “delesyon”lardir. Delesyonlarda bir gen veya bir-
den fazla gen parcast timuyle yok olmus durumdadir. Bu durumda delesyona
ugramis DNA bolgesinin veya genlerin fonksiyonlart tamamen yok olur. Deles-
yon olgulart DNA’da kolayca belirlenebildigi icin DNA analizi ile tespiti son de-
rece kolaydir. Delesyonlar asla geri dontstimli durumlar degildir; bir kez olu-
sunca mutasyonun diizelmesi s6z konusu olamaz. DNA’da olusan bir diger bu-
yik oOlcekli degisim veya varyasyon tirt de dis kaynakli bir DNA parcaciginin
bir gen icine girmesidir. Bu giris islemine “insersiyon” adi verilir. Insersiyon
olustugunda ilgili gen timiiyle inaktive olur ve fonksiyonlar: ortadan kalkar. Bu
tip bozukluga yol acabilen ve DNA’ya spesifik olarak insersiyon yapan ufak
DNA elementleri bulunmaktadir. Bunlara insersiyon dizileri (insersiyon sekans-
lart; 1S) denir. Bu IS parcaciklarinin DNA’ya girdiklerinde olusturduklari mutas-
yon “insersiyon mutasyonu” olarak bilinir. Kendiliginden mutasyonlarin énemli
bir kismi1 replikasyon stirecindeki bir bozukluktan daha ¢ok bir IS elementinin
kopyasinin DNA'ya girerek genlerin inaktivasyonu sonucu olusur. Bir diger var-
yasyon olusturucu unsur da IS elementlerine temel olarak ¢cok benzeyen “trans-
pozon”lardir. Transpozonlar DNA’'nin bir bolgesinden bir baska bolgesine yer
degistirirler. Transpozonlar tasidiklart bir veya daha ¢ok tanimlanabilir genetik
isaretle IS elementlerinden farklilik gosterirler. Genetik biliminde en cok calisi-
lan transpozonlar antibiyotik direnclilik genlerini tasiyanlardir. Transpozonlar
antibiyotik direncliliginin gelisimi ve yayilimu ile ilgili arastirmalarda en ¢ok kul-
lanilan genetik unsurlardir. Bir baska mutasyon yaratan kisa DNA parcacigi ise
degistirici (invertible) DNA sekanslaridir. DNA’nin bir bolgesini ters tarafa don-
direbilir. Bu donen bolge eger bitisik genin ekspresyonu icin gerekli ise, degi-
sim ilgili genin fonksiyonlarini uyarabilir veya timiiyle durdurabilir. Bu etkinin
en iyi orneklenebilecegi durum, Sal/monella flagellar antijenlerindeki varyas-
yondur.

Insersiyon sekanslarinin ve transpozonlarin nasil ve ne tip mutasyon olusturduklarini bi-
liyor musunuz?

Rekombinasyon

Rekombinasyon aslinda temel genetikte ayrilan homolog DNA sarmallarinin tekrar
bir araya gelmesi anlaminda kullanilmakla beraber, bir mutasyon tipini de ifade et-
mektedir. En basit anlamda, iki dogrusal DNA molekulint ele alalim. Her birinin
rekombinasyon stirecinde belli parcalar halinde oldugunu distinelim. Daha sonra
iki DNA molektiltiniin boliinen parcalari yer degistirerek bir digeriyle birlesir. (Se-
kil 2.2) Bu yeni olusan iki adet DNA molekiliine “rekombinant DNA” denir. DNA
segmentlerinin yer degistirdigi bu mutasyon islemine de “homolog veya genel re-
kombinasyon” adi verilir.

7 SIRA SiZDE
1O
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Rekombinasyon

Replikasyon
slirecinde

DNA’si DN Ay
\ / boliinme

A bakterisinin

B bakterisinin
DNA’s|

A ve B bakterilerinden pargalar
degistirmis yeni 2 rekombinat
DNA zincirinin olusumu

/

Kompetans: Biyolojide bir
hiicrenin DNA'y1 alma
kabiliyeti anlamindadir.

EKSTRAKROMOZOMAL .GENETiK ELEMENTLER VE
YATAY GEN TRANSFERI

Kromozomal DNA’daki degisimlere ek olarak, ekstrakromozomal DNA veya gene-
tik elementlerin kazanilmasi veya kaybedilmesi ile de varyasyonlar olusur. Bu eks-
trakromozomal genetik elementler plazmidler veya bakteriyofaj genetik element-
leridir. Bu ekstrakromozomal genetik elementler bakteriler arasinda 3 yolla aktari-
lir. Bu yollar transformasyon, konjugasyon ve trandiiksiyondur.

Transformasyon bakterinin ortamdaki ¢iplak DNA parcasini direkt olarak icine
almast ve alinan DNA'nin kodladigt ozellikleri kazanmast demektir. Transformas-
yon icin bakterinin belli bir sayida olmast ve bakteri ylizeyinin transformasyona
hazir hale gelmesi gerekir. Bu hazir hale gelme durumuna kompetans denir. Bak-
teride kompetans olustuktan sonra cift sarmallt DNA parcaciklari hiicre yiizeyinde-
ki reseptorlere baglanir ve sadece bir sarmal bakteri icine alinir. Bazi bakteri tiire-
lerinde bu DNA girisinin ayni1 tiirden bakteriden olmasi gerekir. Ornegin N.menin-
gitidis ve H.influenza bakterilerinde sadece sirastyla 10 baz cifti (bp) ve 29 bp
uzunluklarinda DNA parcaciklarinin sadece ayni tirlerden transformasyonu soz
konusu olabilir. Buna karsin B. subtilis ve S. pneumoniae gibi bakteri tirlerinde
tim DNA, transformasyonla bakteriye girebilir. Eger disaridan giren DNA tam kro-
mozomal DNA ise replikasyonu icin girdigi bakteri DNA’s1 ile rekombine olmast
sarttir. Giren DNA ile konakget bakteri DNA’sinin homolog olmasi, yani ayni tiirden
bakteriler arasinda olmasi rekombinasyonu garantiler. Ancak ayr tirden bakteri-
lerden gelen kromozomal DNA’larda konake¢t bakteri DNA’st arasinda bazi benzer
bolgelerin olmasi bile transformasyon sonu olan rekombinasyona yeterli bir du-
rum teskil eder. Genetik arastirmalarda DNA’nin suni yolla bazen konak bakterile-
re sokulmast gerekir. Elektrik akimi yoluyla bakterilere DNA’nin suni transformas-
yon islemine “elektroporasyon” adi verilir.

Konjugasyon bir verici (donor) bakteriden DNA transferi icin gerekli genleri ta-
styan bir plazmidin varliginda diger alici bir bakteriye aktarilmasiyla gerceklesir.
E.colive diger bircok Gram negatif bakterilerde verici hiicre ytizeyinde pilus adiy-
la anilan borucuklar mevcuttur. Bu piluslarin yapist degisiklik gosterebilir. Orne-
gin F piluslart uzun, ince ve elastiktir. Buna karsin RP4 pilusu kisa, kalin ve serttir.
Piluslar alict hiicrenin yiizeyi Uizerinde reseptorler ile iliskiye girerler ve boylece
ciftlesme baslar. Daha sonra piluslar alict hiicrede bir kanal acarak DNA'nin geci-
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sini saglarlar. Bu gecis replikatif bir islemdir. Yani aktarimdan 6nce plazmid DNA’s1
kopyalanarak bir kopyast aktarilir; digeri verici bakteride kalir. Boylece plazmid
populasyondaki diger bakterilere aslinda epidemik bir sekilde bulastirilmis olur.

Cogunlukla donorden alictya transfer edilen DNA bir plazmidin kopyasidir. Bu-
nunla beraber bazi plazmidler kromozomal DNA'nin da transferini tesvik ederler.
Bu plazmidlerden en 6nce saptanani ve Onemlisi E.colide bulunan F (fertilite)
plazmididir. Fakat benzer sistemlere P.aeruginosa gibi diger bakteri tirlerinde de
rastlanmaktadir. Konjugasyonda bir plazmid timuyle diger hicreye aktarilirken,
kromozomal DNA’'nin timu aktarilamaz. Bunun bir nedeni transfer icin gerekli za-
manin kalmayisidir. Ctink bir plazmidin gecisi (40 bp uzunlugunda) yaklasik 1 dk
gibi bir zamanda gerceklesir. Bu zaman tam kromozomal DNA’nin gegisi icin asla
yeterli degildir.

Streptomiceslerden enterokoklara dek bircok Gram pozitif bakteride de yuka-
rida sozl edilen gram negatifler gibi konjugasyon s6z konusudur. Ancak bazi fark-
liliklar gozlenir. Ornegin gram pozitiflerde konjugasyon icin gerekli gen sayist 5,
buna karsin gram negatiflerde 20 kadardir. Bu konjugatif plazmidlerin (konjugas-
yonu indiikleyen plazmidler) Gram pozitif bakterilerde daha kiictik oldugu anla-
mina gelir. Gram pozitiflerdeki az sayida gene gereksinimin bir nedeni, bir pilus
olusumuna gereksinim gostermemesidir. Bu Gram pozitiflerdeki farkli bir hiicre
duvart yapisinin olmasina baglidir. Enterokoklar gibi Gram pozitif bakterilerde ali-
¢t hiicre ytizeyine feremon adi verilen yap1 proteinleri salgilanir ve plazmid tasiyan
verici hiicre ise kendi plazmidi tarafindan kodlanan ve bu feremonlara spesifik re-
septorler olusturarak birlesir. Bununla beraber alict hiicre ytizeyinde c¢ok sayida
plazmidi tastyan bakteriler ile birlesmek icin ¢ok farkli cesitte ve sayida feromon-
lar olusturur.

Plazmid haricinde E.faecalis bakterilerinde ayrica gen aktarimina yol acan kon-
jugatif transpozonlar mevcuttur. Aslinda transpozonlar DNA icinde yer degistiren
genetik elementler olmalarina karsin, E.faecaliste bulunan konjugatif transpozon
olan Tn916 gibi transpozonlar konjugasyona neden olabilmektedir. Bu transpo-
zonlar replike olur ve kromozomal DNA’nin bir parcast olarak kalitimsaldir. Tn916
konjugatif transpozonlarin prototipidir. Bu tip transpozonlar Gram pozitif koklar-
da cok yaygindir, ayrica benzer elementler Bacteroides gibi Gram negatif bakteri-
lerde de saptanmaktadir. Konjugatif transpozonlarin DNA parc¢aciklarini diger bak-
teri tlrleri ve genuslarina da aktarabildikleri ve boylece antibiyotik direnclilik gen-
leri dahil bircok genetik materyalin bakteriler arasinda hizla yayilmasinda cok
onemli bir rol oynadiklart ortaya ¢ikmistir. Ornegin Tn916 dahil ¢ok sayida konju-
gatif kromozom tetrasiklin diren¢ genini (tetM) ¢cok degisik tiirde bakteri de tasi-
maktadir. Bu durum 6zgiin bir genin bu transpozonlar tarafindan tim bakteriler
arasinda yayilabilecegini gosteren bir delildir.

Bakterilerdeki tictinct tip genetik materyal aktarim yolu trandiiksiyondur.
Transdiiksiyon genetik materyalin faj aracilig1 ile aktarimidir. Fajlar bakterilere
ozel viruslardir ve bakterilere yapisarak kendi genetik elementlerini bakterilere
verirler, yani bakterileri infekte ederler. Fajlar bakterileri infekte ettikten sonra,
infeksiyonun belli bir stirecinde onlari lize ederler, diger bir deyisle parcalarlar.
Bu parcalanma siirecinde sadece fajin kendi DNA’s1 faj kapsidi icine alinir. Bu-
nunla beraber bazi fajlar hata sonucu konak bakteri kromozomunu parcalar ve
faj kapsidi icinde bir bakteri kromozom parcasini bulundurabilir. Bu barindirilan
DNA parcalart bir baska alict bakteriyi infekte etme kabiliyetindedir. Tabii ki tim
bakteriyofajlar transdiiksiyon olusturma yetisinde degildir. Faj transdiiksiyonu

Epidemik: Epidemi salgin
hastalik demektir. Epidemik
ise salgin hastaliktakine
benzer olarak anlaminda
kullaniimaktadir.
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Lizojeni: Bir bakteriyofajin
DNA’sinin konak bakteri
DNA’sina girerek o bakteriyi
eritmeden, yani lize etmeden
bakterinin yagamini
stirdirme durumudur.

Patojenite: Bir
mikroorganizmanin hastalk
olusturma kabiliyetidir.

icin temel bazi gereksinimler vardir. Bunlardan biri uygun buytuklikte kromozo-
mal DNA parcaciklarinin sekillenmesi icin faj infeksiyonunun uygun dizeyde
gerceklesmesidir. Digeri ise DNA'nin faj kapsidine paketlenmesi isleminin mtim-
kiin oldugu kadar spesifik olmamasidir. Yani diger bir deyisle, fajin kendi DNA’s1
disinda mimkiin oldugu olctide farklit DNA parcaciklarinin da kapsid icine gir-
mesine izin vermesidir. Baz1 durumlarda transdiksiyona ugrayan bir plazmid
DNA’st da olabilir. Bu durumda bakteriye plazmid injekte edildiginde plazmide
ait DNA molekli replike olur ve kaliimint korur. Ancak cogunlukla transdiikle-
nen bir kromozomal DNA parcasidir ve bu parca alict bakteride replike olamaz.
Bunun replike olmasi ve kalitimini stirdiirmesi icin alict hiicre kromozomuna yer-
lesmesi gerekir. Her gen bu tip transdiiksiyonla aynit oranda aktarilma sansina sa-
hip oldugu icin bu duruma generalize transdiiksiyon ad verilir. Bazt durumlarda
ise faj DNA’s1 konaket bakteriyi lize etmeden onun kromozomuna yerleserek ve
lizojeni diye bir stire¢ gelistirir. Bu lizojeni stirecinde faj DNA’s1 kromozomal
DNA’nin bir parcasiymis gibi replike olur. Ancak bazi kosularda bu lizojenik du-
rum bozulur ve buradan ayrilirken bakteriyel DNA’ya ait parcalari da koparabilir.
Bakteriyel DNA’ya sahip bu faj DNA’st cok daha siklikla faj aracilig: ile aktarila-
bilen bir kabiliyet kazanir. Burada aktarilan DNA cok kisa bir DNA parcasi oldu-
gu icin olusan transdiiksiyon islemine “6zellesmis” veya “sinirli” transdiksiyon
denir.

Benzer bir yolla yasamini strdiiren bir diger faj Mu fajidir. Bu faj tranpozon
benzeri bir mekanizma ile kromozomal DNA'nin bir ¢cok bolgesine girebilir. Bun-
dan dolay1 6zellesmis faj transdiiksiyonu olusumu Mu faji ile cok daha kolaydir.

GENETIK TABANLI TESTLER

Mikrobiyolojideki genetik yontemler mikroorganizmalarin identifikasyonu, hasta
orneklerinde aranmasi, genetik karakterlerinin ortaya koyulmasi, patojenite ve
bagisiklik ile ilgili yapisal genetik komponentlerinin aranmas: ve incelenmesi, epi-
demiyolojileri, hastalik olusturma yontemleri (patogenesis) ve unsurlart (virulens
faktorleri), antibiyotik direncliliklerinin hizli tespiti ve mutasyonlarinin incelenme-
si gibi cok genis bir kullanim alanina sahiptir.

Bu bolimde sadece klinik mikrobiyoloji diye tanimladigimiz infeksiyoz hasta-
liklarin etkeni mikroorganizmalarin aranmast ve karakterize edilmesi ile ilgili ola-
rak kullanilan 6nemli genetik yontemler gruplandirilarak verilmektedir.

Plazmid Profili

Bilindigi gibi plazmidler bakterilerin kromozomunun disinda c¢ift sarmalli DNA ele-
mentleridir. Bakteriler bir veya birden fazla plazmide sahip olabilirler. Plazmid
profil analizi ile bir bakterinin ka¢ tane ve hangi buytiklikte plazmid icerdigi sap-
tanir ve diger bakteri izolatlartyla karsilastirilir. Plazmid profil analizi icin 6nce in-
celenecek bakteriler lize edilir, daha sonra 6zel bazi yontemlerle izole edilen plaz-
mid DNA’lar1 elektroforez denen bir yontemle ayrilir. Daha sonra elektroforez is-
leminin uygulandigi jel boyanir ve ultraviyole 15181 altinda incelenir. Boylece bak-
terilerin plazmid profili ¢ikarilmis olur. (Sekil 2.3). Plazmid profili belirlenmesi is-
lemi bakterilerin bir 6n genetik tiplendirilmesi veya genotiplendirilmesi yontemi
olarak kabul edilir.
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Plazmid profili

Nukleotid Dizileme (DNA dizileme)

Bilindigi gibi DNA nukleotid dizilerinden olusmaktadir. Niikleotid dizileme yonte-
mi ile incelenen DNA’daki niikleotidlerin hangi sirada bulunduklart saptanir. Nuk-
leotid dizilerinin saptanmasi tizerinden nukleotid kodonlarin kodladig: olasi ami-
no asitler ve dolayistyla olusacak polipeptid dizileri hakkinda da bir fikir edinile-
bilir. Niikleotid dizileme DNA tiplendirmesi veya genotiplendirme acisindan en te-
mel metottur. DNA dizilemesi icin iki poptler yontemden yararlanilir. Bunlar Kim-
yasal Kesim Yontemi (Chemical Clevage Method) ve Zincir Sonlandirma Yontemi
(Chain Terminator Method)’dir. Her iki yontem de gtincel olarak otomatize bir se-
kilde uygulanmaktadir ve dizileme sonugclari bir bilgisayar programi kullanimiyla
analize edilmektedir. Niikleotid dizileme biraz zaman alict bir yontem olmasina
ragmen, DNA icindeki arastirilan genin tam dizi yapisi, mutasyon analizi yapilabi-
lir. Aynt DNA bolgesi veya bolgeleri karsilastirilarak bakteriler veya ayni bakteri-
nin farkli izolatlarinin birbirine genetik yakinliklart saptanir. Ayrica bir gen bolge-
sinin dizileme analizi sonucunda elde edilen bilgilere gore, basta polimeraz zincir
reaksiyonu olmak tizere bazi genetik testlerde kullanilan oligonukleotid dizileri ve
problarinin dizayni olanakl: olur.

Ozgiin Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (Restriction
Fragment Length Polymorphism; RFLP)

Mikroorganizmalar dahil tiim organizmalardaki niikleoid dizilerinde polimorfizm
veya cesitlilik mevcuttur. RFLP teknigi mutasyonlar nedeni ile restriksiyon endo-
niikleaz enzimleri denen DNA’y1 kesen 0zgiin enzimlerin DNA’y1 spesifik olarak
kestigi yerlerde ortaya c¢ikan nikleotid bazi degisimlerini ortaya koyma ozelligini
tasir. DNA’daki restriksiyon bolgesi 4-12 nitikleotid bazlik uzunluktadir. Hedefle-
nen bakteriyel kromozom bolgesi veya plazmid DNA 6nceden bilinen veya rast-
gele secilen restriksiyon enzimi ile kesilir. incelenen ve enzimle kesilen DNA bol-
gesi genellikle kesimden once bir PCR islemi ile cogaltilir. Kesim sonrasi olusan
DNA fragmanlar elektroforesis ile agaroz veya poliakrilamid jel tizerinde ayrilir.
Jelde ayrimdan sonra bandlar etidyum bromid adli bir boya ile boyanir ve UV 1s1-
g1 altnda incelenir. Ayrilmis DNA parca sayilari, boyutlart ve birbirinin tizerine bi-

Polimorfizm: Gok cesitlilik
gbsterme durumudur.
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RFLP analizi

nen bantlarin olup olmadigi incelenir (Sekil 2.4). Bu bantlart naylon membranlar
tizerine aktarilabilir ve DNA’lar naylon membran tizerinde spesifik problarla hibri-
dize edilerek saptanabilir. RFLP epidemiyolojik bir degerlendirme ve bakteri izo-
latlarinin tiplendirilmesi i¢in ¢cok kullanislidir. Ayni restriksiyon enzimlerinin kulla-
nimiyla birden ¢ok bakteri izolatinin degerlendirilmesi ve genetik yakinliklarinin
ve akrabaliklarinin saptanmasi mimkiindir. Bu yonteme DNA parmak izi saptama
(DNA fingerprinting) yontemi adi da verilir. Bu islem insan ve hayvan hekimligin-
de adli tipta da ayni amacla kullanilabilmektedir. RFLP tekniginin bir diger cok
yaygin kullanimi “ribotiplendirme”dir. Bakteri ribozomunun ufak alt {initesi olan
16S tRNA (yaklasik 1500 baz cifti buiytkliktedir) bakterilerin en sabit dizisidir. Bu
genetik yapi bakteri genusu veya tirtine cok 6zglindir; yani o cinse veya tiire ait-
tir. Bu 16s rRNA dizisi RFLP’ye tabi tutularak, diger bakterilerle genetik iligkiler or-

taya cikarilabilir.
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Elektrik Vurumlu Saha el Elektroforezisi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis; PFGE)

PFGE RFLP’ye benzer bir yontemdir. Ancak burada enzimlerin kestigi DNA tim
bakteriyel kromozomdur. Halbuki RFLP’de kesilen kromozom veya plazmidin PCR
ile artrilmis sadece bir bolgesidir. Bundan dolayt PFGE’de restriksiyon enzimleriy-
le kesim sonrasi elde edilen DNA fragmanlari RFLP’de olusanlardan daha buytk
boyuttadir. Bantlart birbirinden ayri bir sekilde gortintilemek icin yapilan elektro-
forez islemi ¢zel bir elektroforesis donanimi ve yontemi ile gerceklestirilir. PFGE
yontemi epidemiyolojik yonden 6nemli olup, degisik kaynakli ve farkli cografik
bolgelerden elde edilen bakteri izolatlarinin genetik iliskilerinin saptanmasinda
cok onemli bir yer tutar.
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Niikleik Asit Hibridizasyonu

Bir DNA molekultntin iki sarmali birbirinden ytiksek sicakliklara tabi tutuldugun-
da, dustk tuz yogunluklarinda bulunduruldugunda veya degisik kimyasallarin et-
kisiyle ayrilabilir. Bu denaturasyon veya ayrilma (melting) islemi sicakligi distril-
mesi, tuz yogunlugunun artirilmasi veya denature edici kimyasal etkenin ortamdan
kaldirllmasi ile geri donustirtlebilir. Ayrilan sarmallar tekrar cift sarmal halini alir.
Bu isleme renaturasyon veya birlesme (annealing) denir. Hibridizasyon islemi sar-
mallar arasinda homolojiyi veya es olmay: gerektirdiginden dolayi, her biri baska
bir kokenden olan iki niikleik asit molekiilii arasinda olusan bir hibridizasyon re-
aksiyonu niikleik asitlerin ait olduklari organizmalar arasindaki genetik yakinlig
gosterir. Hibridizasyon ile 6l¢tim i¢in iki niikleik asit zincirinden birinin bilinen bir
organizmadan olmasi gerekir. Diger zincir ise identifiye edilecek veya aranacak
olan organizmaya aittir. Hibridizasyon isleminde, klinik 6rnekten izole edilmis
DNA bir prob (isaretli bir DNA parcasy) ile karistirilir ve denaturasyon gerceklesti-
rilirse, DNA sarmallari birbirinden ayrilir. Denaturasyon kosullari ortadan kaldirilir
ve durum normale getirilirse, prob dizisi ile DNA arasinda eger bir homoloji sz
konusu ise birlesecektir. Probun hedef DNA ile birlesme olgusuna “hibridizasyon”
denir. Hibridizasyon sonuclart probla DNA'nin hibridizasyon ytzdesi, benzerlik
yuzdesi, iliski ytizdesi seklinde ifade edilir. Bir hibridizasyon denemesi icin temel
olarak hedef bir niikleik aside (DNA veya RNA), restriksiyon endontikleaz enzimi-
ne, isaretlenmis problara, agaroz jel elektroforez cihazina, naylon veya nitroseli-
loz kagitlara ve uygun kosullara ihtiya¢ vardir. Tipik hibridizasyon denemeleri su
basamaklardan olusur: Tek zincirli problarin Gretimi ve isaretlenmesi, hedeflenen
niikleik asit dizisinin tek zincirli hale getirilmesi, hedef ve prob DNA’larinin birles-
me icin bir arada birakilmalart ve hibridizasyon reaksiyonunun saptanmast. Prob-
lar kisa niikleik asitlerdir ve bilinen hedef DNA’nin aranmasina yonelik olarak ta-
sarlanir. Daha sonra problar hibiridizasyonun saptanabilmesi icin isaretlenir. Bir
probun sentezi icin oncelikli olarak hedef DNA’nin niikleotid dizisi mutlaka bilin-
melidir. Problarin hazirlanmasinda genellikle a. plazmidler, A fajlari veya kozmid-
lere klonlama, b. yaklasik 20 oligontikleotid bazi iceren problarin kimyasal yolla
sentezi, c.bilinen dizinin PCR ile ¢cogaltilmasi islemleri kullaniir.

Problar hibridizasyonu takiben hedef nikleik asit dizisinin saptanmasi icin
mutlaka daha énceden isaretlenmis olmalidir. Isaretleme radiyoaktif veya non-ra-
diyoaktif maddelerle yapilir. 32P, 35S, 1251 elementleri en cok kullanilan radyoaktif
izotoplardir. Radyoaktif isaretlerle isaretli problarin kullanildigi durumlarda, hibri-
dize olan DNA’lardaki birlesmenin olup olmadigi veya hibiridizasyon miktart rad-
yoaktivite dlctilerek gerceklestirilir. Bu islem icin sintilografi lctictisii veya X-1sini-
mit otoradyografisi kullaniir.

Nonradyoaktif problar biyotin, digoksigenin ve akridinum ester gibi kimyasal-
lardir. Ornegin, biyotin B vitamininin ufak bir par¢asidir ve yumurta beyazinda bu-
lunan bir kimyasal olan avidin’e ¢zgtin olarak baglanir. Her bir biyotin molekulu
4 adet avidin molektiliine baglanabilir. Bundan dolay1 biyotinli problar hibridize
olduklarinda, DNA aranmasi enzim bagli avidin molekilleri ile yapilir. Daha son-
ra kullanillan enzimin 6zglin substratinin ortama uygulanmasiyla, renk degisimi
gozlenir. Digoksigenin isaretli problart aramak icin ise enzim isaretli anti-digoksi-
genin antikorlarini kullanmak gerekir. Daha sonra uygun substrat katilarak reaksi-
yon gozlemlenir.
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Siklik: Cember seklinde veya
yuvarlak yapil
anlamindadir.

Multipleks: Bu kelime

multiple kelimesinden kdken
almistir. Multiple goklu veya
birden fazla anlamina gelir.

Hibridizasyon uygulandigi ortama gore 2 grupta ele alinabilir: 1.Solusyon fazli
hibridizasyon sivi ortamlarin icinde gerceklestirilir. 2.Kati fazli hibridizasyon (Bu
tip hibridizasyonun 6nemli ¢rnekleri Southern blot hibridizasyon, Northern blot
hibridizasyon, Sandwi¢ hibridizasyon) naylon membranlar tizerinde veya ELISA
pleytleri cukurlarinda veya patolojik dokularin icinde gerceklestirilir.

Niikleik Asit Amplifikasyon Teknikleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) cok az miktardaki DNA veya RNA molekiltiniin
enzimatik olarak ¢cok fazla miktara getirilmesidir. Bu sayede 1-2 kopya DNA mil-
yonlarca kopyaya cogaltilir. Dolayisiyla bu isleme ntikleik asit arttirilmasi veya amp-
lifikasyonu denir. PCR islemi uygulanmaksizin, az miktardaki ntikleik asit hibridi-
zasyon islemleri ile saptanamaz. PCR ile kisa bir stre icinde DNA veya RNA kopya
sayist yaklasik107 adede arttirilabilir. PCR islemi icin islemi baslatacak, aranan he-
def DNA’nin her bir sarmalinin bir ucuna spesifik olarak tasarlanmis ve sentezlen-
mis bir cift baslatict DNA parcacigina gerek vardir. Baslatict bu molekiillere “pri-
mer” denir. Primerler DNA polimeraz enziminin de PCR icerigine katimasiyla uy-
gun oldugu niikleotid dizilerine baglanarak uzar. Boylece hedefin her sarmalindan
bir baska kopya sarmal sentezlenir ve sonucta her bir DNA molekiilt iki katina ¢ik-
mis olur. Bu islem ¢ok kez tekrarlanarak milyonlarca kopya hedef DNA olusturu-
lur. PCR sonu elde edilen PCR trtinlerine “amplikon” denir. PCR reaksiyonu icinde
temel olarak bulunan materyaller sunlardir: hedef DNA, primerler, sicakliga daya-
nikli DNA polimeraz enzimi, niikleotid bazlari (Adenin, Timini Guanin, Sitozin), Su
ve Magnezyum. icine bu maddelerin konuldugu tiipler veya kapiller borucuklar
PCR makinelerine yerlestirilir ve makinelerin PCR kosullart ayarlanir. Tipik bir PCR
icin uygulanan sicaklik kosullar ve adlari sunlardir. Once 94-95C'de 15 sn-1dk de-
natiirasyon, 52-60 C’ler arasi 15 sn- 2 dk arasi primerlerin hibridizasyonu ve 72 C’de
15 sn- 3 dk arast DNA polimeraz enziminin primerleri uzatmast. Bu 3 asamadan
olusan bir PCR dongtisii yaklasik 25 ile 40 kez tiplere uygulanir ve PCR islemi bi-
tirilir. Primerler genellikle problar gibi 20-30 baz uzunlugunda ntikleotid dizileridir.
Kimyasal olarak sentetik bir sekilde sentezlenir. Ancak problar gibi isaretlenmezler.

PCR trlnleri daha sonra jel elektroforezisi ile klasik bir sekilde saptanabilir.
Bunun haricinde tirtinler gercek zamanli PCR (Real Time PCR) yontemleriyle amp-
lifikasyon stirecinde ve sonrasinda belirlenebilir. Ger¢cek zamanli PCR islemlerinde
tirtinlerin teyidi uygulanan teknigin tiirtine gore degisir. Ornegin Syber-Green bo-
ya tabanlt bir gercek zamanli PCR uygulandiginda, amplikon 6zgtinligl genellik-
le olusan triintin erime egrisi sicakligt (Tm) analiz edilerek teyit edilir. Gercek za-
manli PCR’da ayrica Urtnlerin 6zglinligi ve miktari spesifik problarin da kullani-
miyla olanakli hale getirilebilir.

DNA yerine RNA'nin PCR ile artirilabilmesi icin 6nce RNA’nin DNA’ya cevrilme-
si gerekir. Bu islem ters transkriptaz (reverz transkriptaz) enzimi ve tek zincirli bir
primer kullanim ile yapilir. RNA’dan DNA olusturma islemine revers transkripsi-
yon denir ve bu islem PCR 6ncesi uygulanarak hedef siklik DNA (cDNA) olustu-
rulmus olur Daha sonra. cDNA templeyt olarak kullanilarak normal PCR islemi uy-
gulanir (Sekil 2.5).

PCR’1in degisik kullanim alanlari olan tipleri bulunmaktadir. “Nested PCR”, bir
PCR urtintiintin hedef DNA olarak kullanimryla baska bir PCR uygulanmasi demek-
tir. Multipleks PCR, birden fazla hedef DNA’nin birden fazla primer cifti kullani-
mi ile ayni anda ¢ogaltilmast icin yapilan PCR islemidir. Kompetetif PCR bir cift pri-
mer ile hedef DNA ve baska bir DNA'nin amplifikasyon i¢in yaristirilmasidir.
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PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

30-40 siklus 3 basamak tekrarlanir:
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PCR asamalar:
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Ozet
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AMAG

Babkterilerin kromozomal DNA sinin yapisini ta-
mmlamak.

Bakterilerde kromozomal DNA cift sarmalli bir
yapidir. DNA’da adenin ve timin ile guanin ve si-
tozin niikleotid bazlart karst karstya gelerek hid-
rojen baglariyla birbirlerine baglanirlar. Bu niik-
letidler birer deoksiriboz sekeri molekiilti ile bir-
lesmislerdir. DNA molekili bu sekerlerin birbi-
rine fosfat-seker koprileriyle baglanmasiyla uzar.
DNA’nin yeniden kopyalanmasi replikasyon di-

ye adlandirilir.

Bakterilerin DNA sinin replikasyon, transkripsi-
yon ve translasyon seklini aciklamalk.

Replikasyon icin DNA’'nin denature olmasi gere-
kir.
DNA’nin her zinciri bir kalip olarak kullanilarak,

Denaturasyonla tek zincirli hale gelen

yeni bir DNA molekuli sentezlenir. Bu islemle-
rin her biri 6zel birer enzimatik strectir. Repli-
kasyon stireci icinde bir DNA zincirinden bir mas-
ter mRNA molekiili olusturulur. Bu isleme trans-
kripsiyon denir. Olusan RNA’dan ise bakteri ri-
bozomlarinda ise polipeptid zincirleri sentezle-
nir. Polipeptidlerin bu olusum stirecine de trans-

lasyon adi verilmektedir.

Babkterilerde gen mutasyonu anlamini ve tiivleri-
ni aciklamark.

Bakterilerde DNA tzerindeki genlerde bazi degi-
simler olur. Bu degisimlere mutasyon denir Mu-
tasyon ile bakterinin goriinen karakterlerinde de-
gisim veya onemli genlerde olusan mutasyonlar-
da bakterinin 6limi gozlenebilir. Bakterilerde
mutasyonlar sadece bir veya birka¢ nukletiotid
farklilasmasindan kaynaklaniyorsa bu tip mutas-
yonlara nokta mutasyonlari adi verilir. Bazen mu-
tasyonlar buytik gen bolgelerinin degisimi veya
kaybolmasi seklinde karsimiza cikar. Gen kayip-
larina delesyon denir. Buytik olcekli mutasyon-
lart olusturan diger islemler ise insersiyon sekan-
s, transpozon gibi dis kaynakli genetik yapilarin
kromozoma girmesiyle sekillenir. Bir baska mu-
tasyon islemi ise benzer kromozomal DNA’lar
arasinda bolgesel degisimlerdir Bu tip mutasyon-

lara rekombinasyon denir.

(O

AMAG

(4)

Kromozom Dist genetik yapilar ve énemlerini
soylemek.

Bakterilerde kromozom disinda bir veya birden
fazla genetik element bulunabilir. Ornegin plaz-
midler bunlardan biri olup, sirkiiler DNA yapi-
sinda ve kendini kopyalayabilen elemanlardir.
Her bakteri DNA’s1 replikasyonunda plazmidler
de es zamanli olarak replike olur ve bakteriden
bakteriye aktarilir. Plamidler antibiyotik direncli-
ligi, bakteri virtilens faktorleri gibi bircok bakte-
ri karakterini kodlayan genetik yapilardir. Bir di-
ger ekstrakromozomal genetik yapi ise bakteri-
yofaj DNA’sidir. Plazmidler bir bakteriden digeri-
ne konjugasyon ve transformasyonla aktarilir-
ken, fajlar araciligi ile genetik madde aktarimi
trandiiksiyon ile sekillendirilir. Konjugasyon isle-
mi piluslar araciligs ile plazmid aktarimi, trans-
formasyon ise serbest bir DNA parcasinin bakte-
riye direkt olarak girisi anlamlarina gelir.

Bakteriyolojide kullanilan énemli genetik taban-
i testlerin tanimlarini ve bazi uygulama alanla-
rint aciklamak.

Bakteriyolojide hastalik etkenlerinin klinik hasta
orneklerinde aranmasi, izole edilen etkenlerin
identifikasyonu ve etkenlerin genetik tiplendiril-
mesi amactyla DNA tabanlt bazi testler uygulan-
maktadir. Bunlarda PCR testi bakterilerin aran-
masinda ve tilendirilmesi amaciyla en sik kulla-
nilan testtir. Bakteri kromozomunun veya ekstra
kormozomal elementlerinin dizi analizlerinden
mutasyon analizi ve bakterilerin genotiplendiril-
mesinde yararlanilir. Plazmid profil analizi en ba-
sit ve on fikir verici bir tiplendirme yontemidir.
Diger bakteri tiplendirme yontemleri olan PFGE
ve RFLP sirastyla incelenen tiim bakteri DNA’s1
ve bir gen bolgesinin 6zgtin restriksiyon endo-

nukleaz enzimleri ile kesilerek uygulanir.
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Kendimizi Sinayalim

1. DNA yapisinda her bir amino asidi kodlayan ntik-
leotid baz dizisi birimine ne ad verilir?

a. Nukleozom
b. Ribozom
¢. Kodon
d. Lizozom
e. Templeyt

2. Bir DNA’da bir gen bolgesinin kaybt seklinde gozle-
nen mutasyona ne ad verilir?

a. Nokta mutasyonu

b. Anlamli Bolge Mutasyonu

¢. Insersiyonel Mutasyon

d. Delesyon

Komplementasyon

3. Transdiksiyon isleminde bakteriler arasinda DNA
aktarimi nasil olusur?
a. Fajlar aracihigt ile olusur.
b. Plazmidler ve piluslar araciligiyla olusur.
c. Transpozonlar yardimiyla sekillenir.
d. Ciplak DNA'nin direkt olarak bakteri membra-
nindan girisiyle olusur.
e. Bakteri membraninin elektrik akimiyla gecirgen-
liginin artirilmasiyla meydana gelir.

4. Bakterilerdeki piluslar araciligiyla olan genetik mad-
de aktarimina ne ad verilir?

a. Tranfromasyon

b. Rekombinasyon
¢. Transdiiksiyon
d. Replikasyon

e. Konjugasyon

5. Aslinda konjugasyonu uyarmayan bir genetik ele-

ment olan transpozon, hangi bakteride bu duruma ne-

den olur?
a. E.coli
b. Efaecalis
c. Streptomices
d. Bacteriodes
e. Psedomonas aeruginosa

6. Bir bakterinin tiim DNA’sinin restriksiyon endoniik-

leaz enzimleriyle kesilerek ve 6zel bir elektroforez isle-

mi uygulanarak yapilan genetik analize ne ad verilir?
a. PFGE

RFLP

PCR

Plazmid Profili tayini

o a0 T

Dizi analizi

7. Ribotiplendirme hangi teknigin yaygin kullanimiyla

yapilan bir islemdir?

a. PFGE

b. RFLP

c. PCR

d. Plazmid Profil Tayini
e. Dizi analizi

8. RNAnin 6zel enzimlerle siklik DNA’ya cevrilerek
uygulanan PCR islemine ne ad verilir?

a. Real-Time PCR

b. Reverse Transkriptaz PCR

¢. Nested PCR

d. Multipleks PCR

e. Kompetetif PCR

9. Bir PCR sonucu olusan DNA tirtintine ne ad verilir?
a. Amplikon
b. Primer
¢. Polimeraz
d. Denaturasyon

e. Templeyt

10. Hibridizasyon yonteminde kullanilan ve denature
durumdaki hedef DNA’ya baglanma yetisindeki tasar-
lanmus isaretli DNA parcaciklarina ne ad verilir?

a. Primer

b. Templeyt
c. Nukleotid
d. Konjugat
e. Prob
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1. ¢ Yanitiniz yanls ise “Transkripsiyon ve Translas-
yon” konusunu yeniden okuyunuz.

2.d  Yanitiniz yanls ise “Buylik DNA Parcalarinda
Olusan Degisimlere Bagl Versiyonlar” konusu-
nu yeniden okuyunuz.

3.a  Yanitiniz yanlss ise “Ekstrakromozomal Genetik
Elementler ve Yatay Gen Transferi” konusunu
yeniden okuyunuz.

4. e Yanitiniz yanls ise “Ekstrakromozomal Genetik
Elementler ve Yatay Gen Transferi” konusunu
yeniden okuyunuz.

5.b  Yanitiniz yanlis ise “Ekstrakromozomal Genetik
Elementler ve Yatay Gen Transferi” konusunu
yeniden okuyunuz.

6.a  Yaniiniz yanls ise “Elektrik Vurumlu Saha Jel
Elektroforezisi (Pulsed Field Gel Electrophore-
sis; PFGE)” konusunu yeniden okuyunuz.

7.b  Yanitimz yanhs ise “Ozgiin Fragman Uzunlugu
Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Poly-
morphism; RFLP)” konusunu yeniden okuyunuz.

8.b  Yanitiniz yanls ise “Nukleik Asit Amplifkasyon
Teknikleri” konusunu yeniden okuyunuz.

9.a  Yanitiniz yanls ise “Nukleik Asit Amplifkasyon
Teknikleri” konusunu yeniden okuyunuz.

10. e  Yanitiniz yanls ise “Nikleik Asit Hibridizasyo-

nu” konusunu yeniden okuyunuz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

RNA yapist DNA'ninkinden daha farklidir. Yapisinda
bulundurdugu seker deoksiriboz yerine riboz’dur. RNA
molekulinde DNA’daki timin yerine urasil yer alir.
DNA’daki gibi RNA molekiliinin komplementeri yani
tamamlayicist bir karst sarmal olmadigindan normal ola-
rak tek zincirlidir. RNA'nin bakteri icinde bulunan 6zel
formlari olan transfer RNA ve ribozomal RNA’larda ba-

z1 bolgelerinde ciftlesmis (dubleks) baz ciftleri olusur.

Sira Sizde 2
Transktipsiyon islemi sonunda DNA’dan mRNA meyda-
na gelir. Translasyon islemi ise ribozomlarda mRNA’dan

polipeptid zincirlerinin sentezi ile sonuglanir.

Sira Sizde 3

Insersiyon sekanslari ve transpozonlar DNA’ya girerek
mutasyonlar olusturan genetik elemntledir. IS’lari gir-
dikleri bolgedeki genin gorevinin inkative edilmesine
yol acarlar. Transpozonlar ise genellikle coklu antibiyo-
tik direncliliklerini bakterilerde tasiyan genetik madde-
lerdir. Bunlar da IS’lar1 gibi genlerde inaktivasyon seki-

lendirirler.
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Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Konake1 direncini tanimlayabilecek, konakei direncinin énemli unsurlarini
siralayabilecek,
@ Patojeniteyi ve virulensi tanimlayabilecek, virulens faktorlerini aciklayabilecek,
@ Bakteriyel patogenezisin asamalarmni aciklayabileceksiniz.

e Dogal diren¢ e Endotoksin

e Spesifik bagisiklik e Adezyon

e Patojen bakteri e Invazyon

e Virulens faktorleri e Ekzotoksijenik mekanizma
e Fimbrial adezin ¢ Endotoksijenik mekanizma

e Ekzotoksin

=- =




KONAKGI DIRENCiI

Bakterilerin duyarli bir konakc¢ida hastalik olusturabilmesi icin viicuda girmesi,
uremesi, yayilmast ve toksin salgilamast gerekir. Konaket ise sahip oldugu savun-
ma mekanizmalart ile bakteriye karsi koyarak hastalik olusumunu engellemeye
calisir. Bakteriyel infeksiyonlara karsi konaket direnci baslica iki temel korunma
mekanizmast tarafindan saglanir. Bunlar dogal diren¢ ve kazanilan bagisikliktir.
Dogal diren¢ viicudun bakteriye karst gosterdigi ilk savunma mekanizmasidir ve
kazanilan bagisik ile karsilastirildiginda farkli 6zelliklere sahiptir. Bu farkliliklar
soyle siralanabilir:
1. Dogal direncin etkisi hizli (birka¢ saat) bir sekilde gelisir, kazanilan bagisik-
ligin etkisi ise yavastir, glinler haftalar gecmesi gerekir.
2. Dogal direncin etkisi nonspesifiktir, kazanilan bagisiklik ise spesifiktir, yani
bakteriye Ozgu etki gosterir.
3. Vicut ayni bakteriye tekrar maruz kaldiginda dogal direncin etkisi aynidir,
artmaz, kazanilan bagisikligin etkisi ise artar.

Dogal Direng

Herhangi bir bakteri ile temas olmaksizin tamamen konak¢inin anatomik ve fizyo-
lojik yapisindan kaynaklanan spesifik olmayan bir savunma mekanizmasidir. Do-
gal direnci olusturan faktorlerin basinda genetik ozellikler gelir. Genetik 6zellikle-
ri nedeniyle bazi hayvan irklart bazi hastaliklara yakalanmaz. Ornegin koyunlar
Antraks hastaligina duyarl olduklart halde Cezayir koyunlar: bu hastaliga genetik
olarak direnclidir. Insanlarda goriilen bircok hastaligin (kizil, bogmaca vb.) hay-
vanlarda gortlmemesi de tiirlere bagl bir genetik diren¢ 6rnegidir. Ayni tiir ve 1r-
kin farkli bireyleri arasinda da genetik faktorler yant sira bakim besleme barinma
farkliliklart nedeniyle hastaliklara direng ya da duyarlilik gelisebilir.

Dogal direnci, viicut 1sis1, hormonlar vb. gibi fizyolojik 6zellikler de etkilemek-
tedir. Ornegin kanatlilar viicut 1silarmnin yiiksekligi nedeniyle memelilerde goriilen
hastaliklara diren¢ gosterirler, benzeri sekilde baliklarin hastaliklart da sicakkanl
hayvanlara bulasmamaktadir. Tiroksin, steroid ve Ostrojen gibi hormonlarin disiik
dozlart bagisikligt uyarirken yiksek dozdaki steroid, testesteron ve progesteron
bagisikligi baskilayict etki gosterir. Steroid dizeyi stres altindaki hayvanlarda artar
ve onlart infeksiyona duyarli hale getirir.
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Sebum: Derideki yag
bezlerinin salgisi.

Silia: Bazi epitel hiicreler
{izerinde bulunan kirpiksi
yapilar

Kolon: Kalin bagirsagin
rektumdan dnceki bolimii

)
| |

Dogal direncin olusmasina yardimet olan ve viicudu disaridan girecek bakteri-
lere karsi koruyan dis (birincil) ve i¢ (ikincil) savunma sistemleri mevcuttur. Dis sa-
vunma sistemi viicudun fiziksel ve mekanik bariyerlerinden ve bu bariyerlerin et-
kisini destekleyen cesitli antimikrobiyel salgilardan olusur. Ornegin derinin, viicu-
da mikroorganizmalarin girmesini engeleyen tiiyler ve epitel Ortiisti gibi fiziksel ya-
pist yani sira ter ve sebum gibi salgilart mevcuttur. Bu salgilar, antimikrobiyel etki-
si olan laktik asit ve serbest yag asitleri icerir. Derinin diistik pH’ya ve normal kom-
mensal bakteriyel floraya sahip olmasit da patojen bakterilerin viicuda girisini engel-
leyen faktorlerdir. Mukoza da ytizeyinde bulunan mukus tabakasi ve bazi mukozal
ylizeylerde bulunan siliali hiicreler sayesinde viicudu bakterilerden koruyabilir.

Ust ve alt solunum sisteminde bulunan siliali epitel hiicreleri ve mukus taba-
kast birlikte 6nemli bir koruyucu etkiye sahiptir. Burun boslugu, agiz ve soluk bo-
rusunda bakteri tastyan partikilleri yakalayarak okstrtik ve tiksirik ile disart atili-
mini saglar. Sindirim sisteminde ttktrikte bulunan lizozim, laktoferrin ve perok-
sidaz, midede bulunan asidik ortam (pH 2-3), ince bagirsaklardaki proteolitik etki-
li lizozim enzimi, safra ve pankreatik enzimler bakterileri yok edici etkiye sahiptir.
Ayrica bagirsaklardaki kriptin adi verilen peptitler mekanizmas: tam olarak bilin-
meyen bir sekilde bazi bakteriler Gizerine toksik etki gosterir. Kolondaki normal
mikrobiyel florada bulunan Gram negatif bakterilerin trettigi bakteriyosin ya da
yag asitleri istenmeyen bakterilerin yerlesimini engeller. Diskilama da sindirim sis-
teminde istenmeyen bakterileri viicuttan uzaklastiran 6nemli bir mekanizmadir.

Uriner sistem, idrar bosaltimi ve idrarin asit yapist nedeniyle bakterilerin in-
vazyonundan korunur. Genital sistemde vaginanin dayanikli epitelyum yapist,
dusik pH’st ve salgida bulunan laktik asit, bakterilerin girisini engelleyen 6nem-
li bir bariyerdir.

Gozlerde gozyast bir yandan mekanik olarak gozi temizlerken diger yandan
icerdigi cok miktardaki lizozim sayesinde bakterileri lize eder. Lizozim serebrospi-
nal sivy, ter ve idrar hari¢ tiim vicut sivilarinda bulunur ve bakterilerin hiicre duva-
rinda bulunan peptidoglikan tabakasini bozarak antibakteriyel etki gosterir. Viicut-
ta lizozim gibi antibakteriyel etki gosteren dogal antimikrobiyel molekiiller mevcut-
tur. Bunlardan oleik asit gibi doymamus yag asitleri bakterisidal etki gosterirken doy-
mus yag asitleri ise fungisidal etkilidir. Ayrica dogal antibakteriyel molekillerden
peptit ve protein lizin ve arjininden zengin yapilart sayesinde bakterileri oldurr.
Dogal direncin nonspesifik bir unsuru olan lektin gibi karbonhidrat baglayict prote-
inler de bakterilerin karbonhidrattan zengin hiicre duvarlarini yikima ugratirlar.

Bakterisidal ve fungisidal etki ne demektir?

Konakgt viicudunun dis (birincil) savunma sistemini asmayi basaran bakteriler
ikincil savunma hattt olan i¢ savunma sistemi ile karsilasirlar. Memelilerde i¢ savun-
ma sistemi kan ve cesitli viicut sivilarindaki antimikrobiyel sivisal molekiiller ve fa-
gositik hicrelerden olusur. Kan ve viicut sivilarindaki antimikrobiyel sivisal mole-
killer “humoral faktorler” olarak da adlandirilir. Humoral faktorler; properdin, in-
terferon, defensinler, dogal antikorlar ve komplementtir. Properdin serumda bulu-
nan bir proteindir. interferon viicutta infeksiyondan sonra cesitli hiicrelerce salgila-
nir ve indirekt yolla (viicuttaki oldurtici hiicreleri aktive ederek) antimikrobiyel et-
ki gosterir. Defensinler, bagirsak, karaciger hiicreleri ve diger bircok viicut hiicresi
tarafindan sentezlenirler. Dogal antikorlar spesifik olmayan ve kokeni tam olarak
bilinmeyen zayif etkili molekiillerdir ve saglikli bireylerin kaninda bulunurlar.
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Komplement sistemi ise kan serumunda bulunur ve zincirleme reaksiyonlar sonu-
cu aktive olarak bakterileri indirekt yollarla yok eden komponentlerden olusur.

Viicutta i¢ savunma sisteminin onemli bir diger unsuru htcresel faktorlerdir.
Cogunlugu kanda bir kismi1 da dokularda bulunan bu hiicreler icinde monositler,
granulositler, mast hticreleri, lenfositler, dogal oldurticti (NK) hiicreler, lenfokinle
aktive olan oldirtci hiicreler (LAKC), makrofajlar ve benzer hiicreler bulunur.
Monosit, makrofaj, granulosit ve trombositler bakteriler ile yangisal reaksiyonlara
girerek mucadele ederler. Notrofil, euzinofil ve makrofaj gibi fagositik hiicrelerin
de i¢ savunma hattinda 6nemli bir rolti vardir. Bu hiicreler bakterileri fagosite ede-
rek konak¢i savunmasina katkida bulunurlar.

Fagositoz ne demektir?

Kazanilan Bagisikhk (Spesifik immunite)

Konakc¢inin dogal savunma sistemini asmayt basaran mikroorganizmalar immun-
sistem hticreleri ile karsilasirlar ve bu hiicrelerin aktivitesi sonucu viicutta ayni
mikroorganizmalara spesifik bir diren¢ gelisir. Bu diren¢ kazanilan bagisiklik yada
spesifik immunite olarak adlandirilir. Kazanilan bagisiklik, aktif ve pasif bagisiklik
olmak tizere iki sekilde meydana gelir. Degisik patojeniteye sahip hastalik etken-
lerine karst viicutta meydana gelen bagisiklik “dogal aktif bagisiklik” olarak; asilar
ile viicutta olusturulan bagisiklik ise “yapay aktif bagisiklik” olarak adlandirilir. Pa-
sif bagisiklik ise baska bir hayvanda olusan ya da tretilen antikorlarin normal ya
da hasta hayvanlara verilmesi ile olusturulan koruyucu etkisi uzun siirmeyen bir
bagisiklik tirtdir. Pasif bagisiklik da dogal ve yapay olarak iki sekilde olusturula-
bilir. Bagisik bir anneden yavruya plasenta ya da kolostrumla antikor gecisi “dogal
pasif bagisiklik” olarak adlandirilir. “Yapay pasif bagisiklik” ise bazi hastaliklarin
tedavisi amaciyla baska hayvanlarda tretilen bagisik serumun hasta hayvanlara ve-
rilmesi ile olusturulur.

Hayvanlarda ve insanlarda kazanilan bagisiklik viicudun immun sistem htcre-
lerinin isbirligi ile meydana gelir ve humoral (sivisal) ya da hiicresel(seliler) bagi-
siklik olmak tizere iki farkl sekilde gelisir. Humoral ve hiicresel bagisiklik ileriki
bolimlerde ayrintili olarak anlatilacaktir.

PATOJENITE

Bakteri, virus ya da mantarlarin hastalik olusturabilme yetenegine “patojenite” de-
nir. Hayvanlarda ve/ya da insanlarda hastalik olusturabilme yetenegine sahip bak-
terilere de “patojen bakteriler” denir. Patojen bakterilerin konak hiicreye tutunma,
konak hticre ve dokulart invaze etme, toksin salgilama ve konagin immun siste-
minden kacabilme gibi 6zelliklerinin olmast gerekir. Konake¢ida girdikleri bolgede
sinirl kalan lokal infeksiyonlar ya da kan ve lenf yoluyla viicuda yayilarak bir ve-
ya birkac¢ sistemde bozukluklar olusturabilirler. Viicuda yayilan boyle infeksiyon-
lara “sistemik” ya da “generalize” infeksiyonlar denir.  Patojen bakteriler kesinlik-
le saglikli bireylerde flora etkenleri gibi normal olarak bulunmazlar ve saglikli bir
bireye girdiklerinde infeksiyon ya da hastalik olustururlar. Hayvanlarda cok 6nem-
li hastaliklara neden olan Bacillus anthracis, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Mycobacterium bouvis, Yersinia pestis gibi bakteriler patojen bakterilere 6rnek ola-
rak verilebilir. Hayvan ve insan viicudunda hastalik olusturmaksizin bulunan bak-
teriler de vardir, bunlar normal floray: olustururlar ve “apatojen bakteriler” olarak
isimlendirilirler. Ancak normal flora icinde bulunan apatojen bakterilerden bazila-
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r1 konaker direncinin bozuldugu durumlarda hastaliga sebep olabilir, bunlara da
“firsat¢t patojen bakteriler”, “fakultatif patojenler” ya da “opportunist bakteriler”
denir . Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae ve Pasteurella tirleri firsat¢i pato-
jen bakterilerdir. Boyle bakteriler, konak¢t direnci gticlii olan saglikli bireylerde
kesinlikle hastalik olusturmazlar.

Firsatct patojen bakterilerin de patojen bakteriler gibi hastalik olusturmas: has-
taliga neden olan gercek etkenin ortaya konulmasi gerekliligini distindtrmustir
ve bu durumu 19. Yizyilda Robert Koch ¢oziimlemistir. Robert Koch, bir bakteri-
ye hastalik etkenidir denilebilmesi icin bunun ispatlanmasi ve konfirme edilmesi
gerektigini belirtmis, bunun icin de bazi kriterler tanimlamistir. Bu kriterlere “Koch
Postulatt” denir. Koch postulatina gore;

1. Hastalik etkeni oldugu dustinilen mikroorganizma hasta bireyden izole

edilmeli ve saf kiltiir olarak elde edilmeli,

2. Elde edilen mikroorganizma duyarli deney hayvanlarina inokule edildigin-

de ayni hastaligt olusturmali,

3. Aynit mikroorganizma deneysel olarak hastalandirilan denekten tekrar izole

edilebilmelidir.

Koch postulatlarina daha sonra konakc¢ida olusan antikor yanitinin arastirilma-
st ve izole edilen etkenin virulens faktorlerinin arastirilmast gerekliligi de kural ola-
rak eklenmistir.

VIRULENS

Patojen bakterilerin hastalik olusturma yeteneginin derecesi ya da gilici “virulens”
olarak tanimlanir. Virulensi ytiksek olan bakteriler viicuda az miktarda girseler bi-
le hastalik olusturabilirler, bu tiir bakterilere “virulent bakteriler” denir. Virulensi
distik olan bakterilerin hastalik olusturabilmesi icin viicuda oldukca ytiksek doz-
da girmesi gerekir ya da konak¢inin immun sisteminin baskilanmis olmas: gerekir.
Firsat¢t patojenler virulensi diistik bakterilere iyi bir 6rnektir. Virulens, invazyon
kabiliyeti ve toksijeniteyi de icerir. Yani virulent bir bakteri konak hiicreye girer, ic
katmanlara dogru invaze olur, ulastigt yerde cogalir, bazilari toksin salgilar, doku
icine yayilir ya da lenf ve kan dolasimina gecerek tiim viicuda yayilir. Virulent bak-
teri viicutta tim bu etkileri olustururken bir yandan da konak¢inin savunma siste-
mine karst koyar ve bu sekilde hastalik olusturur. Bakteriye bu yetenegi kazandi-
ran, yapisinda mevcut olan ya da trettigi bir takim molekillerdir ki bunlarin hep-
sine birden “virulens faktorleri” denir.

VIRULENS FAKTORLERI

Adezyon Faktorleri

Infeksiyonun ilk basamagi olan bakterinin konak¢i viicuduna girisinden sonra
bakteri konak hticreye baglanarak tutunur, bu olaya “adezyon” denir. Bakterinin
konak hticrede bulunan spesifik reseptorlere baglanmasini saglayan molekullerine
“adezyon molekiulleri” ya da “adezyon faktorleri” denir. Bakterilerdeki adezyon
faktorleri arasinda fimbria adi verilen 6zel yapilar bulunur, bunlara “fimbrial ade-
zinler” denir (Resim 3.1). Fimbrialar adezyon ve kolonizasyon faktorleridir, konju-
gasyonu saglayan seks pilusundan farkli yapilardir. Ayrica bazi bakterilerde fimbri-
a yerine hiicre yiizeyinde bulunan ve adezyonu saglayan 6zel molekiiller bulunur.
Bunlara da “afimbrial adezinler” adi verilir. Fimbrial adezinler Escherichiae coli,
Klebsiella pneumoniae ve Haemophylus influenzae gibi bakterilerin énemli viru-
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lens faktorleridir. E.colinin fimbrial adezinleri FimH, PapG, SfaS, PrsG gibi harfler-
le kodlanmistir. Haemophylus influenzaeinn fimbrial adezini HifE, K. pneumoniaenin
ise MrkD olarak isimlendirilmistir. Haemophylus influenzae’ nin HMV1/HMV2, Hi-
a gibi isimler alan afimbrial adezinleri de vardir. Staphylococcus aureus (FnbA,
FnbB), Bordetella pertussis (PHA, Pertactin) ve daha bircok bakteri afimbrial ade-
zinleri araciligiyla konak hiicrelere tutunurlar.

Bakterilerde bulunan glikokaliks yada kapsil, S katmani, Slime tabaka (muko-
id yapn), M proteini, teikoik ve lipoteikoik asit gibi yapilar da adezyon molekiille-
ri gibi gorev yaparlar. Kapstl bir yandan konakci hiicresine adezyonu saglarken
diger yandan fagositozu inhibe ederek infeksiyonun gelisiminde ¢nemli rol oynar.
Kapstil bakterilerde cok ¢nemli bir virulens faktoridiir, dyle ki kapstliint kaybe-
den bazi bakteriler, 6rnegin Streptococcus pneumoniae, konaket savunma sistem
hticrelerince hizli bir sekilde oldirilir. S katmanit bazi bakterilerde hiicre duvari
disinda yer alan bir yapidir. Konak hiicreye adezyonu saglamak disinda bakteriyi
konak¢i savunma sistemine karst koruyarak virulensini arttiran bir faktordir. Slime
tabaka denilen yap1 hiicre disinda yer alan, kolaylikla ayrilabilen, dayaniksiz ince
bir zardir. Teikoik ve lipoteikoik asitler ise Gram pozitif bakterilerin hiicre duvart
komponentlerinden olan adezyon molekiilleridir.

invazyon Faktorleri

Bakterilerin konakg¢t hiicreye veya dokulara girisi ve yayilist infeksiyonun “invaz-
yon” safthasidir. Bu sathada da bakterilerin “invazyon faktorleri” gorev alir. Bakte-
rilerde gortlen belli basli invazyon faktorleri sunlardir:

Koagulaz

Plazmadaki fibrinojeni koagule eden (pihtilastiran) Staphylococcus aureus tarafin-
dan sentezlenen bir enzimdir. Bu pihti, etkeni fagositozdan ve konak¢inin savun-
ma sisteminden korur.

Kollajenaz
Viicudun baglayict sisteminde (kas, iskelet, kikirdak) bulunan kollajen yapiy1 par-
calayan bir enzimdir. Klostridium tirleri tarafindan sentezlenir.

Deoksiribonukleaz

Viicutta yangi ve infeksiyon durumunda olusan eksudatin icindeki olu fagositlerin
DNA’ sint eriterek iclerindeki bakterilerin dokulara yayilimini kolaylastirir. A grubu
Streptokoklar, Stafilokoklar ve Klostridiumlar tarafindan sentezlenen bir enzimdir.

Elastaz ve Alkalin Proteaz
Pseudomonas aeruginosa tarafindan sentezlenen, hiicrelerarast membran protein-
lerini parcalayan bir enzimdir.

Sitolizin

Hicreleri eriten enzimlere genel olarak “sitolizin” denir. Streptokok, Stafilokok tir-
leri ve Escherichiae coli basta olmak tlizere bircok bakteri tarafindan sentezlenen
ve alyuvarlari eriten enzim “hemolizin”dir. Yine Streptokok ve Stafilokok turleri ta-
rafindan sentezlenen “lokosidin” enzimi ise konake¢t savunmasinda aktif rol oyna-
yan lokositleri lize eder.
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Ekstraseliiler: Hiicre disi.

Hyaluronidaz

Streptokoklar (A,B,C ve G grup), Stafilokoklar ve Klostridiumlar tarafindan sentez-
lenen bir enzimdir, konak¢t bag dokusundaki hyaluronik asidi bozarak infeksiyo-
nun dokulara yayilmasini saglar.

Hidrojen peroksit (H,0,) ve Amonyak (NH;)
Mikoplazma ve Ureaplazma tirlerinin toksik etkili metabolik Grtinleridir. Solunum
ve urogenital sistemdeki epitel hiicreleri hasara ugratirlar.

immunoglobulin Al(IgAl) proteaz

Immunoglobulin A1 konak¢ida mukoza altindaki plazma hiicrelerince salgilanan
ve mukozal yiizeylerde bulunan bir antikordur. Neisseria gonorrbaeae, Neisseria
meningitidis, Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae gibi bakteriler
salgiladiklart proteaz enzimleri ile IgA1’ i parcalayarak yok ederler.

Antikor ne demektir, gorevi nedir?

Lesitinaz ya da Fosfolipaz
Klostridium ttirleri tarafindan sentezlenen bu enzim hiicrelerin plazma membra-
ninda bulunan lesitini parcalar boylece etkenin kolayca yayilimint saglar.

Streptokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokoklar ve A,C,G grubu Streptokoklar tarafindan sentezlenen bir enzimdir.
Bu enzimin pihtilasmis plazmayt eritici etkisi vardir, boylece bu bakterilerin doku-
larda yayilmasi kolaylastr.

Antifagositik Faktorler

Bircok bakteri lokosit ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yok edilmeye ca-
lisilir. Kapstlli bircok bakteri daha virulent ve fagositoza daha direnclidir. Ayrica
serumun bakterisit etkisine de kapsiil sayesinde direnc¢ gosterirler. Klebsiella
pneumoniae, Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae ve Neisseria meningitidis
gibi bircok bakteri yapisinda bulunan kapstlleri sayesinde fagositoza diren¢ gos-
terirler. Bunun gibi Streptococcus pyogenesin hiicre duvari yapisinda bulunan M
proteini, Neisseria gonorrhoeaenin pilileri, S.aureus’ un ylizey protein A yapisi ve
gram pozitif bakterilerin hticre duvart yapisinda bulunan teikoik ve lipoteikoik asit
molekdulleri de fagositozu engelleyen yapilardir.

Toksinler

Bazi bakteriler tarafindan viicut icinde ya da viicut disinda meydana getirilen ze-
hirli molektllere genel olarak “toksin” denir. Bakterinin toksin sentezleme yetene-
gine ise “toksijenite” adi verilir. Toksijenite bakterinin virulensini arttiran 6énemli
bir faktordir. Toksinler nedeniyle viicutta meydana gelen hastalik durumuna “in-
toksikasyon”, toksinin kanda bulunma durumuna ise “toksemi” denir. Bazi toksin-
ler oyle etkilidir ki hastaligt olusturan bakteri tedavi edilse bile toksininin viicutta-
ki etkisi devam eder. Bakteriler tarafindan olusturulan toksinler ekzotoksinler ve
endotoksinler olmak tizere baslica iki gruptur. Ekzotoksinler bakterilerin dis orta-
ma salgiladiklari ekstraseliiler yapilardir. Endotoksinler ise hiicre duvari yapisin-
da bulunur ve bakteri parcalandiginda aciga c¢ikar. Endotoksinler ve ekzotoksinle-
rin baslica ozellikleri karsilastirmali olarak Tablo 3.1’de verilmistir.



3. Unite - Bakteriyel Patojenite

49

Ekzotoksin Endotoksin
Protein (polipeptid) yapisindadir Lipopolisakkarit yapidadir
Canli bakterilerden salinir Bakterinin 8lumiinden sonra ya da (az bir kismi)

tiremeleri esnasinda ortaya ¢ikar

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler . .
i Sadece Gram negatif bakterilerde vardir
tarafindan sentezlenirler

Farkli toksinlerin konakgiya etki siddetleri

Tum endotoksinler benzer siddette etkilidirler
farkhdir

Isllya dayaniksizdir,60°C nin ustiinde hizla harap 250°C ye dek isiya dayanikiidir
olur

Antijenik 6zelligi kuvvetlidir, viicutta antitoksin . o
. . Zayif derecede immunojendir
olusturur, antitoksin koruyucudur

Yiksek derecede toksiktir, nanogram Orta derecede toksiktir, 10-100 mikrogram
miktarlarinda bile éldiiriiciidiir miktari etkili olur
Toksoid hale dénustir (is1, formalinin vb ile) Toksoid hale dénismez

Konak hiicrede spesifik reseptorlere baglanir | Hucrelerde spesifik reseptérleri bulunmaz
Genellikle konakgida ates olusturmaz Ates olusturur

Genellikle ekstrakromozomal genlerle L
R Kromozomal genlerle yonetilirler
yonetilirler

Ekzotoksinler

Ekzotoksinler Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerce sentezlenen, isiya duyar-
11 (60-80°C de inaktive olurlar), protein yapida (¢cok az bir kismi enzim yapisinda),
eriyebilir substanslardir. Ekzotoksinler bilinen en 6ldurticii molekullerdir. Protein
yapilari ekzotoksinlere yiiksek dizeyde immunojenite 6zelligi kazandirir. Yani ko-
nak¢inin spesifik immun sistemini uyararak “antitoksin” olarak adlandirilan anti-
korlarin olusumunu saglarlar. Antitoksinler intoksikasyon veya toksemilerde teda-
vi amactyla kullanilirlar. Toksin proteinleri formaldehit iodin vb. bazi kimyasallar
ile inaktive edilebilirler, toksinlerin bu formuna “toksoid” denir. Toksoid immuno-
jeniktir yani immun sistemi uyarict etkisi vardir bu nedenle toksoidler tetanoz gibi
bazi hastaliklarda ast olarak kullanilirlar.

Ekzotoksinler yapilarina ve fizyolojik etkilerine gore; 1-AB tip ekzotoksinler, 2-
Spesifik doku ekzotoksinleri, 3-Membran parcalayici ekzotoksinler ve 4-Stiperanti-
jenler olmak tizere dort gruptur. Ekzotoksinlerin A ve B olmak tzere, birbirine di-
stilfid baglari ile baglanmis olan iki bolimt bulunur. Toksik etkili olan bolim A,
hiicrelere baglanmay1 saglayan bolim ise B’ dir. Bu ekzotoksinler “AB tip toksin-
ler” olarak adlandirilirlar. AB tip toksinlerin cogunu da kapsayan “spesifik doku
ekzotoksinleri” adi verilen diger bir grup ekzotoksin de viicutta etkiledikleri do-
ku/hticre yada organlara gore isimlendirilirler. Ornegin sinirleri etkileyenlere “no-
rotoksin”, bagirsaklari etkileyenlere “enterotoksin”, dokular: etkileyenlere “sitotok-
sin”, karacigeri etkileyenlere “hepatotoksin”, bobregi etkileyenlere “nefrotoksin”,
kalbi etkileyenlere ise “kardiyotoksin” adi verilir.

AB tip ve/veya spesifik doku ekzotoksinleri grubunda yer alan bazi ekzotok-
sinler ve viicuda etkileri soyledir:

1. Antraks toksini: Bacillus anthracis tarafindan sentezlenir, viicutta lokalize

odemler olusturur, hedef hiicrelerde 6liime neden olur.

Tablo 3.1
Ekzotoksin ve
endotoksinlerin
ozellikleri
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2. Botulinum toksini: Clostridium botulinum tarafindan sentezlenen, kaslarda
yumusak felclere sebep olan bir norotoksindir.

3. Kolera toksini: Vibrio cholera tarafindan salgilanan, ishal, asidoz ve dolasim
bozukluguna neden olan bir enterotoksindir.

4. Difteri toksini: Corynebacterium diphtheriae tarafindan sentezlenen, konak-
¢t hiicrede protein sentezini inhibe ederek hiicre 6liimlerine sebep olan bir
sitotoksindir.

5. Enterotoksinler: Clostridium perfringens, E.coli, S.aureus tirleri tarafindan
sentezlenen kusma ve ishallere sebep olan toksinlerdir.

6. Bordetella adenilat siklaz toksini: Bordetella tirleri tarafindan sentezlenen
toksin hiicrelerde yap1 ve fonksiyonu bozar, 6liime sebep olur.

7. Shiga toksin: Shigella dysenteriae toksinidir, protein sentezini engelleyerek
hiicre olimine sebep olur.

8. Shiga like toksin: Shigella tiirleri ve E.coli tarafindan sentezlenen shiga tok-
sin gibi etki gosteren bir ekzotoksindir.

9. Tetanoz toksini: Clostridium tetanitarafindan sentezlenen tetanospazmin is-
temli kaslarda spazm, sinir blokaji ve fel¢ olusturan bir nérotoksindir.

10. Pseudomonas ekzotoksin A: Pseudomonas aeruginosa’ in sentezledigi difte-
ri toksini gibi etki gosteren bir ekzotoksindir.

Membran parcalayici ekzotoksinler, konak hticrenin icine girip plazma mem-
braninda delikler acarak ya da membran biitiinliigiinii bozarak hiicrenin parcalan-
masina sebep olurlar. Streptokok, Stafilokok ve pnomokoklarca tiretilen l6kosidin-
ler 16kositleri parcalayan ekzotoksinlerdir. Bircok patojen bakteri tarafindan salgi-
lanan hemolizinler eritrositleri parcalayarak etki gosterirler. Streptococcus pyogenes
tarafindan tretilen Streptolizin-O (SLO) kuvvetli bir hemolizindir. Fosfolipaz enzi-
mi de membran parcalayict etkiye sahip bir ekzotoksindir. Clostridium perfringens
alfa toksini fosfolipaz aktivitesi ile hiicreleri lize eder ve oldurtr.

Stiperantijenler, ¢ok kiiciik miktari bile kuvvetli bir immun sistem uyaricist olan
protein yapida ekzotoksinlerdir, T hiicrelerinden ¢ok fazla miktarda sitokin salinimi-
n1 uyarirlar ve endotel hiicrelerde hasar, coklu organ yetersizligi, hipotansiyon, sep-
tisemi, eklem yangilari, bobrek yangilart ve sok gelisimine neden olurlar. Stafilokok-
larca sentezlenen enterotoksinler (SE-A, SE-B), eksfoliatif toksin (ExF-T) ve Toksik
Sok Sendrom Toksini (TSST-1), Pseudomonas aeruginosa ekzotoksini (PEA-A),
Mycoplasma arthritidis’in MAM proteini siiperantijenlere 6rnek olarak verilebilir.

Endotoksinler

Endotoksinler Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan isiya dayanikls,
lipopolisakkarit (LPS) yapilardir. Bakteri disina salinmaz ancak bakteri éldigtinde
aciga cikarlar, cok az bir kismi bakterinin tiremesi esnasinda serbest kalir. LPS’ in
toksik ozellikte olan komponenti Lipid A olarak adlandirilir. Endotoksin zayif im-
munojeniktir ancak konakg¢ida sistemik bozukluklar olusturabilir. Bunlar; ates,
septik sok, damar ici kan pithtilasmasi, ishal, bagirsak kanamalari, yangi, halsizlik
gibi belirtilerdir.

Sideroforlar

Demir, bakterilerin metabolizmalari ve tiremeleri icin gerekli bir gelisme faktori-
diir. Konakgida demir serbest degildir ¢esitli doku, kan ve salgilarda bagli halde
bulunur. Kandaki demir hemoglobin ve transferrine, stit ve diger salgilardaki de-
mir ise laktoferrine bagli olarak bulunur. Patojen bakteriler konak¢ida canli kala-
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bilmek ve yayilabilmek icin demiri baglamak tizere cesitli mekanizmalar gelistirir-
ler. Bu mekanizmalardan biri de siderofor adi verilen diistik molekil agirlikli mad-
delerdir. Bircok patojen bakteri tarafindan tretilen sideroforlar, laktoferrin ve
transferrine bagli demiri bile alarak bakteriye verebilirler. Bu nedenle siderofor
bakterilerde o6nemli bir virulens faktoridir. “Enterochelin” Escherichia ve
Salmonella tirleri tarafindan tretilen bir siderofordur. Mikobakteri turleri tarafin-
dan salinan “exochelin” de siderofora diger bir 6rnek olarak verilebilir.

BAKTERIYEL INFEKSiYONLARDA PATOGENEZ

Hayvanlar yasam boyu infeksiyon etkenleri ile karsilikli etkilesim halindedir. An-
cak yine de bu etkenler her zaman hayvanlarda hastalik olusturmaz. Hastalik olu-
sumu icin uygun sartlarin olusmasi gerekir. Genel olarak konak¢i direnci ile bak-
teriyel virulens arasindaki denge bozuldugunda infeksiyon icin uygun sartlar olus-
mus olur. Bakteriler konak¢t savunma sistemini asip viicuda girdiginde infeksiyon
olusumunu baslatirlar. Her bakterinin viicuda giris yolu farklidir ve kendine 6zgii-
diir. Ayni sekilde her bakterinin viicut icinde kolonize olma, yayilma ve infeksiyon
gelistirme mekanizmasi da degisir. Bununla birlikte bakteriyel infeksiyonun bas-
langi¢ ve gelisim asamalart birbirine benzer basamaklardan olusur. Bu basamaklar
soyle siralanabilir:

1. Bakterinin konak¢i viicuduna girisi

2. Konak hiicreye tutunmast (adezyon) ve i¢ katmanlara yayilmasi (invazyon)

3. Bakterinin Giremesi

4. Konaket hiicrelerinde hasar olusturmast

Bakterinin Konakgiya Girisi (Bulasma)

Bakterilerin viicuda girdikleri yer, hastalik meydana getirmelerinde ve tipik hasta-
lik tablosunun olusumunda 6énemli rol oynar. Bakteriler bircok farkli yolla konak-
ctya bulasir. Belli basli bulasma yollart sindirim, solunum, direkt temas (deri, geni-
tal) ve indirekt temastir. Ayrica artropodlar vb. vektorler de hastaligin bulasmasin-
da 6nemli rol oynar. Bazi bakteriler konakciya tek bir yoldan degil bircok yoldan
girerek hastalik olusturabilirler. Ornegin Brucella abortus sindirim, deri, konjucti-
va, genital mukoza, meme ve solunum yollari ile girerek sigirlarda Bruselloz has-
taligint olusturur. Leptospiralar da sindirim, solunum, genital, konjuktiva, mukoz
membranlar ve deri (suyla 1slanip yumusamuis deri) gibi bircok yolla viicuda gire-
bilirler. Baz1 etkenler de tek bir yolla viicuda girerek hastalik olustururlar. Ornegin
Lyme hastaligini olusturan Borrelia burgdorferi sadece kenelerin kan emmesi so-
nucu viicuda deri yoluyla girer ve sonrasinda kan dolasimina karisir. Bazi grup
bakterilerin de tipik hastalik tablosunu olusturabilmesi icin belli yollarla viicuda
girmesi gerekir. Ornegin Si181r Bulasict Ploropnémonisi’ nin etkeni olan Mycoplasma
mycoides ssp. mycoides SC solunum yoluyla bulasir ve tipik hastalik tablosunu so-
lunum sisteminde bozukluklar olusturarak meydana getirir.

Adezyon ve invazyon

Bakteriler viicuda girdikten sonra konakci hiicrelerine fimbrial ya da afimbrial ade-
zinleri (ylizey adezyon molekiilleri) sayesinde tutunurlar. Bu olaya “adezyon” de-
nir. Her bir bakterinin fimbrial ve afimbrial adezinler ile baglanmasi icin konaket
hiicrede 6zel reseptorler bulunur, yani konak hiicre reseptori ile bakteri arasinda
spesifik bir iliski vardir. Fimbrial adezinler konakgt hiicre ylizeyinde bulunan gli-
kolipid, galaktoz, mannoz, sialogangliosid GMI ve tipV kollagen gibi isimler alan
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ozel reseptorlere baglanirlar, buna “fimbrial adezyon” denir (Sekil 3.1). Bakterinin
afimbrial adezinler adi verilen yiizey adezyon molekiilleri ile konak hiicreye tutun-
masina da “afimbrial adezyon” denir (Sekil 3.2). Afimbrial adezinler icin de konak
hticrelerde spesifik reseptorler bulunur. Fibrin, fibronectin, salivar glikoprotein ve
actinomyces gibi isimler alan hiicre reseptorleri afimbrial adezinler icin 6zel olan
reseptorlerdir. Bakterinin glikokaliks ve slime tabakasi ise fimbrial ve afimbrial
adezinlerden farkli olarak, bakteri ile konake¢t arasinda 6zgil olmayan bir adezyon
saglar. Spesifik ya da ozgtil adezyonun, 6zgil olmayan adezyona gore farki, bak-
terinin tropizmi ile iligkilidir, yani hastalandiracagi doku yada hicreye ilgisidir.
Boylece patojen bakteri belli bolgeleri ve alanlart infekte eder. Ornegin solunum
sistemine tropizmi olan bakteri pndmoni olusturur fakat genital sistemi etkilemez.
Bakterinin hiicreye adezyonu, bakteriyi konak¢t dokularinin yiizeyindeki mukus
ve sivilarin uzaklastirici etkisinden koruyarak virulensini arttirmis olur. Adezyon-
dan sonra bakteri, konak¢t dokularinda kolonize olabilir, yani tutundugu yerde
treyerek sayica ¢ogalir. Bakterinin kolonize olmast konak¢inin normal florasini
gecebilmesine baglidir, bu da virulensi ytiksek bakterilerde mimkuindur.

/m

Fimbrial adezyon

m

Afimbrial adezyon

Fimbriya

Flagella

Yiizey adezyon molekiili

Flagella

glikoprotein

glikoprotein

/

Adezyondan sonra bakteri hiicreye girer ve dokulara yayilir buna “invazyon”
denir. Bakteriler kollajenaz, hyaluronidaz, koagulaz vb. gibi virulens faktorleri sa-
yesinde hiicrelere invaze olurlar. Virulensi yliksek olmayan bakterilerin invazyonu
ise deri ve mukozadaki yiizey bariyerlerinin bozulmasi ile ilgilidir. Travmalar, cer-
rahi yaralar, antibiyotik kullanimi1 ya da viicutta baska hastalik bulunmas: gibi ne-
denlerle ytizey bariyerleri bozulabilir. Bakterinin hticrelere invazyonu degisik yol-
larla olur. Bazi bakteriler hiicre aralarindan ve makrofajlar araciligs ile dokulara in-
vaze olurken, bazilari da konak hiicrenin psodopodlart ile yutulur ve hiicre icinde
vakuolde ya da stoplazma icinde cogalirlar. Buralarda ¢ogalan bakteriler hiicrele-
rin yakinindaki kapillar lenfatik damarlar, sonrasinda buytik lenf damarlari yoluy-
la kan dolasimina karisir ve viicuda yayilir. Bazi patojen bakteriler invazyon yap-
madan da tutunduklart bolgede infeksiyona neden olabilirler.
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Bakterinin Uremesi

Bakteriler viicutta ulastiklart doku ve organlarda, besin, pH, 1st vb. yonlerden uy-
gun ortamlar bulduklarinda cogalirlar. Bazi bakteriler kanda trerken bazilari ko-
nak¢inin degisik doku ve hiicrelerinde tirerler. Bu tip bakteriler “intraseliiler bak-
teriler” olarak isimlendirilirler ve makrofaj, notrofil gibi viicut savunmasinda gorev-
li olan htcreler icinde de tireyerek viicuda bu hiicreler icinde yayilabilirler. Hiicre
icindeki sayilari artinca fagositik hiicreler parcalanir ve bakteriler ortama yayilarak
diger huicreleri de infekte ederler ve yayilimlarina devam ederler. Hayvanlarda
onemli infeksiyonlar olusturan Brucella abortus, Mycobacterium bouvis,
Mycobacterium paratuberculosis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Rhodococcus
equi gibi etkenler intraseliiler bakterilere 6rnek olarak verilebilir.

Bakterinin Konakgida Hasar Olusturmasi

Bakterinin toksijenitesi viicutta hasar olusturmasinda en 6nemli rolii oynar. Bakte-
ri ekzotoksinleri ve endotoksinlerinin viicutta meydana getirdikleri harabiyet ekzo-
toksijenik ve endotoksijenik olmak tzere iki mekanizma ile aciklanabilir.

Ekzotoksijenik Mekanizma

Bakterilerin en onemli virulens faktorlerinden olan ekzotoksinler viicutta birkac
farklt mekanizma ile hasar olustururlar. Bazi ekzotoksinler yemlere bulasmis olan
bakteri tarafindan Uretilir ve sindirim yoluyla viicuda alinirlar. Bu bir ¢esit gida ze-
hirlenmesidir. Insanlarda da ayni yollarla gida zehirlenmeleri meydana gelebilir.
Hayvanlarda toksin Giremis olan yemlerle, insanlarda da bu cesit gidalarin yenmesi
ile meydana gelen Botulismus hastaligi buna en iyi 6rnektir. Clostridium botulinum
tarafindan uretilen botulinum toksini cok kuvvetli etkisi olan bir toksindir, cok az
bir miktari bile hastalik olusturmaya yeter. Bu toksin agiz yoluyla alindiktan sonra
sindirim sisteminden emilerek motor sinirlere ulasir ve sinir-kas baglantisinda ase-
til kolin salinimint bloke ederek felcler olusturur. Solunum kaslarini etkilerse solu-
num felci sonu dlim sekillenir. Bazi ekzotoksinler viicut yaralarinda ya da absele-
rinde treyen bakteriler tarafindan sentezlenir ve buradan viicuda yayilarak etkisini
gosterir. Gazli gangren hastaliginin etkeni Clostridium perfringens bu sekilde etki
gosterir, Urettigi alfa toksin bir yandan lokal hasar olustururken, bir yandan da kan
dolasimina karisarak eritrositleri lize eder ve ddem olusturur. Tetanoz hastaligina
neden olan Clostridium tetani’ nin Urettigi tetanospazmin denilen ekzotoksin de
yaralardan viicuda sinirler yoluyla yayilir ve sinir blokaji sonucu fel¢ler olusturur.
Bakteriler viicutta mukozal ylzeylerde bulunduklar sirada da ekzotoksin tretebi-
lirler. Ornegin Escherichiae coli bagirsakta enterotoksin tireterek ishale sebep olur.
Ekzotoksin treten bakteriler, Antraks’ ta oldugu gibi indirekt yollarla asirt sitokin
Uretimini uyararak hayvanlarda sistemik sok ve ¢lime neden olurlar.

Endotoksijenik Mekanizma

Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisinda bulunan lipopolisakkaritlerin
bakteri 6limiinden sonra ya da (¢cok az bir kisminda oldugu gibi) bakterinin tire-
mesi sirasinda ortama yayilmast sonucu yangt meydana gelir. LPS yapinin Lipid A
kismt asil toksik olan bolimiidir ve viicutta savunma sistem hiicreleri ile bir dizi
reaksiyonlar sonucu yangt olusumuna neden olur. Sonucta ates, hipotansiyon, 16-
kopeni, hipoglisemi, beyin, kalp ve bobrek yetmezlikleri meydana gelir.
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Konakgt direncini tanmimlamak, konakgt diren-
cinin énemli unsurlarini siralamak.

Konakg¢i direnci, bakteriyel infeksiyona maruz
kalan duyarli konak¢inin spesifik ve non spesifik
savunma mekanizmasidir. Konaket direnci dogal
diren¢ ve kazanilan bagisiklik olmak tizere iki
ana unsurdan olusur. Dogal diren¢ dis (birincil)
ve i¢ (ikincil) savunma hatlarindan olusur. Birin-
cil savunma sistemi konakcinin yapisinda var
olan genetik, fizyolojik ozellikler, fiziksel meka-
nik bariyerler ile antimikrobiyel salgilardan olu-
sur. Tkincil savunma sistemi ise properdin, inter-
feron, defensinler, dogal antikorlar gibi humoral
faktorler ve monositler, granulositler, mast htic-
releri, lenfositler, dogal oldirticti (NK) htcreler,
makrofajlar gibi hiicresel faktorlerden olusur. Ka-
zanilan bagisiklik ise viicutta 6zel bagisiklik sis-
tem hticreleri tarafindan olusturulur, spesifik bir
ozellik gosterir. Aktif ve pasif olmak tizere iki se-
kilde olusur. Aktif bagisiklik infeksiyon ya da asi-
lar ile olusturulur. Pasif bagsiklik ise anneden
yavruya gecen bagisiklik seklidir. Ayrica tedavi

amacli tiretilen serumlarla da nakledilebilir.

Patojeniteyi ve virulensi tamimlamak, virulens

s Jaktorlerini aciklamak.

Mikroorganizmalarin hastalik olusturabilme ye-
tenegine “patojenite” denir. Patojen mikroorga-
nizmalarin hastalik olusturma yeteneginin dere-
cesi ya da glictine “virulens” denir. Bakteriye vi-
rulens yetenegini kazandiran yapilari ya da tiriin-
leri virulens faktorleri olarak isimlendirilir. Adez-
yon yani hiicreye tutunmada gorevli virulens fak-
torleri: fimbria, ylizey molektilleri, S katmani, M
proteini ve kapsiildir. Invazyonda gorevli yapi-
lar: Kollajenaz, hyaluronidaz, koagulaz, sitolizin,
deoksiribonukleaz, hidrojen peroksit, amonyak,
IgA1l proteaz, elastaz, alkalin proteaz, lesitinaz,
streptokinazdir. Fagositozu onleyici faktorler:
kapstil, teikoik-lipoteikoik asit ve bazi bakteriler-
deki hiicre duvarinda bulunan 6zel molekiiller-
dir. Toksemi olusturucu faktorler ise ekzo ve en-

dotoksinlerdir.

Bakteriyel patogenezisin asamalarini agiklamak.
Bakteriyel patogenezis, yani bakterilerin hastalik
olusturma mekanizmasi bakterinin viicuda girisi
ile baslar; bakteri viicuda sindirim, solunum, di-
rekt ve indirekt yollardan girer. Tkinci asamada
bakteri adezyon faktorleri araciligiyla konak hiic-
reye tutunur (adezyon) ve invazyon faktorleri sa-
yesinde de derin dokulara yayilir (invazyon).
Uciincli asama bakterinin konakta iiremesidir.
Bazi bakteriler kanda trer, intraseltler olarak
isimlendirilen diger bir grup bakteri ise fagositer
hucreler icersinde tireyerek viicutta yayimalari-
na devam ederler. Dordiincti asama bakterinin
konaket hiicre ve dokularinda hasar olusturmasi-
dir. Bakterinin hasar olusumunda en 6nemli ya-
pist toksinleridir. Ekzotoksinler birkac farkli yol-
la hasar olustururlar. Bazilari sinir- kas sistemini
etkileyerek felcler olusturur, bazilari kan hicre-
lerini parcalayarak 6demlere sebep olur, bazilar
gida zehirlenmelerine, bazilari da enterotokse-
milere sebep olur. Endotoksinler ise indirekt yol-
larla yangi olusturur, septik soka kadar gidebilen
bozukluklara sebep olurlar.
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Kendimizi Sinayalim

1. Dogal direng ile ilgili asagidaki ifadelerden hangisi
yanlistir?
a. Etkisi birkag¢ saat icinde meydana gelir.
b. Etkisi spesifiktir.
¢. Tekrarlayan infeksiyonlarda etkisinin siddeti art-
maz.
d. Anatomik ve fizyolojik 6zellikler dogal direncte
rol oynar.

e. Genetik 6zellikler dogal direncte rol oynar.

2. Asagidakilerden hangisi dogal direncte i¢ (ikincil)
savunma sisteminin bir 6gesidir?

a. Interferon
b. Sebum
c. Siliali epitel
d. Tuyler
e

Derinin normal florasi

3. Asagidakilerden hangisi sindirim sisteminin dogal
savunma faktorlerinden biri degildir?
a. Lizozim
b. Laktoferrin
c. Siliali epitelyum hiicresi
d. Peroksidaz
e. Safra

4. Asagidakilerden hangisi gdzyasinda bulunan dogal

antimikrobiyel molekulduir?

a. Steroid
b. Ostrojen
c. Tiroksin
d. Sebum
e. Lizozim

5. Hayvan ve insan viicudunda hastalik olusturmaksi-

zin bulunan normal floray: olusturan bakterilere ne ad

verilir?
a. Patojen
b. Invaziv
c. Firsat¢l patojen
d. Apatojen
e. Opportunist

6. Asagidakilerden hangisi bakterilerde adezyon fak-
torlerinden biridir?

a. Fimbria

b. Hemolizin

c. Kollajenaz

d. Hiyaluronidaz

e. Hidrojen peroksit

7. Asagidakilerden hangisi invazyon faktorlerinden biri
degildir?

a. Deoksiribonukleaz

b. Alkalin proteaz

c. Hyaluronidaz

d. Teikoik asit

e. Koagulaz

8. Asagidakilerden hangisi ekzotoksinlerin ozellikle-
rinden biridir?

a. Sadece gram negatif bakterilerce sentezlenir.
Protein yapisindadir.
250°C ye dek 1stya dayanabilir.
Toksoid hale dontismez.

o a0 T

Zayif derecede toksiktir.

9. Patojen bakterilerin konakcidaki demiri baglamak

icin kullandiklart molekiillere ne ad verilir?

a. Endotoksin
b. Ekzotoksin
c. Kapsil

d. M proteini
e. Siderofor

10. Bakterinin konakgt hiicre yiizeyine tutunmasina ne
ad verilir?

a. Bulasma

b. Invazyon

c. Adezyon

d. Toksemi

e. Intoksikasyon
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1.b  Yanitiniz yanls ise “Dogal Direncin Ozellikleri-
ni” konusunu yeniden gozden geciriniz

2.a  Yantiniz yanls ise “Dogal Direnc-i¢ Savunma
Sistemi” konusunu yeniden gozden geciriniz

3.¢ Yanitiniz yanlis ise “Dogal Diren¢-Dis Savunma
Sistemi” konusunu yeniden gozden geciriniz

4. e Yanitiniz yanls ise “Dogal Diren¢-Dis Savunma
Sistemi” konusunu yeniden gozden geciriniz

5.d  Yanitiniz yanls ise “Patojenite” konusunu yeni-
den gozden geciriniz

6.a  Yanitiniz yanls ise “Adezyon Faktorleri” konu-
sunu yeniden gozden geciriniz

7.d  Yanitiniz yanls ise “Invazyon Faktorleri” konu-
sunu yeniden gozden gegiriniz

8.b  Yanitiniz yanlis ise “Ekzotoksinler” konusunu
yeniden gozden geciriniz

9. e  Yanitiniz yanls ise “Sideroforlar” konusunu ye-
niden gozden geciriniz

10. ¢ Yanitiniz yanlis ise “Bakteriyel Infeksiyonlarda

Patogenez” konusunu yeniden gozden geciriniz

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1
Bakterisidal etki bakterileri 6ldurtict etki, fungisidal et-

ki ise mantarlart oldirtct etkidir.

Sira Sizde 2

Viicuda giren bir mikroorganizmanin savunma sistem
hticreleri tarafindan yakalanip yutulmasina fagositoz
denir.

Sira Sizde 3

Viicutta bagisiklik humoral (sivisal) ve hiicresel (seli-
ler) olmak tizere iki yolla gelisir. Humoral bagisikligin
temel unsuru B lenfositlerdir. Antikorlar da B lenfositler
tarafindan uretilir. Yani B hiicresinin antijene yanitt so-
nucu olusan ve bu antijen ile spesifik olarak birlesebi-
len bagisiklik elemanlarina antikor denir. Viicudun spe-
sifik bagisikliginda gorevlidir.
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TEMEL VETERINER MIKROBIYOLOJi VE
IMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
(& Bakteriyel iremenin kontroliinde kullanilan yontemleri aciklayabilecek,
@ Sterilizasyon ve dezenfeksiyon yontemlerini tanimlayabilecek,
@& Antibiyotiklerin etki mekanizmalarini ve kullanim alanlarini 6zetleyebilecek,
& Antimikrobiyal etkinlik testlerini aciklayabileceksiniz.

e Antimikrobiyal e Dezenfeksiyon
e Sterilizasyon e Antibiyotik
e Antisepsi e Tedavi




BAKTERIYEL UREMENIN KONTROLU

Bakteriler uygun kosullarda ikiye bolinerek cogalirlar. Genel anlamda herhangi
bir kisitlayict faktor olmadigi durumlarda tireme devam eder. Gerek in vivo gerek-
se in vitro kosularda bakteriyel tiremenin kontroli icin bazi temel mekanizmalar
bulunmaktadir. In vivo bakteriyel tiremelerde, viicudun savunma sistemi tarafin-
dan bakteriyel tiremenin kontroliine yonelik mekanizmalar bulunur. Bu mekaniz-
malar, bakterilerin Giremesini kontrol edebildigi gibi bazi bakterilerde bu durum
gerceklesmeyebilir. Ayrica viicudun savunma sistemi disinda, bakteriyel tiremenin
kontrolii icin disaridan alinan ilaclar da kullanilir (kemoterapi). Bu ilaclar genel
anlamda kemoterapotikler olarak tanimlanir. In vitro kosullar uygun oldugunda
bakterilerde tireme kisa bir alisma doneminden (latent donem) sonra hizla sekille-
nir (logaritmik dénem). Ureme icin uygun ortamin olmamasi, bakterilerin zamana
bagli olarak 6lmesine neden olur. Cogu zaman bu stire aylarca devam edebilir. Bu
streci kisaltmak ve bakterilerin ortamdan giderilmesi icin sterilizasyon ve dezen-
feksiyon yapilir.

Ortamda bulunan mikroorganizmalarin kontroliinde temel olarak iki faktor bu-
lunmaktadir. Bunlardan ilki, mikroorganizmalarinin sayisinin azaltilmasi/tamamen
ortadan kaldirilmas: digeri ise Gremenin kontroliidiir. Bu islemlerin etkinliginin
saglanmasinda, ortamin 6zelligi degerlendirilmelidir. Soyleki organik madde varli-
g1 ve nem, uygun sicaklikla birlestiginde bakteriyel tiremenin hizla sekillendigini
aksi takdirde bu faktorlerin kontrol edildigi/olmadigt durumlarda bakterilerin tre-
melerinin sinirlandigt goriilmektedir. Bakteriyel Giremenin sinirlandirilmasi ve bak-
terilerin tamaminin giderilmesi, 6zellikle mikroorganzimalarla ilgili calisma ortam-
larinda &nem tasir. Ornegin bakterileri tiretmek icin kullanilan besiyerlerinin her-
hangi bir mikroorganizma icermemesi gerekir. Ayni sekilde hayvansal tretim ya-
pilan isletmelerde patojenlerin ortadan kaldirilmasi ve toplam mikroorganizma sa-
yisinin azaltilmast, saglikli ve verimli bir Gretim icin gereklidir. Ayri durum gida
uretim yerlerinde ve gidalarda da mikroorganizmalarin kontrol, hem gida gtiven-
ligi hem de raf 6mri acisindan 6nem arz eder.

Mikroorganizmalarin ve mikrobiyal Giremenin kontrolii, hayvan sagliginda, gi-
da endustrisinde ve cevre acisindan degerlendirilmelidir. infeksiyonlardan korun-
mada ve mikrobiyal bulasmanin kontroliinde, antisepsi, dezenfeksiyon ve sterili-
zasyon islemlerinden yararlanilmaktadir. Mikroorganizmalarin ortamlardan gideril-
mesi sterilizasyon ve dezenfeksiyon basliginda anlatilmistir.

Kemoterapi: Paul Ehrlich
tarafindan infeksiyon
hastaliklarin ilaglarla
tedavisi anlaminda
kullanilan bir terimdir. Bu
amagla kullanilan ilaglar,
konakglya toksik etki
gdstermeden
mikororganizmalar iizerine
etkili olmalidir.
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Biyogiivenlik: Hayvansal
{iretimde mikrorognazma
hareketlerinin kontrolii
anlamina gelir. Bu iglemin
basarili olmasi igin yapilan
tiim uygulamalar,
biyogiivenlik onlemleri
kapsaminda degerlendirilir.

>
1

STERILIZASYON VE DEZENFEKSiYON

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon, hayvansal tretimde bircok alanda kullanilmakta-
dir. Hayvanlara cerrahi midahalelerde kullanilan ekipmanlarin, malzemelerin ve
elbiselerin steril hale getirilmesi, potansiyel bulasmalarin 6niine gecer. Ayni sekil-
de hayvansal tretim yapan isletmelerde hastaliklarin kontrolii anlaminda kullani-
lan biyogiivenlik ifadesi, mikroorganizmalarin kontrolii icin yapilan uygulamala-
r1 icerir. Hayvansal tretimde ve hayvan sagligi uygulamalarinda, sterilizasyon ve
dezenfeksiyon uygulamalarint anlamak ve uygulamaya aktarmak, mikroorganiz-
malarin neden oldugu problemlerin ¢oziimiinde gereklidir. Bu konuda kullanilan
bazi terimler bulunmaktadir. Bunlar sterilizasyon, dezenfeksiyon ve antisepsi ola-
rak tanimlanabilir.

Sterilizasyon, tim canli mikroorganizmalari elimine etmek, yikimlamak anla-
mindadir. Bu islemde mikroorganizmalart tim formlart élduriliir. Sterilizasyon is-
lemi, mikroorganizmalarin tim formlarinin tamamiyla giderilmesi islemidir ve so-
nucu mutlak olmalidir. Steril edilen malzeme, ortam bu islemden sonra kontami-
nasyonlardan korunmalidir, aksi takdirde yeniden mikroorganizmalarla bulastigin-
da sterilizasyondan bahsetmek mumkiin degildir.

Dezenfeksiyon ise, patojenik mikroorganizmalarin fiziksel ve kimyasal yontem-
lerle giderilmesidir. Tim dezenfekianlar, bakterilerin vejetatif formlarina etkilidir,
ancak bazilart sporlarina da etkindirler.

Antisepsi, hayvanlarda mikroorganizmalarin kimyasallarla giderilmesi islemidir.
Bu islem i¢in kullanilan maddelere antiseptik adi verilir. Sterilizasyon ve dezenfek-
siyon uygulamalari, ytzeylerde, trtinlerde, havada, mikroorganizmalarin kontro-
linde kullanilirken; antisepsi ¢zellikle deri ve mitkoz membranlarda mikroroga-
nizmalarin azaltilmast amaclanmaktadir.

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon islemlerinde farkli yontemlerden yararlanilmak-
tadir. Genel olarak bu islemlerde, fiziksel yontemler ve kimyasal maddeler kulla-
nilmaktadir.

Hayvansal iiretimde biyogiivenlik uygulamalar: sadece dezenfeksiyon islemlerini mi
kapsar?

Fiziksel Yontemler

Mikroorganizmalarin tamamuiyla veya kismi olarak ortamdan giderilmesinde kul-
lanilan fiziksel yontemler arasinda 1si, 1sinlama (ultraviyole, radyasyon) ve filtras-
yon gibi teknikler bulunmaktadir. Bu yontemler basliklar halinde aciklanmustir.

Isi ile Sterilizasyon

Mikroorganizmalarin sitoplazmalarinda 1s1 isleminin etkisiyle koagule olan prote-
inler bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek derecelere ¢ikan isitma islemi, mikroor-
ganizmalarin 6lmesine neden olur. Isi ile yapilan sterilizasyonun etkinligi, mikro-
orgnazimanin yapisi, ist derecesi, 1sinin uygulama stiresi ve ortamin 6zelliklerine
bagli olarak degisir. Isil islemin etkinligini artiran bir baska 6zellik ise, ortamin ne-
midir. Nem arttikca mikroroganzimalarin 6lmesi, koagtlasyon artisina bagli olarak
hizla sekillenir. Bu nedenle nemli 1s1, kuru 1stya gore sterilizasyonda daha etkindir.
Is1 ile sterilizasyon genel anlamda ekonomik, etkin ve kolay uygulanabilir olmasty-
la bircok laboratuarda sterilizasyon icin kullanilmaktadir. Tsi ile sterilizasyon, nem-
li ve kuru 1s1 olmak Uzere iki baslik altinda incelenmektedir.
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Nemli st ile sterilizasyon, mikroorganizmalarin giderilmesinde siklikla kullanil-
maktadir. Bu islemlerden kaynatma, en yaygin kullanimdir. Genel olarak kaynat-
ma ile bakterilerin vegetatif formlar1 dltiirken bazi bakterilerin sporlart da olir. An-
cak bu islem sporlarin tamamin: gidermeye yetmez. Bu nedenle kaynatma tam an-
lamiyla bir sterilizasyon olarak tanimlanamaz.

Nemli 1sinin sterilizasyon amaciyla kullaniminda basin¢li bubar wygulamalars,
otoklav denilen cihazlarda gerceklestirilir. Bu islemde bir atmosfer basin¢ altinda
su buharinin sicakligi 121 °C’dir ve bu degerlerde 15-45 dakika uygulama tiim mik-
roorganizmalarin giderilmesiyle sterilizasyon gerceklesir. Otoklav calisma sonra-
sinda iceride basin¢ yiiksek oldugundan sogumas: beklenmelidir. Fazla buharin
bosaltilmasi ve basincin diismesi sonrasinda kapak acilir. Glintimiizde daha ytik-
sek derecelere ulasabilen (134-135 °C) otaklavlar bulunmaktadir ve bu cihazlarda
sterilizasyon kisa stirede (3-4 dakika) gerceklestirebilmektedir.

Tindalizasyon, yiksek isida bozulabilecek maddeleri iceren sivilari Gi¢ giin ar-
disik olarak giinde yaklasik 1 saat siireyle 56-70 °C’de 1sitma islemi olarak tanim-
lanir. Bu islem sonrasinda ilk glin bakterilerin vejetatif sekilleri daha sonraki giin-
lerde spor formalarinin acilmasi sonrasinda vejetatif forma dontisen bakterilerin 6l-
durilmesi amaclanmaktadir. Bu islem fazla kontamine olmayan sivilar icin uygu-
lanabilir. Ginimtizde bu materyallerin sterilizasyonunda filtrayon gibi daha etkin
metodlar kullanilmaktadir.

Pastorizasyon islemi, basta stit olmak tizere insan gidalarinda bulunan insan
patojenlerinin 1sitma ile biiylik oranda 6ldirtilmesini amaclamaktadir. Bu islemin
yavas metodunda 1s1l islem 63 °C’de 30 dakika ve hizli metodunda ise 72 °C'de 15
saniye olmak tizere uygulanir ve bu islemden sonra stit hizli bir sekilde sogutula-
rak bakteri Giremesinin Ontine gegilir.

Yiiksek sicaklik (UHT), dzellikle insan gidasi olarak tiketilen ve mikroorganiz-
malarin kolaylikla tireyebilecegi besinlerin sterilizasyonunda uygulanmaktadir.
Bu islem 135 °C’nin tizerindeki sicakligin kisa siirede 3-4 saniye gibi uygulanma-
st ve hizla sogutma islemini icerir. Bu islemde en yaygin kullanim stitln sterilizas-
yonudur.

Is1 ile sterilizasyonun bir diger uygulama sekli kuru st ile sterilizasyondur. Ku-
ru 1sinin etkisi ile mikroorganizmalar su kaybeder ve dolayisiyla hizli bir sekilde
kuruma sekillenir. Mikroorganizmalarin giderilmesinde, kuru 1s1t uygulamalari alev-
de yakmak, alevden gecirmek ve kuru sicak hava ile sterilizasyon olmak tizere ti¢
sekilde uygulanir. Birincisi, steril edilecek malzeme direkt olarak alevde kizil de-
receye kadar isitilmasidir. Digeri laboratuvar malzemelerinin (tiip, erlenmayer gi-
bi) agizlart kullanmadan 6nce ve kullanimdan sonra alevden gecirilerek mikroor-
ganizmalardan arindirilmasidir. Son olarak kuru hava ile sterilizasyon ise, sicak ha-
va firinlart (Pastor firny) kullanilir ve firin icinde hava 160 °C’ye kadar ulastirilir. Bu
derecelerde 2 saatlik bir bekleme sonrasinda sterilizasyon gerceklestir.

Isinlama

Genel sterilizasyon yontemlerinin sinirli kullanildigt alanlarda isinlama mikroor-
ganzimalarin sterilizasyonu amaciyla kullanimaktadir. Isinlama hem mikroorgan-
zimalar hem de cevreye etki etmeleri nedeniyle kullanimlarinin uygun yerlerde ya-
pilmast gerekmektedir ve bu 6zelliklerinden dolay: sinirli bir kullanima sahiptirler.
Sterilizasyon amaciyla kullanilan 1sinlama metodlart asagida basliklar halinde su-
nulmustur.

Otoklav: Sterilizasyon
amaciyla yaygin kullanilan
buhar basinci ve yiiksek 1si
ile calisan cihazdir.
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Ultraviyole (UV) Isinlari:
Bakteri, mantar, virus ve
hiicreler Gizerine 6ldiriict
etkisi olan ve yiizey
dezenfeksiyonunda
kullanilan dalga boylari 10-
380 nm olan i1ginlardir.

HEPA Filtreler: Yiiksek
etkinlikte partikiil yakalayici
(High Efficiency Particulate
Arresting) anlaminda olup
laboratuarlarda, biyolojik
madde {iretim yerlerinde ve
mikrobiyal
kontaminasyonlari
azaltmada/kontrol etmede
kullaniimaktadir.

SIRA SiZDE 7
[ |

1. Iyonizan olmayan ismlama
a. Ultraviyole 1sinlari
b. Infrared ismlar
¢. Ultrasonik dalgalar
2. lyonizan ismlama
a. Elektromanyetik radyasyonlar (iks ve gama isinlary)
b. Partikiiler radyasyonlar (alfa, beta ve katod 1sinlart)

Filtrasyon
Bir stvida ve havada partikiiler yapilari tutan filtreler ile yapilan sterilizasyon isle-
midir. Bu uygulamalar mikrobiyolojide siklikla kullanilir. Besiyerlerinin veya besi-
yeri bilesimine giren ve isitya hassas yapilarin filtrasyon ile sterilizasyonu gercek-
lestirilmektedir. Ayrica virolojik calismalarda kullanilan tamponlu sularin bu sekil-
de bakteriyel kontaminasyonlarin elimine edilmesi miimktndtr. Ayrica laboratu-
arlarda, biyolojik madde tretim yerlerinde, bulasmalarin engellenmesinde ve kon-
trolinde siklikla filtrasyon islemlerinden faydalanilmaktadir. Ortam temizliginde
kullanilan filtreler genellikle HEPA filtreler olarak tanimlanmaktadir.
Mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanilan filtreler arasinda, porselen filtreler,
diatom topragi filtreler, asbest stizgecli filtreler, cam tozu filtreler ve seliiloz mem-
bran filtreler olmak tzere gruplandirilirlar.

Kimyasal Yontemler (Dezenfeksiyon)

Hastalik etkenlerinin kimyasal maddelerle oldirme islemi, dezenfeksiyon olarak
tanimlanmaktadir. Bu islem icin kullanilan kimyasallara dezenfektan adi verilir.
Guntumiizde farkli ortamlarda etkinleri iyi bilinen dezenfektanlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dezenfektanlarin bakteriler tizerine etkileri belirli bir stireye bag-
li olarak sekillenir ve logarimik bir azalma gozlenir. Bu durum bir ortamdaki mi-
koorganizmalarin tamamryla giderilmesi icin zamana bagli bir ¢zellik oldugunu
gostermesi bakimindan 6nem arz eder. Ortamda mikroorganizma yogunluguna
bagli olarak oldirme stiresi de uzar. Bu durum belirli bir asamaya kadar etken
madde konsantrasyonu ile ilisklidir ancak belirli rakamlarin izerinde mikororganz-
ma varligt, yogunluktan daha cok zamana bagli bir etkilesim gosterir. Dezenfek-
tanlarin etkin olmasi icin temel bilesenler vardir. Bunlar, dezenfektanin yogunlu-
gu, kimyasal yapisi, mikroorganizmalarin 6zelligi, mikroorganizma miktari, sire,
ortam sicakligi, ortamin pH, ortamda organik madde varligi, uygulama teknigi gi-
bi etkili faktorler bulunmaktadir. Dezenfektanlar mikroorganizmalart 6ldiirmesi
icin mutlaka temas: gereklidir. Bu nedenle dezenfektanlarin mikroorganzmalara
temasint Onleyen bir durum varsa (organik kirlilik gibi), mikroorganizmalarin 6l-
mesi mimkin degildir. Bu durumda ozellikle ortamda organik madde varligi
onemli bir engeldir ve dezenfektanlarin etkinligi ciddi diizeyde azaltmaktadir. Bu
engelin ortadan kaldirilmasi icin kuru temizlik asamasi 6nem kazanmaktadir.

Mikroorganizmalarin giderilmesinde en etkin yontem nedir?

Kimyasal Yontemlerin Etki Mekanizmasi
Dezenfektanlarin mikroorganizmalar tizerine etki tarzlart degiskendir. Bunlar.
1. Bakteri membraninin fonsiyonunu bozanlar
2. Proteinleri denattire edenler
3. Enzim aktivitisini bozanlar
4. Nukleik asit tizerine etki olanlar
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Bakteri Membraninin Fonksiyonunu Bozanlar

Dezenfektanlarlar, ylzey gerilimini distiriir ve ozmotik basincin artirmasina ne-
den olur. Bu etkiler nedeniyle mikroorganizmalarin hiicre membraninin yart gecir-
genlik 6zelligi bozulur ve beslenmede olusan problemler nedeniyle, metabolizma-
nin tamamiyla durmast ile sonuglanir. Bu sekilde etki eden dezenfektanlar, mikro-
organizmalar icin hipertonik bir ortam olusturarak plazmoliz nedeniyle 6lmelerine
neden olur. Yiizey geriliminin diismesine neden olan kimyasal maddeler, bakteri-
lerde gecirgenligin bozulmasina ve olimiine katkida bulunur. Bu sekilde etkileyen
dezenfektanlar arasinda fenol ve fenol bilesikleri, sentetik deterjanlar (kuarterner
amonyum bilesikleri, sabunlar, sodyum lauryl stilfat), organik solventler (metanol,
aseton) bulunmaktadir.

Proteinleri Denatiire Edenler

Bazi dezenfektanlar mikroorganizmalarin protein yapilarini bozarlar ve bu sekilde
etki sonrasinda enzim aktivitesi olmadigindan olim sekillenir. Bu sekilde etki
eden dezenfektanlar arasinda asitler ve alkaliler sayilabilir.

Enzim Aktivitesini Bozanlar

Bakterilerde hayati bneme sahip olan enzimlerin yapisinin bozulmasi, mikroorga-
nizmalarin 6limiine neden olur. Enzim aktivitesini direkt olan bozan agir metaller
(gumis, civa, bakir), tuzlar, oksidan maddeler (hidrojen peroksit, ozon, sodyum
hipoklorid) bu grupta sayilabilir.

Niikleik Asitleri Etkileyenler

Bazi kimyasal maddeler, mikroorganizmalarin genetik yapist ile birlesikler olustu-
rarak replikasyona ve dolayisiyla protein sentezine mani olurlar. Protein sentezinin
durmasi sonrasinda mikroorganizmanin yasamasi soz konusu olamaz. Bu sekilde
etki eden boyalar (malasit yesili, kristal viyole, akriflavin, metilen mavisi) mikroor-
ganizmalarin tiremesinin kontrol edilmesi amacryla kullanilirlar.

Dezenfektanlar

Dezenfektanlar ve dezenfeksiyon islemleri uzun yillardan beri hayvan sagligini
korumak amaciyla kullanilmaktadir. Dogal dezenfeksiyon giines 15131, 1s1 veya
basit olarak dinlendirme gibi uygulamalart kapsar ancak uzun sire aldiklarindan
dolayr ginimiiz icin cok kullanishi degildir. Bir¢cok patojenin uzun stire canli kala-
bilmesi, hizli Giretim icin artan ekonomik baski, kimyasal dezenfektanlarin kulani-
mint artirict bir rol Gstlenmistir.

Etkili bir dezenfeksiyon icin kullanilacak dezenfektanin secimi oldukca onem
tasimaktadir. Bu nedenle secilen dezenfektanin bazi temel dzelliklerinin bilinmesi
ve kullanim amacina uygun olmasi gerekir. Bu amac icin secilen dezenfektanlar-
da, dezenfekte edilecek ylizeyin tipi, ortamin organik madde icerigi, ortam sicak-
lig1, dezenfektan sulandirmada kullanilacak suyun kalitesi, dezenfektanin temas
zamant ve dezenfektanin aktivite spektrumu bilinmelidir. Ayrica dezenfektanin et-
kinligi, gtivenligi ve maliyeti oncelikli olarak degerlendirilmelidir.

Dezenfektanlarin etkinligini sinirlayici faktorler arasinda, dezenfekte edilecek
ylzeyin Ozellikligi dikkate alinmalidir. Dezenfeksiyon isleminin basartya ulasmast
icin ytizeyin diizgiin olmast ve dezenfektan ile mikroorganizmanin direkt temasini
dnleyecek bir engelin olmamast gereklidir. Ornegin kiimes dezenfeksiyonunda ze-

Dezenfeksiyon:
Hastalik olusturan
mikroorganizmalarin
oldardlmesi islemidir.
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Etilen oksit:
Mikroorganzimalarin
vejetatif ve sporlarina etkili
1l ile gaz haline donisen,
toksik bir maddedir.

mininin toprak veya kumlu olmasi, dezenfektanin etkinliginin azalmasi muhtemel-
dir. Dezenfekte edilecek ylizeylerde organik kalintilarin olmast ve kiimes ortamin-
daki sicaklik dezenfektanin etkilerini sinirtlayict faktorlerdir. Ozellikle kiimes ze-
mini ve yan duvarlarin alt kisimlarinda birikmis olan diskinin giderilmesi, secilen
dezenfektanin etkinligini artiracaktir.

Bircok dezenfektanin mikroorganizmalar tizerinde etkinligi belirlli sicaklik de-
recelerinde belirlenmisitr. Bu derecelerin disindaki durumlarda 6zellikle de soguk
bir ortamda dezenfektanin etkinligi azalir. Bu nedenle sogukta da etkinligi belir-
lenmis dezenfektanlarin secilmesi ve/veya dezenfektanin temas zamanini uzatil-
masinda yarar vardir.

Dezenfektan sulandirmasinda kullanilacak suyun kalitesi de bazi dezenfektan-
larin etkinligini siirlar. Sert sularda iodoforlar ve kuarterner amonyum bilesikleri
daha fazla etkilenirler.

Dezenfektanlarin aktivite spektrumunun genis olmasi ortamda bulunan bakte-
ri, virus, mantar, protozoa gibi mikroorganizmalarin giderilmesinde avantaj sagla-
yacaktir. Ayrica ortamda inaktive edilecek patojen miktarinin ¢cok degisken olma-
s1, dezenfektanlarin farkli konsantrasyonlardaki sulandirmalarinin cesitli sicaklik-
larda, organik bilesiklerin varliginda ve temas zamani gibi degiskenlerin dikkate
alinmasi yararli olacaktir. Bazi dezenfektanlarin mikroorganizmalar tizerine etkin-
likleri bakterilerin tireme veya spor formalarina gore degiskenlik gosterir. Bakteri
sporlari, vegetatif formlarina gore oldukca direnclidir ve sadece belirli dezenfek-
tanlar etkili calisir. Bu dezenfektanlar arasinda, halojenler, civa klorid, formalin,
etilen oksit bulunmaktadir. Mikobakteriler de diger bakterilere gore daha direnc-
lidir ve bu etkenlerin giderilmesi icin fenolik ve alkol tirevleri kullanilir. Viruslarin
oldurtlmesi de bakterilerin vegatatif formlarina goére daha zordur ve bu nedenle
halojenler, oksidanlar ve formalin kullanilmaktadir. Dezenfektanlarin dldirtict et-
kiye sahip olmast istenir. Bu amacla kullanilan kuarterner amonyum bilesenleri
ylksek konsantrasyonlart disinda bakteriyostatik etkilidir.

Hayvansal tiretimde mikroorganizmalarin giderilmesi amaciyla ¢ok cesitli de-
zenfektanlar kullanilmaktadir. Bu dezenfektarlarin kullanimi icin 6zelliklerinin iyi
bilinmesi ve Uretici firmanin bildirdigi kullanim sekillerine uygun olarak kullanilma-
lidir. Asagida pratikte kullanilan bazi dezenfektanlar hakkinda kisa bilgi verilmistir.

Alkoller

Bu grupta yer alan etanol ve isopropanol, temizlik, kurutma, dezenfeksiyon ve
antisepsi amactyla kullanilirlar. Genellikle %60-70 diizeyinde optimum etki goste-
rirler. Alkoller, hizli etkili, genis spektrumlu bakterisidal ve mikobakterisidal akti-
vite gosterirler. Mantar ve viruslar Gizerine etkileri daha yavastir ve bakteri sporla-
r1 Uzerine genellikle etkisizdirler. Kalinti birakmamalari 6nemli bir avantajdir.

Fenol (Karbolik Asit) ve Kresol
Fenoller katrandan elde edilen bilesiklerdir. Genellikle suda eriyik formlari ile pa-
zara sunulan pahali bir dezenfektandir. Etkileri direkt temasla oldugundan dolayzi,
spreyleme seklinde uygulandiginda yiizeyin temiz olmast 6nemlidir. Fenollerin yii-
zeylerde etkinliklerini arttirmak icin sabunlarla beraber kullanilirlar. Genellikle
bakteri ve mantarlara etkin dezenfektanlardir.

Kresoller, katranin ektraksiyonundan elde edilen ve fenollerle yakin iligkili bir
dezenfektandir. Bisfenol bilesikleri olarak oldukca etkin bir dezenfektan olup ge-
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nellikle mazot ve su ile karistirilarak kiimes dezenfeksiyonunda kullanilirlar. Ayri-
ca bu karisim kirmizi kenelere de etki eder.

Halojenler

Bu grupta yaygin kullanimda olan iki grup dezenfektan bulunmaktadr. Klor bile-
sikleri ve iyodinler bulunmaktadir. Klor bilesikleri inorganik ve organik olmak
tizere iki sekilde incelenebilir. Inorganik klor bilesikleri (Hipokloritler), Hipoklo-
ritlerin temeli klordur ve inorganik klor bilesikleri olarak tanimlanirlar. Bunlar ara-
sinda, sodyum hipoklorit, potasyum hipoklorit, lityum hipoklorit ve kalsiyum hi-
poklorit bilesikleri sayilabiilir. Genellikle %1-15’lik konsantrasyonlart dezenfeksi-
yon amaclt kullanilir. Yumurtalarin yikanmast, kulugkada ve kulucka ekipmanlari-
nin dezenfeksiyonu gibi yerlerde siklikla kullanilirlar. Tim ytzeylerde kullanilabi-
lirler fakat bu ytizeylerde 6n temizlik yapilmast etkinligini arttirir. Kumas ve metal-
lere zarar verir. Hipokloritler genellikle sodyum hipoklorit bilesikleri seklinde pa-
zara sunulurlar ve sularin dezenfeksiyonu amaciyla kullanilirlar. Ancak ast yapila-
cak sularda bulunmas: asinin etkinligini azaltir.

Organik klor bilesikleri (kloraminler), etkileri suda ¢ozindtklerinde veya orga-
nik maddelerle temasta yavas bir sekilde klor salarak gosterirler. Etkileri inorganik
klor bilesiklerine gore daha yavas fakat daha uzun stirelidir. Kloraminler ¢cevre sag-
ligint korurlar ve bu nedenden dolayi kullanimlart daha fazladir. Bu bilesikler ara-
sinda kloramin-T, kloroazodin, halozon ve sodyum dikloroizosiyanurat sayilabilir.

fyodinler uzun zamandir dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Mikroorganiz-
malar Gzerine oldukg¢a etkindir. Ticari preparatlar, iyodun suda eriyebilirligini arti-
ran ve suyla sulandirildiginda yavas yavas serbest iyot salan iyodofor bilesikleri
seklinde hazirlanirlar ve tim kanatl yetistirciliginde kullanilmaktadir. Todoforlar
ayrica indikator sistemi iceren maddelerle pazara sunulduklarinda, reng acilmasi-
na gore etkinlikleri takip edilebilmektedir

Aldehidler

Kanatl sektoriinde aldehidler genis kullanim alant bulmuslardir. En ¢cok kullanilan
aldehidler, formaldehid ve gluteraldehiddir. Formaldehid bir gazdir ve dezenfek-
tan olarak daha cok formaldehidin suyla %40’lik konsantrasyonu kullanilir ve for-
malin olarak isimlendirilir. Ayrica paraformaldehid olarak da bilinen ve isitilinca
farmoldehid gazi salan toz formlari da bulunmaktadir.

Formaldehid genellikle potasyum permanganat ile birlikte kullanilir. Iki bile-
sik karistirildiginda olusan kimyasal reaksiyon sonrasinda olusan gaz ile fiimigas-
yon islemi yapilir. Genel kullanimi 1 birim potasyum permangata 2 birim forma-
lindir. Bazi kaynaklarda 2’ye 3 oraninda bildirilmektedir. Formaldehidin bazi de-
zavantajlart bulunmaktadir. Irritan olusu, deri ve mukozalar tahris etmesi, koku-
su ve insanlar icin toksik olmast 6nemli dezavantajlaridir. Fumigasyon yapan ki-
sinin mutlaka gaz maskesi kullanmas: ve karisimin kab disina tasmayacak sekilde
hazirlanmasi dikkat edilecek konular arasinda bulunmaktadir. Bu dezavantajlari-
na karsin 6zellikle kuluckalik yumurtalarin dezenfeksiyonunda yogun olarak kul-
lanilmaya devam etmektedir.

Formalin, su ile puskirte seklinde dezenfeksiyon isleminde kullanilmasina kar-
sin, cogunlukla potasyum permanganat ile birlikte veya paraformaldehid olarak fu-
migasyon seklinde kullanilmaktadir. Fimigasyon islemi, kiimeslerde, kulucka ma-
kinelerinde ve embriyolu yumurtalarin dezenfeksiyonunda kullaniimaktadir. Fimi-
gasyon ile dezenfeksiyonun etkin olmasi icin iki temel bilesen saglanmalidir. Bun-
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Fenol indeksi:
Dezenfektanlarin etkinleri
belirlemede kullanilan ve
fenol ile karsilastirmaya
yarayan bir parametredir.

lardan birisi ortam sicakliginin 21 °C’den fazla nemin de %70 olmasi dnemlidir.

Gluteraldehid, formaldehide gore daha etkili ve etki spektrumu oldukca genis-
tir. Virus ve bakteri sporlart dahil tim mikroorganizmalar tizerine etkilidir. Alkali
ortamlarda etkinlikleri artar.

Kuarterner Amonyum Bilesikleri (Katyonik Deterjanlar)

Kullanimi olduk¢a genis olan kuarterner amonyum bilesikleri, tim ytizeylerde, ku-

luckalarda, kiimes ve kulucka ekipmanlarinda kullanilabilirler. Daha ¢ok bakteri

ve mantar Uzerine oldukca etkin bilesiklerdir. Ancak sert sularda etkinlikleri azalir.
Anyonik deterjanlar, iyi temizlime potansiyeline sahiptirler ve uzun antibakte-

riyel etki gosterebilirler. Bakteri sporlarini 6ldiirmezler, mikobateriler tizrine etki-

leri yoktiur, antivirtisidal aktiviteleri sinirludr.

Diger

Kanatl yetistiriciliginde, dezenfeksiyon amaciyla bakir stlfat, sonmemis kirec, UV
radiasyon, sicak su ve kuru hava kullanilmaktadir. Ancak bu uygulamalarin kulla-
nimt ve/veya etkinligi sinirlidir.

Dezenfektanlarin Etkilerinin Belirlenmesi

Dezenfektanlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde, fenol indeksi, 6l-
diirme egrisi, toksisite testi, aktivite spektrumunun belirlenmesi, inaktivasyon testi
kullanilmaktadir. Bu terimler arasinda yer alan fenol indeksi, test edilecek dezen-
fektanin 5 dakikada olderemedigi ancak 10 dakikada oldirebildigi en yiiksek su-
landirma oraninin, fenoltin ayni siire ve sulandirmada oldirebildigi sulandirmaya
orant olarak hesaplanir. Dezenfektanlarin etkinliklerinin belirlemede ayrica orga-
nik madde varligi ve ortam sicakligi da 6nemli bilesenler arasinda sayilmaktadir.

Dezenfektanlarin etkinlerinin disiik sulandirmada sekillenmesi, suda kolay eri-
yebilmesi, farkli ortamlarda dayanikli olmasi, organik madde varliginda calisabil-
mesi, etki stiresinin kisa olmasi, farkli sicakliklarda etkin calisabilmesi, kot koku-
lu olmamast, insan ve cevreye zarar vermemesikullanildiklari yerde asindirict etki-
si olmamast ve kalinti birakmamasi, ucuz ve kolay uygulanabilir olmas: gibi 6zel-
liklere sahip olmasi gereklidir.

Son yillarda dezenfektanlarin etkinlerinin uzun siire devamini saglayacak tek-
nolojilerle uretildiklerini gormekteyiz. Bu amacla Uretilen nanoteknoloji Girtinleri-
nin, mikrobiyal Gremeyi kontrol ettigi ve mikroorganizmalar {izerine uzun stireli
etkili olduklari ortaya konmustur. Bu tirtinlerin kullanimi her gecen giin artma egi-
limindedir.

Dezenfestasyon

Dezenfestasyon, kiimeslerde, protozoa ve nemotod gibi parazitlerle ektoparazit-
lerin giderilmesi islemidir. Bu islem icin kullanilan kimyasal maddelere ise dezen-
festant adi verilmektedir. Dezenfestasyon islemi kimyasallarla yapilabildigi gibi
ayni zamanda yakma gibi fiziksel islemlerle de yapilabilir. Bazi dezenfestantlar,
insanlar ve hayvanlar icin toksik etkili olabilir. Hayvan barmaklarinda ve cevre-
sinde kulanilan dezenfestantlara 6rnek olarak, gaz yagi, nikotin stilfat, malation
ve stlfokinoksasilin verilebilir. Bunlar ya puskiirtme ya da tozlarin serpilmesi ile
kullanilir.
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ANTIBiYOTIKLER

Antibiyotik kullanimi, hem insan sagligi hem de hayvan saglhiginda olduk¢a yay-
gindir. Modern kemoterapi Ehrlich tarafindan dogru sekilde tanimlanmasindan
sonra hizla gelismistir. Ancak bu gelisimden onceki yillarda da mikroorganizmalar
uzerine etkin bazi kimyasallar tedavi amach kullanilmistir. Bunlar arasinda, civa,
arsenik bilesikleri ve boyalar sayilabilir. Antibiyotiklerin antimikrobiyal etkinlerinin
belirlenmesi ve 6zellikle Fleming tarafindan mantar kiiltirintin (Penicillium nota-
tum; 1929) stafilokoklarin besiyerinde tiremesini inhibe ettiginin belirlenmesinden
sonra 6onemli gelismeler saglanmistir. Penisilinin, insan ve hayvanlarda distik tok-
sisitesinin yaninda yiiksek antibakteriyel etki gostermesi, bu alanda gelismeleri
hizlandirmistir. Glinimtizde dogal ve sentetik antibiyotikler antimikrobiyal tedavi-
de ve hayvansal tretimde performans arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Gtint-
miuzde antibiyotik kullaniminin ulastigi durumu sayilarla 6zetelemek gerekirse;
Avrupa Birligi tilkelerinde 1997 yilinda insan sagligi icin 5.460.000 kg, hayvan sag-
liginda tedavi amacli 3.465.000 kg ve buytitme faktorii olarak 1.575.000 kg antibi-
yotik kullanilmistir. Hayvansal tretimde kullanilan antibiyotiklerin toplam canli
agirhiga oranlamasi sonrasinda ortalama 54 mg/kg antibiyotik kullanildig: ve bu ra-
kamin tlkeler arasinda 6 ile 148 mg/kg arasinda degistigi hesaplanmustir. Hayvan-
sal tretimde kullanilan antibiyotiklerin, 6zellikle gida kaynakli patojenlerin ve en-
terik bakterilerin cevreye sacilmasi, insan saghgi acisindan potansiyel bir risk olus-
turmaktadir. Insanlarm antibiyotikli veya direncli bakteri iceren hayvansal trtinle-
ri ve bunlarla bulasik sebzelerin tiiketmesi ile direnc profili onemli bir boyut ka-
zanmaktadir.

Hayvanlarda koruyucu ve/veya tedavi amacli antibiyotik kullaniminin belirli
prensipler cercevesinde yapilmasi, antibiyotiklerin etkinligi arttiracag: gibi 6zellik-
le de antibiyotik direncinin kontroliinde 6énemli bir katki saglayacaktir. Hayvansal
tretimde mikroorganizmalarin antibiyotik direncinin kontrolt, indirekt olarak in-
sanlardan izole edilen bakterilerdeki diren¢ profilinin ¢6ziimint de katki saglaya-
caktir. Hayvansal kaynaklarda antibiyotik kullaiminin bir diger 6nemli boyutu, gi-
dalarda antibiyotik kalint1 problemidir ve gida gitivenligi acisindan 6nem arz eder.

Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
Antibiyotikler, genel olarak bakteriler tizerine etkilerini iki sekilde gosterirler ve bu
etkilerine gore ilaclar gruplanabilirler: Bakterisidal ilaclar ve bakteriyostatik ilaclar.
Bakterisidal ilaclar, bakteriler Gizerine hizli 6ldurtict etki gosterirler. Bunlar arasin-
da, penisilin, streptomisin, polimiksin, neomisin sayilabilir. Bakteriyostatik ilaclar
ise, bakterilerin Giremesini engellerler. Bu ilaclara tetrasiklinler, stilfonamidler ve
kloramfenikol 6rnek olarak gosterilebilir. Bakterisidal ve bakteriyostatik etki, ilacin
konsantrasyonu ve mikroorganizmanin tireme asamasina gore degisiklik gostere-
bilir. Eritromisinin diistik dozlari bakteriyostatik etki gosterirken ytiksek konsan-
trasyonlarda bakterisidal etki gozlenir. Penisilin tireme fazindaki bakteriler tizerine
kuvvetli oldurtict etki gosterirken durma donemindeki bakteriler tizerine oldurt-
cu etkisi distiktir. Antibiyotiklerin bakteriler tizerinde etkileri farkli mekanizmalar
ile ortaya cikar. Bu mekanizmalar asagida siralanmustir.

1. Hiicre duvar sentezine mani olanlar

2. Sitoplazmik membran tzerine etkili olanlar

3. Protein sentezine mani olanlar

4. Nikleik asit tizerine etkili olanlar
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Hiicre duvart sentezine mani olan antibiyotikler, bakterilerin pepdidoglikan
sentezinin polisakkarit zincirleri arasindaki baglantinin olusmasini engelleyerek
hiicre duvar sentezini engellerler. Bu ilaclar, daha 6nceden hiicre duvart olusmus
bakteriler tizerine etki etmezler. Bu grup antibiyotikler arasinda penisilinler, yari
sentetik penisilinler, basitrasin, sikloserin, ampisilin, karbesilin, metislin, sefalos-
porin ve vankomisin gibi ilaclar sayilabilir.

Sitoplazmik membrana etkileyenler, bakterilerin hiicre membraninin fonksiyo-
nunu bozarlar ve bakterinin 6liine neden olur. Polimiksin ve kolistin, 6zellikle
Gram negatif bakteriler tizerine etki gosterirler ve ozmozisi bozarak bakterilerin
olimiine neden olurlar. Bu antibiyotikler arasinda polimiksin, kolistin, nistatin ve
amfoterisin B sayilabilir. Son iki etken maddenin antifungal etkileri vardir.

Protein sentezine mani olan antibiyotikler, bakterilerde protein sentezinin fark-
I asamalarint olumsuz etkileyerek etki gosterirler. Protein sentezi bir bakteride ol-
dukca onemlidir ve bu sentezin durmasi bakterilerin dlmesi ile sonuclanir. Genel
olarak antibiyotikler, bakterilerde transkripsiyonu engelleyerek ve translasyon asa-
masinda etki ederek etkilerini gosterirler. Transkripsiyonu engelleyerek etki eden
antibiyotijler arasinda aktinomisin, mitomisin, rifampisin sayilabilir. Translasyon
asamasinda etki eden antibiyotikler ise ribosimal alt tinitelerden 30S ve 50S ribozo-
mal alt tnitelere etki edererek protein sentezine engel olurlar. 30S ribozomal alt
uniteyi etkileyen antibiyotikler arasinda tetrasiklinler, streptomisin, kanamisin, ne-
omisin, gentamisin ve spektinomisin sayilabilir. 50S’lik alt tiniteye etkili olanlar ara-
sinda, kloramfenikol ve makrolidler (eritromisin, linkomisin, puromisin) sayilabilir.

Nikleik asit tizerine etkili olan antibiyotikler, bakterilerdeki niikleik asitlerin ¢ift
sarmal yapisint bozarak, DNA ve RNA polimeraz enzimlerine etki ederek, niikleik
asit sentezine engel olarak ve DNA yapisinda ve fonksiyonlarinda bozukluklara ne-
den olarak etki ederler. Bu grupta bulunan antibiyotiklere 6rnek olarak, mitomisin,
nalidiksik asit, novobiyosin, griseofulvin, rifampin ve kinolonlar verilebilir.

Bakteriyel Gremenin anolog Uurtinlerle inhibisyonu (siilfonamidler, stilfonlar),
ureme fazindaki bakterilerin Giremelerini bozarak etki ederler ve tiremis bakteriler
tzerine herhangi bir etkileri sozkonusu degildir. Silfonamidler ve stlfonlar, anti-
bakteriyel tedavi amaciyla kullanilmaktadir.

Antimikotik ajanlar, mantarlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara arasinda
griseofulvin, amfoterisin B ve nistatin sayilabilir. Bu erken maddeler, 6zellikle lo-
kal sagaltimda ve sistemik mantar infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Antibiyotikler tiim hastaliklarda kullanilabilir mi?

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarint belirlemek icin genel olarak iki yontem
vardir. Bu yontemler disk difiizyon ve tipte dilisyon olarak tanimlanir. Bu yon-
temlerle izole edilen bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklart belirlenerek tedavi
amaclt kullanilirlar. Bu testler, ozellikle direnc profilleri antibiyotiklere gore farkli-
lik gosteren bakteriler ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde etkinligi arttirmak icin
onem tasir.

Disk Difiizyon Teknigi

Bu teknik, izole edilen bakterilerin direncli olduklart antibiyotiklerin belirlenme-
sinde yarar saglayan ve pratik acidan oldukc¢a etkin bir yontemdir. Kati besiyerin-
de standart olarak saglanabilen antibiyotik iceren diskler ile yapilir ve bu teknik
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Antibiyotik diski
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Disk difiizyon
teknigi ile
antibiyotik
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hastalik teshis laboratuvarlarinda siklikla kullanilmaktadir. Kirby-Bauer yontemi
olarak tanimlanan bu testte, antibiyotiklere duyarlilig: belirlenecek mikroorganiz-
manin sivi kiltirinden Miller Hinton agara 0.1-0.2 ml yayma ekim yapilir. Kuru-
mayi1 takiben test edilecek antibiyotiklerin diskleri (elle veya 6zel dispenser ile)
yerlestirilir ve inktibasyona birakilir. Bu stire sonunda diskin etrafinda olusan bak-
teriyel iremenin inhibe edildigi zonlarin capi Olctilerek sonuclar degerendirilir
(Sekil 4.1). Bu caplara gore duyarly, intermedier (az duyarl) ve direncli olmak tize-
re degerlendirilir yapilir. Bu yontem rutin laboratuarlarda aerobik mikroorganiz-
malarin antibiyotik duyarliligi belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
bakteriler disinda, zor Gireyen bakteriler ve anaeroblar icinde 6zel kosullar saglan-
diginda uygulanabilir. Ayni besiyerinde 6-8 adet antibiyotik duyarlilig1 belirlemek
icin kullanildigindan oldukca ekonomiktir.

Antibiyotik duyarliik test sonuglar, in vitro bakterilerin antibiyotiklere duyarlik-
lart belirlemek icin yaygin kullanimdadir. Tedavi icin belirleyicidir ancak tedavi icin
kullanilacak antibiyotigin hedef dokuda uygun yogunluga ulasmas: 6nem tasir.

Tup Diliisyon Teknigi

Bu yontem antimikrobiyal ilaclarin minimal inhibisyon konsantrasyonunu (MIK)
ve minimal letal konsantrasyonunu (MLK) belirlemek amaciyla kullanidmaktadir.
Bu amacla antimikrobiyal maddedin ytiksek dozlarindan baslayarak 2 veya 10

-

128 64 32 16 8 4 2 |

Konsaktrasyon pg/ml

MIC - 8ug

Ttipte minimal
inhibisyon
konsantrasyonunun
saptanmast
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katli sulandirmalart sivi ortamlarda yapilir. Sulandirma yapildiktan sonra tizerine
test edilecek mikroorganizmanin sivi kiiltiirinden esit miktada (0.1mD tim tiple-
re ilave edilir ve etiivde inkubasyona birakilir. Inkubasyondan sonra iremenin in-
hibe edildigi son sulandirma MIK olarak belirlenir (Sekil 4.2). Bu sulandirmadan
swvi ve/veya kati besiyerlerine ekim yapilir ve inkubasyona kaldirilir. Ureme olma-
st MIK, tireme olmamast MLK olarak tanimlanir. MIK belirlemek amaciyla otoma-
tize sistemler bulunmaktadir. Bakterilerde minimal inhibisyon konsantrasyonu-
nun saptanmast icin yapilan islemler disk diftizyon teknigine gore daha zordur ve
genellikle rutin analizlerde kullanilmazlar. Bakterilerde MIK50 ve MIK90 olarak
ifade edilen bazi terimler vardir. Bu terimlerden MIK50, test edilen bakteri susla-
rindan yarisini inhibe eden konsantrasyon; MIK90 ise test edilen bakterilerin
%90’'min inhibe eden konsantrasyon anlaminda kullandmaktadir. iki terimin pra-
tik alanda anlamlar1 oldukca énemlidir ve tedavi dozunun belirlenmesi icin kulla-
nilirlar. Genel anlamda MIK50 ve MIK90 arasinda doz olarak ¢ok farklilik bulun-
mast, izole edilen suslar arasinda direnc profillerini gdstermesi bakimindan énem-
li bir gostergedir.

E-Test

E-test, disk diftizyon teknigine benzer sekilde diizenlenen ve bakterilerde antibi-
yotiklerin MIK degerlerinin belirlenmesine imkan saglayan bir testtir. Bu testte kul-
lanilan striplerde antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlari bulunur, besiyerinde eki-
len bakteri tizerine yerlestirilerek inkubasyona birakilir ve olusan zon caplarina
gore bakterinin MK degeri saptanir. Bu testte elde edilem sonuclar, agar diliisyon
sonuclari ile uyumludur.

Otomatize Sistemler

Gunumuizde teshis laboratuvarlarinin is ytikiintin artmasi ve yogun analizler son-
rasinda yapilan islemlerin standardizasyonu ile laboratuvar nedenli problemlerin
ortadan kaldirilmasi amaciyla hem identifikasyonda hem de MIK degerlerinin sap-
tanmasinda otomatize sistemlerin gelistirilmesini zorunlu kilmustir. Bu amacla ge-
listirilen ve ticari olarak saglanabilen sistemler mevcuttur ve rutin laboratuvarlarda
kullanilmaktadir. Bu sistemde elde eidlen veriler cok sayida bakterinin farki anti-
biyotiklere karst MiK degerlerini ortaya koymaktadir. Hem standart hem de isgu-
cl kayiplart agisindan avantajlar saglamaktadir ve sonuglart konvansiyonel uygu-
lamalarla benzerdir.

Antibiyotik Kullaniminda Temel ilkeler
Antibiyotikler, hayvanlarda klinik tablolarin 6nlenmesinde ve bazi durumlarda ko-
ruyucu programlar seklinde kullanilmaktadir. Antibiyotiklere bagli problemlerin
Onlenmesi ve 6zellikle tedavide basar i¢cin bazi temel kurallara uyulmasi yararl
olacaktir. Bu nedenle 6ncelikle hastaligin dogru teshisini takiben, asagidaki husus-
lar g6z ontinde bulundurulmalidir.

e Uygun antibiyotik secimi

e Uygun doz

e Uygun tedavi yolu

e Uygun stire

Antibiyotik kullanimindan sonra basari, hastalikla ilgili klinik tablonun ortadan
kalkmasi ve iyilesmenin sekillenmesiyle degerlendirilir. Ancak her zaman basarili
sonuclar ortaya ¢ikmaz. Basarisizigin nedenleri arasinda, uygun olmayan ilag se-
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¢cimi, yetersiz doz, yanlis uygulama ve kot sindirim (emilme problemi) ve ilacin
infeksiyon bolgesine gecisinin az olmasi sayilabilir. Ayrica bakteriyostatik ilaclarin
secilmesine bagli olarak konakgiya (strtiye) bagli nedenler arasinda immunsup-
resyon ve lokalize infeksiyon olmasi, basarisizligt aciklamaktadir. Basarisizlikta
mikroorganizmaya bagli durumlar da sozkonusudur. Bunlar ilaca karsi diren¢ ge-
lisimi, stiperinfeksiyon ve karisik infeksiyon ve sadece birinin tedavisi edilmesidir.

Tedavinin basartya ulasmast icin ilk sart dogru ila¢(lar)in secimidir. Bu amacla
duyarlilik, ilacin aktivite spekturumu, ilacin farmakokinetik 6zellikleri, ilacin dozu,
ilacin verilme yolu ve ilacin yan etkileri iyi bilinmelidir. Stirti tedavilerinde, prob-
lemin dogru teshisi, tedavi seceneklerinin gbzden gecirilmesi, tedaviye baslanma-
st ve uygulama sonrasi degerlendirme yapilmasi kullnanilan tedavinin basariya
ulasmasi icin 6nemli asamalardir.

Antibiyotiklerde aranan 6zellikler arasinda bakteriler tizerinde dustk konsan-
trasyonda bakterisidal etki gdstermesi, yan ve toksik etkilerinin diisiik olmast, he-
def dokularda yogunlasabilmesi, doku enzimleri tarafindan etkilenmemeli, ucuz
ve stabil olmasi gereklidir.

Antibiyotiklerin kullaniminda bazi 6énemli noktalar bulunmaktadir. Bunlar asa-
gida maddeler halinde ¢zetlenmisitr.

e Tedavide kullanilacak ilacin uygun dozda, uygun miktarda, uygun yolla ve

uygun streyle verilmeli tedavi sansint arttirir.

e Antibiyotiklerin kombine edilmesinde, bu antibiyotikler arasinda sinerjizm
olmalidir, aksi takdirde beklenen etki gézlenmedigi gibi antogonizma nede-
niyle etkisiz bir tedavi ortaya cikar.

e Bakterilerde antibiyotiklere karst direnc¢ profilini saptamaya yonelik genis
caplt projeler yurttilmelidir. Bu calismalara oncelikle insan saglhigini etkile-
yen bakterilerin izlenmesi ile baslanmalidir.

e Gida zincirinde hem kalinti hem de direncli bakterilerin kontroliine yonelik
calismalarin yapilmalidir.

e Veteriner hekimler, treticiler ve tedarik¢iler, antibiyotiklerin dogru kullani-
mi ve antibiyotik direncinin 6nemi konularinda bilgilendirilmelidir.

e Klinik vakalarin tedavilerinde antibakteriyel ila¢ secimi, antibiyotik duyarli-
lik test sonuclarina gore yapilmalidir.

e Klinik tablolarin tedavisinde dar spektrumlu antibiyotikler ile tedavi yapila-
bilecekse, dncelikle bu antibiyotiklerin kullanimi tercih edilmelidir.

e Koruyucu amacl antibiyotik uygulamalari, sadece hastalik kayiplarinin po-
tansiyel kayip risklerinin yiksek oldugu durumlarda (tavuk kolerasi, sigir-
larda yanikara gibi) kullanilalidir.

e Sindirim sisteminin kontrolii amaciyla kullanilan antibiyotiklerin diren¢ ge-
lisimine etkisi unutulmamalidir.

e Antibiyotik verilirken ve yasal arinma stiresince hayvanlar ve bu donemde-
ki tirtinler kullanilmamalidir.
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Ozet

(O

AMAG

Bakteriyel tivemenin kontroliinde kullanilan
yontemleri aciklamak.

Bakteriler uygun ortamlarda hizla cogalirlar. Bu
nedenle hayvansal tretimde, gida tretiminde
cevre kontroliinde mikroorganizmalar elimine
edilmeli ve treme kontrol edilmelidir. Bu amac-
la genel olarak antisepsi, sterilizasyon ve dezen-
feksiyon uyguamalart kullanilmalidir. Bu yon-
temlerden amaca uygun olani secilmeli ve mik-
roorganizmalar elimine edildikten sonra mikro-

organizmalarin Gremesi sinirlandirilmalidir.

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon yéntemlerini
tanimlamak.

Sterilizasyon bir ortamda tiim mikroorganizmala-
rin oldurilmesidir. Bu islemi gerceklestiriken fi-
ziksel ve kimyasal yontemlerden yararlanilmak-
tadir. Kimyasal maddeler kullanilarak mikroor-
ganizmalarin oldirilmesi dezenfeksiyon olarak
tanimlanmaktadir. Bu amacla, bircok kimyasal
madde kullanilmaktadir.

(O

AMAG

&)

Antibiyotiklerin etkilerini aciklamak ve kullanim
alanlarimi dzetlemek.

Antibiyotikler bakterilerin hiicre duvarinin sente-
zini 6dnleyerek, sitoplazmik membranin gecirgen-
ligine mani olarak, protein sentezini inhibe ede-
rek ve niikleik asitler Gzerine etki ederek bakte-
risidal ve/veya bakteriyosatik etki gosterirler. Ay-
rica analog maddelerde tiremeyi inhibe ederek

bakteriyostatik etki gosterirler.

Antimikrobiyal etkinlik testlerini aciklamalk.
Antibiyotiklerin klinik vakalarin tedavi edilmesi
amactyla bakteriler Gizerine etkileri belirlenmeli-
dir. Bu amacla laboratuvarlarda agar diliisyon,
tiipte diliisyon teknikleri, E-test ve otomatize test-
ler uyguanarak antibiyotiklerin bakteriler Gzeri-
ne etkinlikleri belirlenir. Bu testlerden sonra MIK
ve MLD degerleri belirlenir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Asagidakiler hangisi infeksiyon hastaliklarin ilaclarla

tedavisi anlaminda kullanilan terimdir?

a.

b
c.
d.
e

Bakterisidal
Dezenfeksiyon
Sterilizasyon
Kemoterapi

Antisepsi

2. Asagidakilerden hangisi fiziksel yontemle sterilizas-

yonda kullanilmaz?

a.
b.

C.

d.

Kaynatma
Tindalizasyon
Dezenfektan
UV 1sinlart

Filtrasyon

3. Otoklavla sterilizasyonda kullanilan sicaklik ve siire

asagidakilerden hangisinde birlikte ve dogru verilmistir?

a.

o a0 T

121 °C 15-45 dakika
115 °C 30-45 dakika
72 °C’de 15-45 saniye
165 °C'de 30-45 dakika
165 °C’de 15 saniye

4. Asagidakilerden hangisi antibiyotiklerin bakteriler

tzerine etki sekillerinden biri degildir?

a.

b
c.
d.
e

Bakteri sporlarinin olusumunu engelleme
Sitoplazmik membrant etkileme

Protein sentezine mani olma

Niikleik asit tizerinde etkili olma

Hiicre duvar sentezine mani olma

5. Kirby-Bauer yontemi asagidakilerden hangisi ile

aciklanabilir?
a. Minimal inhibisyon konsantrasyonu
b. Minimal letal doz
c. E-test
d. Tupte dilusyon testi

Disk diftizyon

6. Yiiksek 1sidan bozulan maddeler iceren sivilara ti¢

glin ardisik 1sitma islemi uygulanmasina ne ad verilir?

o a0 o

Pastorizosyan
UHT
Filtrasyon
HEPA
Tindalizasyon

7. Asagidaki hangi dezenfektan bakterilerde membran

fonksiyonunu bozarak etki eder?

a.

o o0 T

Fenol
Asitler
Alkaliler
Boyalar
Ozon

8. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin bakteriler {izerin-

deki etkileri hangi yolla gerceklesir?

a.
b.

C.

Hucre duvart sentezini bozarak
Sitoplazmik membrana etki ederek
Protein sentezini bozarak

Niukleik asit fonksiyonunu etkileyerek

Proteinleri denattire ederek

9. Asagidaki antibiyotiklerden hangisi bakterilerde

niikleik asitler tizerinde etkilidir?

a.

o a0 T

Penisilinler
Gentamisin
Tetrasiklinler
Kinolonlar

Amoksisilin

10.Asagidaki dezenfektanlardan hangisi gaz formunda

etki eder?
a. Etilen oksit
b. Alkoller
c. Asitler
d. Gluteraldehid
e. Iyod
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Okuma Pargasi

Kiimes hayvanlarinin sagliklt yetistirilmesi ve hayvanla-
rin hastaliklardan korunmasinda hijyen ve dezenfeksi-
yon oldukca ¢nemlidir. Verimliligin saglanmasinda ilk
bilesen stirtlerin saglikli yetistirilmesidir. Kanatli yetis-
tiriciliginin tiim asamalarinda hijyenik 6nlemlerin alin-
mast ve gerekli dezenfeksiyon islemlerinin uygulanma-
st sarttir. Bu islemler bir buttiindiir ve tim ciftlik gene-
linde eksizsiz yapilmalidir. Kiimesler, kiimese giren
ekipman, su, yem, personel, kuluckalik yumurtalar, ku-
luchaneler, kulucka makineleri, civciv arabalari ve di-
ger ekipmanlar uygun teknikler ile mikroorganizmalar-
dan anndirilmalidirlar. Dezenfeksiyon genel anlamda,
infeksiyoz etkenlerin cesitli kimyasal ve fiziksel islem-
lerle yok edilmesidir. Bu islemler tam anlamiyla uygu-
landiktan sonra isletmelerde strdirilen tim islemler
hijyenik onlemler alinarak ytratilmesi olast mikrobiyel
kontaminasyonlarin 6niine gecilmesini miimkiin kilar.

Kanatlt stiriilerinin yumurta ve et Uretimlerinin, ¢ikim
guclerinin ve yasayabilirliklerinin arttirilmasi ile ilgili
saglanan genetik ilerlemelerin tam olarak ortaya cikari-
labilmesi, saglikli stirtilerin yetistirilmesi ile mimktn
olabilir. Aksi taktirde saglanan genetik gelismeler, etki-
si gosteremez. Son yillarda dinyada yaygin olarak go-
rilen hastalik salginlarindan ortaya c¢ikan bir gercek de,
hastaliklardan korunma metodlarinda daha dikaktli dav-
ranilmast gerekliligidir.

Gunimuzde surtler icin saglik taramalarinin dizenli
bir program ile yapilmasi, asilamalar ve bazi ila¢c uygu-
lamalart hayvan saghgimnin gelisimine yardimct olmakta-
dir. Hijyen ve biyogiivenlik uygulamalarinin belirli stan-
dartlarda olmast infeksiyon etkenlerinin strtleri etkile-
mesini sinirlamaktadir.

Hijyen, infeksiyoz karekterde mikroorganizmalarin k-
mese girisinin engellenmesinin saglanmasidir. Uygula-
malarda infeksiyonun yayilmasini minimize etmek
amaclanmalidir. Herhangi bir hijyen programindan bek-
lenen en iyi sonug, infeksiy6z hastalik etkeni olan mik-
roorganizmanin yayima sekilleri ve idare sistemi ile il-
gili alinacak onlemlerle girisin nasil engellenecegi veya
azaltlacagi konularidir. Kontrol aract olarak hijyen ve
dezenfeksiyonun potansiyel énemi bir infeksiyoz has-
taligin epidemiyolojisinin bilinmesiyle iliskilidir. Orne-
gin ylzeylerin ve ekipmanlarin efektif dekontaminas-
yon yontemleri, vektorlerin (rodent, vahsi kuslar, in-
sektler vs) kontrold, bir bolgede infeksiyonun yayilma-
sint en aza indirmek gibi islemler ve 6nlemler alinmali-

dir. Hijyen uygulamalar: ve dezenfeksiyon programlari-

nin etkinligi kanatli idare sistemlerinin temel bir parca-
st olmalidur.

Kanatli isletmelerinde, dezenfeksiyon islemlerine ilave
bazi 6nlemlerin alinarak olasi kontaminasyon kaynak-
larinin giderilmesi gerekir. Bu faktorlerin basinda ro-
dentlerin kontroli gelmektedir. Dezenfekte edilmis olan
bir tesisten rodentler giderilemiyorsa sonucta bazi bak-
teriyel ve/veya viral kontaminasyonlar sekillenebile-
cektir. Bu islem icin isletmelerin yapisina ve yerlesimi-
ne bagli olarak, rodent miicadele programlarinin uygu-
lanmasinda yarar vardir. Bir baska énemli konu ise in-
sektlerin kontrolu olacakur. Insekler de rodentlerde ol-
dugu gibi hastalik etkenlerinin tasinmasinda rolleri bu-
lunmaktadir.

infeksiyon kaynaklarini uzaklastirmak ve yeniden kon-
taminasyonun engellenmesi icin yapilacak diger bir is-
lem de oli kanatlilarin kiimeslerin ¢evresinden uzak-
lastirilmasidir. Bunun icin yakma firinlart, 6lt cukurlart
ve rendering kullanilabilir. Isletme icin uygun olan yon-
temin secilmesi ve oliilerin mutlaka imhasi gerekir. Olii-
lerin imhasinda en sik kullanilan yontemler arasinda
olt ¢ukuru kullanilmaktadir. Ayrica her tiretim bitimin-
de kiimes dezenfeksiyonu yapilmaktadir. Kiimes de-
zenfeksiyonunun yapilmasinda temel prensipler asagi-
da 6zetlenmistir.

Kanatli kiimeslerinin dezenfeksiyonunda belirli bazi
asamalarin yapilmasinda yarar vardir. Bu asamalarin si-
rastyla yapilmasi mikrobiyal dekontaminayonu saglar
ve etkin bir dezenfeksiyon yapilmis olur. Kiimeslerin
ve ekipmanlarin 6n temizleme islemleri gerceklestiril-
meli ve sonrasinda kiimes ve ekipmanlar tamamen de-
zenfektanin uygun konsantrasyonu ile yikanmalidir.
Ayrica kiimeslerin suluk sistemleri sanitize edilmelidir.
Bu islemden sonra dezenfeksiyonu tamamlanan k-
mesler ve ekipmanlar kullanilarak kiimes yeni stirti icin
hazirlanmalidir. Son asamada fumigasyon ve pusktirt-
me ile dezenfeksiyon islemleri yapilir ve kiimes yeni
civeivler icin hazir hale gelir. Bu islemlerden sonra cev-
resel temizlik, rodent ve yabani hayvanlarin kontrolu,
kimese giris cikislarin kontrol altina alinmast gibi 6n-
lemler attanmamalidir. Bir kiimesin dezenfeksiyonu asa-
gidaki gibi yapilabilir.

Kuru temizlik, kiimesteki altlik tamamen ¢ikarilmali,
altlik kiimesten uzak bir bolgeye aktarilmalidir. Kiimes
disina cikarilabilen ekipman disari ¢ikarilmali ve icinde
dezenfektanli su bulunan bir varil icine konmalidir. K-

meste cikarilamayan ekipman varsa yikama esnasinda
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zarar gormeyecek sekilde dizenlenmelidir. Yikama es-
nasinda yitkamayi yapan kisilerin zarar gormesi engel-
lenmelidir.

Yukaridaki asamalardan sonra 6n yikama yapimalidir.
Bu asamada dezenfektanin uygun konsantrasyonu ile
yogun kirlenmis bolgeler temizlenmelidir. Gerekiyorsa
fircalanmalidur.

Bu asamadan bir giin sonra yikama islemine gecilme-
lidir. Bu islem, uygun oranda sulandirilmis dezenfek-
tanin metrekareye 0.3-0.5 litre olacak sekilde puskir-
tilerek tim kiimesin yukaridan asagiya yikanmasi ile
yapilmalidir.

Su sistemini dezenfeksiyonu icin 6ncelikle su depolar:
dezenfektanli su ile iyice yitkanmalidir. Daha sonra de-
polara dezenfektanli su doldurulmali ve tim nipeller-
den veya suluklardan dezenfektanli su gecirilmelidir.
Diger onemli hususlar arasinda, kiimes icinde kalan
yemliklerin yikanabilir kisimlart yikanmalidir. Yikama
esnasinda ekipmanlarin tizerinde diski kalintilarinin kal-
mamasina 6zen gosterilmelidir. Kimesteki tim tamirat-
lar yikama islemleri tamamlandiktan sonra yapilmalidir
de basicli dezenfektanl: su ile yikanmalidir. Yukaridaki
islemler tamamlandiktan sonra kiimes girislerine de-
zenfektanli su konur ve girisler kontrollu yapilir. Kii-
mes kurumaya birakilir. Son asamada altlik konur, yem-
lik ve suluk sistemlerinde gerekli diizenlemeler yapilir.
Bu asamada kiimes fumigasyonu yapilabilir. Bu islem-
ler tamamlandiktan sonra ilave koruyucu 6nlemlere de-
vam edilmelidir. Giris ve c¢ikislara. Kiimes tamamen yi-
kanmamadan badana ve boya islemleri yapilmamalidir.
Kimes, kiimes icindeki ve disaridaki ekipmanlar yikan-
diktan sonra kiimes icine alinmali ve sonrasinda kiime-
se kontrolsliz girisler engellenmelidir.

Kiimesteki islemler tamamlandiktan sonra kiimes cev-
resi dezenfeksiyon havuzlart yapilarak cizmeler batiril-
malidir. Ziyaretciler iceri alinmamalidir. Alinmasi gerek-
li ise, ozel elbiseler ve cizmeler ile iceriye alinmalidir.
Kumeslere eller icin dezenfektanlar konulmali, su ve

hava sanitizasyonu uygulanmalidir.

Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1.d  Yamtmz yanls ise “Bakteriyel Uremenin Kon-
troli” konusunu yeniden gozden geciriniz.

2. ¢ Yanitiniz yanls ise “Sterilizasyon ve Dezenfek-
siyon” konusunu yeniden gdzden geciriniz.

3.a  Yanitiniz yanls ise “Sterilizasyon ve Dezenfek-
siyon” konusunu yeniden gozden geciriniz.

4.a  Yanitiniz yanls ise “Antibiyotiklerin Etki Meka-
nizmalari” konusunu yeniden gozden geciriniz.

5.e  Yanitiniz yanls ise “Antibiyotik Duyarlilik Test-
leri” konusunu yeniden gozden geciriniz.

6. e  Yaniuniz yanls ise “Sterilizasyon ve Dezenfek-
siyon” konusunu yeniden gozden geciriniz.

7.a  Yanitiniz yanls ise “Sterilizasyon ve Dezenfek-
siyon” konusunu yeniden gozden geciriniz.

8. ¢ Yanitiniz yanls ise “Antibiyotiklerin Etki Meka-
nizmalari” konusunu yeniden gozden geciriniz.

9.d  Yanitiniz yanlis ise “Antibiyotiklerin Etki
Mekonizmalar1” konusunu yeniden gozden ge-
ciriniz.

10. a  Yantiniz yanls ise “Sterilizasyon ve Dezenfek-
siyon” konusunu yeniden gozden geciriniz.
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Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Biyogtivenligin saglanmasinda tek basina dezenfeksi-
yon yeterli olmamaktadir. Bunun saglanmasinda 6zel-
likle isletmenin cevreden ayrilmast, giris cikislarin kon-
trolti, asilamalar ile hataliklara karsi spesifik bagisikligin
gelistirilmesi, verilen yemlerin saglikli olmasi, iyi kalite-
de icme suyunun temini ve uygun bakim-idare uygula-

malarini da kapsanmaktadir.

Sira Sizde 2

En uygun sterilizasyon ve dezenfeksiyon yonteminin
secilmesi, direkt olarak hedeflenen isleme bagli olarak
degisir. Ornegin hayvan barinaklarinin dezenfeksiyo-
nunda dezenfektan kullanilirken, sitin sterilizasyonun-
da UHT, besiyerlerinin sterilizasyonunda otaklav, labo-
ratuvar biyogtivenligi icin filtrasyon kulanilabilir. Bu se-
cimde esas uygulanan yontemin hedeflenen islemi ger-

ceklestirilebilmesidir.

Sira Sizde 3

Antibiyotikler sadece duyarl: bakteriler tarafindan olus-
turulan infeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar. Direnc-
li bakteriler ve antibiyotigin etkili oldugu bakteriler di-
sinda kalan mikroorganizmalara bagli gelisen infeksi-
yonlarda kullanilamazlar. Bunun saptanmasinda antibi-
yotik duyarlik testlerinin yapilmast ve ilaclarla ilgili bil-
gi birikimine sahip olunmas: gerekir. Ayrica bakteri di-
sinda kalan mikroorganizmalarin neden oldugu infeksi-

yonlarda da kullanilmazlar.
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TEMEL VETERINER MiKROBiYOLOJi VE
iIMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;

& Bakterileri mikroskobik ve makroskobik morfolojik ¢zelliklerine gore tanim-
layabilecek,

@ Bakterilerin tretilmesinde kullanilan besiyeri cesitlerini ve bunlarmn hazirlan-
masinda dikkat edilmesi gereken kurallari aciklayabilecek,

@ Bakterilerin besiyerlerinde tretilmesini (bakteri izolasyonu ve kultiiri)
aciklayabilecek,

@@ Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan ¢nemli biyokimyasal testleri ta-
nimlayabilecek ve bu testlerin degerlendirilmesini aciklayabileceksiniz.

e Morfolojik muayene e Bakteri kultard

e Mikroskopi e Biyokimyasal testler
e Besiyeri e identifikasyon

e [zolasyon

== B




MORFOLOJiK MUAYENE

Bakterilerin morfolojik muayenesi temel olarak mikroskobik morfolojileri ve mak-
roskobik morfolojilerinin incelenmesine dayanmaktadir.

Mikroskobik Muayene

Lezyonlu bolgelerden hazirlanan boyali preparatlarin mikroskobik incelenmesiyle
onemli bilgilere basit, hizli ve ekonomik olarak ulasilabilir. Mikroskobik inceleme
yapilmadan énce mikroskop lamlart temiz ve yumusak bir bez ile silinmeli ve bek
alevinden gecirilerek tizerindeki olasi yag tabakasi uzaklastirilmalidir. Bunun di-
sinda, lamlar sivi temizleyici ile yikanip, durulanip, kuru temiz bir bez ile kurula-
narak da incelemeye hazir hale getirilebilir.

Muayenede preparat hazirlanmasinda kullanilacak olan kit uclu bistiiri ve pens
%70’lik etil alkol iceren bir kap (cogunlukla rahat calismaya imkan verdigi icin cam
beherler tercih edilmektedir) icerisinde bekletilir. Bistiiri ve pens bek alevinde ya-
kilir ve kullanim 6ncesi sogutulur. Kullanildiktan sonra ise dezenfektan iceren bas-
ka bir kaba alinir. Bir doku lezyonundan preparat hazirlanirken materyal pens ile
stkica tutulurken bistiiri ile materyalin lezyonlu bolgesinin derin katmanlarindan
kazinti 6rnegi alinir. Bu doku kazintilari temiz bir lam tGzerine alinip, baska bir lam
bunlari ezmek icin kullanilarak ince bir preparat hazirlanir. Sivi ya da viskoz Or-
neklerde steril bir svap kullanilarak 6rnekleme yapilir ve lam izerine bu materyal
ince bir tabaka olusturacak sekilde yayilarak preparat hazirlanir. Preparatlar hazir-
landiktan sonra daha sonraki islemler 6ncesinde kurumaya birakilir. Preparat fik-
sasyonunun amact vejetatif bakterilerin oldiirtilmesi, onlarin boyaya gecirgen ha-
le getirilmesi ve materyalim lama sikica sabitlenmesini saglamaktir. Fikse edilmis
ve boyali preparatlar bazi bakteriler 6zellikle de endosporlar inaktive edilmemis
olabileceginden dikkatle incelenmelidir. incelendikten sonra boyali preparatlar
otoklavlanmali veya uzaklastirilmadan 6nce guivenilir bir dezenfektan icerisinde
24-48 saat bekletilmelidir. Boyama 6ncesinde lam preparat hazirlanmis kismi tstte
kalacak sekilde bek alevinden (alevin mavi renkli kismi tizerinden) 2-3 kez hizli
bir sekilde gecirilerek fikse edilir. Bu asamada preparatin asirt 1sitilip yakilmamasi-
na (lam elin tersini yakmayacak sicaklikta olmalidir) dikkat edilmelidir. Giemsa
boyama yonteminde kurutulmus preparatlar oncelikle absolut metil alkol icerisin-
de 3 dakika boyunca fikse edilir (kimyasal fiksasyon) daha sonra kurutularak bo-
yama islemine gecilir.

Fiksasyon: Bakterilerin
lamda tespit edilmesi, lama
sabitlenmesi.
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Bakterilerin boyutlarinin ¢ok kiiciik olmast nedeniyle morfolojilerinin incelen-
mesinde mikroskoplardan (1stk mikroskobu, faz kontrast mikroskobu, karanlik sa-
ha mikroskobu, elektron mikroskobu, floresan mikroskop, stearomikroskop, vb.)
faydalanilmaktadir. Stvi ve kat1 besiyerlerinde saf olarak tiretilen bakterilerden pre-
paratlar hazirlanarak 6zel boyalarla boyanarak incelenirler. Mikroskobik inceleme-
lerde 100’1tk objektif (immersiyon objektifi) kullanilir. Bir mikroskopun toplam
buyitme gictinin objektif lens ve okular lens buyltme gliclerinin carpimiyla he-
saplandigi unutulmamalidir. Bakterilerin buytklikleri (kiictk, buytk, vb.), morfo-
lojik sekilleri (yuvarlak, oval, kokoid, comak, kokobasil, virgll, spiral, pleomorfik,
vb.), kenarlari, (duz, koseli, egri, paralel, vb.), dizilisleri (ikili ve dortli kiimeler,
salkimlar, zincir olusumu, filamentler, vb.) spor olusturup olusturmamalari (olus-
turuyorlarsa lokalizasyonlart, merkezde, uclarda, subterminal, vb.), granil bulu-
nup bulunmamast varsa bipolar olup olmadigi, boyanma 6zelligi (Gram pozitif ya
da Gram negatif, asido rezistans pozitif ya da negatif, vb.) arastirtlir. Bunun disin-
da, 12-24 saatlik taze sivi kiltiirlerden hazirlanan preparatlarda hareket muayene-
si yapilarak bakterinin hareketli olup olmadigi belirlenir. Mikroorganizmalari iyi
gorebilmek ve ayrintilarini incelemek icin bircok genel ve 6zel boyama yontemle-
ri ortaya konulmustur. Bu yontemler icinde en uygun olant belirlenerek boyama
islemi yapilir. Mikrobiyolojide kullanilan boyama yontemleri 2 gruba ayrilir.

Basit Boyama Yoéntemleri

Preparatlardaki mikroorganizmalar hakkinda kisa stire icinde bilgi edinmek icin
tek boya soliisyonu kullanilir. Basit boyamada, boya preparata bir defa uygulanir
ve bakteriler boyalarin karakterine gore boyanirlar. Bu amacla, karbol fuksin, kris-
tal viyole ve metilen mavisi gibi genellikle bazik boya soltisyonlari segilir.

Karbol fuksin ile boyama: Bu boyama yontemi Campylobacter tirleri, Serpu-
lina byodysenteriae ve Fusobacterium necrophorum gibi bakterilerin goriinttilen-
mesinde kullanilir. Kurutulmus ve fikse edilmis preparatlar tizerine, karbol fuksin
soliisyonu konur ve 5-10 saniye lam tzerinde birakildiktan sonra boya dokiilir ve
hafif akan su ile yikanir. Kurutma kagidi ile veya havada kurutulduktan sonra tze-
rine sedir yagi konarak immersiyon objektifi ile bakilir. Mikroorganizmalar kirmizi
renkte gorilirler.

Kristal viyole ile boyama: Hazirlanan preparat tizerine boya soliisyonundan
konarak 20-30 saniye kadar beklenir. Siirenin sonunda boya dokiilir, preparat su
ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir. Mikroorganizma-
lar bu boyama yonteminde mor renkte goriliirler.

Metilen mavisi ile boyama: Bu amacla Loffler metilen mavisi soliisyonu kul-
lanilir. Preparat Gizerine boya solisyonu konarak 5-8 dakika bekletilir. Preparat
tzerine boya soliisyonu konarak 5-8 dakika bekletilir. Boya dokiiliir, preparat su
ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir. Mikroorganizma-
lar bu boyama yonteminde mavi renkte goruluirler.

Negatif boyama: Bu boyama yonteminde mikroorganizmalar yerine saha
boyanir. Karanlik olan sahada mikroplar renksiz veya parlak olarak gortlirler.
Boya olarak nigrosin veya cin murekkebi kullanilir. Lam tzerine bir damla bo-
ya ve sonra bir damla kultir koyarak yayilir ve ince bir froti hazirlanir. Kuru-
duktan sonra muayene edilir. Bu boyama yontemi kapstil ve spiroketleri ince-
lemek icin kullanilir.
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Bilesik Boyama Yoéntemleri

Birden fazla boyanin uygulanmasi ile yapilan boyama yontemleridir. Bunlar ara-
sinda diferensiyel boyamalar mikroorganizmalari birbirinden ayirmada kullanilir
(Orn. Gram boyama, Ziehl-Neelsen boyama). Yapisal boyamalar ise, bakterilerin
ic ve dis yapilart hakkinda bilgi edinmek icin kullanilan bilesik boyama yontemle-
ridir (Orn. Spor boyama, kapsiil boyama, flagella boyama, vb.).

Gram boyama: Gram boyama yontemi laboratuvarlarda en yaygin olarak kul-
lanilan bakteriyolojik teshis yontemidir. Bu yontemde preparat hazirlanir, kurutu-
lur ve tespit edilir. Preparatlar kristal viyole soltisyonu ile 2-3 dakika stiresince bo-
yanir. Boya dokitlir ve preparat tizerine lugol (iodine) soliisyonu eklenerek 1-2
dakika beklenir. Lugol soliisyonu dokiiliir. Absolut alkolde alkol renksiz akincaya
dek dekolorasyon (boyanin uzaklastiridmasy) islemi gerceklestirilir. Su ile yikana-
rak alkol uzaklastirilir. Kontrast boya ile (Orn. Safranin, eosin, sulu fuksin) 30 sa-
niye boyanir. Su ile yikanarak boya giderilir. Preparatlar kurutma kagidi veya ha-
vada kurutulur. Immersiyon (sedir) yagi konarak immersiyon objektifi ile incele-
nir. Bu yontemle mavi renkli ya da mor goriilen mikroorganizmalar Gram pozitif
ve kirmizt veya pembe renkli mikroorganizmalar ise Gram negatif olarak degerlen-
dirilirler. Bakterilerin Gram pozitif ya da Gram negatif boyanmalart Gram boyan-
ma prensipleri ile aciklanabilir. Buna gore, Gram pozitif mikroorganizmalar, nega-
tiflerden daha disiik pH limitlerine sahiptirler. Bu nedenle de bazik boyalara kar-
st affiniteleri fazladir. Gram pozitiflerden elde edilen lipoidal maddelerin 6zelligi
Gram negatiflerinkinden farklidir. Tlkinde doymamus yag asitleri daha fazladir ve
ayni zamanda oksidan maddelere olan ilgileri de ytiksektir. Kullanidlan mordanla-
rin oksidan olmasi bazik boyalara kars: affiniteyi artirir. Gram pozitif bakterilerin
hiicre duvart peptidoglikan yapisinda olup miktarca ¢ok fazladir. Bu yapisal ozel-
lik Gram negatiflerde ise cok azdir. Bu tabakanin giderilmesi, Gram pozitif mik-
roplart Gram negatif hale sokar. Gram pozitiflerde ayni zamanda magnezyum ri-
bonukleat da fazla miktarda bulunur. Bu madde negatiflerde yoktur. Alkolle deko-
lorasyonun gereginden uzun siire yapilmasi Gram negatiflige egilimi artirir. Gram
pozitiflerde hticre duvarinda teikoik asit vardir.

Bilinen bir Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye yapilan Gram boyama uygulamasi sira-
sinda lugol (iodine) asamasi unutulursa ne olur? Bu preparatlarin immersiyon objektifiy-
le incelenmesi sirasinda ne goriiliir? Bu goriiniimiin nedeni ne olabilir?

Ziehl-Neelsen Boyama: Tiberkiiloz etkenlerinin (mikobakteriler) hiicre du-
varinda fazla miktarda balmumu tabakasinin bulunmasindan dolay: bu bakterile-
rin diger boyama yontemleri ile boyanmast mimkiin olmamaktadir. Bu nedenle
boya ic¢erisine fenol konur ve alttan hafifce isitilarak balmumu tabakast yumusati-
larak bakterinin boyayi almast saglanir. Boya iceriye alindiktan sonra asit alkolde
bakteri dekolore olmaz ve boyayt birakmaz. Bu yontemde, preparat hazirlanir, ku-
rutulur ve tespit edilir. Lamlar boyama 1zgaras: tizerine diizenli olarak yerlestirilir.
Lam tUizerine ve buittin lami1 kaplayacak sekilde karbol fuksin soliisyonu eklenir. Iz-
garanin altindan 4-5 dakika ve aralikli olarak sitilir. Bu islem gerceklestirilirken
preparatin yanmamasina, kabarciklarin ¢ikmamasina dikkat edilir. Preparatlarin
uzerindeki boyadan hafifce buhar ¢ikmasi normaldir. Boya dokuliir ve preparat
asit-alkolde (%95 alkol + %3 HCI asit) dekolore edildikten sonra preparatlar su ile
yikanir. Preparat tizerine metilen mavisi soltisyonu konur ve 10-15 saniye boyanur.

2/ SO
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Boya dokilir ve preparatlar suyla yikandiktan sonra kurutularak immersiyon yagi
eklenerek mikroskopta muayene edilir. Bu boyama yonteminde, mikobakteriler
veya asidorezistans mikroorganizmalar pembe kirmizi renkte, diger bakteriler ise
mavi renkte gorulirler.

Kapsiil boyama: Bakterilerde kapstilleri gostermek icin negatif boyama yon-
temleri kullanilmaktadir. Bunun i¢in, cok temiz ve yagsiz bir lam Uzerine bir 6ze
dolusu nigrosin veya cin miirekkebi konur ve kati besiyerinden alinan koloni ile
stispansiyon yapilir. Ayrica, eger sivi kiltirden boyama yapilacaksa bir 6ze dolu-
su stvi kiiltiir alinarak boya soltisyonu ile karistirilir ve tizerine lamel kapatilir. Ka-
ranlik saha mikroskobunda bakteriler ve etrafindaki kapstil ac¢ik renkte gorilir. Bu
yontemle, Diplococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae gibi kapsil olusturan
bakterilerin muayenesi yapilabilir.

Flagella boyama: Flagellalar kiicliik ve ince yapilart nedeniyle en iyi elektron
mikroskopta incelenebilirler. Ancak, 6zel olarak boyanmak suretiyle 1sik mikros-
koplarinda da muayene edilebilirler. Bunun icin flagella izerine boya biriktirilerek
yaklasik 10 misli kadar kalinlastirlarak goriintilenmesi saglanir. Flagella boyama
icin en uygun yontem modifiye Leifson veya Kodaka teknigidir. Modifiye Leifson
yonteminde temiz, yagsiz ve plriizsiz 4-5 lamin altina kalemle halka seklinde bi-
rer daire cizilir. Bu dairenin icine formolle inaktive edilmis ve santrifujle yikanarak
konsantre edilmis bakteri soliisyonundan bir 6ze dolusu konur. Bu stispansiyonla-
rin Uzerine Ozel olarak hazirlanmis tannik asitli bazik fuksinden 1’er ml konur ve
6, 8, 10, 12 ve 15 dakika siireyle boyama yapilir. Boya soliisyonu ¢ok hafif akan
su ile yikanarak giderilir. Metilen mavisi ile 30 dakika boyanir. Preparatlar yikanur,
kurutulur ve immersiyonla incelenir.

Spor boyama: Bazi bakteri tiirleri endospor adi verilen 6zel yapilar olusturur-
lar. Endospor duvarlart normal boyalarin penetrasyonuna karst oldukca direncli-
dirler. Basit boyama uygulandiginda sporlar bakteri htiicresi icerisinde temiz, cam
benzeri, kolayca fark edilebilen alanlar seklinde gortlirler. Dolayistyla aslinda
sporlart gormek icin 6zel bir endospor boyasi uygulamaya gerek bulunmamakta-
dir. Ancak, diferansiyel Schaeffer-Fulton spor boyama yontemi sporlari daha kolay
fark edilir kilar. Spor boyamada, 1s1 ile fikse edilmis preparatlarin tizerine malasit
yesili eklenir ve buhar c¢ikana degin preparatlar alttan hafifce sitilirlar. Yaklasik 5
dakikalik sitma sonucunda endospor duvarlari boya icin gecirgen hal alir. Prepa-
rat 30 saniye boyunca suda yikanarak yesil boyanin kendisini tutan endospor ha-
ri¢c hiicrenin diger kisimlarindan uzaklastirilmasi saglanir. Daha sonra kontrast bo-
ya olarak safranin lamlara uygulanarak hiicrelerin spor olusturmayan, vejetatif ki-
stmlarinin boyanmast saglanir. Endospor olusturmayan kiltirlerin hiicreleri kirmi-
z1 renkli, endospor iceren hucreler ise yesil renkli endospor iceren kirmizt vejeta-
tif hiicreler halinde gorulir. Fikse edilen preparatlar genis bir kap veya lavabo tize-
rine yerlestirilen boyama izgarasi tizerine diizenli bir sekilde dizilir. Boyama soliis-
yonlart preparat ytizeylerinin tamamini kaplayacak sekilde uygulanir ve uygun st-
reler boyunca preparatlar tizerinde birakilir. Her bir boya soliisyonu uygulamast
arasinda preparat hafifce akan musluk altinda yikanir, suyun fazlast dokilerek iz-
leyen soliisyon uygulanir. En sonunda boyali preparat yikanir ve havada kurutu-
lur. Bu amacla kurutma kagitlart da kullandmaktadir.

Makroskobik Muayene
Bakterilerin makroskobik muayenesinde katt ve sivi besiyerlerindeki saf kiilttrle-
rinin Greme 6zellikleri dikkate alinmaktadir.
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Bakterilerin ¢cogu (embriyolu tavuk yumurtalari, hiicre kultirleri ve deney hay-
vanlarinda uretilebilen riketsiya ve klamidyalar hari¢) kati ve sivi besiyerlerinde
aerobik, anaerobik ve mikroaerofilik kosullarda tretilebilmektedir. Uygun sicak-
liklar (cogunlukla 37°C) ve siireler boyunca uygun bilesimdeki veya zenginlestiril-
mis besiyerlerinde inkube edilen bakteriler gozle gortilebilecek buytikliikte kolo-
niler olustururlar. Bakterilerin kati ortamlarda olusturdugu kolonilerin morfolojik
ve yapisal Ozellikleri ve buytkliikleri ayrintili olarak incelenir. Stereomikroskop ve
gozle yapilan muayeneler sonucunda olusan kolonilerin smooth (S), rough (R),
mukoid (M) ve L formlari, renkleri, kokulart, hemoliz durumlari ve diger morfolo-
jik ozellikleri ayrintilt olarak gozlenir ve belirlenir.

Stvi besiyerlerinde bakteriler, belirli inkubasyon stirelerini takiben ya homojen
bulaniklik olusturmakta, bazilar tstte pelikiil olustururken bazilar ise dipte tortu,
sa¢ benzeri ya da graniillii bir tireme gostermektedir. Ureme sekli besiyerinin bile-
simine, inkubasyon sicakligi ve stiresine ve o bakteri tiriiniin genetik 6zelliklerine
bagl:i degiskenlik gosterebilmektedir.

Bakteri turleri kendilerine 6zel renk, koku, buytklik ve yapida koloniler mey-
dana getirirler. Bu 6zellikler hiicrenin genetik kontroli altinda sekillenirler. Bii-
yukligine gore degismek tizere bir kolonide milyonlarca veya milyarlarca bakte-
ri hiicresi bulunabilir. Baz1 bakteriler (Orn. Escherichia coli, Proteus vulgaris, Ba-
cillus subtilis, vb.) uygun kosullar altinda 24 saat icerisinde oldukca buytlk ve goz-
le goriilebilir koloniler olustururken bir kisim bakteriler de (Orn. Brusella tiirleri,
korinebakteriler, vb.) ancak 2-3 gtinliik bir inkubasyonu takiben gortilebilecek di-
zeye ulasan koloniler olustururlar. Koloninin buytkligi uygun kosullar (besiyeri-
nin bilesimi, oksijen, 1s1, vb.) altinda tiirlere 6zel bir karakter tasir. Streptokok, ko-
rinebakteri, pastorella, brusella, vb. bakterilerin kolonileri kiiciik olup 0.5-1.0 mm
capindadir. Buna karsin, E. coli, Bacillus anthracis, B. subtilis gibi bakterilerin ko-
lonileri ise daha buytktir. Kolonilerin sekli de tirlere 6zel bir durum gosterir.
Hastalik olgularindan yeni izole edilen suslara ait koloniler kictik, yuvarlak ve
tzerleri diizglin (smooth karakterde S-tipi koloni) iken, eskimis veya bircok pasa-
j1 yapilmis suslarin bazi kolonileri kenarlart ¢centikli, tizerleri ptirtizlii ve mat bir go-
rintimdedir (rough karakterde, R-tipi koloni). Mikoplazma ve L-formlarinda, orta-
st digmeli kolonilere rastlanir. Kolonilerin, bakteri cinslerine ve cevre kosullarina
gore, pigment, koku, hemoliz karakteri ve diger dzelliklerinde de bazi degisiklik-
ler meydana gelebilir. Ornegin, Bacillaceae familyasma ait aerobik (B. anthracis,
B. cereus, B. subtilis, vb.) ve anaerobik cinslerde (klostridiumlar) kolonilerin ke-
narlart filamentlidir. Proteus vulgaris kanl agar Gizerinde dalgalar halinde yayilan
bir Greme tarzi gosterir. Pseudomonas aeruginosa ortama yaydigi pigment nede-
niyle besiyerinin (nutrient agar) rengini yesile dontstirtr. M-tipi (mukoid) koloni
tipi kapsiillii veya mukoid salg1 olusturan bakterilerde (Orn. Diplococcus pneumo-
niae, Klebsiella pneumoniae, vb.) gorilir. Bu kolonilere ¢ze degdirilince iplik gi-
bi bir uzama goralir. Tipik hiicre duvari olusturamayan bakteriler kati ortamlarda
ustl ve yanlart diizensiz, ortast digmeli ve granillii koloniler meydana getirirler.
Bu koloni tarzi olusumuna penisilin, kimyasal maddeler, ytiksek ozmotik basincin
etkisi bulunmaktadir.

Farkl1 bakterilerin koloni morfolojilerinin ve mikroskobik morfolojilerinin resmedildigi
http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/biologi/english/forsidekolonier.asp adresinde on-li-
ne mikrobiyoloji atlasina ulasabilirsiniz.

g INTERNET



84

Temel Veteriner Mikrobiyoloji ve immunoloji

aum

Bakterilerin direkt bakisinda kullanilan boyama yontemlerinde boya soliisyonlarinin ha-
zirlanmast icin Temel Mikrobiyoloji adl1 kitaba bakabilirsiniz. (Arda, M., Ankara: Medisan
Yayinlari, 20006).

BESIYERLERI

Besiyerleri bakterilerin tretilmesinde kullanilan, bakterilerin ihtiya¢ gosterdikleri
besin maddelerini, kimyasal maddeleri, indikator maddeleri ve katki maddelerini
iceren kati ve sivi formdaki ortamlardir. Bakterilerin iretilmesi ve identifikasyon-
larinda kullanilan besiyerleri farkli gruplar icerisinde siniflandirilabilmektedir.
[cerdigi her bir bilesigin tam olarak miktarinin bilindigi besiyerleri kimyasal for-
miilti tanimlanms besiyerleridir. Bunlar cogunlukla deneysel amaclarla kullanil-
maktadir. Sitrat buyyon, bakteri teshisi amacryla kullanilan kimyasal formulu ta-
nimlanmis besiyerine 6rnektir. (Tablo 5.1) Nazli Gireme 6zelliginde olmayan bak-
terilerin tretilmesinde kullanilan Nutrient Agar gibi besiyerleri temel besiyeri ola-
rak adlandirilir. Bakterilerin, ¢zellikle de nazli tireme 6zelligi gosteren strepto-
koklar gibi bakterilerin tretilmesinde kullanilan kanli agar gibi kan, serum veya
yumurta sarist ile zenginlestirilmis besiyerleri zenginlestirilmis besiyeridir. Salmo-
nellalarin selektif olarak tretilmesinde kullanilan selenit buyyon gibi belirli bir
bakteri icin selektif 6zellikte olan sivi besiyerleri zenginlestirme buyyonlarma or-
nektir. Belirli bir bakterinin ya da bir grup bakterinin tiremesi icin selektif hale ge-
tirilmis besiyerleri selektif besiyerleri olarak adlandirilir. Bunlar, istenmeyen bak-
teri trlerinin tGremesinin baskilanmasi icin inhibitor maddeler icerirler. Brilliant
green agar ve MacConkey agar gibi cogu selektif besiyeri aynt zamanda indikator
besiyeridir. Differensiyal (indikator) besiyerleri ise, bakteri identifikasyonu agisin-
dan ¢ok kullanisl besiyerleridir. Bunun nedeni, besiyerinin icerisindeki indikator
maddelerle bakteri iremesine bagli olarak meydana gelen biyokimyasal reaksi-
yonlarla bakterilerin 6n identifikasyonu gerceklestirilebilmesidir. Indikator besi-
yeri cogu zaman fermente edilebilir bir karbonhidrat ile besiyerinde renk degisik-
ligini saglayan bir pH indikatorii icermektedir. Orn. MacConkey agar fermente
edilebilir karbonhidrat icerigi olarak laktozu, pH indikatort olarak da notral kir-
muztyt (neutral red) icerir. Escherichia coli gibi bakteriler besiyerindeki (MacCon-
key agar) laktozu fermente ederek koloni ve bunlari cevreleyen besiyerinin ren-
gini pembeye ceviren asidik metabolitler olustururlar. Laktozu fermente edeme-
yen Salmonellalar ise besiyerindeki peptonu kullanarak alkali metabolik trtinler
olustururlar. Bu nedenle, salmonella kolonileri ve bunlari ¢cevreleyen besiyeri sol-
gun sart renkte gorilir. Indikator besiyerlerine baska érnekler olarak hidrojen
sulfit tretimini ortaya koyan XLD agar ve eskulin hidrolizini ortaya koyan Ed-
wards besiyeri verilebilir. Kanli agar bir zenginlestirilmis besiyeri olarak tanimlan-
masina ragmen belirli bir bakterinin hemoliz ¢esidini gostermesi nedeniyle aynt
zamanda bir indikator besiyeridir.
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Besiyeri

Nutrient agar

Kanli agar

MacConkey agar

Brilliant green

agar

XLD agar

TSI agar

Selenit buyyon

EMB agar

Edwards besiyeri

Cikolata agar

Kullanim alani

Temel besiyeri. Nazlh
treme &zelliginde olmayan

bakterilerin tretilmesi

Nazli treme o6zelliginde
olanlar da dahil bircok

bakterinin tretilmesi

Enterobakteriler ve diger

bazi Gram negatif

bakterilerin tretilmesi

Salmonella ve bazi

bakterilerin izolasyonu

Salmonella ve bazi

bakterilerin izolasyonu

Salmonella identifikasyonu

Salmonella izolasyonunda

kullanilan zenginlestirme

brothu

Escherichia coli
identifikasyonu

Streptokoklar igin selektif
besiyeri Eskdlin hidrolizi
ve hemolizi ortaya koyar

Hemofilus tiirleri icin
zenginlestirilmis besiyeri

Seker ve
diger
substratlar

Eritrositler
(Hemolizin

gosterilmesi)

Laktoz

Laktoz,
sukroz
Ksiloz, laktoz,
sukroz, lizin,
H,S
saptanmasi
Laktoz,
sukroz,
dekstroz, HZS

saptanmasi

Laktoz,

sakaroz

Eskiilin
Eritrositler

Lize
eritrositler X
ve V faktorleri

pH inhibitérler | Tablo 5.1
indikatérii Bakteriyolojik teshis
laboratuvarlarimda
kullanilan bashca
besiyerleri.

Nétral kirmizi | Safra tuzlari

Fenol Brilliant green

kirmizisi boyasi

Fenol
Safra tuzlar
kirmizisi

Fenol

kirmizisi

Eozin ve

metilen mavisi

Kristal viyole

Tallus siilfat

XLD agar: xylose-lysine-desoxycholate agar, TSI agar: Triple sugar iron agar, EMB agar: Eosin-

Methylene blue agar (E. coli kolonileri besiyerinde yesil metalik parildama verir).

Yukarida bahsedilen besiyerleri ticari olarak dehidre tozlar olarak ya da tek
kullanimlik plastik petrilere 6énceden dokilmiis ve kullanima hazir sekillerde de
temin edilebilirler. Ayrica, besiyeri icerisindeki bilesenler ve bunlarin besiyeri ice-
risindeki miktarlar tartilarak laboratuvarda da hazirlanabilirler.

Besiyerlerinin Bilesimine Giren Baslica Maddeler

Agar: Besiyerlerinin kati hale getirilmesi icin en ¢ok kullanilan jellestiricidir.
Cogu kez diger agarli besiyerleri ile karistirllmamast icin “agar agar” olarak anilir.
Agar deniz yosunlarindan elde edilir. Agarin katillastirma (jellestirme) 6zelligini bi-
lesimindeki D-galakton saglar. Bilesiminde ayrica inorganik tuzlar, cok az miktar-
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da protein benzeri maddeler ve eser miktarda yag vardir. Mikrobiyolojide kullani-
lan agarlar 6zel olarak saflastirilarak antimikrobiyel maddeler ve pigmentlerden
arindirtlir. Yaklasik olarak 85-90°C’de erir, 40-45°C’de ise katilasir. Besiyerlerinin
pH’sinin distik olmast ve uzun zaman yiiksek istya maruz birakilmasi, agarin ka-
tilasmasina engel olur. Besiyerine amaca gore %0,05-2 gibi genis bir sinirda ilave
edilebilir. Diistik agar konsantrasyonlari (%0,05-0,3) genellikle hareketliligin belir-
lenmesi, mikroaerofilik karakterdeki bakterilerin gelistirilmesi gibi 6zel amaclarla
kullanilir. Standart kullanim konsantrasyonu %1-1,5'tir.

Beyin ekstrakti: Beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract)
streptokoklar, pnomokoklar, meningokoklar, gonokoklar vb. gibi nazli tireyen
(fastidious) patojen bakterilerin tretilmesi icin Brain Heart Buyyon ve Brain Heart
Infusion gibi isimlerle anilan besiyerlerinin bilesimine katilir. Ayrica, cesitli toksin
testleri icin patojenlerin bu besiyerinde gelistirilmesi Onerilmektedir.

Et ekstrakti: Et ekstrakti (et Ozitd, meat extract), genellikle yagi ve tendonla-
r1 ayrilmis, ekstraksiyon oncesi hafifce hidrolize edilmis etten elde edilir. Karbohid-
rat icermez. Bu nedenle karbohidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilabilir.
Cesitli besiyerlerinde et peptonlarinin yerini alabilir.

Karbonhidratlar: Bazi besiyerlerinin bilesimine bakteriler icin enerji ve kar-
bon kaynagi olarak katilan karbohidratlarin bir baska kullanim amaci karbohid-
ratlardan asit olusturmaya dayali identifikasyon testleridir. Besiyeri bilesiminde
karbon kaynagi olarak en cok kullanilan karbohidratlar glikoz, laktoz ve sakka-
rozdur. Bunlardan glikoz pek cok bakteri tarafindan kullanilabildigi icin, daha
cok genel besiyeri bilesimlerinde yer alir. Koliform grubu bakterilerin gelistirile-
cegi besiyerlerinin hemen hepsinde karbon kaynagi olarak laktoz kullanilir. Ko-
liformlarin analizi icin hazirlanmis sivi besiyerlerinde laktozdan gaz olusumu bu
grup icin belirleyicidir. Gaz ¢ikist basit olarak Durham tipu ile belirlenir. Nisas-
ta kullanimt Chidrolizi) baz: bakteriler icin tipik oldugundan cesitli 6zel besiyer-
lerinin bilesimine katilir. Genel olarak karbohidratlarin ¢ozelti halinde filtrasyon
ile sterilize edilmesi Onerilir.

Maya ekstrakti: Maya ekstrakti (maya Oz{td, yeast extract), proteolitik olarak
otolize edilmis (parcalanmis) bira mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) sulu eks-
traksiyonu ile elde edilir. Ozellikle, yiiksek B kompleks vitamini konsantrasyonu
sayesinde cogu mikroorganizmanin iyi bir sekilde gelismesini saglar. Bilesiminde-
ki aminoasitler, peptitler, vitaminler, karbohidratlar ve mineraller nedeniyle pek
cok mikrobiyolojik calismada besiyeri katkist olarak kullanilir.

Pepton: Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen trtinlere verilen
genel isimdir. Yasayan tim hucrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot,
karbon, tuzlar ve diger besin maddelerine gereksinim duyarlar. Istisnalar disin-
da, mikroorganizma gruplarinin oldukca buytik bir boluimu, proteinleri azot
kaynagi olarak kolaylikla kullanamaz. Bu nedenle azotlu bilesikleri, cok daha
kolay kullanabildikleri protein hidrolizatlarindan saglar. Peptonlar sadece azot
degil, karbon kaynagi olarak da mikroorganizmalar tarafindan kullanilir. Bunun
yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi aminoasitler ve vitaminler de
bazi mikroorganizmalar icin gelisme faktori olarak oldukca 6nemli islev gortr.
Peptonlar mikrobiyolojide tek baslarina besiyeri olarak kullanilabilen ender
maddeler arasindadir. Pek ¢ok bakteri, bilesimi sadece %1 pepton olan besiye-
rinde kolaylikla gelistirilebilir. Aksine bir belirtme yoksa, mikrobiyolojide “pep-
ton” denildiginde, pankreatin enzimi ile hidrolize edilmis et peptonu (Peptone
from meat, pancreatic) anlasilir.
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Serum: Sivi veya kati ortamlara %5-10 oraninda ilave edilir. Bilesiminde orga-
nik ve inorganik maddelerle tiretme faktorleri de vardir. Gli¢ tireyen mikroorganiz-
malarin gelisimini kolaylastirir.

Sodyum kloriir: Cogu besiyerinin bilesimine izotonik bir ortam olusturmak
icin katilir. Tuza dayanikli (halotolerant) ve tuz seven (halofil) bakterilerin selektif
izolasyonu i¢in yliksek konsantrasyonlarda ¢zel besiyerlerinin bilesimine katilir.

Su: Su besiyerlerinin esasini teskil eder. Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun
damitma veya deiyonizasyon ile taze hazirlanmis olmasi, basta bakir olmak tizere
toksik metalleri icermemesi gerekir. Damitik (distile) su icin en ideali, cam sistem-
lerden elde edilen suyun kullanilmasidir. Taze hazirlanmis saf suyun pH’st 6,5-7,5
arasinda olmalidir.

Biitiin bakteriler besiyerlerinde iiretilebilir mi? Besiyerlerinde iiretilemeyen bakteriler
nasil identifiye edilir?

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyerleri hazirlanirken her zaman icin 6ncelikli olarak tretici kullanim talimatla-
r1 dikkate alinmalidir. Ancak, bunlara ilaveten genel olarak su kurallara ayrica dik-
kat edilmelidir:

Besiyerlerinin hazirlanmasinda deterjan ve diger kimyasallardan arindirilmis te-
miz cam malzeme kullanilmalidir. Besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilacak cam
malzemelerin iclerine daha 6nceden sterilize edilmis besiyerleri dagitilmayacaksa
bunlarin ayrica sterilize edilmesine gerek bulunmamaktadir. Besiyerleri hazirlanir-
ken uygun miktarlarda dehidre besiyeri temiz bir hassas terazi tizerinde tartilir,
cam erlene eklenir ve buna uygun hacimde distile su ilave edilir. Her zaman icin
camda distile edilmis su kullanilmalidir, ctinkti bu sekilde distile edilmis su bakte-
riler icin inhibitor olan klor ve agir metal iyonlarint icermemektedir. Hazirlanacak
olan besiyeri final hacminin iki katt hacimdeki cam erlen icerisinde hazirlanmali-
dir. Ornegin, 500 ml'lik bir besiyeri hazirlanacaksa bu besiyerinin 500 ml'lik erlen
yerine 1000 ml'lik erlende hazirlanmast gerekmektedir. Bu, besiyerinin hazirlanist
sirasinda uygun bir bicimde karistirilmasina olanak saglar ve isitilmast veya kayna-
tilmast esnasinda olusacak kabarciklarin tasmasina engel olur. Agar icermeyen (si-
vi) besiyerleri hafifce karistirllmak suretiyle kolaylikla ¢ozdurtlebilirken, agar ice-
ren dehidre besiyerleri en iyi kaynayana kadar cam bir cubukla karistirllarak veya
manyetik karistiricilt bir isitict Gizerinde ¢cozdirilmektedir. Otoklavla sterilizasyon
oncesi besiyerlerinin ¢ozdiirilmesi amaciyla Koch cihazinda da faydalanilmakta-
dir. Dehidre besiyerleri ¢cozdurtldikten sonra ¢ogunlukla otoklavda 121°C’de 15
dakika stresince sterilize edilir. Edwards besiyeri gibi bazi besiyerleri bu ytiksek
sicakliklari tolere edemeyen bilesenler icerdiklerinden bunlar 115°C’de 20 dakika
boyunca tutularak veya treticinin ¢nerdigi farkli talimatlar dikkate alinarak sterili-
ze edilirler. Brilliant green agar bircok bakteri icin inhibitor olan bir besiyeridir ve
otoklave edilmez, sadece kaynatilip sogutularak hazirlanir.

Otoklavlandiktan sonra agar iceren besiyerleri cam petrilere dokiilmeden 6nce
50°C’ye dnceden ayarlanmis su banyolarinda sogutulmalidir. Bunu saglamanin
baska bir pratik yolu ise otoklavdan cikan erlenler diizenli araliklarla kontrol edi-
lerek yanag: yakmayacak sicakliga eristiginde 6nceden diizenlenmis cam petrilere
besiyeri dokiilir. Agar yaklasik olarak 42°C’de katilasmaktadir. Bu nedenle agar
sogutulurken eger su banyosu kullanilmayacaksa fazla bekletilmemelidir, yoksa
agar erlen icerisinde katilasir ve tekrar hazirlanmasi gerekir. Standart 90 mm ¢apin-
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daki cam petrilere petrinin ticte birini dolduracak sekilde 15 ml besiyeri dokiilme-
si yeterlidir. Bu hacmin altinda dokitilen besiyerleri cok ince olup ¢ze ile ekim ya-
pilirken besiyerinin yirtilmasina, hacmin tstiinde dokiilen besiyerleri ise besiyeri
israfina ve calismalar ve rutin uygulamalar icin planlanandan daha az petri hazir-
lanmasina neden olur. Dolaystyla, 500 ml'lik bir besiyerinden yaklasik 30-35 besi-
yeri iceren petri hazirlanmasi gerekmektedir. Serum veya kirmizi kan hiicreleri gi-
bi bazi suplementler ytksek sicakliklari tolere edemediklerinden bunlarin besiye-
ri 50°C’ye sogutulduktan sonra steril soltisyonlar veya slispansiyonlar olarak ilave
edilmesi gerekmektedir. Doktilen besiyerleri katilastiktan sonra bunlar tamamen
kuruyana kadar oda sicakliginda ya da birkac saat boyunca 37°Clik etiivde tutul-
malidir. Eger agarlar tamamen kurumadan buzdolabina kaldirilirsa ylzeylerinde
astrt nem olusumu gozlenir. Kullanim acisindan agar ylzeyleri belirgin derecede
nem icermemelidir, ayrica agarin gereginden fazla etiivde tutulup asirt kurutulma-
st da izleyen uygulamalar acisindan sakincalidir. Cam petrilerde hazirlanan besi-
yerleri agar yuizeyleri tste gelecek sekilde 4°C’de buzdolabinda ideal olarak buz-
dolabt posetlerinde saklanmalidir. Baska ¢nemli bir nokta ise yeni dokiilen besi-
yerlerinden birkacinin etiivde 24 saat 37°C’de tutularak kontaminasyon kontrolle-
rinin yapilmasidir.

Teshis Laboratuvarlarinda Kullanilan Baslica Besiyerleri

Nutrient Buyyon ve Nutrient Agar

Bu besiyerleri bircok mikroorganizmanin tretilmesi icin uygun kompleks besiyer-
lerindendir. Nutrient buyyon besiyeri iceriginde 5g pepton, 3g et ekstrakti ve 8g
NaCl icerir. Bunlar tartilarak distile su ile 1000ml’ye tamamlanir. Isitilarak ¢ozdiri-
lir ve besiyerinin pH’st 7.2’ye ayarlanir. Tlplere dagitilldiktan sonra 15 dakika
121°C’de otoklave edilerek kullanilincaya kadar 4°C’de saklanir. Nutrient agar yu-
karidaki bilesenlere %1.5-3 oraninda agar katilarak hazirlanir.

Kanh Agar

Kanli agar bir bakteriyolojik teshis laboratuvarinin en 6nemli besiyeridir. Bunun
nedeni besiyerinin zenginlestirilmis 6zelligi nedeniyle nazli tireme 6zelligine sa-
hip bazt bakteriler dahil olmak tzere bircok mikroorganizmanin tiremesine ola-
nak saglamasi, ayrica bu besiyerinin hem etken izolasyonu, hem etken identifi-
kasyonu ve hem de bakterilerin pasajlanmast amacryla kullanilabilmesidir. Besi-
yerinin dehidre toz bazi tartilip uygun hacimdeki distile su icerisinde ¢ozdurilir,
otoklavlanarak sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulur. Bu asamadan sonra %5-10"luk
hacimde (kan hacmi/besiyeri hacmi) steril kan sogutulan besiyerine ilave edile-
rek erlen diizenli bilek hareketleriyle 6zenli bir sekilde karistirilir ve cam petrile-
re dokulir. Eger dokiilen agar ytizeylerinde baloncuklar olusur ise bunlar besiye-
rini doken kisiyi takip eden bir yardimcinin besiyeri ylizeyine tuttugu bek aleviy-
le giderilir. Eger aseptik kosullarda alinan steril kan énceden alinmis ve buzdola-
binda bekletilmis ise besiyerine eklenmeden 6nce bu kan 37°C’ye isitilarak erit-
rositler tizerinde sicak besiyerine eklenmeye bagl sekillenebilecek 1s1 soku olu-
sumu Onlemis olur. Bakteriyolojik incelemeler icin kanli agar hazirlanmasinda si-
gir veya koyun kani en uygun materyaldir. Kan, 6énemli insan ve hayvan patojen-
lerine karst herhangi bir antikora sahip olmayan ve antibakteriyel tedavi uygulan-
mamis gen¢ hayvanlardan 6rneklenmelidir. Kan alma islemi aseptik teknikler uy-
gulanarak gerceklestirilmelidir. Kan alinacak hayvanda vena jugularis’in bulundu-
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gu bolge traslandiktan sonra bolge %70’lik alkol ile silinir ve damara girilmeden
once alkoliin u¢masi beklenir. Kan direkt olarak icerisinde alinacak kanin %10'u
oraninda (50 ml alinacaksa 5 ml sitrat soliisyonu) steril sodyum sitrat iceren 50
ml’lik enjektore alinabilecegi gibi icerisinde 3mm capinda cam boncuk bulunan
onceden sterilize edilmis cam erlenlere de bir plastik tiip yardimiyla alinir. Bura-
da onemli olan kan alinirken erlenin diizenli hareketlerle karistirilmasidir. Karis-
tirma islemi gerekli kan alindiktan sonraki 5 dakika boyunca devam eder. Bu is-
lem kanin pihtilasmasina engel olur (defibrine kan). Bu defibrine kan buzdola-
binda saklamak amaciyla steril tiplere dagitilabilir. Cam boncuklar fibrin pihtila-
rindan arindirilip tekrar kullanilabilmektedir.

MacConkey Agar

Besiyeri treten firmalar farkli formulasyonlara sahip MacConkey agarlar tiretmek-
tedir. Bunlar farkl icerikte safra tuzlari icermekte ve kristal viyole (Gram pozitif
bakteri inhibisyonu) bazi besiyerlerinde yer almakta ya da almamaktadir. Gram
pozitif bakterilerin cogunu inhibe eden, enterobakterilerin tamaminin tremesini
destekleyen, ancak diger Gram negatif bakteriler icin selektif olarak inhibisyon
saglayan MacConkey agarlarin kullanilmas: 6nerilmektedir. MacConkey agarda
uremenin olup olmamasi ve/veya karakteri 0zellikle de enterobakteri ve diger
Gram negatif bakterilerin identifikasyonunda ¢nemli bir kriterdir. Bu 6zelligi Mac-
Conkey besiyerini diger besiyerleri arasinda one cikarir. Besiyeri, 17g pepton, 3g
polipepton, 10g laktoz, 1.5g safra tuzlari, 5g NaCl, 13.5g agar, 0.03g notral kirmi-
z1s1, 0.001g kristal viyoleyi 1000ml distile suda sulandirilarak hazirlanir. Bu karisim
isttilarak cozdurilir. Besiyerinin pH’st 7.2’ye ayarlanarak 15 dakika 121°C’de otok-
lave edilir. Besiyeri cam petrilere bolustirtlir ve katilastiktan sonra kullanilincaya
kadar 4°C’de saklanir.

Besiyerlerinin Segimi

Laboratuvarda kullanilacak besiyerleri amaclanan muayene yontemine (izolasyon,
identifikasyon, antibiyogram, vb.) gére secilmelidir. Ornegin bakterilerin rutin izo-
lasyonu icin en uygun besiyeri kanl agar ve MacConkey agardir. Kanlt agarla kul-
lanilmasiyla nazli ireyen bakteriler de dahil bircok patojenik bakterinin tiremesi
desteklenmis olur. MacConkey agarda ise bircok Gram negatif mikroorganizma
uretilebilir ve identifikasyon hizlandirilmis olur. Amac¢ antibiyogram yapmak ise
uygun olan besiyeri nutrient agar veya Mueller-Hinton agardir.

BAKTERiIi KULTURU

Bakteri kultirt, bakterilerin laboratuvar ortaminda, izolasyon, identifikasyon, ka-
rakterizasyon, tiplendirme, pasajlama, arastirma ve saklama amaciyla canli (embri-
yolu tavuk yumurtalar, hiicre kiltiirleri, deney hayvanlary) ve cansiz [kati besiyer-
leri (kanli agar, serumlu agar), sivi besiyerleri (peptonlu su, nutrient buyyon), ya-
ri-kati besiyerleri (yatik nutrient agarlar)] ortamlarda tretilmesidir.

Besiyerine Ekim

Ekimi yapilacak olan 6rnek bir doku parcast ise bu oncelikle steril bir cam petri
icerisine konur. Daha dnceden %70’lik alkol icerisinde tutulan pens ve bistiiri bek-
te flambe edilir ve sogutulur. Doku 6zellikle de lezyonlu bolgenin kenarindan bis-
turi ile dikkatlice kazinir. Bu kazintilardan bir miktar ekimi gerceklestirilecek besi-
yerinin kenarma birakilir. Ayrica, kazintilardan kalan kismi ile bir mikroskop lami
tzerinde boyama amaciyla preparat hazirlanabilir.
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Eger ekimi gerceklestirilecek klinik materyal sivi ya da yari-sivi karakterde ise
bu besiyerinin u¢ kismina bir steril svap yardimiyla 6rneklenerek svabi kendi ek-
seni etrafinda cevirerek (bu islem besiyeri ylizeyinde homojen bir 6rnek dagilimi
saglar) yayilir. Svap atilmadan 6nce mikroskopik inceleme amaciyla temiz bir lam
ylzeyine strtilerek preparat hazirlamada kullaniabilir.

Genel bir kural olarak besiyerlerine inokulasyon veya 6ze ile ekim yapilirken
oncelikle inhibitoér 6zellikte olmayan besiyerinden (Orn. Kanli agar) ekime basla-
nir, daha sonra inhibitor veya selektif dzellikte besiyeri (Orn. MacConkey agar) ile
ekimlere devam edilir.

Kat1 Besiyerlerine (Agarlara) Oze ile Ekim

Kati besiyerlerine 6ze ile ekimin amact koloni morfolojisinin gdzlenmesi, antibiyo-
tik duyarlilik testleri ve biyokimyasal identifikasyon icin bakteri kolonilerinin tek
tek ve izole bir sekilde elde edilmesidir. Bu amacla teshis icin laboratuvara gonde-
rilen ¢cogu materyalden agarin tamami kullanilarak yapilan bu ekime tek koloni
ekimi adi verilmektedir.

Bir ekim gerceklestiriimeden 6nce ilk olarak besiyeri agarin bulundugu kisim-
dan isaretlenmelidir. Bu amacla kalici 6zellikte cam kalemleri kullanilir ve isaretle-
melerin miimkiin oldugunca besiyerinin u¢ kistmlarina yapilmast gerekir. Inoku-
lasyon (ekim) tarihi, materyalin kayit kodu, materyali tanimlayan ozellikler cam
petriye yaziabilir. Tek koloni ekimi i¢in 2 adet 6¢ze kullaniir. Boylelikle, bir 6ze
kullanilirken digeri de sogumaya birakilabilir. Baslamadan énce ¢zeler bek alevin-
de 6ze ucundaki tel tamamiyle kizarincaya kadar tutularak isitilarak sterilize edilir.
Bu ekim yonteminde 6zeler hem ekimden 6nce hem de ekim sonunda bek alevin-
de sterilize edilir ve sirayla kullanilarak birbirine belirli bir aciyla (60-90°'lik) 4
ekim gerceklestirilir (Sekil 5.1). Bunlardan 1., 2. ve 3. ekim hatlart mimkiin oldu-
gunca agarin u¢ kisimlarina dogru yapilir ki bu bize cizgileri daha aralikli olacak
olan 4. ekim hatt1 icin yeterli alan saglar. Boylelikle bu son ekim ile izole halde
bakteri kolonileri elde edilmis olur. Ekimler yapilirken dikkat edilmesi gereken
baska bir konu da 6ze uglarinin agar ytizeylerine mimkiin oldugunca paralel tu-
tulmasidir. Bu 6zenin agar icerisine girmesini veya agari yirtmasint engeller. Diiz-
glin ekim teknigi ancak belirli bir deneyim stresinden sonra kazanilabilir.

Tek koloni ekimi.

\

Tek koloni ekimi: Her bir ekims &ncesi ve sonrasinda
ozeler bek alevinden sterilize edilir.
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inkubasyon

Uygun besiyerlerine ekimler gerceklestirildikten sonra inkubasyon stiresi ve inku-
basyon sicakligi yaninda besiyerlerinin tutulacagi gazedz atmosfer de dikkate alin-
malidir. Bunlarin belirlenmesi hangi bakteriyel patojenlerin arastirildigina bagli ol-
maktadir. Genel olarak asagida belirtilen kosullar dikkate alinmalidir.

inkubasyon Atmosferi

Patojenik bakterilerin cogu aerobik atmosferik kosullarda Gremektedir. Mikroaero-
filik atmosferde (%5-10 CO,) iireyen mikroorganizmalara 6rnek olarak Brusella
turleri, Francisella tularensis, Hemofilus turleri, Taylorella equigenitalis gibi bak-
teriler verilebilir. Anaerobik atmosferde treyen bakterilere ise Klostridium tirleri,
Fusobakterium tiirleri, Bacteroides tirleri ve Actinomyces bouvis gibi mikroorganiz-
malar 6rnek verilebilir.

Obligat (zorunlu) aeroblar, mikroaerofilik bakteriler ve obligat anaeroblarin
uremeleri icin gerekli olan oksijen konsantrasyonlarinin saglanmasina buytik
Ozen gosterilmelidir. Zorunlu aerobik bakterilerin cogu nutrient buyyondan veya
kati agar yuzeyinden yeterli oksijen saglarlar, ancak bazi bakteriler daha fazlasi-
na ihtiya¢ gosterirler. Mikroaerofilik ortam, jar adi verilen kapakli kaplara yerles-
tirilen nutrient buyyonlarda ve kati besiyerlerinde mum yakilarak ve daha sonra
kapak kapatilarak saglanabilir. Yanan mum jar i¢indeki oksijeni kullanir ve orta-
ma karbondioksit saglar. Karbondioksit alevi sondiirdigiinde tremek icin az
miktarda karbondioksite ihtiya¢ gosteren mikroorganizmalar icin yeterli degerler
saglanmis olur. Zorunlu anaerobik bakterilerin kiiltiirti icin biitiin molekuler ok-
sijenin besiyerinden c¢ikarilmasi ve uzaklastirilmas: gerekmektedir. Thioglycolla-
te, sistein amino asiti veya sodyum sulfid gibi oksijen baglayici ajanlarin besiye-
rine ilavesi ile anaerobik bakteriler tizerine oksijenin zararli engellenmis olur. Be-
siyerleri vida kapakli tiplere veya cam petrilere, iclerinde hava kalmayacak sekil-
de tamamiyle doldurularak (bu havanin uzaklastirilmasini saglar) dokulebilir.
Bakteri kultiiri, koloni tiremesinin incelenebilmesi icin cam petrilerdeki agarlar-
da gerceklestirilecekse, bunlar hem tiipleri hem de petrileri yerlestirebilecegimiz
jarlar icerisinde inkube edilebilir. Bu durumda agar pleytler ortamdaki oksijeni
uzaklastiran ve optimal oranlarda karbondioksit olusturan kimyasal maddeler
iceren kapakli jarlarda inkube edilirler. Bu amacla GasPak adi verilen 6zel poset-
ler jarlar icine yerlestirilir. Anaerobik etkenlerin rutin olarak calisildig: laboratu-
varlarda besiyerine ekimler anaerobik transfer tinitelerinde yapilir. Bu Unitelere
gerekli ekipman ve besiyerleri hava kontrolli (air lock) giristen sokulmakta, kul-
turleri gerceklestiricek olan laboratuvar calisani 6zel eldiven girislerini kullanarak
ekimleri yapmaktadir.

inkubasyon Sicaklig

Hayvanlar i¢in patojenik olan mikoplazmalar da dahil cogu mikroorganizmalar
37°C’de optimal olarak urerler. Campylobacter jejuni ve Serpulina hyodysenteriae
en iyi 42°C’de, Leptospira interrogans serovarlari 28-30°C’de, Listeria monocytoge-
nes beyinden soguk zenginlestirme yontemi ile tiretilmesi esnasinda, Yersinia en-
terocolitica ve Yersinia pseudotuberculosisin diskt 6rneklerinde soguk zenginles-
tirme yontemi ile tretilmesi esnasinda 4°C’de optimal trerler.
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inkubasyon Siiresi

Hizli tireyen bakterilerin cogu 24-48 saat icerisinde, hizli Gireyen bakteriler selektif
besiyerlerinde Uretildiklerinde 48-72 saat icerisinde, Brusella tirleri, Kampilobak-
ter tiirleri, Nocardia asteroides, bazi Mikoplazma tirleri 4-6 giinde, Mycobacterium
bovis 3-8 haftada, Mycobacterium paratuberculosis 4-16 haftada tremektedir.

SIRA SiZDE 7
1

Durham tiipii: Durham tiipd,
karbonhidrat fermentasyon
testlerinde, besiyerinde gaz
cikisinin belirlenmesi
amaclyla standart test
tiipiindn icerisine ters (bas
asagl) olarak konulan kiigiik
tip.

Bakterileri kat: besiyerlerinde saf olarak nasil elde edebiliriz?

BiYOKIMYASAL TESTLER

Biyokimyasal testler bakterilerin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlarinda ve tip-
lendirilmelerinde kullanilan ve bakterilerin sahip olduklar: biyolojik 6zellikleri
(enzim aktivitesi, karbonhidratlardan ve diger maddelerden faydalanma, vb.) test
edilmesine dayanan testlerdir. Bakterilerin identifikasyonu icin biyokimyasal test-
ler disinda da farkli yaklagimlar vardir. Bunlar bakteriyel enzimleri (Orn. hemoli-
zin, lesitinaz, vb.) ortaya koyan enzimatik testler, cesitli madde ve ortamlara du-
yarlilik temeline dayanan tolerans testleri (Orn. atmosferik gereksinimler, O, tole-
ranst, vb.). Bundan baska, bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklari veya di-
renglilikleri identifikasyon amacryla kullanilabilir.

Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Mikroorganizmalar ¢esitli karbonhidratlari parcalayacak enzimlere sahiptirler. Kar-
bonhidratlarin parcalanmast sonucu organik asitler (asetik, butirik, laktik, propio-
nik asit, vb.), notral Urlinler (aseton, asetoin, alkoller, vb.) ve gazlar (CO,, H,, O,,
CH,) olusur. Bakteri tiirleri olusan bu son triinlerdeki farkliliklar yardimryla bun-
larin identifikasyonlart yapilmaktadir. Besiyerinde glukozun parcalanmast sonucu
asit olusumu ve indikatoriin renginin acilmasi, gaz olusumu ise besiyeri icerisine
yerlestirilen Durham tiipiintin tist kisminda gaz birikmesi ile anlasilir. Mikroorga-
nizmalarin taze sivi kiltiirlerinden karbonhidrat iceren besiyerine 0.1 ml hacmin-
de ekilir ve kultirler 37°C’de 1-7 glin inkubasyona kaldirilir. Her glin asit olusumu
(renk degisimi, yesilden sartya) ve gaz olusumu yoniinden muayene edilir. Testte
kullanilan besiyeri icin 10g pepton, 5g NaCl tartilarak distile suyla 1000ml'ye ta-
mamlanir. Bu bilesenler sicak distile su icerisinde eritildikten sonra pH 7.2’ye ayar-
lanir ve icine indikatorlerden (brom timol mavisi) biri konur ve iyice karistirilir.
icinde Durham tiipii bulunan test tiiplerine 4.5-5 ml hacminde paylastirilir. Besi-
yerleri otoklavda 121°C’de 15-20 dakika sterilize edilir. Bu sekilde hazirlanan tiip-
ler buzdolabina uygun kaplar icerisinde kaldirilir. Kullanilmadan 6nce icerisine
test edilecek karbonhidrat solisyonu (0.5 ml) katilir,

DIKKAT A‘
|

Laboratuvarda gerceklestirilen testler ne testi olursa olsun (biyokimyasal testler, serolo-
jik testler. molekiiler testler, vb.) mutlaka pozitif ve negatif kontroller kullanilmali ve test
sonuclar: bunlarla karsilastirllarak degerlendirilmelidir.

Oksidasyon-Fermentasyon (O/F) Testi

Bazi mikroorganizmalar glukozu aerobik kosullarda (oksidatif karakterde), bazi
diger mikroorganizmalar ise oksijenin bulunmadig: (anaerobik) durumlarda fer-
mente eder (ayristirir). Glukozun ayrismasini ortaya koymada Hugh Leifson besi-
yeri kullanilir. Test edilecek bakterilerin taze kultiirlerinden (sivi ya da kat) 2 adet
Hugh Leifson besiyerine ekim yapilir. Ttplerden birine ekimin hemen ardindan si-
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vi parafin konur, digeri ise sadece pamukla kapatilir. Oksidatif bakteriler sadece
pamukla kapatilmis tiipte asit olusturarak tiiptin rengini sart renge cevirir. Fermen-
tatif bakteriler ise her iki tiipte asit olustururlar (renk degisimi her iki tiipte de go-
ralir). Her iki tipte de herhangi bir renk degisimi yoksa (unreaktif) bakteri gluko-
zu kullanmiyor demektir. Testte kullanilan besiyeri icin 2g pepton, 5g NaCl, 0.3g
K,HPO,, 0.3ml brom timol mavisi (%1’lik soliisyon), 3g agar tartilarak distile suy-
la 1000ml’ye tamamlanir. Bu bilesenler sicak distile su icerisinde eritildikten sonra
pH 7.2’ye ayarlanir ve icine indikatorlerden (brom timol mavisi) biri konur ve iyi-
ce karistirilir. Test tliplerine 5 ml hacminde paylastirilir. Besiyerleri otoklavda
121°C’de 15-20 dakika sterilize edilir. Bu sekilde hazirlanan tipler buzdolabina uy-
gun kaplar icerisinde kaldirilir. Kullanilmadan once icerisine test edilecek karbon-
hidrat soliisyonu (0.5 mD katilir.

Metil Red (MR) Testi

Metil kirmizist reaksiyonu besiyerindeki glukozun bakteriler tarafindan fermentatif
metabolizasyonu sonucu olusan organik asitlerin ortamin pH’sini diistirdiiglinti or-
taya koyar. Metil red soliisyonu pH 6.0’da sari, pH 4.4’tin altinda ise kirmizi renk
verir. Besiyerine bakteri ekildikten sonra kultiirler 37°C’de 1-7 giin inkube edilir.
Bu siirenin sonunda tiip icerisine 4 damla metil red soltisyonu damlatilir ve tiip iyi-
ce karistirtlir. Kirmizt renk olusumu pozitif, sari renk olusumu negatif reaksiyonu
gosterir. Testte kullanilan besiyeri icin 5g pepton, 5g K,HPO,, 5g D-glukoz tartila-
rak distile suyla 1000m!’ye tamamlanir. Bu bilesenler sicak distile su icerisinde eri-
tildikten sonra pH 7.2'ye ayarlanir test tiiplerine 5 ml hacminde paylastirilir. Besi-
yerleri otoklavda 121°C’de 15-20 dakika sterilize edilir. Bu sekilde hazirlanan tip-
ler buzdolabina uygun kaplar icerisinde kaldirilir. Kullanilmadan 6nce icerisine
test edilecek steril karbonhidrat (0.5 mD) katilir.

Voges-Proskauer (VP) Testi

Bakterilerin bazilart glukozu ayristirdiklart zaman notral tGriinler (asetil metil karbi-
nol, 2,3 butilen glikol) meydana getirir ve bunlar identifikasyonda ¢nemli goreve
sahiptir. Ortama alkali ilave edildiginde asetil metil karbinol okside olur ve diase-
til sekillenir. Bu kreatin, arginin veya kreatininle birleserek kirmizi renk degisimi
gerceklestirir. VP testi ile metil red (MR) testleri ortamlarinin aynt olmast nedeniy-
le birlikte uygulanirlar. Genel bir kural olmamakla birlikte MR pozitif olan bakte-
riler VP negatiftirler (ya da bunun tam tersi). Bunun nedeni, organik asitler fazla
olustugunda noétral Griinlerin olusmamasidir. Besiyerine bakteri ekilir ve 37°C'de
1-7 giin inkube edilir. Uzerine 1 ml %40’ ik KOH ve 3 ml %5’lik alfanaftol eriyi-
ginden konur ve karistirilir. Pozitif reaksiyonda 2-5 dakika icinde pembe renk
meydana gelir.

Nitrat Rediiksiyon Testi

Bu test mikroorganizmalarin nitratlart rediikte edebilme yetenegini belirlemede
kullanilir. Bazi bakteriler nitratlart (NO3) nitritlere (NO,) ve hatta daha ileri basa-
maklara, amonyak (NH3) ve gaz nitrojene (N,) kadar ayristirabilmektedir. Entero-
bacteriaceae familyas: genellikle pozitif reaksiyon verir. Uremis mikroorganizma-
lardan nitratlt stvi besiyerlerine ekimler yapilip tipler (Durham tiipti igeren) 37°C'de
1-5 giin inkubasyona kaldirilir. Tiiplerde gaz (N,) olusumu denitrifikasyonu goste-
rir ve pozitif olarak kabul edilir. Ancak boyle tiplere A ayirict (alfa naftilamin) ve
B ayirict (sulfanilik asit) 5’er damla damlatildiktan sonra hafifce calkalanir. Bir iki
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dakika icerisinde kirmizi rengin meydana gelmesi nitratlarin nitritlere kadar indir-
gendigini (rediikte oldugunu) ifade eder (pozitif reaksiyon). Tuplerde gaz yoksa
yine ayira¢ damlatilir. Bir iki dakika icinde kirmizi renk olusumu pozitif kabul edi-
lir. Eger sonug negatif olarak gortiliirse, ya nitratlar hi¢ ayrismamistir veya nitratla-
rin ayrismasi nitrit sathasindan da 6teye (amonyak veya nitrojene) ulasmis olabilir.
Bu durumda, tiiplere toz ¢inko katilir. Eger cinko ilavesi sonucu kirmizi renk olu-
sursa sonu¢ negatif, kirmizi renk olusmazsa (daha ileri safhalara rediiksiyon) pozi-
tif olarak degerlendirilir.

indol Testi

Bu test bakterilerin bir aminoasit olan triptofani ayristirarak indol meydana getire-
bilme yetenegini belirlemek icin kullanilir. Ayni zamanda bakterilerin cins [(Salmo-
nella (-), Edwardsiella (+), E. coli (+), Klebsiella (-), Enterobakter (+)] ve tiir diize-
yinde [Pasteurella multocida (+), Mannheimia baemolytica (-), Proteus mirabilis
(), P. vulgaris (+)] ayriminda ise yarar. Bakteriler sivi besiyerine veya peptonlu si-
viya ekildikten sonra 37°C’de 1-5 glin inkubasyona birakilir. Kultiirler tizerine Ko-
vacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0.5 ml ilave edilir ve iyice karistirilir. Ttplerin tist
kisminda bir iki dakika icinde kirmizi bir halkanin olusmast pozitif reaksiyon (in-
dol formasyonunu) ifade eder. Sarimst halka indoliin olusmadigini gosterir (nega-
tif indol testi).

Hidrojen Sulfid Testi

Bu test bakterilerin stlfiir iceren bazi aminoasitleri (sistin, sistein, metionin, vb.)
veya bilesikleri (siilfatlary) ayristirarak hidrojen stlftir (H,S) olusturmalarini sapta-
mak icin yapilir. Kilttrlerde olusan hidrojen sulfiti ortaya koymak icin cesitli me-
tal veya metal tuzlari (kursun, demir, nikel, vb.) kullanilir. Bunlardan indikator ola-
rak en yaygin olarak kursun asetattan faydalanilir. Hidrojen stlfid renksiz bir gaz
olup kursun stlfat ile birlesince kursun stlfid meydana gelir ki bu madde siyah bir
gortiniimdedir. Besiyerinde olusan hidrojen stlftirti ortaya koymada TSI agar, Klig-
ler Iron Agar, bizmut sulfid agar (BSA) gibi kati1 veya yari-kati besiyerlerinden fay-
dalanilir. Besiyerinden disari ¢ikan kiktrtlt hidrojeni belirlemede ise kursun ase-
tat emdirilmis kagit seritlerden faydalanilir. Eger sivi ortamdan H,S ¢ikarsa kagitta-
ki kursun asetatla temasta kursun stlfid meydana gelir ve kagidin ug¢ kisimlart ka-
rarir (pozitif reaksiyon).

Katalaz Testi

Katalaz bir enzim olup genellikle aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturu-
lur. Bu enzim bakteriler i¢in toksik olan hidrojen peroksiti (H,0,) ayristirarak O,
ve H,O meydana getirir. Sivi ve kati besiyerlerinde tiremis bakterilere H,O, ilave
edildiginde oksijenin kabarciklar halinde ¢ikmas: H,O,'nin ayrismasini ve dolayi-
styla da katalazin varhigini kanitlar. Test reaktifi olan %3’lik hidrojen peroksitin ko-
yu renkli siselerde saklanmasi gerekmektedir. Eger test edilen bakteri kanl agarda
uretilmis ise eritrositlerin varliginda testte yanlis-pozitif bir sonu¢ alinacagindan
dikkatli olunmalidir. Test 2 farkli metot ile uygulanabilir. Ilkinde kanli agardaki
bakteri kolonilerinin st kismindan bir 6¢ze ile alinarak temiz bir mikroskop lami-
na konur ve bunun tizerine %3’lik hidrojen peroksit eklenir. Birka¢ saniye iceri-
sinde oksijen gazina bagl kuvvetli kopirme pozitif reaksiyona isaret etmektedir.
Ikinci metotta ise kati besiyerinde tiremis bakteri kolonisi tizerine hidrojen perok-
sit damlatilir. Kuvvetli koptirme pozitif reaksiyona isaret eder.
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Oksidaz Testi

Bu test bir bakteri hiicresinde sitokrom C oxidaz enziminin bulunup bulunmama-
sina dayanmaktadir. Anaerob bakteriler oksidaz negatiftirler. Bu testte kullanilan
reaktifler renksiz olmali ve 4°C’de koyu renkli siseler icerisinde saklanmalidir. So-
lisyonlar eger koyu mavi renk almuslarsa kullanilmamalidir. Selektif olmayan, glu-
koz veya nitrat icermeyen besiyerlerinde tireyen koloniler cam ¢ubuk ya da platin
uclu 6ze yardimiyla toplanarak test edilmelidir. Konvansiyonel 6zeler demir icer-
mekte ve yanlis pozitif test sonuclarina neden olabilmektedir. Testin gerceklestiril-
mesinde farkli yontemler bulunmakta ise de giinimiizde en pratik ve en yaygin
kullanim ticari oksidaz kagitlart ve cubuklarinin kullanimidir. Oksidaz testlerinde
Pseudomonas aeruginosa pozitif kontrol olarak kullanilir. Test edilen bakterinin
oksidaz test kiti (cubuk veya kagit) ile temast sonrast saniyeler icerisinde mor renk
olusumu pozitif test sonucuna isaret eder.

Koagulaz Testi

Test patojenik stafilokoklarin belirlenmesinde kullanilan enzimatik bir testtir. Test-
te reaktif olarak taze hazirlanmis ya da ticari olarak dondurularak kurutulmus tav-
san plazmast kullanilir. Tavsan plazmast baz: tirler (patojenik) tarafindan sentez-
lenen stafilokokal koagulaz enzimi tarafindan fibrine dontstiirtilen fibrinojeni ice-
rir. Koagulaz stafilokoklarda iki farkli halde bulunur: Bagli koagulaz ve serbest ko-
agulaz. Bagli koagulazin varligi lam koagulaz testi ile, serbest koagulazin varligi ise
tip koagulaz testi ile gerceklestirilir. Lam koagulaz testinde bir 6ze dolusu stafilo-
kok kulturd bir mikroskop lami tizerien konan distile suda emtlsifiye edilir. Daha
sonra bir 6ze dolusu tavsan plazmas: lama eklenerek stafilokok siispansiyonu ile
oze yardimiyla dairesel hareketlerle karistirilir. Bir veya 2 dakika icerisinde gorti-
len kiimelesme pozitif reaksiyona isaret eder. Tip koagulaz testinde ise kiictk 7
mm c¢apindaki test tiiplerine 0.5 ml tavsan plazmasi eklenir. Bir gecelik taze stafi-
lokokal broth kultirinden alinan 2 damla ya da agar kiltirinden yogun olarak
alinan ve steril distile su ile sispanse edilen bakteri kolonileri tiiplere ilave edilir.
Tupler hafifce cevrilerek plazma ve bakteri stispansiyonunun karismast saglanarak
37°C’de inkube edilir. Pozitif bir testte plazma 2-4 saat icerisinde koagule olur
(pthtilasir). Ancak, bir gecelik inkubasyonun ardindan plazmay: koagule eden za-
yif koagulaz-pozitif suslar da bulunmaktadir.

Ureaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin Greyi hidrolize eden lreaz enzimini saptamak ama-
cryla yapilir. Karbonik asidin bir diamidi olan trenin hidrolizasyonu spesifik bir
enzim olan Ureaz enzimi tarafindan katalize edilir. Reaksiyonun sonunda 2 mole-
kil amonyak ve karbondioksit meydana gelir. Testte besiyerinde amonyagin mey-
dana gelmesi ortam pH’sinin yiikselmesine neden olur. Amonyagin meydana gel-
digi indikator boya ve Nessler ayiract ile ortaya konur. Testte Christensen’in tire
iceren besiyerleri (lireli buyyon veya agar) kullanilir. Besiyerine ekilen bakteri saf
kulttrlerinin tGremesi sonucu besiyerinde kirmizi rengin (tireaz aktivitesine bagli
amonyak yikselmesine sonu indikatoriin renginin ortaya ¢tkmast) olusumu pozi-
tif reaksiyona isaret eder.



96

Temel Veteriner Mikrobiyoloji ve immunoloji

SIRA SiZDE 7
1

Helicobacter pylori isimli bakterinin asidik mide kosullarinda hayatta kalabilmesinin ne-
deni nedir? Bu bakterinin tanisinda bu 6zelliginden nasil faydalaniriz?

Birden Fazla Biyokimyasal Test iceren Besiyerleri
Bu ¢esit besiyerlerine 6rnek olarak Kligler’s iron agar, triple sugar iron (TSID) agar,
lysine iron agar, gibi besiyerleri verilebilir.

Kligler’s iron agar: Bu besiyeri hidrojen stilfit Giretimini ortaya koyan kimya-
sallar ile birlikte %0.1 oraninda glukoz ve %1 oraninda laktoz icermektedir.

TSI agar: Bu besiyeri iceriginde %0.1 oraninda glukoz, %1 oraninda laktoz ve
%1 oraninda sukroz igerir. Bu karbonhidratlarin disinda, pH indikatorii olarak fe-
nol kirmizisi, hidrojen stlfit Gretiminin belirlenmesi icin ferrdz silfat veya ferrik
amonyum sitrat ve sodyum tiyostlfat icerir. Besiyeri cozdurtlip test tiplerine da-
gitilarak otoklavda sterilize edilir. Soguyan agar katilasmadan tiplerde egim olusa-
cak sekilde tuipler yatik olarak bekletilir. Ekim yapilmamis besiyeri veya ekim ya-
pilmus ve alkali reaksiyon (pH 2 7.3) gOsteren besiyeri kirmizit renkli, asit reaksiyo-
nun (pH £ 6.8) gorildiigii besiyerleri ise sarit renklidir. TSI agar esasen salmonel-
la stipheli kolonilerin identifikasyonunda kullanilmakla birlikte enterobakterilerin
diger tyelerinin ayriminda da faydali olmaktadir. Bu ayrim lizin dekarboksilaz
buyyonunu iceren test tiipiiniin TSI ile birlikte paralel olarak ekilip degerlendiril-
mesiyle daha iyi gerceklestirilir. Selektif/diferensiyel besiyerlerinde (XLD, brilliant
green agar veya MacConkey agar) Greyen Salmonella stipheli bakteri kolonisi igne
(sivrd) uglu 6ze yardimiyla drneklenerek bir TSI agar tiptine ortasindan tiptin di-
bine 5Smm kalacak sekilde ekilir. Oze disar1 cekilirken agarin tiim yatk yiizeyine
(egimin sonuna kadar) ayrica ekim yapilir. Ozenin ucunda halen lizin buyyon tii-
ptuine inokule edilebilecek miktarda bakteri bulunmaktadir. TSI agarin kapagi ha-
fifce gevsetilmis olacak sekilde her iki besiyeri de 37°C’de 16 saat inkubasyona
kaldirilir. Bu inkubasyon kosullari besiyerinde reaksiyonlarin dogru bir sekilde be-
lirlenmesi acisindan 6nemlidir. Eger tiipler gereginden uzun inkube edilirse H,S
uretimine bagli olarak tipun dip kismunin degerlendirilmesi giiclesir. TSI agarda,
egimde kirmizi (alkali reaksiyon) dipte sari renk (asit reaksiyon) sadece glukoz fer-
mentasyonunu, egimde sar1 (asit reaksiyon) ve dipte sari (asit reaksiyon) glukozun
disinda laktoz ve sukrozun da parcalandigint (kullaniddiging), besiyerinin kararma-
st ise hidrojen siilfit olusumunu gosterir. Bircok Salmonella tirt TSI agarda, egim-
de kirmuiz1 renk, tiiptin dibinde sart renk ve H,S olusumu gostermektedir.

Lysine iron agar: Lizin dekarboksilaasyonu ile birlikte hidrojen siilfit olusu-
mun test edilmesini saglayan kati besiyeridir.

Bakteri identifikasyonunda Kullanilan Minyatiir Test
Kitleri

Bu test kitleri glintimtizde bir¢cok ticari firma tarafindan tretilmektedir ve biyokim-
yasal testlerin minyatiirize edildigi seritler halindedir. Enterobakterilerin, Gram ne-
gatif bakterilerin, anaeroblarin, non-fermentatif bakterilerin, streptokoklarin, stafi-
lokoklarin, diger Gram pozitif bakterilerin identifikasyonuna yonelik ticari test kit-
leri bulunmaktadir. Bu seritler halindeki biyokimyasal testler yukarida bahsedilen
konvansiyel formlart ile test sonuclari acisindan iyi derecede uyumluluk goster-
mektedir. Bu test sistemlerinin avantajlart inokulasyonun yapildigindan emin olun-
mast, saglanan besiyeri ve reaktiflerin kullanima hazir olmasi ve test sonuclarinin
kolay ve hizli bir bicimde degerlendirilmesine olanak saglamasidir. Bununla birlik-
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te bir teshis laboratuvarinin bu test sistemlerinin saglayacag: avantajlar ve sistem-
lerin maliyetlerini dikkate alarak tercihte bulunmasi gerekmektedir.

Bir bakterinin izole ve tek bir kolonisi alinarak 5 ml steril distile su icerisinde
stispanse edilir. Steril Pastor pipeti yardimiyla bu siispansiyon ile minyattir test sis-
teminin tipleri (gozleri) doldurulur. Test sistemi inkubasyon kutusunun icerisine
konarak 35-37°C’lerde 18-24 saat boyunca inkube edilir. Oksidaz testi sistemlerden
bagimsiz konvansiyonel olarak gerceklestirilir. Enterobacteriaceae familyasinin
uyeleri (enterobakteriler) oksidaz negatif iken diger cogu Gram-negatif bakteri ise
bu ozellik yoniinden pozitiftir. Test sonuclari test kiti ile birlikte gelen rapor for-
muna kodlanir. Her bir tigli biyokimyasal testteki pozitif reaksiyon i¢in belirli kod
sayilari toplanarak her bir bakteri icin 7 hasneli bir identifikasyon profili olusturu-
larak bakterinin cins ve/veya tiir diizeyinde identifikasyonu saglanir.
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Babkterileri mikroskobik ve makroskobik morfolo-

ac Jik ozelliklerine gore tanimlamak.

Bakterilerin mikroskobik 6zellikleri dendiginde
mikroskobik muayene sirasinda gozlenebilen
Gram boyanma karakterleri (Gram negatif ve
Gram pozitif bakteriler), morfolojik sekilleri (kok,
comak, kokobasil, pleomorfik, spiral, filamen-
toz, virgil, vb.), biytklikleri (kiicik, buyiik),
kenarlar (diiz, koseli, egri, paralel, vb.), dizilisle-
ri (ikili ve dortlti kiimeler, salkimlar, zincir olusu-
mu, filamentler, vb.) spor olusturup olusturma-
malart (olusturuyorlarsa lokalizasyonlari, mer-
kezde, uclarda, subterminal, vb.), grantl bulu-
nup bulunmamasi varsa bipolar olup olmadigt,
boyanma 6zelligi (Gram pozitif ya da Gram ne-
gatif, asido rezistans pozitif ya da negatif, vb.)
arastirtlir. Ayrica, 12-24 saatlik taze sivi kulttrler-
den hazirlanan preparatlarda hareket muayenesi
yapilarak bakterinin hareketli olup olmadigi be-
lirlenir. Makroskobik morfolojileri denildiginde
ise bakterilerin besiyerlerinde treme sekilleri (S-
tipli, R-tipli, mukoid koloni olusumu) hemoliz
olusturup olusturmamalari, pigment olusturup
olusturmamalari gibi gozle gorilebilen dzellikle-

rine gore tanimlanirlar.

Babkterilerin tiretilmesinde kullanilan besiyeri ce-
sitlerini ve bunlarin bazirlanmasinda dikkat
edilmesi gereken kurallar: aciklamak.

Bakterilerin tretilmesinde kullanilan besiyerleri
icerdikleri bilesen ve diger maddelere ve bunla-
rin bakterilerin iremesi, ayrimi, belirlenmesi tize-
rine etkilerine gore temel besiyerleri, selektif be-
siyerleri, diferensiyel besiyerleri, zenginlestiril-
mis besiyerleri, zenginlestirme besiyerleri, kim-
yasal olarak tanimlanmis besiyerleri olarak sinif-
landirilirlar. Besiyerleri hazirlanirken bunlarin
kontamine olmamasi icin gereken azami 6zen
gosterilmeli, besiyerlerinin hazirlanacag: ortam
ve laboratuvar masasi 6nceden uygun yontem-
lerle sterilize edilmeli, besiyerleri dokuldikten
sonra katilasmalart ve kullanima hazir hale gel-
meleri icin uygun kosullar ve stirelerde, uygun

ortamlarda bekletilmeleri gerekmektedir.

(O

AMA

el}

Babkterilerin besiyerlerinde tiretilmesini (bakte-
ri izolasyonu ve kiiltiirii) aciklamak.
Bakterilerin besiyerlerinde tiretilmesinde saf kul-
tirlerin elde edilmesi (tek koloni metodu) disin-
da, bakteri tuirlerine gore degisen ve her bir bak-
teri tiirQi icin gerekli optimal Gireme kosullart olan
(inkubasyon stiresi, inkubasyon sicakligi, inku-
basyon atmosferinin saglanmasi onem arz etmek-
tedir. Bakteri izolasyonu bakterilerin klinik ma-
teryaller, nekropsi materyalleri, cevresel 6rnek-
ler,vs.’den siv1 ve kati besiyerlerine ve laboratu-
vara gonderilen materyalin durumuna gore se-
lektif ve differansiyel besiyerlerine ekerek pato-
jenik bakteri kolonilerini elde etmektir. Bu kolo-
nilerin biyokimyasal testlerinin ve identifikasyon-
larinin gerceklestirilmesi icin cesitli besiyerlerin-
de (sivi, katy, yari-kati, vb.) Giretilmeleri de bakte-
ri kulttrd ile saglanir.

Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan
onemli biyokimyasal testleri tanimlamak ve bu
testlerin degerlendirilmesini aciklamak.
Biyokimyasal testler bakterilerin cins ve tiir di-
zeyinde identifikasyonlarinda ve tiplendirilmele-
rinde kullanilan ve bakterilerin sahip olduklari
biyolojik 6zellikleri (enzim aktivitesi, karbonhid-
ratlardan ve aminoasitlerden faydalanma, vb.)
test edilmesine dayanan testlerdir. Bu testler ice-
risinde Oncelikli olanlart Gram boyama, MacCon-
key agarda treme ve hareket muayenesi ile bir-
likte bakterileri cins, grup ve hatta tiir diizeyinde
identifiye etmeye yardimct olan katalaz, oksidaz,
oksidasyon-fermentasyon testleridir. Cins ve grup
diizeyinde tanimlama yapildiktan sonra her bir
cins ve gruptaki bakteriler icin belirleyici olan di-
ger biyokimyasal testler destekleyici test ve yon-

temlerle birlikte uygulanir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Asagidakilerden hangisi Gram boyamada uygulanan
reaktifleri dogru sirada gostermektedir?

a. Kiristal viyole, iodine (lugol), safranin, alkol

b. Alkol, kristal viyole, iodine (lugol), safranin

c. Todine (lugoD), kristal viyole, safranin, alkol
d. Kristal viyole, iodine (lugoD), alkol, safranin
e

Kristal viyole, safranin, alkol, iodine (lugoD

2. Bakterilerde hareketten sorumlu organeller hangi
boyama yontemiyle gortintilenir?

a. Negatif boyama

b. Gram boyama

c. Flagellar boyama

d. Metilen mavisi

Basit boyama

3. Bir bakteriyel siirme preparatin st ile fikse edilmesi
asagidakilerden hangisini saglar?

a. Ornegin daha hizli kurutulmasini

b. Bakterinin lama yapismasini

c. Bakterinin buiziiserek lama yapismasint

d. Bakterinin lama yapismasini, 6ldiirilmesini ve

daha kolay boyanmasini
e. Bakterinin kurutulmasini, 6ldirilmesini ve lama

yapismasint

4. Asagidakilerden hangisi mikobakteri ve hiicre du-
varlarinda ytiksek oranda lipid bulunan diger bakterile-
rin identifikasyonunda kullanilir?

a. Gram boyama
Lipid boyama
Schaeffer-Fulton boyama

Spor boyama

o a0

Ziehl-Neelsen boyama

5. Bir mikroskobun toplam buyitme giicti asagidaki-
lerden hangisiyle hesaplanir?
a. Objektif lens ve okular lens blyttme gticlerinin
toplamt ile
b. Objektif lens ve okular lens blytitme gticlerinin
carpimi ile
c. Objektif lens ve kondensor lens biytitme gticle-
rinin ¢arpimi ile
Objektif lens glictintin karesi ile
e. Objektif lens ve kondensor lens biyltme gticle-

rinin toplami

6. Asagidaki boya ve/veya boyama yontemlerinden
hangisi mikroorganizmalari hiicre duvart icerigine gore
siniflandirmada kullanilir?

a. Kapsil boyama

b. Gram boyama

c. Spor boyama

Negatif boyama
e. Metilen mavisi

7. MacConkey agar Gram pozitif bakterilerin tiremesi-
ni inhibe eden kristal viyole boyasinit ve laktozu fer-
mente eden bakterilerin belirlenmesi icin de laktoz ve
bir pH indikatort icermektedir. MacConkey agar asagi-
dakilerden hangisi olarak siniflandirilabilir?
a. Diferensiyal, selektif
b. Kompleks, selektif
¢. Kimyasal formtli tanimlanmus, selektif, diferen-
siyal
Diferensiyal

e. Regulator, selektif

8. Bakterilerde katalaz enziminin fonksiyonu asagi-
dakilerden hangisidir?

a. Hidrojenin parcalanmasi
Respiratorik reaksiyonlarin katalize edilmesi
Tuzlarin parcalanmasinin katalize edilmesi

Toksik hidrojen peroksidin parcalanmast

o oo T

Su kaybinin 6énlenmesi

9. Asagidaki biyokimyasal testlerin hangisinde reaktif
olarak tavsan plazmasi kullanilir?
a. Oksidasyon-fermentasyon (O/F) testi
Katalaz testi
Koagulaz testi
Karbonhidrat fermentasyon testi
CAMP testi

o a0 T

10. Asagidaki bakterilerden hangisi mikroaerofilik at-
mosferde tiremez?
a. Francisella tularensis
Taylorella equigenitalis
Brusella turleri

Hemofilus tiirleri

oa s T

Klostridium tirleri
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1.d  Yamtimiz yanls ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

2. ¢ Yanwtiniz yanls ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

3.d  Yanwtiniz yanls ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

4. e Yanitiniz yanls ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden geciriniz.

5.b  Yanitiniz yanlis ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

6.b  Yanitiniz yanls ise, “Morfolojik Muayene” ko-
nusunu yeniden gozden geciriniz.

7.a  Yanitiniz yanls ise, “Besiyerleri” konusunu ye-
niden gozden geciriniz.

8.d  Yanitiniz yanls ise, “Biyokimyasal Testler” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

9. ¢ Yanitiniz yanls ise, “Biyokimyasal Testler” ko-
nusunu yeniden gozden gegiriniz.

10. e  Yamtiniz yanlss ise, “Bakteri kiilttirti” konusunu

yeniden gbzden geciriniz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Bu durumda her iki preparattaki mikroorganizma da
sanki Gram negatifmis gibi kirmizi renkli gorilecektir.
Lugol (iodine), kristal viyolenin Gram pozitif bakteri-
lere uygun bir bicimde baglanmast icin gerekli bir bi-
lesendir. Bu nedenle, her iki etken de mavimsi mor
rengini (kristal viyole yikama ile uzaklasacag: icin)
kaybedeceklerdir.

Sira Sizde 2

Hayur, besiyerlerinde tretilemeyen klamidya, riketsiya,
koksiella gibi bakteriler de vardir. Bunlarin tretilmesin-
de canli ortamlardan (embriyolu tavuk yumurtalari, htic-
re kiltirleri ve deney hayvanlar) faydalanilir. Bunlarin
identifikasyonlarinda antijenlerini belirlemeye yonelik

testler haricinde molekdler testlerden faydalanilmaktadur.

Sira Sizde 3

Bunun icin tek koloni ekimi yonteminden faydalaniriz.
Tek koloni ekimi icin 2 adet 6ze kullanilir. Boylelikle,
bir 6ze kullanilirken digeri de sogumaya birakilabilir.
Baslamadan once 6zeler bek alevinde 6ze ucundaki
tel tamamiyle kizarincaya kadar tutularak isitilarak ste-
rilize edilir. Bu ekim yonteminde 6zeler hem ekimden
once hem de ekim sonunda bek alevinde sterilize edi-
lir ve strayla kullanilarak birbirine belirli bir actyla (60-
90°’lik) 4 ekim gerceklestirilir (Sekil 5.2). Bunlardan 1.,
2. ve 3. ekim hatlart miimkiin oldugunca agarin uc¢ ki-
simlarina dogru yapilir ki bu bize cizgileri daha aralik-
11 olacak olan 4. ekim hatt1 icin yeterli alan saglar. Boy-
lelikle bu son ekim ile izole halde bakteri kolonileri el-
de edilmis olur.

Sira Sizde 4

Helicobacter pylori insanlarda mide tlserlerinin en
onemli nedenlerinden birisidir. Bu bakteri midenin asi-
diteye bagli oldukc¢a diisiik pH degerlerinde bile canli-
ligini stirdtrebilmektedir. Bunun nedeni bakterinin tre-
yi parcalayarak amonyak olusumunu saglayan treaz
aktivitesine sahip olmasidir. Amonyak mide asidini not-
ralize ederek bakterinin hayatta kalmasini saglar. Ureaz
testi bu bakterinin identifikasyonunda 6nemli biyokim-

yasal testlerden birisidir.
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TEMEL VETERINER MiKROBiYOLOJi VE
iIMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Mantarlarin canlilar alemindeki yerini tanimlayabilecek,
@ Mantarlarin morfolojik 6zelliklerini aciklayabilecek,
@ Mantarlarin tGreme ve fizyolojik faaliyetlerini aciklayabilecek,
@ Mantarlarin laboratuvar teshisini tanimlayabileceksiniz.

e Mantar e Hifa
° Maya L Spor

=t




SINIFLANDIRMA

Canlilar alemi, hayvanlar, bitkiler, mantarlar, protistalar ve monera (Archae ve
Eubacteria) olarak tzere bes bolumde incelenebilir. Bunlardan ilk dordina
olusturanlar ¢ok hicreli formda (6karyot) olup monera’lar tek hiicreli (prokaryot)

yapidadir. Bu iki farkli grubu, esas olarak cekirdek membraninin varligt ya da
yoklugu belirlemektedir. Sistematik calismalarina goére mantarlar bu bes alemden
birini meydana getirmektedir. Bazi kaynaklara gore mantar alemi Myxomycota ve
Eumycota olarak iki bolime ayrilmaktadir. Myxomycota boéliminde, uygun
olmayan sartlarda spor olusturan ve uygun kosullarda ise saprofit olarak yasayan
mantarlar, Eumycota bolimiinde ise diger mantarlar bulunmaktadir. Eumycota
bolumu; Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, Deuteromycotina ve
Basidiomycotina olarak bes altbolimden olusmaktadir. Mastigomycotina;
Chytridiomycete’leri, Zygomycotina; Mucorales takimini, Ascomycotina;
Saccharomyces gibi gercek mayalart ve eseyli Ureyen firsatci kiufleri,
Basidiomycotina, yiksek mantarlari, Deuteromycota bolimu ise patojen ve firsatct
kif ve maya tipi mantarlart icerecek sekilde diizenlenmistir. Daha yeni bir
sistematikte ise Myxomycota bolimi ve Mastigomycotina alt bolumu protistalar
arasina alinmis ve mantarlar alemi Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota ve
Deuteromycota bolumlerine ayrilmistir. Molekiiler ¢alismalar mantarlarin genetik
alt unitelerinin dort monofiletik gruptan olustugunu gostermektedir. Bunlar
Acrasiomycota, Myxomycota, Oomycota ve Fungidir. Biyokimyasal ve morfolojik
ozellikleri dikkate alindiginda ilk iki grubun Okaryotlardan farkli oldugu
gortlmustir. Bu iki grup slime molds olarak adlandirilmakta olup giintimiizde
protozoa alemi icerisinde yer almaktadir. Benzer filogenetik teknikler
Oomycota’nin da alglerle ayni grupta oldugunu gostermistir. Monofiletik mantar
alemindeki gruplar Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycola, ve Basidiomycota’
y1 icermektedir (Tablo 6.1).

Slime molds: Protistalar
icerisinde mantarlara
benzeyen dis yiizeyleri civik,
stimiiksii bir tabaka ile kapli
civik mantar olarak da
adlandinlan gruptur.
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Tablo 6.1

Mantar s6zItigii
tarafindan kabul
edilen siniflandirma
ti¢c boliim altinda
incelenmektedir.

Simbiyotik yasam: iki
canlinin tek bir organizma
gibi birbirleriyle
yardimlasarak bir arada
yasamalaridir.

Alem Filum Sinif

Chromista Hyphochytriomycota
Labyrinthulomycota
Oomycota

Fung Chytridiomycota Trichomycetes
Zygomycota Zygomycetes
Ascomycota
Basidiomycota

Protozoa Acrasiomycota Myxomycetes

Dictyosteliomycota Protosteliomycetes
Myxomycota

Plasmodiophoomycota

Mantar alemi tur, sinif ve takimlardan meydana gelmektedir. Mantarlara ait bo-
liim adlarinin sonlaria bazi ekler getirilerek bu bolimler diizenlenmektedir. Or-
negin, phylum (divizyon):...-mycota; altdivizyon:...-mycotina; sinif:...-mycetes; alt-
sinif:...-mycetidae: order:...-ales; familya:...-aceae gibi ekler getirilerek adlandiril-
maktadir. Mantarlar, sekstiel spor sekilerine gore, glinimiizde dort filuma ayrilmis-
tir. Bunlar, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota’dir.

Mantar taksonomisinde mayalar, mantarlardan ayrilmis olarak kabul edilme-
mektedir. Ancak pratikte mayalar, genellikle hem siniflandirma hem de identifikas-
yon sistemlerinde filament6z mantarlardan ayri ele alinir ve yalnizca mayalar ice-
ren ayri smiflandirma sistemleri gelistirilmistir.

MORFOLOJiK ®ZELLIKLER

Mantarlar, okaryotik hticre yapisinda, govde, yaprak ve cicege sahip olmayan, klo-
rofil icermeyen ve fotosentez yapamayan organizmalardir. Mantarlar genellikle,
aerobik ve saprofitik canlilardir. Bircok mantar tiirii ayni zamanda diger canlilarin
parazitidir veya birlikte simbiyotik yasam strebilirler.

Mantarlar gérintim bakimindan kiifler ve mayalar olmak tizere ikiye ayrilirlar.
Uremeleri tek hiicre seklinde, kiiremsi yapilar halinde olursa maya, ¢ok hiicreli se-
kilde, filamentoz iplikcikler seklinde olursa kuf olarak isimlendirilir. Buna karsin
mayalar mukoid yapida mantarlardir. Filament6z koloni yapisinda olanlar (As-
comyceles, Zygomycetes, Deuteromycetes, vb) kif, mukoid yapida olanlar (Candi-
da, Saccharomyces, vb) maya olarak adlandirilirlar. Mantarlarin ¢cogunlugu fila-
mentoz yapidadirlar

Mantarlarin morfolojisi mikroskopik ve makroskopik olarak iki sekilde incele-
nebilirler.

Mikroskopik Morfoloji

Mantarlar mikroskopik muayenede filament6z ve maya mantarlart olarak iki bo-
limde incelenmektedir. Her iki mantar grubunun mikroskopik incelemesinde bir-
cok elementin ortak oldugu dikkati cekmektedir. Hifa, kapsul, hticre duvari, sep-
tum, sitoplazmik membran, lomazom, endoplazmik retikulum, vakuol, vezikul, ce-
kirdek-cekirdekcik, mitokondri, golgi aygiti, flagellum, ribozom, liozom dikkati
ceken yapilart olusturmaktadir (Sekil 6.1).
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Bir mantar hiicresi
(mi-mitokondri, ¢-
cekirdek, sm-
sitoplazmik
membran, hd-
bticre duvar, r-
ribozom, va-
vakuol, gl-glikojen,
lo-lomazom, er-
endoplazmik
retikulum, ¢c-
cekirdekcik, ¢z-
cekirdek zart)
degisik yapilar
icerir.

Hifa: Mantar kolonileri hifa adi verilen genellikle ince uzun ve saydam mikros-
kopik filamentlerden olusmuslardir. Bunlarin her birine hifa adi verilir. Hifalarin
capt tirlere gore 0.5-10 mikrometre arasinda degismektedir. Hifalar bir araya gele-
rek miselyum adi verilen sa¢ ben-

zeri yiginlar, meydana getirirler.
Hifalar, mantar tirlerine baglh
olarak; bolmelere ayrilmis (sep-
tumlu) veya bolmelere ayrilma-
mis (septumsuz) olabilirler (Sekil
6.2). Bunlarin disinda raket, no-
dil, tarak veya spiral gibi cesitli
sekillerde de gorulebilirler. Bu-
lunduklart beslenme ortaminin

m

Mantarlar
beslenme ve tireme
gibi fonksiyonlarini
bifalar ile yaparlar.
Hifalar farkl
morfolojik yapida
(A-septumsuz hifa ,
B- septumiu bifa)
olabilirler.

icine uzanip beslenme islemini

goren miselyum kismina vejetatif miselyum, beslenme ortaminin tizerine ¢ikarak
ylzeyde yiikselen kismina aerial (havasal) miselyum denir. Bazi maya tirlerinde,
hiicrelerin ¢cogalmalart sirasinda birbirlerine yapisik kalmasi sonucu kitleler veya
zincirlerden olusan ipliksi yapilar meydana gelir. Bunlara yalanct hifa (psddohifa)
adt verilir.

Kapsiil: Bazi mantarlar dis ytizeylerini orten bir slime tabakasi veya cok sert bir
kapstl meydana getirirler. Kapstil veya slime tabakasi hiicrelere tutunmayi veya ya-
pismay1 saglayan amorf polisakkaridlerden olusmustur. Fungal kapsiil, antijenik ve
antifagositik 6zellikte olabilir. Ornegin, Cryptococcus neoformans bu 6zelliktedir.

Hiicre Duvari: Mantar hiicre duvart genellikle cok katli yapidadir ve fibriller-
den olusmaktadir. Hiicre duvarinin yapisinda en fazla polisakkaridler (%80), da-
ha sonra, sirasiyla protein (%5-15) ve lipidler (%3-10) bulunmaktadir. Bunlarin
miktarlari, mantar tiirlerine, besiyerinin bilesimine ve cevresel kosullarin durumu-
na gore az cok degismektedir. Polisakkaridler arasinda glukan, galaktoz, kitin, ki-
tosan, mannan ve selliiloz en fazla bulunanlaridir. Hiicre duvart mantar hticreleri-
nin buyutkligi ve seklini belirleyebilecek gliclii bir yapiya sahiptir. Hiicre duvari-
nin ortadan kaldirildigr durumlarda protoplast meydana gelir. Hiicre duvart hiic-
releri cevresel kosullarin olumsuz etkisinden korudugu gibi, antijenik bir ¢zellige
ve bazi enzimleri icermeleri nedeniyle de fizyolojik bir aktiviteye sahiptir.

Protoplast: Hiicre duvari
olmayan veya giderilmis
prokaryotik veya dkaryotik
hiicrelerdir.
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Unit membran: Sitoplazmayi
ve hiicre icerisindeki
organellerin etrafini saran
birden fazla gérevi olan
zardir.

Septum: Septum filamentdz mantarlarda rastlanan bir formasyondur. Bu yapi-
lar hiicre duvarinin i¢ kistmindan orijin alir ve iceri dogru uzanarak karsi cidara ka-
dar devam eder. Yapisi, hiicre duvarinin yapist ile ayni kimyasal ¢zelligi gosterir.
Septum Oomycetes ve Zygomycetes sinifi mantarlarda goriilmez.

Sitoplazmik Membran: Hiicre duvarinin altinda elektron mikroskop ile gori-
lebilen bir sitoplazmik membran bulunur. Bu organel ti¢ tabakadan olusmustur ve
unit membran o6zelligi gosterir. Sitoplazmik membranin permeabilite 6zelligi var-
dir. Fosfolipid, protein ve steroller sitoplazmik membranin yapisint olusturan te-
mel maddelerdir.

Lomazom: Bazi mantar tlrlerinde hiicre duvart ile sitoplasmik membran arasin-
da yerlesmis ve lomazom olarak adlandirilan bazi yapilar bulunmaktadir. Buralarda
sitoplazmik membran ice dogru cokuntiiler meydana getirmektedir. Bu olusumlar
salgisal aktivitede ve sitoplazmanin sentezinde bazi énemli gorevlere sahiptir.

Endoplazmik Retikulum: Bu organel bitki ve hayvan hiicrelerinde oldugu gibi,
iki paralel unit membranla cevrili ve tizerlerinde ribozomlarin yerlestigi bir yapidadir.
Endoplazmik retikulumun mantar hiicrelerinde ¢ekirdek membranin bir devami ol-
dugu bildirilmektedir. Protein sentezinde ve metabolizma icin gerekli substanslarin
tasinmasinda buytk etkinligi olan endoplazmik retikulum lipoprotein yapisindadir.

Vakuol: Olgun hiicrelerde daha fazla rastlanan vakuollerin etraflart Ginit mem-
branla cevrilidir. Bunlarin iclerinde pigment, kristal ve amorf karakterde maddeler
bulunabilir Hiicrelerin dejenerasyonlari sirasinda sayilarinda artmalar da meydana
gelmektedir.

Vezikiil: Vezikiller biiyiimekte olan hifalarda fazlaca gortlir. Etrafi bir Gnit
membranla cevrili olan bu organellerin golgi aygitindan orijin aldiklar bildirilmek-
tedir. Vezikillerin icinde hiicre duvarinin sentezinde ve ayni zamanda, lizisinde et-
kinlikleri olan enzimler, inorganik elementler, polisakkaridler, lipidler gibi madde-
ler bulunur ve bunlari biiyimekte olan hiicre duvari bolgesine tasirlar.

Cekirdek ve cekirdekcik: Mantar hiicrelerinde genellikle 2-3 mikrometre ca-
pinda bir ¢ekirdek bulunur. Cekirdek normal 1sik mikroskoplart ile giiclikle fark
edilir. Ancak, Giemsa ile boyanan preparatlarda cekirdek kolayca gortilebilir. Ce-
kirdegin etraft cift katli ve delikli bir membran (¢cekirdek membrany ile cevrilidir.
Normal olarak her hiicrede bir tane ¢ekirdek olmasina karsin, cok gen¢ ve cabuk
tireyen hifalarda bazen birden fazla ¢ekirdege rastlanabilir. Septumsuz hifalarda
her hiicrede birden fazla c¢ekirdek bulunabilir. Cekirdek icinde bulunan kromo-
zom, deoksiribonukleikasit (DNA) yapisinda ve birden fazla sayidadir. Ornegin,
kromozom sayist A. nidulansda 8 ve S. cerevisiae'de 17 olarak saptanmustir. Kro-
mozomun yapist Okaryotik ve prokaryotik hiicre kromozomlarina benzerlik goste-
rir. DNA’daki G+C orani %35-65 arast olup tiirler arasinda bu sinurlar icinde farklar
gortilmektedir. DNA'nin molekil agirligi kromozom sayisina bagli olarak artmakta-
dir. Transkripsiyon ve translasyon okaryotiklerde oldugu gibidir. Somatik bolinme
mitoz ve sekstiel ireme mayoz seklindedir. Mantar hiicrelerinde bir veya birden
fazla cekirdekcik olabilir. Cekirdekcigin yapisinda %80 RNA ve protein bulunur.

Mitokondri: Mantar hiicrelerinde degisik sayida, kiictik (0.4-0.8x1-2 mikro-
metre), genellikle disk veya oval bir sekil gosteren mitokondriler bulunur. Yapisin-
da protein ve DNA bulunan mitokondriumlarin boliinerek ve/veya tomurcuklan-
ma ile ¢cogaldiklar bildirilmektedir. Bitki ve hayvan hticrelerinde oldugu gibi hiic-
renin enerji merkezini olustururlar.

Golgi aygiti: Mantar hiicrelerinde, gorevleri bitki ve hayvan hiicrelerindeki sis-
temin ayni olan golgi aygiti bulunur.
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Flagellum: Hareketli sporlarda (zoospor) flagellum organeline rastlanmakta-
dir. Flagellum sporun uygun ortamlara dogru hareketini saglar. Spor buraya yerle-
sip filizlenerek yeni bir mantar olusturur.

Ribozom: Mantar hiicreleri icinde cok sayida ribozom bulunur. Ribozomlar elek-
tron mikroskopta gortilebilir. Ribozomlar, hiicre sitoplazmasinda serbest olarak veya
birkag tanesi bir arada (poliribozom) gortilebildigi gibi, endoplazmik retikulumlarda
ve mitokondrilerde de bulunur. RNA ve protein i¢erirler. Protein sentezinde onemli
gorevleri olan ribozomlar dkaryotik ozellikte olup 80 S (60S+40S) degerindedir.

Lizozom: Mantarlar hiicresinde endomembranda yer alan lizozomlarin iclerin-
de hidrolitik enzimler vardir.

Makroskopik Morfoloji

Mantar kolonileri mantarlarin tiplendirilmesinde ¢cok ¢nem tasir. Patojenik mantar-
lar kat1 besiyerlerinde bes tiirde koloni olustururlar. Bu farkliliklar, mantarlarin ge-
netik ozellikler yanisira besiyerinin kimyasal yapisina, kulttirlerin eksikligine veya
cevresel kosullarla iliskili olabilir. Orn. C. immitis, 37°C iiretildigi zaman maya
benzeri koloniler olustururken 22-25°C’de genellikle miselyal koloniler meydana
getirirler. Baslica koloni tipleri ve kisa 6zellikleri asagida belirtilmistir.

1. Miselyal Koloniler: Genellikle, oval, yuvarlak bazen de diizensiz bir sekil
gosterebilirler (¢entikli, loblu, asteroid, poligonal, vb). Bu tiir koloniler ce-
sitli renklere de sahip olabilirler. Ornegin; Dermatofitler (Epidermophyton,
Microsporum, Trichophyton cinslerine ait tiirler)ve sistemik infeksiyona ne-
den olan bazi mantarlar (C. immitis, H. capsulatum, vb) 22-25°C’de Uretil-
diginde miselyal bir gorintime sahiptirler.

2. Maya Benzeri Koloniler: Koloniler yumusak, mukoid kivamda kabarik,
nemli bir goriiniiste olup oval ve yuvarlak kenarlara sahiptirler. Ornegin;
Saccharomyces sinifina ait tirler (S. cerevisiae, S. fragilis, vb) kolonileri ile
sistematik infeksiyon olusturan dimorfik mantarlarin 37°C’deki kolonileri
genellikle maya benzeri bir 6zellik gosterirler.

3. Membranoz Koloniler: Bazi dermatofitler (7. schoenleini, T. verrucosum,
vb) tiremelerinin bazi asamalarinda ince deri veya membranoz bir 6zellikte
koloniler olusturabilirler.

4. Graniiler Koloniler: Baslangicta genellikle, filament6z olan kolonilerde
sporulasyon fazlaca olmussa, aerial hifalarda azalmalara buna karsin spor-
larda artmalara rastlanabilir. Sporun 6zelligine gore, koloniler ince veya ka-
ba bir grantilasyon gosterir. Ornegin; Dermatofitlerden E floccosum, M gypse-
um boyle koloni formasyonu gosterir.

5. Pleomorfik Koloniler: Laboratuvarlarda, besiyerlerinde uzun siire pasajla-
r1 yapilan mantarlar bu tip koloniler meydana getirir. Bazen, kolonilerin or-
tast veya kenarlarinda beyaz, steril ve kadife gortinimiinde hifalar olabilir.
Dermatofitlerde, bu tiir kolonilere sik¢a rastlanir.

Hangi 6zellikler kiifleri maya mantarlarindan ayirmaktadir?

UREME VE FIZYOLOJi

Mantarlarin tiremeleri ve fizyolojileri bircok farkli 6zellik gostermektedir. Mantar-
larin canlilar alemindeki yerini iyi anlamak icin tireme sekillerini ve fizyolojik ¢zel-
liklerini iyi bilmek gerekir.

7 SIRA SiZDE
"W
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Jerm tiipii: Mantar
sporlarinin olgun mantar
formuna dénismesi
sirasinda olusan ve disari
dogru uzanan tiip seklindeki
yapidir.

Ureme

Mantarlar sporlanma (sporulasyon) yoluyla trerler. Bu tireme asekstiel (eseysiz)
ve sekstiel (eseyli) sekilde olabilir. Cevresel kosullarin uygun olmasi veya olgun
miselyumlarda yeterince gida depolanmast durumunda genellikle aerial hifalarda,
cesitli sekillerde sporlar meydana gelir.

Sporlar olgunlastiktan sonra hifadan ayrilarak serbest hale gelir ve uygun ortam
ve kosullarda cimlenerek kendi tiirline 6zgli mantart olustururlar.

Sporlarin igerisinde bir veya birden fazla cekirdek bulunur. Bazi mantarlarda
sporun etrafinda epispor, perispor adi verilen bir koruyucu tabakalar bulunur.
Spor sitoplazmasinda ¢ekirdek disinda vakuol, lipid grantiller ve bir mantarin olu-
sumu icin gerekli her tirlt organik ve inorganik madde yer alir.

Sporun olgun mantara donts-

Mantar sporlari
olgun formlara
donaiistirken,
uzayarak jerm
tiipleri meydana
getirirler.

o

mesi sirasinda sporlar su alarak si-
ser, bunun sonucunda disart dog-
ru uzanan jerm tipii olarak ad-
landirilan bir yapt belirir. Bu yap1
daha sonra gelisir, buytir ve kendi-
ne Ozgl hifalart meydana getirir.
Bu hifalar daha sonra reproduktif
hifalara doniisiir.(Sekil 6.3)

jerm tupu

/ Bazi mantar sporlarinda flagel-
lum bulunur. Suda yasayan mantarlarda gortilen flagellumlar, sporlarin hareketini
ve uygun ortama yonelmelerini saglar. Bu sporlar zoospor olarak adlandirilir.

Mantarlarin asekstel ve sekstel sekilde cogalmak icin olusturduklart sporlar
farklidiklar gostermektedir. Bu 6zellikler asagida aciklanmustir.

Aseksiiel Sporlar

Eseysiz treme sirasinda mantarlarda baslica 5 tir spor olusumuna rastlanmakta-
dir. Bunlar: Artrospor, Blastospor, Klamidiospor, Konidiosporve Sporangiospor’dur.
(Sekil 6.4)

Mantarlar asekstiel
tireme swrasinda
degisik yapida
sporlar
(Klamidospor,
Blastospor ve
Artrospor)
meydana getirirler.

o

~

! artrospor 0

X\

000
0

/

a. Artrosporlar: Artrosporlarda, hifalarda fazla bir sekil degisiklik gortilmez.
Yalnizca, reproduktif hifalarin, enlemesine septumlarla bolinerek fragmen-
tasyonu s6z konusudur. Sporlarin sekilleri, genellikle oval veya silindiriktir.
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Artrosporlar tirlere 6zgti bir buytklik gosterirler. Hifalardan ayrildiktan
sonra serbest kalir ve uygun ortamlarda ¢imlenerek her biri tekrar ayni tir
mantari olustururlar. Bircok mantar tiirlerinde (Dermatofitler, Trichosporon,
Geotrichum, C. immitis, vb) artrospor olusumuna rastlanir.

. Blastosporlar: Bu tiir cogalmada hifalarin cesitli yerlerinde genellikle, bir-
den fazla tomurcuk meydana gelir. Bu kiiciik tomurcuklar cogalmay1 sagla-
yan blastosporlardir., Blastosporlara flamaentdz Ascomycetes mantarlarinda,
mayalarda ve maya benzeri koloni olusturan mantarlarda rastlanir. Ornegin;
Saccharomyces cerevisiae gibi.

. Klamidiosporlar: Mucoraceae familyasina ait tirlerde goriilen bu sporu-
lasyon seklinde, hifalarda bulunan htcrelerin bazilari biytr, gelisir, hiicre
duvarlar kalinlasir ve protoplazmalar: yogunlasarak klamidosporlart olustu-
rurlar. Bu sporlar hifalarin orta, yan veya uc kisimlarinda gelisebilir.

. Konidiosporlar: Filamentoz Ascomycetes ve bircok Deuteromycetes man-
tarlarinda bu tiir sporlara rastlanmaktadir. Konidiosporlar reproduktif hifala-
rin (konidiofor) yanlarinda veya uclarinda meydana gelirler. Bu hifalar aeri-
al hifalarin modifikasyonu ve diferensiye olmast sonu tesekkiil ederler. Bu
sporulasyon daha cok Aspergillus, Penicillium ve Hormodendrum cinslerin-
de goriilir. Ozellikle, Dermatofitlerde (Microsporum, Trycophyton cinsleri)
ayni hifa Gizerindeki iki tiirde konidium olusmaktadir. Bunlardan tek htcre-
li olanlar hifa tizerinde cesitli yerlerde bulunurlar ve kiictik oval, yuvarlak
veya armut seklinde olabilirler Mikrokonidium olarak da adlandirilan bu
sporlar bazi mantar tiirlerinde cok sayida olmasina karsin digerlerinde az
veya ¢ok nadir bulunabilir. Bunun yaninda, ¢ok hticreli biiytik sporlar me-
kik, puro veya limon biciminde olan makrokonidium’lart meydana getirir.
Bu sporlar enine septumlarla birden fazla hiicreye boliinmiistiir. Orn. M.
nanumda 2-3 ve M. canisde 7-10 hiicre bulunur.(Sekil 6.5)
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konidiofor

makrokonidium
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Bazi1 mantarlarda
asekstiel tirme
swrasinda, bifalarn
uzantist olan
konidioforiar
tizerinde olusan
bolmeli biiytik
(Makrokonidium)
veya kiigtik
(Mikrokonidium)
konidiosporiar,
birer tireme
aracidur.

/

. Sporangiosporlar: Daha cok Phycomcetes mantarlarinda gortilen bu tre-
me seklinde Sporlar (sporangiospor), bunlar tastyan 6zel hifalarin (sporan-
giofor) uclarinda olusan buylk ve yuvarlak keseler (sporangium) icinde yer
alirlar.. Bu sporlar sporangiumlarin patlamasi sonucu disart sacilarak uygun
ortam ve cevresel kosullar altinda filizlenir ve kendi tirlerine 6zgti mantarlar
meydana getirirler. Ornegin; Rhizopus nigricans’da bu tiir iremeye rastlanr.

Sporangium: Hifalarin
uclarinda bulunana ve
icinde sporlari tasiyan bilyiik
yuvarlak keselerdir.
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Seksiiel Sporlar
Eseyli tiremede, ayr1 cins veya karakterde olan iki gametin cekirdekleri birbiri ile

birlesip kaynasarak haploid hale gelir ve bu haploid kromozomlar da birleserek

sekstiel sporlart meydana getirir.
Sekstiel tireme sekli mantar tirlerinde farkliliklar gostermektedir. Mantarlar bu

treme seklinde meydana gelen spor yapilarina gore siniflandirtlmakta ve dort
grup altinda incelenmektedir. Bunlar; Askosporlar, Basidiosporiar, Oosporiar ve
Zigosporlardir.

a. Askosporlar: Ascomycetes mantarlarinda rastlanan bu sporlanma seklinde

ayni ve farkli hifalarda, komsu iki hiicrenin (askogonium ve anteridium) uza-
mast ve birlesmesi ile askosporlar meydana gelir. Meydana gelen bu sporlar
askus olarak adlandirilan genis ve uzun hiicre keseleri icinde olusurlar. Spor-
larin olgunlasmast ile ¢evrelerinde bulunan kese yarilir ve sekstel sporlar di-
sar1 ¢cikarlar. Ornegin; Aspergilluslarda goriilen tireme bu sekildedir.

b. Basidiosporlar: Basidiomycetes mantarlarinda bu tiir sporlara rastlanir As-

C.

kosporlara bazi yonlerden benzerlik gosteren bir sporlanma seklidir. Ozel-
likle basidiumlarin gelismesi ve basidiosporlarin olusmas: asamalari ben-
zerlik gosterir. Bu sporlanma seklinde, oncelikle, birbirine komsu olan iki
hticre uzar, birbiri ile birlesir ve tek cekirdekli bir hiicre meydana getirir. Bu
cekirdegin mayoz boliinmesi sonucu dort haploid ¢ekirdek olusur. Basidi-
umlarin u¢ kismlarinda her ¢ekirdek icinde bir sterigmata (basidium) mey-
dana gelir ve nukleuslarin her biri kendine ait olan sterigmata icine girere-
rek basidiosporlarin olusumunu saglarlar. Bundan sonraki asama digerlerin-
de oldugu gibidir. Basidiosporlar bulunduklari yerlerden ayrilarak baska
yerlere giderler ve uygun ortam bulduklarinda filizlenerek yeni bir mantar
meydana getirirler. Basidiosporlar askosporlardan farkli olarak eksternal ge-
lisim gosterirler.

Oosporlar: Phycomycetes mantarlarinda Oomycetes sinifina ait tiirler oos-
porlar ile sekstiel cogalma gosterirler. Bu mantarlarda erkek gamet (anteri-
dium), disi gametten (oogonium) ayrt Ozellikler gosterir; daha kictktir ve
farkli gorinime sahiptir. Oosporlar, bu gametlerin birlesmesi sonucu mey-
dana gelirler. Oosporlar yuvarlak sekilli, spor duvari kalin, dis etkilere daya-
nikli ve gida yoniinden zengin sekstiel sporlardir.

d. Zigosporlar: Phycomycetes mantarlarindan Zygomycetes sinifina ait tiirler-

de goriilen zigosporlar, sporun olusumuna kadar olan donemde diger sek-
stiel sporlarin olusumundan farkliliklar gosterirler. Bu tiir sporlarin olusu-
munda farkl: cinsiyet karakterindeki gametangiumlar somatik hifalarin brans-
larindan orijinlerini alirlar ve ayni mantar tizerinde bulunurlar (homotallik).
Bunlarda, erkek veya disi hiicreler farkli 6zellik veya yapt gostermezler. Bir-
birine benzeyen iki cins gametin birbirine dogru uzamasi ve birlesmesi ile
zigospor olusturulur. Birlesme sirasinda, hiicreler arast bolmeler kaybolur
ve cekirdekler kaynasarak birlesir. Sporun etrafi kalin koruyucu bir tabaka
ile cevrilir. Zigospor uygun kosullar altinda filizlenir, yeni hifa ve mantar
meydana gelir.

Mantarlarin uzak mesafelere tasinarak iiremesi hangi mekanizma ile olur?
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Fizyoloji

Mantarlar ¢evre kosullarina dayanikli, gticli hiicre duvarlarina sahip organizmalar-
dir. Hicre duvarlarinda bulunan kitin ve seliloz karakterinde maddeler onlarin
cok degisik olan cevre kosullarina uyum saglamalarina yardimct olur. Ornegin,
mantarlar bakterilerin dayanamadiklari ytiksek konsantrasyonlardaki (%50) seker
solusyonlarina direnclidirler. Bu nedenle, recel ve joleler mantarlar tarafindan ko-
layca kontamine edilebilirler. Ancak, yiiksek ozmotik basinca kars: bakteriler ka-
dar dayanamazlar.

Bircok mantar turt disik pH derecelerinde tireyebilir. Mantarlarin yasayabil-
dikleri minimal ve maksimal pH limitleri 2-11 arasinda degisebilir. Boylelikle, asit
karakterdeki meyveler veya meyve sularinda (6zellikle domates, portakal, limon,
greyfurt, mandalina, vb) buzdolabi isisinda bile mantarlart tireyebilir.

Mantarlarin tiremelerinde en 6nemli faktorlerin basinda nem gelmektedir. Nite-
kim, yliksek orandaki nem genellikle tireme tizerine olumlu etkide bulunur. Nem
miktart azaldik¢ca mantarlarin cogalmalari da sinirlanmaya baslar. Patojenik Derma-
tofitlerin Giremesi icin nemli deri iyi bir ortam olusturur.

Ureme 1s1s1 limitleri oldukca genis bir araliktadir (0°C ile 60°C) ve mantar tiirle-
ri arasinda farkliliklar gosterir. Hifalar en ylksek st sinirlarindan sonra yasayama-
malarina karsilik mantar sporlari yiiksek isiya ve degisik cevre kosullarina olduk-
¢a direnclidirler. Bunun yaninda termofilik mantarlarin 60°C tizerinde gelisebildigi
saptanmuistir. Patojenik mantarlar icin optimal 1s1 tizerinde veya icinde tredikleri
canlinin vicut 1sist olarak kabul edilmektedir. Ancak, Dermatofitler gibi deride lo-
kalize olan mantarlar dis ortamla da temasta bulunduklarindan en uygun tireme
1s1s1 ¢evre sistyla bir yakinlik gosterir ve bu 1s1 20°C ile 25°C arasinda degisir.

Mantarlar genellikle oksijenin bulundugu aerobik ortamlarda gelisirler ve trer-
ler. Oksijen seviyesinin dismesi veya mikroaerofilik kosullar tireme ve gelismeyi
olumsuz etkiler.

Isik gereksinim duyulan 6énemli bir faktor degildir. Mantarlar 1s18in olmadigi or-
tamlarda tireme ve gelisme gosterebilirler.

Mantarlar fotosentez yapamayan ve bu nedenle gidalarini disaridan saglamaya
zorunlu organizmalardir. Bazt mantarlar basit yapidaki ortamlarda gelisebildikleri
halde digerleri Gremeleri ve gelismeleri icin inorganik maddelere ve 6zel tiretme
faktorlerine (tiamin, biotin, vitamin B6 vb) ihtiya¢ duyarlar. Patojenik mantarlar
uretmek ve izole etmek icin laboratuvarda bilesimlerinde c¢esitli inorganik ve orga-
nik maddeler bulunan besiyerleri kullanilmaktadir. Bu besiyerleri icerisinde Sabo-
uraud Dekstroz Agar, en fazla kullanilandir.

Mantarlar proteaz, karbonhidraz, nukleaz ve lipaz gibi enzimler sentezleyerek
cevredeki gida maddelerini ayristirir ve bunlardan faydalanirlar.

Mantarlar tarafindan sentezlenen maddeler uzun yillardir gida ve tibbi endustri-
nin 6nemli bir parcasini olusturur. Organik asitler alkoller, enzimler, pigmentler,
polisakkaritler, steroller, antifungal maddeler (griseofulvin, mikostatin, vb) antibi-
yotikler (penisilin, streptomisin vb) ve diger bircok ¢nemli maddeler (vitaminler,
proteinler, lipidler, toksik maddeler vb) bunlara 6rnek olarak verilebilir. Maya htic-
relerinin sentezledigi vitaminler (tiamin, riboflavin, nikotinik asit, vb) de insan ve
hayvanlarda kullanilan medikal énemleri olan maddeler arasindadir.

Mantarlar faydali maddeler disinda mikotoksin adi verilen, insan ve hayvan
saghgt icin zararli metabolitler de tretebilirler. Bu metabolitlerin pek ¢cogu toksik
ve karsinojendir. Ornegin: Aspergillus flavusun sentezledigi aflatoksin karaciger
kanserine neden olur.
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Mantarlar insan ve hayvanlarda gerek deri tizerinde, deri altinda veya tim vii-
cuda dagilmis sistemik infeksiyonlar olusturabilirler. Bu nedenle tibbi 6nemleri
cok fazladir. Bazi patojen mantarlar hayvanlardan insanlara bulasmasi ile de a zo-
onotik ozellik gosterirler.

Bakterilerin iireyemedigi recel, meyve suyu, tursu gibi gida maddeleri iizerinde kiifleri ve-
ya mayalar1 neden gormekteyiz?

LABORATUVAR TESHISI

Mantarlarin laboratuvar teshisi etkenin muayene materyalinde tespit edilmesi, kiil-
ttirt yapilarak tretilmesi, identifikasyonu, serolojik ve alerjik testler yardimiyla ger-
ceklestirilir. Son yillarda, molektiler teknikler de teshis icin kullanilmaktadir. Mu-
ayenesi yapilacak materyalden mantar izolasyon sansinin artirilmasinda, materyal
toplama teknigi, materyalin alindig1 yer ve materyalin muhafazasi son derece
Onemlidir.

Materyallerin Toplanmasi
Muayene Ornegi olarak, genellikle, tedavi amaciyla herhangi bir ila¢ uygulanma-
mis olan materyaller tercih edilir. Alinan materyaller tizerinde 6rnekle ilgili gerek-
li bilgilerin yazili oldugu tercihen, agzi vidali kapakl siselerde veya petri kutularin-
da toplanir. Materyal alma isleminde steril makas, pens, bistiri, petri kutusu gibi
malzemeler kullaniir. Kullanilacak malzeme iyi sterilize edilmis ve kuru olmalidir.
Clunk, nemli malzeme, saprofitik mantar sporlarinin tiremesine neden olarak
kontaminasyon meydana getirebilir. Ornek materyaller alindiktan sonra miimkiin
oldugu kadar kisa stire icerisinde laboratuvara ulastirilmalidir. Materyallerin soguk
zincir icerisinde gonderilmesi ve hemen kullanilmayacaksa buzdolabinda muhafa-
zast tercih edilmelidir.

Dermatofitlerin (Mikrosporum, Trikofiton ve Epidermofiton, vb) teshisi genel-
likle icin genellikle deri kazintist, kil, tity, tirnak gibi 6rneklerden yararlanilir.

Deriden 6rnek almadan 6nce, lezyonlu bolge yabanci maddeleri, kontaminant
mantar sporlarini ve diger ajanlart gidermek icin alkole batirilmis pamukla veya
yumusak steril bir bez ile silinir. Alkol kuruduktan sonra lezyonlarin kenarlarinda-
ki aktif bolgelerden steril makas, pens, kiiret, bistiri, ile deri kazintist alinarak ste-
ril petri kutularina veya siselere, toplanir. Lezyon sayist birden fazla ise her biri icin
ornek alma islemi tekrarlanir. Yeterince materyal alinarak laboratuvara gonderilir.
Kil, tiy, ylin gibi materyallerin incelenmesinde, bu orneklerin kokleri, direkt mik-
roskopi ve kiltlr icin en iyi yerlerdir. Killarin izerinde ve lezyonlarin ortasinda,
genellikle az sayida mantar elementi bulunur. Killi bolgelerden en iyi ¢rnek steril
pens yardimiyla koparma veya ¢ekme ile alinir. Eger bu, killarin frajilitesinden do-
lay1t mimkuin degilse bistlri deri doktintiilerinin kazinmasinda ve kil koklerindeki
kiictik parcalart almada kullanilir. Sert killi fircalarda basarili bir sekilde kullanila-
bilir. Tirnak 6rneklerinin muayenesi icin, tirnaklar iyice temizledikten ve alkolle
sildikten sonra makasla kesilerek, bistiiri veya kiiretle kazinarak toplanir. Derma-
tofitler disinda subkutan veya sistemik infeksiyon yapan mantarlarin teghisi icin
icin ise vicut sivilart veya biyopsi materyallerinden yararlanilir.

Materyallerin Muayenesi
Mantar muayenesi amactyla yukarida bildirildigi gibi toplanarak laboratuvara geti-
rilen materyaller asagida bildirilen yontemlerle muayene edilirler.
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Wood lambasi

Bazi dermatofitlerin tanisinda Wood lambast olarak bilinen portatif ultraviyole 1sik
kaynagi kullanilmaktadir. Killar karanlik odada Wood lambasi (330-365 nm dalga
boyunda) ile incelendiginde bazi dermatofitlerde parildama gorilir. M. canis ve
M. audounii tarafindan sentezlenen metabolitlerden dolay1 sarims: yesil parildama
gorulir. Ancak, bu metot hicbirzaman kesin teshis aract degildir.

Direkt Mikroskopi

Direkt mikroskopi, ozellikle dermatofitleri teshis icin stipheli muayene materyalin-
den KOH solusyonu ile hazirlanan preparatlarin mikroskobik incelenmesidir. Mu-
ayene materyali bir lam tizerinde birka¢c damla % 15’lik KOH solusyonu ile karis-
tirlir. Lam Gzerindeki bu karisim bir lamel ile kapatilarak hafifce isitilir. KOH so-
lusyonunun kristallesmesini 6nlemek icin, preparat kaynatilmadan isitilmalidir.
Preparatin net bir sekilde mikroskop altinda incelenecek sekilde olgunlasmasini
saglamak amaciyla 10-15 dakika bekletilir. Bu islem muayene materyalinin icerdi-
gi protein artiklarint sindirerek, mantar elemanlarinin meydana ¢ikmasina yardim-
ct olur. Mantar hifa ve sporlar islemden etkilenmezler. Direkt mikroskobik muaye-
ne ile, ozellikle kil ve deri 6rneklerinde % 40-60 oraninda dogru teshis saglanabil-
mektedir. Deri kazintilarinin kontroliinde mantar hifalart uzun, dallanan, bolmeli
ve 1sik kirict kivrimli iplikgikler halinde goralirler. Miselyum adi verilen bu iplik-
cikler epidermal tabakada, hiicreleri boydan boya tutmus olarak izlenirler. Iyi ha-
zirlanmis bir preparatta cesitli organelleri, yag damlalarini, ¢cekirdekleri ve misel-
yumlari ayirdetmek miimkiindir.

Kiiltiir

Mantar elementlerinin gorildigi ve gortilmedigi her iki durumda da muayene
materyalleri mutlaka kultir islemine alinmalidir. Kiltir, uygun besiyerlerine, ucu
kivrik olan 6zel bir igne yardimi ile oyuk acilarak, 6rneklerin yerlestirilmesi seklin-
de yapilir. Kiltiir isleminde, materyaller besiyerlerine ytizeyi genis olacak sekilde
ve bol miktarda ekilmelidir. Uzun bir inkiibasyon donemine gereksinimi olan
mantar kultirlerinde, besiyerinin kurumasi, ortamdan gelen kontaminasyonlarin
ve ureyen kultirlerin etrafa dagilmalarinin 6nlenmesi amaciyla; ekim isleminin
tupler icinde yatik olarak hazirlanan besiyerlerine yapilmast yararhidir. Dermatofit-
lerin ilk izolasyonu icin kullanilan en genel besiyeri, aktidion (sikloheksimid) ve
antibiyotik iceren Sabouraud besiyeridir. Ureyebilecek kiif tipi saprofit mantarlari
engellemek amaci ile, 0.4 pg/ml aktidion ilavesinin yeterli oldugu bildirilmistir. Ay-
rica antibakteriyel ajan olarak kloramfenikol (0.005 pg/mb ve/veya gentamisin
(0.04 pg/mbD kullanilmalidir. Dermatofitlerin ilk izolasyonu sirasinda, bazen etken-
lerin firsatct kif tipi mantarlar esliginde tiredigi gozlenir. Bu tip giicliklerin elimi-
ne edilmesi icin yapilan calismalar, secici ilk izolasyon besiyerlerinin gelismesi ile
sonuc¢lanmistir. Dermatofitlerin tiremesi, genelde, yavas bir sekildedir ve bir hafta-
dan t¢ haftaya kadar stirebilir. Besiyerleri 25-27°C de inkube edilmelidir. Farkl
olarak, 7. schoenleinii ve T. verrucosum tirlerinin 37°C’de daha iyi tredikleri be-
lirtilmistir. Ureme yeterli sekilde olustugunda tireyen kolonilerden alinan mantar
miselyumlari, lam kiltirt yapmak amaci ile uygun besiyerlerine aktarilir. Uygula-
nan lam kiltiriintin mantarlarin, tirlere 6zel mikroskopik morfolojilerinin ¢zgtin
yapilarini incelemeye olanak sagladigt bildirilmistir. Trichophyton tirlerinin iden-
tifikasyonu kazein iceren temel besiyerine ilave olarak inositol, nikotinik asit, tiya-
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min ve tiyamin-inositol ilave edilebilir. Bu sekilde hazirlanan besiyerleri, Trichoph-
yton agar adi ile tanimlanmaktadir.

Mantarlarin identifikasyonu koloni ve mikroskobik morfolojilerine gore yapilir.
Makroskopik (koloni morfolojisi) ve mikroskobik 6zellikleri belirlenen koloniler,
mantar atlaslarindan yararlanilarak identifiye edilir. Besiyerinde sekillenen koloni-
ler, ireme durumu, hizi, sekli, yapisi, 6n ve arka ytizeyindeki pigmentasyon 6zel-
likleri dikkate alinarak makroskopik olarak kayit edilir. Mikroskobik muayenede
ise, kultirden hazirlanan preparatlar laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak
mikroskopta incelenirler. Mikroskobik muayenede mantar kolonileri hifa, mikro-
konidiyum, makrokonidiyum, klamidospor, artrospor ve blastospor morfolojileri
yoniinden incelenirler. Bunlara ek olarak fizyolojik/biyokimyasal testler (In vitro
sa¢ perforasyon testi, sorbitoliin asimilasyonu, tireaz olusumu veya tirenin hidroli-
zi, vb) yapilabilir.

Molekiiler Teknikler

Dermatofitlerin rutin identifikasyonunda kullanilan laboratuvar metodlarinin yavas
olmasi ve bazi drneklerde kesin sonu¢ alinamamasi, yeni metodlarin gelistirilmesi-
ni zorunlu kilmistir. Niikleik asitleri temel alan bu teknikler, patojenik organizma-
lardaki genotipik farkliliklart ortaya ¢ikarmada oldukga yararlhidir. Bu teknikler cok
spesifiktir ve fenotipik 6zelikleri temel alan tekniklerden daha kesin sonuclar ve-
rir. Polymerase chain reaction (PCR) ve mitokondrial DNA’'nin restriction fragment
length polymorphism (RFLP) analizi bu tekniklere ¢rnek verilebilir.

Hayvan Denemeleri

Dermatofitlerde deneme hayvanlarinin derisine infekte materyallerden veya tre-
mis stipheli kolonilerden inokulasyonlar yapilir. Lezyonlarin olusum stresi ve ka-
rakteri inokule edilen mantarin tiirine baglidir. Deneme hayvani olarak kobay, rat,
tavsan, fare veya bazende biiyiik hayvanlar ise yarar. En az iki deneme hayvani
kullanilir.

Cunkl mantar infeksiyonlarina karst hayvanlarin duyarliliklari, genellikle degi-
siktir. Denemelerde beyaz veya ozellikle albino hayvanlarin kullanilmalari, sonuc-
lart degerlendirme bakimindan yararlar saglayabilir. Deneme hayvanlart her ba-
kimdan saglam ve derilerinde herhangi bir lezyon bulunmamalidir.

Serolojik ve Allerjik Testler

Hayvanlardaki dermatofitlerin tanisinda serolojik ve allerjik testler genellikle kulanil-
mamaktadir. Dermatofitler zayif immunolojik veya immunostimulan etkiye sahiptir-
ler. Ancak allerjik ozellige sahip olduklarindan deri testleri kullanilabilmektedir.

Deri, kil, tirnak gibi materyallerden mantarlarin direk mikroskopi ile teshisi isleminde
potasyum hidroksit kullanilmasinin amaci nedir ?
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Ozet

AMAG

AMAG

2)

Mantarlarin siniflandirmasini tanimlamar.

Canlilar alemi; hayvanlar, bitkiler, mantarlar, pro-
tistalar ve monera (Archae ve Eubacteria) olarak
uzere 5 bolimde incelenebilir. Bunlardan ilk dor-
diinti olusturanlar ¢cok hiicreli formda (6karyot)
olup monera’lar tek hticreli (prokaryot) yapida-
dir. Bu iki farkli grubu, esas olarak ¢ekirdek mem-
branmnin varligt ya da yoklugu belirlemektedir.
Sistematik calismalarina gore mantarlar bu bes
alemden birini meydana getirmektedir. Mantarla-
rin siniflandirilmast diger canlilarda oldugu gibi
yeni tiplendirme tekniklerinin bulunmas: ile de-

gismekte ve genislemektedir.

Mantarlarin morfolojik ozelliklerini aciklamalk.
Mantarlar, 6karyotik hiicre yapisinda, gbvde, yap-
rak ve cicege sahip olmayan, klorofil icermeyen
ve fotosentez yapamayan organizmalardir. Man-
tarlar goriinim bakimindan; kiifler ve mayalar
olmak tizere ikiye ayrilirlar. Filamentoz koloni
yapisinda olanlar kif, mukoid yapida olanlar ma-
ya olarak adlandirilirlar. Mikroskopik htcre ya-
pist yoniinden ortak 6zelliklere sahip olan man-
tarlarin, makroskopik olarak birbirlerinden ayril-
malarina neden olan bircok farkli ¢zellige sahip
olduklari gortilmektedir.

AMAG

Mantarlarin tiremesi ve fizyolojisini aciklamalk.
Mantarlarin Gremeleri ve fizyolojileri bircok fark-
11 6zellik gostermektedir. Mantarlarin canlilar ale-
mindeki yerini iyi anlamak icin ireme sekillerini
ve fizyolojik ozelliklerini iyi bilmek gerekir. Asek-
stiel ve sekstiel olarak treyebilen mantarlar mi-
toz ve mayoz boliinme ile ¢cogalabilirler, ireme
sporlanma yoluyla olur, Isik istemeden ¢ok ge-
nis bir sicaklik ve pH araliginda araliginda varli-
gint stirdtrebilen, kalin ve gticli hiicre duvarla-
11 sayesinde cok konsantre ve disik ortamlarda
bile yasayan bu canlilarin bazilarinda hareket or-

ganeli flagellum da bulunur.

Mantarlarin laboratuvar teshisini tanimlamak.
Mantarlarin laboratuvar teshisi etkenin muayene
materyalinde tespit edilmesi, kiltiiri yapilarak
uretilmesi, izolasyon ve identifikasyonu, serolo-
jik ve alerjik testler yardimiyla gerceklestirilir.
Son yillarda, molekiiler teknikler de teshis icin
kullanilmaktadir. Muayenesi yapilacak materyal-
den mantar izolasyon sansinin artirilmasinda, ma-
teryal toplama teknigi, materyalin alindig: yer ve

materyalin muhafazasi son derece dnemlidir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Mantarlarin tireme aract asagidakilerden hangisidir? 6. Mantar hiicrelerindeki ribozomlarin degeri asagidaki-
a. hifa lerden hangisidir?
b. tallus a. 40S
c. spor b. 60S
d. hiicre duvart c. 708
e. flagellum d. 80S
e. 90S
2. Bazit mantarlara hareket saglayan organel asagidaki-
lerden hangisidir? 7. Mantarlar cekirdek materyali yoniinden asagidaki-
a. makrokonidium lerden hangisine benzemez?
b. mikrokonidium a. bakteri
¢. sitoplazmik membran b. protozoa
d. flagellum c. alg
e. golgi aygiti d. bitki
e. hayvan
3. Mantar hticrelerine enerjiyi saglayan organel asagi-
dakilerden hangisidir? 8. Asagidakilerden hangisi mantar hiicresine seklini
a. mitokondri verir?
b. golgi aygit a. spor
c. cekirdek b. hifa
d. vezikul ¢. endoplazmik retikulum
e. lizozom d. sitoplazmik membran
e. hicre duvan
4. Makrokonidium hangi mantar elementinden koken
almaktadur? 9. Mantarlarda hangi yapt beslenme ile ilgilidir?
a. tallus a. vejetatif miselyum
b. hifa b. aerial miselyum
¢. htcre duvari C. artrospor
d. miselyum d. jerm tipt
e. spor e. lomazom
5. Mantarlar hangi gruba girerler? 10. Deride lokalize olan mantarlar icin en uygun tireme
a. prokaryot sicakligi asagidakilerden hangisidir?
b. okaryot a. 4°C
c. karyot b. 22°C
d. prekaryot c. 37°C
e. zookaryot d. 42°C
e. 00°C
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Okuma Pargasi

Okaryotik ve Prokaryotik Hiicreler

Mantarlar 6karyotik organizmalardir. Bu nedenle hay-
van ve bitkilerin hiicre yapisina buytk olctide benzer-
lik gosterirler. Ancak, prokaryotik 6zellikte olan bakte-
rilerle bircok yonden farkliliklara sahiptirler. Bu farkli-
liklarin en belirgin olanlart sirastyla, ¢cekirdek membra-
nt mantarlarda varken, bakterilerde olmamasi, mantar-
larda DNA’nin proteinle birlesik olarak bulunurken bak-
terilerde ¢iplak olmast, mantarlarda birden fazla kro-
mozom gortlirken bakterilerde bir kromozom olmast,
cekirdekcigin mantarlarda varken bakterilerde olma-
masi, mantarlarin sekstiel de tireme gosterirken bakte-
rilerin amitoz tGremesi, ribozom degerlerinin mantarlar-
da 80S (60S+40S), bakterilerde 70S (508+30S) degerin-
de bulunmasi, mantarlarda mitokondrinin olup bakteri-
lerde olmamasidir. Ayrica, her ikisinde bulunan ayni
organellerinin kimyasal yapisi bile farkliliklar gosterebi-
lir. Ornegin; mantarlarda hiicre duvar kitin ve seliiloz
gibi sekil verip glclendiren maddeler icerirken, bakte-

rilerde hiicre duvarinda bu maddelere rastlanmaz.

Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1. ¢ Yanitiniz yanlis ise, “Ureme” konusunu yeni-
den okuyunuz.

2.d  Yanitiniz yanls ise, “Ureme” konusunu yeni-
den okuyunuz.

3.a  Yanitiniz yanlis ise, “Morfolojik Ozellikler” ko-
nusunu yeniden okuyunuz.

4. e Yanitiniz yanls ise, “Ureme” konusunu yeni-
den okuyunuz.

5.b  Yanitiniz yanlis ise, “Mantarlarin Siniflandiril-
mas1” konusunu yeniden okuyunuz.

6.d  Yanitiniz yanls ise, “Ureme” konusunu yeni-
den okuyunuz.

7.a  Yaniuniz yanls ise, “Morfolojik Ozellikler” ko-
nusunu yeniden okuyunuz.

8. e  Yaniniz yanls ise, “Morfolojik Ozellikler” ko-
nusunu yeniden okuyunuz.

9.a  Yanitiniz yanls ise, “Morfolojik Ozellikler” ko-
nusunu yeniden okuyunuz.

10. b Yanitiniz yanlis ise, “Mantarlarin Laboratuvar

Teshisi” konusunu yeniden okuyunuz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Mantarlar morfolojik yapilart incelendiginde; kiifler ve
mayalar olmak tizere ikiye ayrilirlar. Uremeleri cok hiic-
reli filamentoz iplikcikler seklinde olursa kif, tek htic-
re seklinde, kiremsi yapilar halinde olursa maya, ola-
rak isimlendirilir. Mukoid yapida organizmalar olan ma-
yalar,kiiflerde bulunan hifalara benzer yalanct hifalar

meydana getirebilirler.

Sira Sizde 2

Mantarlar sporlanma (sporulasyon) yoluyla trerler. Bu
ureme asekstiel (eseysiz) ve sekstiel (eseyli) sekilde
olabilir. Cevresel kosullarin uygun olmasi veya olgun
miselyumlarda yeterince gida depolanmast durumunda
genellikle aerial hifalarda, cesitli sekillerde sporlar mey-
dana gelir. Sporlar olgunlastiktan sonra hifadan ayrila-
rak serbest hale gelir hava akimi ile havaya karisan
sporlar uzaklara tasinabilir. Uygun ortam ve kosullarda
cimlenerek orijinal mantardan uzak mesafelerde de ken-

di tiirtine 6zgl mantart olustururlar.

Sira Sizde 3

Mantarlar ¢evre kosullarina dayanikli, giicli hiicre du-
varlarina sahip organizmalardir. Ureme 1s1 araliklari 0°C
ile 60°C arasinda degisir. Hiicre duvarlarinda bulunan
kitin ve seltiloz karakterinde maddeler onlarin bakteri-
lerin dayanamadiklar yiiksek konsantrasyonlardaki se-
kerli maddelerde tremelerini saglar. Bu nedenle, recel
ve joleler mantarlar tarafindan kolayca kontamine edi-
lebilirler. Bircok mantar tirti distik pH derecelerinde
ureyebilir. Mantarlarin yasayabildikleri minimal ve mak-
simal pH limitleri 2-11 arasinda degisebilir. Boylelikle,
buzdolabinda bile asit karakterdeki meyve, meyve su-

yu ve tursularda ureyebilirler.

Sira Sizde 4

Mantarlarin direk mikroskopisinde potasyum hidroksit
uygulamast muayene materyalinin icerdigi protein ar-
tiklarini sindirerek, mantar elemanlarinin meydana ¢ik-
masina yardimci olur. Mantar hifa ve sporlari bu islem-
den etkilenmezler. Mantar hifalari uzun, dallanan, bol-
meli ve kivrimli iplik¢ikler halinde gortlirler. Tyi hazir-
lanmus bir preparatta cesitli organelleri, yag damlalarini,
cekirdekleri ve miselyumlari ayirdetmek mtmkuandiir.
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Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Bagisiklik kavramint ve temel unsurlarini tanimlayabilecek,
& Hangi maddelerin antijen oldugunu aciklayabilecek,
@ Antikorun yapisini, siniflarini ve islevlerini tanimlayabilecek,
@& Immun sistem hiicrelerinin temel dzelliklerini ve islevlerini aciklayabilecek,
& Immun sistem organlarinin temel 6zelliklerini ve islevlerini aciklayabile-

ceksiniz.

e Bagisiklik e Myeloid seri hiicreleri

e Infeksiyon e Lenfoid seri hiicreleri

e Savunma e Primer lenfoid organlar

e Antijenite e Sekonder lenfoid organlar
e Antikor

== E




TEMEL KAVRAMLAR

Tim hayvanlar, mikroorganizmalarla dolu bir ¢evrede yasamaktadir. Viicudun
mikroorganizmalara karsi savunulmasi, saglikli bir yasam ve nesillerin devami icin
kacinilmaz bir zorunluluktur. Mikroorganizmalarin viicuda yerlesmesine #nfeksi-
yon, bu nedenle olusan hastaliga infeksiyoz hastalik denir. Hastaliktan, 6zellikle
infeksiyoz hastaliklardan korunma immunite veya bagisiklik terimi ile ifade edilir.
Viicudun yabanci etkenlere karst gosterdigi tepkilerin tiimtine kollektif olarak im-
mun yanit (bagisiklik yanit1) denir. Immun yanitta gorev alan tiim hiicre, organ ve
molekdllerin olusturdugu kompleks yapi immun sistem olarak nitelenir. Patojen-
lerin herbirinin kendisine has ¢zellikleri ve farkli hastalik olusturma yollart var-
dir. Buna karsi, hayvanlarda da savunmaya yonelik cesitli mekanizmalar bulun-
maktadir. Bunlar genelden ¢zele dogru siralandiginda asagidaki kavramlar karsi-
miza ¢cikmaktadir.

Dogal Direng

Genetik temele bagl 6zellikler, bazi hayvan turlerinde veya cinslerinde bazi in-
feksiyoz hastaliklarin hi¢ olusmamasini saglar. Buna dogal direng¢ denir. Bu duru-
mun viicudun savunma faktorleri veya bagisiklik ile ilgisi yoktur. Dogal direng
kesindir; yani belirli bir infeksiyona dogal direncli bir tir, hi¢bir sekilde o hasta-
liga yakalanmaz. Ornegin, tiir diizeyinde atlarda veya cins diizeyinde tek tirnak-
lilarda sigir vebast hastaligi hi¢c goriilmez. Bu nedenle, dogal dirence absolut di-
reng¢ veya kesin diren¢ de denir. Bir tlirlin bazi irklari, hatta bazi bireyleri belirli
infeksiyonlara, diger irk ve bireylere gore daha direncli olabilirler. Ancak, irk ve-
ya birey dizeyindeki diren¢ kesin degil, gorecelidir. Bu duruma relatif direng de-
nir. Ornegin, Kuzey Afrika koyunlar1 Brucella infeksiyonuna, diger koyun rrklari-
na gore daha direnclidir.

Dogal Savunma Engelleri

Viicudun baz: yapisal unsurlart veya fizyolojik olaylari, mikroorganizmalarin mu-
kozal ytizeylerde yerlesmesine, viicuda girmesine veya viicutta yayilmasina engel
olabilir. Aslinda immun sisteme dahil olmayan fakat dogal bir engel islevi gbren bu
unsurlar dogal savunma engelleri olarak nitelenir. Bunlarin, asil gorevleri savunma
degildir. Ancak, normal fizyolojik islevlerini yurttirken, dolayli olarak viicudun
savunmasina da katkida bulunurlar. Bu dogal savunma engellerinin ¢cogu, deri ve

Patojen: Hastalik
olusturabilen
mikroorganizmalari
belirtmek icin kullanilan bir
terim.
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Nonspesifik: Birseye ozel
veya 6zgii olmayan.

€I,
[ |

Self: Kendine ait olan,
yabanci olmayan.

mukoz membranlar gibi viicut yiizeylerinde calisirlar. Ornegin, deri mikroorganiz-
malar icin fiziksel bir engel olusturur. Asil islevleri sindirim olan mide asidi, safra
tuzlari veya barsak peristaltigi, bir ¢cok patojenin sindirim mukozasina yerlesmesi-
ni ve viicuda girmesini engeller.

Nonspesifik Bagisiklik

Dogal savunma engellerini asabilen patojenler viicuda girdiklerinde, cesitli savun-
ma hiicreleri ve molekiillerle karsilasirlar. Immun sistemin birer parcast olarak ka-
bul edilen bu unsurlar, mikroorganizmalar arasinda ayrim yapmaz, yani patojenin
tipine 6zel bir yanit olusturmazlar. Viicut savunmasindaki bu asamaya dogal bagi-
siklik (innate immunite) veya nonspesifik bagisiklik denir. Bu islevi yuriiten hitic-
re ve molekiiller genellikle viicut icinde, kanda ve dokularda bulunur. Ornegin, fa-
gositik hiicrelerden makrofajlar, dokulara giren patojenleri yutarak uzaklastirir;
komplement sistemi bakterileri parcalar.

Spesifik Bagisiklik

Immun yanit ile ortaya ¢ikan ve bagisiklik teriminin anlamini tam olarak karsila-
yan savunma sekli spesifik bagisikliktir. Bu bagisiklik sekli, dogal veya nonspesi-
fik savunmanin aksine, viicutta hazir olarak bulunmayip, belirli uyarim ve reaksi-
yonlardan sonra kazanildigi icin kazanilmis bagisiklik veya edinsel bagisiklik ola-
rak da tanimlanir. Kazanilmis bagisikligin en 6énemli unsuru lenfositlerdir ve lenfo-
sitleri spesifik olarak uyaran maddelere antijern denir. Spesifik immun yanit, bir
antijenin kendine spesifik lenfositleri uyarmas ile baslar. Bu lenfositlerin ¢alisma-
st sonucunda da o antijene karst bagisiklik kazanilir. Kazanilmis bagisiklik, antijen
tipine, calisan immun sistem 6gelerine ve sonuclarina gore iki sekilde ortaya cikar.
Humoral bagisiklik, antijenlerin B lenfositlerini uyarmasi ve antikor tretimi ile so-
nuclanan humoral immun yanit sonrasinda kazanilir. Bu bagisiklik seklindeki sa-
vunma aract antikorlardir. Hiicresel bagisiklik, antijenlerin T lenfositlerini uyarma-
st ile ortaya c¢ikan hiicresel immun yanit sonrasinda kazanilir. Bu bagisiklik seklin-
de savunma aract sitotoksik T lenfositleridir.

Bagisikligin yasam icin onemini gostermek icin hangi olaylar: incelemek gerekir ve nasil
bir sonuca varlir?

Spesifik immun Yanitin Temel Ozellikleri

Antijenlere karst olusan humoral ve hiicresel immun yanitin tipik ozellikleri vardir.
Bu ozellikler, lenfositler ile iliskilidir, spesifik immun yaniti nonspesifik savunma-
dan ayirir ve viicudun diger tiim sistemleri arasinda essiz kilar.

Spesifite: immun yanit antijene spesifiktir. Diger bir deyisle, bircok farkli anti-
jenik yapinin her birine karst viicutta 6zel bir lenfosit soyu vardir ve bagisiklik bu
lenfosit soylarinin ¢alismast ile kazanilir.

Bellek: Bir antijenle bir kez karsilasan immun sistem, daha sonraki girislerinde
ayni antijeni tanima yetenegi sahiptir. Boylece, bir antijenin viicuda ikinci kez veya
daha sonraki girislerinde, genellikle daha hizli, daha spesifik ve daha gticli bir im-
mun yanit olusur. Spesifik bagisikligin bu 6zelligine immunolojik bellek denir.

Self tolerans: immun sistem yabanci antijenlerin tiimiine karst immun yanit
olusturabilirken, viicudun kendine has yapilarina (self antijen) kars: immun yanit
olusturmaz. Diger bir deyisle immun sistem yabanci antijenler ile self antijenleri
ayirt edebilir. Bu duruma self tolerans denir.
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Bagisikhik Kazanma Yollari

Asagidaki tanimlarda gecen aktif sozcGigli, immun sistemin bizzat calismasi ile ba-
gisikligin kazanildigini, pasif sozcigi immun sistemin aktif olarak calismadan ba-
gisikligin kazanddigini, dogal sozctigi bu olayin dogal kosullarda gerceklestigini,
yapay soOzcligu ise antijenin insan eliyle verildigini gostermektedir. Buna gore ba-
gisiklik 4 yolla kazanilabilir. Dogal aktif bagisiklik, patojen veya antijenle dogal
olarak karsilasan immun sistemin verdigi yanit ile, diger bir deyisle infeksiyonlar
sirasinda kazanilan bagisikliktir. Yapay aktif bagisiklik, asilama (immunizasyon)
yoluyla kazanilan bagisikliktir. Dogal pasif bagisiklik, fetusa veya yavruya anneden
gecen bagisikliktir. Yapay pasif bagisiklik, antiserum (hiperimmun serum) uygula-
mast yoluyla kazanilan bagisikliktir.

ANTIJEN

Immun yaniti uyaran ve olusan bagisiklik ogeleri ile spesifik reaksiyon veren mad-
delere antijen veya immunojen denir. Bunlar, spesifik bir yanit olusturmak tizere
lenfositleri uyarabilen maddelerdir. Bir maddenin antijen olarak nitelenebilmesi
icin bazi 6zellikleri tasimasi gerekir. Bu 6zellikler ayni zamanda o maddenin anti-
jenitesini belirler. Antijenite goreceli bir kavramdir ve bazt maddeler daha ¢ok,
bazilari daha az antijenik olabilir.

Antijenitenin Kosullar
Bir maddenin antijen olarak nitelenebilmesi icin en 6énemli kosul “viicuda yaban-
cilik” tir. Normal kosullarda, immun sistem kendi viicuduna ait olan (self) ile, ken-
dinden olmayani (nonself) ayirt edebilir ve kendi hiicre veya molekillerine karsi
bir immun yanit olusturmaz (self tolerans). Bir maddenin antijenik olabilmesi, di-
ger bir deyisle immun yanit olusturabilmesi icin, o hayvanin yapisinda bulunma-
mast ve immun sistemi tarafindan yabanci olarak algilanmasi gerekir. Bu acidan
bakildiginda viruslardan memelilere, bakterilerden bitkilere kadar tim canlilara
ait hiicrelerin ve bunlara ait molekiillerin diger hayvanlar icin antijenik oldugu
soylenebilir.

Bir maddenin viicuda yabanct olmasi, onun antijen olarak taninmast icin yeter-
li degildir. Ornegin; petrol iiriinleri viicuda yabancidir, ama immun yaniti uyara-
mazlar. Bunun nedeni molekiiler yapinin uygun olmamasidir. Bir molekiilin yapi-
s1, ¢ozunebilirligi ve dayanikliig: gibi 6zellikleri, o molekiliin immun sistem ile
karsilastiginda nasil algilanacagini belirler. Antijenite ile ilgili yapisal 6zelliklerden
biri “molekul agirligi”dir. Genel olarak, 10.000 Daltondan (10 kDa) biiytik mole-
kullerin antijenik 6zellik tasidigi ve molekiil agirlik ile antijenik gli¢c arasinda dog-
ru orantt oldugu kabul edilmektedir. Ancak, molekil agirligi da tek basina antije-
nite icin yeterli bir kosul degildir; buiytik olmasina ragmen antijenik olmayan mad-
deler vardir. Bu bakimdan, molekil agirlig: yaninda molekiliin “kompleks yapi”da
olmasi da gereklidir. Kompleks yapir ile kastedilen, kimyasal iceriginin (primer ya-
pv cesitlilik gostermesi ve fiziksel yapisinin (sekonder ve tersiyer yapt) uygun ol-
masidir. Cogu dogal proteinlerin iyi antijen olmalarinin asil nedeni, kompleks bir
yapiya sahip olmalaridir. Proteinlerin kimyasal yapilarinda 18-20 amino asit bulu-
nur ve bunlarin ¢cogu molekil icinde ¢ok farkli siralarda dizilebilirler (primer ya-
pv. Farkli aminoasit dizileri, ikinci boyutta farkli acilarda birlesebilirler (sekonder
yapu). Farkli acilarda birlesen diziler zincir ici baglar kurarak, iclincii boyutta cok
farkls fiziki sekillere sahip molekiller olusturabilirler (tersiyer yapu).

Antijenite: Bir maddenin
bagisikhgi uyarma
kapasitesi veya giictiniin
niteliksel ifadesidir.
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Viicuda giren bir maddenin immun sistem ile iliski kurabilmesi icin, genellikle
belirli bir dizeye indirgenmesi gerekir. Buna karsin, viicuda giren bir maddenin
immun sistemin iliski kurabilecegi bir diizeyin altina da indirgenmemesi gereklidir.
Eger madde en kiiciik yapi taslarina kadar parcalanirsa antijenik 6zelligini kaybe-
der. Gortldugt gibi, bir maddenin iyi bir antijen olabilmesi i¢in, ¢coziintirligi ile
dayanikliliginin dengede olmasi gereklidir.

Bir maddenin antijenitesini belirleyen zorunlu kosullar disinda, antijen veya ko-
nak ile ilgili bazi faktorler de immun yanit izerinde etkili olabilmektedir. Ornegin;
bazi antijenler viicuda parenteral yolla verildiklerinde immun yanit olustururken,
agiz yoluyla girdiklerinde antijenik etki gostermezler. Cok disiik dozdaki antijen-
ler etkili bir immun yanit olusturamazlar. Cok yiiksek dozdaki antijenler de immun
sistemi baskilayarak immunolojik yanitsizliga yol acabilirler. Ayrica, bazi hayvan
turleri arasinda bir maddenin antijenik olarak algilanmast bakimindan farkliliklar
olabilir. Ornegin, kdpekte bagisikligi uyaran giiclii bir antijen sigir icin antijenik ol-
mayabilir veya zayif antijenik olabilir.

Antijenik Determinant

Kimyasal yapilarina gore baslica temel antijen gruplari, proteinler, karbonhidratlar,
lipidler ve niikleik asitlerdir. Bu kimyasal gruplar tek baslarina bulunabildikleri gi-
bi, diger gruplarla bir araya gelerek glikoprotein, lipoprotein, niikleoprotein ve gli-
kolipid molekiillerini olusturabilirler. infeksiyon olusturan mikroorganizmalar, bu
kimyasal gruplarin timtnt barindiran kompleks yapilardir. Bu ylzden, boyle bir
yabanci yapiya karst olusacak immun yanitta, kompleksdeki antijenlerden her bi-
rine karst ayrt ayrt immun yanit olusmasi s6z konusu olacaktir. Bir bakterideki bui-
ylk bir protein molekiliint 6rnek olarak incelersek; immun sistemin molekiiliin
tamami ile degil, cok daha kiiciik bolgeleri ile iliski kurdugunu gorebiliriz. Diger
bir deyisle, immun yanit molekiilin timitine karst degil, bu ¢zel bolgelere karst
olusmaktadir. Iste, antijenik bir molekiilde, immun sistem tarafindan tanmnip spesi-
fik immun yanit olusturulan 6zel bolgelere, antijenik determinant veya epitop de-
nir. Antijenik determinantlar yaklasik 4-8 amino asitten ibaret bolgelerdir ve mole-
kilin yaklasik her 5.000 Da agirligi icin bir adet bulunurlar. Kompleks bir mole-
kiilde birbirinden farkli bircok epitop bulunabilir. Iimmun sistem farkli epitoplarin
her birini ayri ayri algilar ve her birine spesifik yanit olusturur. O halde, bir bakte-
rinin immun sistem ile temast halinde, bakteri tek bir antijen olarak degil, cok sa-
yida antijenik determinant olarak algilanacaktir.

Biiyiik ve kompleks molekiillerin iyi antijen olmasi ile antijenik determinant arasinda na-
sil bir iliski vardir?

Bazen farkli molekiller ortak epitoplara sahip olabilirler veya farkl: iki orga-
nizmada ayni antijen molekiili bulunabilir. Bu durumda, bir antijene kars: olu-
san antikor, zayif da olsa diger antijene baglanabilir. Bu olaya antijenik ¢apraz
reaksiyon (kros reaksiyon) denir. Ornegin; bircok barsak bakterisinde bulunan
glikoprotein, bazt memeli eritrositleri tizerinde de bulunabilir. Bunun sonucun-
da, bakteri glikoproteinine karsi olusan antikor, eritrosit glikoproteini ile de re-
aksiyona girer. Boyle antijenlere, heterofil antijen de denir. Antijenik capraz re-
aksiyon, infeksiyonlarin tanisinda kullanilan serolojik testlerin yorumlanmasint
gliclestirebilir.
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ANTIKOR

Humoral bagsiklikta B lenfositlerinin antijene yaniti sonucu olusan ve bu antijen
ile spesifik olarak birlesebilen bagisiklik elemanlaria “antikor” denir. Antikor ya-
pisindaki molekdller, B lenfositleri tizerinde “B hiicre reseptori” (BCR) olarak,
kanda ve diger viicut sivilarinda “serbest antikorlar” olarak bulunurlar. Her iki
form da sadece belli bir antijen ile spesifik olarak reaksiyona girme ¢zelligindedir.
B hicre reseptorleri antijenlerin B hticreleri tarafindan taninmasini ve hiicrelerin
aktive olmasini saglarken, aktive olan hiicrelerden salinan antikorlar antijenleri
baglar ve diger efektor mekanizmalarla bunlarin tahribini saglar.

Bagisikligin yapisal unusurlari ile ilgili cok sayida resim ve animasyona, arama motorla-
rinda “antigen”, “antibody” ve “immune system” sozciikleri ile yapacaginiz tarama ile

ulasabilirsiniz.

immunglobulin Molekiilii

Antikorlar temel kimyasal yapt olarak globulinler icinde yer aldiklarindan ve islev-
sel acidan immunite ile iligkili olduklarindan, molektler yapilart immunglobulin
seklinde ifade edilir. Immunglobulin molekiiliiniin temel birimi 4 polipeptid zinci-
rinden olusmustur. Bu temel birim icinde, ayni yaptya sahip simetrik iki agir zin-
cir(H) ve ayni yapiya sahip simetrik iki hafif zincir (L) bulunur. Agir zincirlerin her-
biri 450-500, hafif zincirlerin herbiri yaklasik 220 amino asitten olusmustur. Bu zin-
cirler distlfid baglari ile birbirine baglanarak, molekile “Y” harfi seklinde bir gori-
nim kazandirirlar. Herbir zincirin bir ucu karboksil grubu ile sonlanirken (C-ucu),
diger ucu amino grubu ile sonlanir (N-ucu). Herbir immunglobulin zinciri, ilmek-
ler seklinde organize olmustur, ayrica sabit ve degisken bolgeler icerir (Sekil 7.1).

g INTERNET

-

Antijen
Cok Degisken
N-ucu Bolgeler
Katlanma
Bolgesi
Degisken
Bolge
Fab Kismi

Sabit Hafif Zincir

Bslge Fc Kismi

Agir Zincir ¢——
C-ucu

.

Bir immunglobulin
molektiltiniin
sematik yapisi ve
béliimleri.

Polipeptid zincirindeki amino asitler, ti¢ boyutlu uzayda bir ¢cubuk gibi diiz bir
sekilde degil, belli bolgelerde katlanarak bir yumak seklinde dizilmistir. Molekiile
tersiyer yapi kazandiran bu bolgelere ilmek bolgeleri denir. Hafif zincirdeki ilmek
bolgeleri iki tanedir; N-uctaki degisken hafif bolge (VL bolgesi) ve C-uctaki sabit
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hafif bolge (CL bolgesi). Agir zincirde ise, N-uctan baslayan bir degisken agir bol-
ge (VH bolgesi) ve bunu C-uca dogru izleyen sabit agir bolge ilmekleri (CH1, CH2,
CHS3 bolgeleri) vardir.

Agir zincirde CH1 ve CH2 ilmekleri arasinda bulunan bolime katlanma bolge-
si denir. Katlanma bolgesi molekuliin N-uclarinin (Y harfinin kollary) kanat gibi ha-
reketli olmasint saglar. Immunglobulin molekili papain enzimi ile muamele edil-
diginde Ug¢ parcaya ayrilir; Y harfinin birer kolu gibi distinebilecegimiz iki Fab kis-
mi (antijen baglayan fragman) ve Y harfinin sapi gibi diistinebilecegimiz bir Fc kis-
mu (kristalize olan fragman). Bu kisimlar immunglobulinin fonksiyonlari ile yakin-
dan iliskilidir. Adindan da anlasilacag: gibi Fab kismi antijenle baglanmay: sagla-
yan bolgeleri icerir, yani molekiiliin immunolojik fonksiyonu ile ilgilidir. Fc kismi1
ise immunglobulinin hiicrelere veya Fc reseptorlerine baglanmasini saglar, yani
molekuliin biyolojik fonksiyonu ile ilgilidir.

Immunglobulin molekiiliindeki hafif zincirin C-ucundaki ilmek bolgesinin (CL)
ve C-ucundan baslayan CH3, CH2 ve CH1 ilmek bolgelerinin yapist herbir im-
munglobulin sinifi igin sabittir veya c¢ok az farklilik gosterir. Bu nedenle bunlara
sabit bélge denir. Agir zincir sabit bolgesinin amino asit yapist o immunglobulin
molekuliiniin hangi sinifa ait oldugunu gosterir. Bu bolge ayni zamanda Fc kismi-
nt da icine alir ve molekiliin hiicre veya reseptorlere baglanmasini saglar.

Immunglobulin molekiiliindeki tiim zincirlerin N-ucundaki ilmek bolgelerine
degisken bolge denir. Bu ilmeklere degisken bolge denmesinin nedeni, buradaki
amino asit dizilislerinin ve tersiyer yapinin, farkli antijenlere spesifik antikorlarda
cok farklilik gostermesidir. Clinkti degisken bolgeler, immunglobulin molekilii-
niin antijenle temas kurdugu kisimlardir. Bu ytizden herbir farkli antijene karsi,
farkli bir degisken bolge ve dolayistyla farkli bir antikor olacaktir. Bu bolgenin de-
gisken yapisi, sabit bolgenin sabit yapisint etkilemez. Daha bir deyisle, tek bir an-
tijene spesifik degisken bolge, farkli immunglobulin siniflarinda ortak olarak bulu-
nur. Ornegin; belli bir bakteri antijenine karst olusan IgG, IgM, IgA ve IgE sinift im-
munglobulinlerin timiinde degisken bolge aynit yapidadir.

Degisken bolgenin belirli kisimlarinda, antijen baglanma bolgesinin seklini ve-
ren ve antijenle asil temasi kuran ¢ok degisken bolgeler vardir. Degisken bolge, an-
tijene bir buitiin olarak degil, sadece bu cok degisken bolgelerden baglanir. Degis-
ken bolge icindeki bu ¢ok degisken bolgelere paratop veya CDR (karsithgt belir-
leyen bolgeler) adi verilir. Bu cok degisken kisimlar antijene baglanacak bolgenin
seklini, dolayisiyla bir immunglobulin molekuliiniin hangi epitopa dolaysiyla anti-
jene baglanacagini belirler. Bir anahtar-kilit iliskisi gibi, bir antijen molektiltindeki
epitoplarin olusturdugu girintili-cikintili essiz bir yapiya karsi, degisken bolgede
de CDR’lerin olusturdugu girintili ¢ikintili spesifik bir kalip olacaktir. Bu ytizden
de, ne kadar ¢ok antijen varsa o kadar cok degisken bolge var demektir.

Antijenin epitopu ile antikorun paratopu arasinda ¢ok spesifik bir reaksiyon olduguna go-
re, bunun ne tip baglarla gerceklestigini diisiiniirsiiniiz?

immunglobulin Siniflari

Ag1r zincir sabit bolgesindeki (CH) amino asit yapisina gore 5 temel agir zincir ti-
pi vardir: gama, mi, alfa, delta ve epsilon. Agir zincirin tipi, immunglobulinin sini-
fint belirler. Boylece, gama, mt, alfa, delta ve epsilon tipi zincir tastyan immung-
lobulinlere sirastyla IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE adi verilir. Herbir sinifin altsiniflar
ise rakamla gosterilir (IgG4, 1gA2, 1gE1 gibi) (Sekil 7.2).
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Immunglobulin G (IgG): 1gG kanda en yiiksek konsantrasyonda (%70-80)
bulunan immunglobulin sinifidir. ki agir ve iki hafif zincirden olusmus tipik
monomer yapisindadir. IgG sekonder lenfoid organlardaki B lenfositleri ve
plazma hticreleri tarafindan uretilir ve salgilanir. En kiiciik immunglobulin sinifi
oldugu icin diger Ig siniflarina gore damar ¢eperinden ve plasentadan daha ko-
lay gecer. Bu nedenle doku sivilarindaki ve bazi mukozal yuzeylerdeki bagisik-
lik olaylarina da katilir. IgG en yogun olarak sekonder immun yanit sirasinda
uretilir. IgG’'nin en Onemli islevi, notralizasyon yoluyla patojenleri ve toksinleri
etkisiz hale getirmesidir. Bu islevini, basta kan olmak tzere, doku sivilarinda,
vicut salgilarinda ve bazi mukozal yiizeylerde gerceklestirebilir. IgG nin tim
hayvan tirlerinde bulunur ve 3-6 alt sinifi vardir. Bir immun yanit sirasinda, tiim
IgG altsiniflarinin tretilme potansiyeli olmasina ragmen, genellikle belli bir anti-
jene karst belli bir IgG altsinifi daha cok olusur. At IgG3’t IgGIT], tavuk IgG’si
IgY olarak da gosterilebilmektedir.

Immunglobulin M (IgM): IgM kanda ikinci yiiksek konsantrasyonda (%5-15)
bulunan immunglobulin sinifidir. Tki agir ve iki hafif zincirden olusmus monomer
yapidaki IgM, sadece B hiicreleri tizerinde “B hiicre reseptorii” (BCR) olarak bulu-
nur ve ortama salinmaz. IgM kanda, 5 IgM monomerinin dairesel tarzda birlesme-
sinden olusan pentamer seklinde bulunur. IgM sekonder lenfoid organlardaki B
lenfositleri ve plazma hiicreleri tarafindan tretilir ve salgilanir. En buiytik immung-
lobulin sinifi oldugu icin damar ¢eperinden ve plasentadan gecemez. Bu nedenle
baslica calisma alant kandir. IgM’nin fonksiyonlar IgG’ye benzer. IgM nispeten az
miktarda Uretilmesine ragmen, 5 antijen baglama ucuna sahip oldugu icin norali-
zasyonu IgG'ye gore daha etkili sekilde gerceklestirir. IgM primer immun yanit si-
rasinda ilk olusturulan immunglobulin sinifidir ve en ytiksek konsantrasyonuna
primer immun yanit sirasinda ulasir. Sekonder immun yanitta IgM’nin yerini 1gG
alir. Ancak, proteinler disindaki bazi antijenlere (T-bagimsiz antijen) karst sadece
IgM sinift antikorlar tretilir. IgM tim hayvan tirlerinde bulunur ancak hicbirinde
altsiniflara ayrilmaz.

Monomer: Tek birimden
olusmus temel yap!.

Pentamer: Bes birimden
(5 monomerden) olusmus
yapl.
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Immunglobulin A (IgA): IgA kanda diisiik konsantrasyonda bulunan ve co-
gunlugu mukozal yiizeylere salinan bir immunglobulin smifidir. Tki agir ve iki ha-
fif zincirden olusmus monomer yapist sadece kanda cok disiik dizeyde, iki IgA
monomerinden olusan dimerik formu mukozal yiizeylerde yiiksek dizeyde bulu-
nur. IgA, mukozadaki bolgesel lenfoid dokularda ve derideki plazma htcreleri ta-
rafindan uretilir; dimer seklini bu hiicrelerde alir. Dimerik IgA mukozadaki epitel
hiicrelerine gecer, molekiile burada salgisal parca baglanir ve mukozal boslukla-
ra brrakilirlar. Salgisal parca iceren ve mukozal ylzeylerde bulunan bu forma sal-
gisal TgA (sIgA) denir. Salgisal parca, molekiilin mukozalardaki enzimler tarafin-
dan parcalanmasinit Onler. sigA mukozal ytizeylerdeki mikroorganizmalari ve tok-
sinleri notralize ederek bunlarin hiicrelere tutunmalarini engeller. Boylece, bircok
patojen mukoz membranlardan viicuda giremez. sIgA, sindirim kanali, solunum
yollart, genital kanallar, meme ve gz mukozalarinin timiinde fonksiyon gortr.
Hayvanlar tirlerinin timinde IgA bulunur, ama sadece koyunlarda iki altsinift
vardir.

Immunglobulin E (IgE): IgE kanda en diisiik konsantrasyonda (%0.005-2)
bulunan immunglobulin smifidir. iki agir ve iki hafif zincirden olusmus tipik mo-
nomer yapisindadir. IgE yuizeysel lenfoid dokudaki plazma hicreleri tarafindan
tretilir ve salinir. Diger immunglobulin siniflarinin ytrittigi antimikrobiyal gorev-
leri etkili bir sekilde gerceklestiremez. Ancak, parazitlere karst ve allerjik reaksi-
yonlarda gorev alan en 6nemli immunglobulin sinifidir. Paraziter veya allerjik has-
taliklarda konsantrasyonu belirgin sekilde artar. IgE'nin 6énemli bir 6zelligi, 6zel re-
septorler bulunduran mast hiicrelerine ve bazofillere baglanabilmesidir. Kanatlilar
disinda tim evcil hayvanlarda IgE bulunur, ancak sadece kopek IgE’sinin iki alt si-
nift vardir.

Immunglobulin D (IgD): IgD, sadece B lenfositleri izerinde bulunan bir im-
munglobulin sinifidir ve vicutta serbest olarak bulunmaz. IgD’'nin baslica fonksi-
yonu, B hiicreleri tizerinde antijen reseptori (BCR) olarak calismaktir. IgD kanatlt
ve kedi disindaki tim evcil hayvanlarda bulunmustur ve altsiniflart yoktur.

IMMUN SiSTEM HUCRELERI

Viicut savunmast ile direk veya dolayli iliskili hticrelerin timi, immunolojik acidan
“immun sistem htcreleri” olarak nitelenebilir. Tim immun sistem hiicreleri multi-
potent koken (stem) hiicrelerinden gelisir. Bu hticreler iki farkl: yol izleyerek de-
gisime ugrar ve mevcut tim immun sistem htcrelerini olustururlar. Myeloid seri-
den gelisen hiicreler fagositik hiicreleri ve diger hiicre tiplerini, lenfoid seriden ge-
lisen hiicreler lenfositleri olusturur.

Kemik iligi koken
hticrelerinin
immun sistem
hiicrelerine
dagilim.
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Myeloid Seri Hiicreleri

Bu seriye polimorfniikleer hiicre grubundan notrofiller, eozinofiller ve bazofil-
ler, mononiikleer hiicre grubundan makrofajlar ve mast hiicreleri girer. Poli-
morfntkleer hiicrelerin ortak 6zellikleri, segmentli ve diizensiz bir cekirdege sa-
hip olmalart ve sitoplazmalarinda granil tasimalaridir. Bu ylzden grantilosit ola-
rakta adlandirilirlar.

Notrofiller: Polimorfniikleer notrofil 10kositler veya kisaca notrofiller, myelo-
id serinin en yogun hiicre tipidir. Kanda bulunduklarinda 10-12 pm capinda kiire-
sel hiicrelerdir, ancak doku aralarinda ve 6zellikle damardan disart ¢ikarken amip-
si bir sekil alabilirler. Genellikle 3 lobtan olusmus, segmentli bir cekirdege sahip-
tirler. Notrofillerin sitoplazmast asidik veya bazik boyalarla boyanmayan ince gra-
ntllerle doludur. Bu grantller mikroorganizmalar: parcalamaya yarayan enzimler
yoninden zengindir. Notrofiller kemik iliginde olusturulduktan sonra kana gecer
ve kanda 12 saat dolasarak dokulara go¢ ederler. Toplam yasam stireleri birkac
gundur. Cesitli hayvan turlerinde degisik oranlarda bulunurlar; karnivorlarda kan
l6kositlerinin %60-75i, atlarda %50’si, ruminantlarda %20-30’u notrofildir. Notrofil-
lerin en 6nemli gorevi yabanct maddeleri, fagositoz denen olay vasitasiyla yutmak
ve parcalamaktir. Notrofiller fagositoz olayini hizli ve etkili bir sekilde gerceklesti-
rirler. Viicuda giren yabanci maddelere, 6zellikle mikroorganizmalara ilk ve en ca-
buk mudahale eden hiicreler notrofillerdir. Bu yizden, viicudun ilk savunma hat-
tt olarak kabul edilirler. Notrofiller ayrica, salgiladiklart cesitli maddeler vasitasiyla
yangt olayinin gelisiminde de rol oynarlar.

Eozinofiller: Sitoplazmik grantilleri, asidik bir boya olan eosin ile boyandigin-
dan bu adi almuglardir. Notrofillerden biraz daha biytik olan eozinofiller 12-14 pm
capindadir ve 2 loblu bir ¢ekirdege sahiptir. Eozinofiller kemik iliginde olusturul-
duktan sonra, tam olgunlasmamis halde direkt olarak dalaga tasinir ve burada ol-
gunlasirlar. Dalaktan ayrildiktan sonra kanda c¢ok kisa stire dolasir ve 6zellikle de-
ri ve mukozal bolgelere yerlesirler. Kandaki yart démirleri 30 dakika, dokulardaki
yart omurleri 12 giindir. Kan I6kositleri icindeki oranlart hayvan tiirline ve bazt
hastalik durumlarma gore degisir. Normal kopeklerde %2 olan bu oran, sigirlarda
%10’a kadar c¢ikabilir. Eozinofillerin sahip olduklart enzimler parazitlere karst daha
etkilidir. Bu ytizden eozinofiller parazitlere karst savunmada ¢zel rol oynarlar. Eo-
zinofiller ayrica, salgiladiklar ¢esitli maddeler vasitasiyla yangt olaymnin gelisimin-
de de rol oynarlar.

Bazofiller: Polimorfniikleer grantilositler icinde en az bulunan hiicre tipi bazo-
fillerdir. Sitoplazmik grantilleri, hemotoksilen adli bazofilik boya ile boyandigin-
dan bu adi almislardir. Kan lokositleri icindeki oranlari yaklasik %0.5tir. Notrofil-
lerden biraz daha buyik olan bazofiller 10-14 pm c¢apindadir. Normalde damar di-
sinda bulunmazlar, ancak damarlardan dokulara sizabilir ve yangt olaymna katilabi-
lirler. Bazofillerin fagositik yetenekleri yoktur.

Mononiikleer Fagositik Sistem Hiicreleri

Monontikleer fagositik sistem, ortak olarak makrofaj adi verilen hiicreleri kapsar.
Bu sistemin tim hiicreleri, myeloid seriden koken alir. Kemik iliginden ayrilarak
kana gecen hiicreler monosit adint alir ve dolasimda yaklasik 3 giin kalirlar (kan-
daki 16kositlerin %5’i monosittir). Bu stirenin sonunda kandan dokulara go¢ eden
hiicreler olgun makrofaj halini alirlar. Stvi icindeki makrofajlar 15 pm capli bir kii-
re seklindedirler. Tek parcali fasulye seklinde bir ¢ekirdege sahiptirler. Makrofajlar
benzer hiicre organellerine, ortak fonksiyonlara ve tek bir kokene sahip olmalari-
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na karsin, viicutta degisik dokulara dagildiklarinda farkli sekiller ve isimler alirlar.
Makrofajlar bulunduklart ortama veya fonksiyonlarina gore gruplandirilabilirler.

Doku yerlesik makrofajlar, bag dokuda “histiosit”, beyinde “mikroglia” ve bob-
rekte “mezangial hiicre” olarak bulunurlar. Bu hiicreler bulunduklari organin asil
hticrelerinin seklni almuslardir. Sinus yerlesik makrofajlar, singerimsi yapiya sahip
dalak, lenf nodild, kemik iligi ve karaciger gibi organlarin sinuslart boyunca yer-
lesmislerdir. Dalak ve lenf nodiili makrofajlari 6zel bir isim almazken, karaciger-
de bulunanlara “Kupffer hiicreleri”, kemik iliginde bulunanlara “osteoklast” adi ve-
rilir. Serbest makrofajlar herhangi bir doku icine yerlesmemis, viicut bosluklarinda
veya serozal ytizeylerde bagimsiz olarak bulunan hiicrelerdir. Akciger alveollerin-
de bulunanlara “alveolar makrofaj”, periton boslugunda bulunanlara “peritoneal
makrofaj” adi verilir. Serozal bosluklarda bulunan hiicrelerin timi icin “serozal
makrofaj” genellemesi de yapilabilir. Antijen sunan biicreler, makrofajlarin antijen
sunma isinde uzmanlasmis formlaridir. Antijen sunma isi icin 6zellesmis mononuk-
leer seri hiicrelerine “dendritik hiicre” denir. Bu hucrelerin deride bulunanlarina
“Langerhans hucreleri”, lenfoid dokuda bulunanlarina “folikiiler dendritik hiicre”
ve “interdijital dendritik hticre” gibi 6zel adlar verilir. “Epiteloid htcre” ve “dev
hiicreleri” dokularda bulunan makrofajlar 6zel kosullarda yanyana dizilerek olus-
turduklart formlardir.

Makrofajlar nispeten uzun ¢murlt (ortalama 100 gtin) hiicrelerdir. Normal ko-
sullarda bir giinde, vicuttaki makrofajlarin %1’i yenilenir. Makrofajlar, herbiri im-
mun sistemin calisabilmesi icin ¢cok gerekli olan cesitli fonksiyonlara sahiptirler.
Viicuda giren mikroorganizmalari fagosite ederek parcalarlar. Her tiirlt yabanci
partikil yaninda, viicudun oli, hasarli hiicrelerini ve hiicresel artiklarini yutarak
vicuttan uzaklastirmaya calisirlar. Makrofajlar, notrofillerden daha geg¢ fagositoza
baslamalarina karsin, émirleri boyunca strekli fagositoz yapabilirler. Fagositoz
olayinin bir devami olarak, viicuda ilk kez giren yabanct maddeleri hiicre icinde
isleyerek (antijen isleme), immun sisteme sunarlar (antijen sunma). Makrofajlar,
immun yanitin ¢esitli asamalarinda gorev alan 100’den fazla protein sentezlerler.
Makrofajlar, yara iyilesmesi icin de gerekli hiicrelerdir.

Tiim immun sistem hiicreleri ayn1 kokenden gelmelerine ragmen cok cesitli ve farkli fonk-
siyonlaru yiiriitebilirler. Bunu nasil aciklarsiniz?

Lenfoid Seri Hiicreleri

Lenfoid stem hticrelerinin gecirdigi cesitli asamalardan sonra lenfoid seriye ait len-
fositler ve dogal oldurict (NK) hiicreler olusturulur. Lenfositler antijenleri tantyan
ve bagisikligr saglayan gercek immun sistem hiicreleridir. Bagisiklik kavramina an-
lam kazandiran ve essiz yapan ¢ temel ozelligi (spesifite, bellek ve tolerans) len-
fositler saglar. Basta lenfoid organlar olmak tizere viicudun cesitli organlarinda
yerlesmislerdir. Lenfositlerin temel morfolojik ¢zellikleri birbirine benzer. Ttim
lenfositler 7-15 pm capinda kiiresel hiicrelerdir. Her tiirlti boya ile boyanabilen yu-
varlak sekilli ve hiicrenin cogunu kaplayan bir cekirdege sahiptirler. immun yani-
tin bircok degisik formunu gerceklestiren lenfositlerin cesitli tipleri ve alt tipleri
vardir. Bu lenfosit tipleri, ylizey molekillerine gore detayli olarak ayirt edilebilir.
Bir lenfositin ytizeyindeki molekiillerin formulii, o hiicrenin hangi lenfosit tipi ol-
dugunu dolayistyla hangi isi yaptugini gosterir. iki temel lenfosit tipi, B hiicreleri ve
T hiicreleridir.
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B Lenfositleri

B lenfositleri humoral immun yanittan, diger bir deyisle antikor olusumundan so-
rumlu htcrelerdir. Kemik iligi lenfoid seriden koken alip kanatlilarda bursa Fabri-
cius, ruminantlarda iliosekal Peyer plaklart ve diger memelilerde kemik iliginde ol-
gun B lenfositlerine donuisurler. Antijenik bir uyarim sonucunda aktive olan spesi-
fik B lenfosit soyunun bir kismi plazma biicresi haline dontstir. Plazma hiicreleri
8-9 nm c¢apinda yumurtaya benzer sekillidir. Plazma hiicreleri olgunlastiktan son-
ra basta lenf nodtlleri, dalak ve kemik iligi olmak tizere tim viicuda dagilirak 3-
30 giin boyunca antikor tretebilirler. Antijenik uyarimdan sonra bazi B lenfositle-
ri plazma hiicresine donliismez, ama uzun siire yasama yetenegi kazanirlar. Bu
hiicrelere bellek B biicresi denir.

T Lenfositleri

T lenfositleri hiicresel immun yanittan sorumlu olan ve baz1 tipleri humoral immun
yanitina da katilan hiicrelerdir. Kemik iligi lenfoid seriden koken alip tim meme-
lilerde ve kanatlilarda timusta olgun T lenfositlerine dontstirler. Timusu terkeden
T lenfositlerinin biytik cogunlugu lenf nodilleri, Peyer plaklari ve dalakta bulu-
nurlar. Kandaki lenfositlerin cogu (%80’e kadar varabilir) T hticresidir. T hiicreleri
tim yasamlart boyunca lenfoid organlar arasinda dolasirlar. T lenfositleri timusta-
ki gelisimleri sirasinda kazandiklart farkli yiizey molektillerine gore farkli gorevler
ustlenen cesitli tiplere ayrilirlar. Ayrica her T lenfosit tipinin bazi hiicreleri, antije-
nik uyarim sonunda bellek T hiicrelerine dontstir.

Yardumci T lenfositleri: Yabanct bir antijene karst immun yaniti gercekten
baslatan ilk htcrelerdir. ClinkU, antijen sunan hticreler tarafindan iletilen tim an-
tijenik bilgiler bu hiicreler tarafindan alinip, diger efektor hicrelere iletilir. B len-
fositleri ve diger T lenfositleri, yardimct T lenfositleri tarafindan uyarilmadikca pro-
tein antijenlere karst etkili bir yanit veremezler. Bu hticreler CD4 yiizey molekili
tasir ve CD4 hiicreler olarak da adlandirilir. Yardimer T lenfositleri, salgilladiklari si-
tokinlere gore ti¢ alt tipe (Th1, Th2, ThO) ayrilirlar.

Sitotoksik T lenfositleri: Hiicresel immun yanit olarak nitelenen olaylart yi-
riten asil hiicreler sitotoksik T lenfositleridir. Hiicre icinde yasayabilen ve endojen
antijen olarak nitelenen patojenlere karsi bagisikligt saglarlar. Sahip olduklart gra-
ntller icindeki enzimler, infekte hiicreleri etkisiz hale getirilirler. Sitotoksik T htic-
releri ayrica, nakledilen yabanct hiicrelere ve kanser hticrelerine karsi da ayni et-
kiyi gosterir. Bu hiicreler CD8 ytizey molekili tasir ve CD8 hiicreler olarak da ad-
landirilir. Sitotoksik T hiicrelerinin bir grubu baskilayici T lenfositleri olarak ayrilir
ve viicudun kendi antijenlerine kars: yanit vermesini engellerler.

Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK Hiicreler)

B ve T hucreleri disinda lenfoid seriden gelen ti¢tincti hiicre tipi, sitotoksik 6zel-
likteki dogal oldurtct hiicrelerdir (NK hiicreler). Kanda bulunan lenfoid seri htic-
relerinin %15’ini kapsarlar. NK htcreleri, T lenfositler ile ayni kokenden gelmele-
rine ragmen timusa ugramazlar ve burada degisim gecirmezler. Bu nedenle, anti-
jen reseptorl tasimazlar; dolayistyla antijene spesifite, bellek ve tolerans gibi temel
lenfosit 6zelliklerine sahip degildirler. Basta timor hicreleri olmak tzere, virusla
infekte hiicreleri ve yabanci doku hiicrelerini 6ldurtirler. NK hiicreleri kanda ve se-
konder lenfoid organlarda bulunurlar.
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IMMUN SiSTEM ORGANLARI

Immun sistem faaliyetlerinin biytik ¢cogunlugu viicudun belirli organlarinda ytiri-
tiltr. Bagisiklik ile ilgili olaylarin yogunlastigi lenfoid organlarin timul immun sis-
tem organlari olarak nitelenebilir. Immun sistem organlari, yapilarina ve bununla
ilgili fonksiyonlarina gore iki ana grupta incelenir.

G 58

immunolojin temel kavramlar1 ve yapisal unsurlar: ile ilgili daha genis bilgiyi resimli
ansiklopedi formatinda hazirlanmis olan Atlas of Immunology (1998) kitabinda bulabi-
lirsiniz.

Primer Lenfoid Organlar

Lenfositlerin gelisiminden, degisiminden ve immunite ile ilgili temel 6zelliklerin
yluklenmesinden sorumlu organlara, primer lenfoid organlar veya merkezi lenfoid
organlar denir. Primer lenfoid organlarin ortak ¢zellikleri sunlardir. Yenidoganlar-
da en buytik relatif hacime sahiptirler, puberteden sonra hizla kictlirler. Viicuda
antijenik uyarim olmasa dahi normal gelismelerini ve doku organizasyonlarini ta-
mamlarlar. Yenidogan donemde vicuttan c¢ikartilmalari halinde, yurtttikleri fonk-
siyonlarda 6nemli kayiplar olur.

Timus: Timus, tim memelilerde ve kanatlilarda T lenfositlerinin gelisimini ve
degisimini saglayan lober yapida bir organdir. Timusun buyukligl, hayvanin ya-
stna gore Oonemli degisiklikler gosteri; relatif hacmi yeni doganlarda, absolut hac-
mi pubertede en ytiksek dizeydedir. Puberteden sonra organ kiictilmeye baslar.
Timusun en 6nemli gorevi, organa niteliksiz olarak giren 6ncti T lenfositlerine ya-
banci antijenleri ayirt edebilme yetenegini kazandirmak ve viicudun kendi yapila-
rina karsi reaksiyon verebilecek lenfositleri ortadan kaldirmaktir.

Bursa Fabricius (Fabricius kesesi): Bursa Fabricius, sadece kanatli hayvan-
larda bulunan ve B lenfositlerinin gelisiminden sorumlu olan lober yapida bir or-
gandir. Tutin kesesi seklindeki organ kloakanin dorsalinde yerlesmistir ve bir ka-
nalla kloakaya acilir. Bursa Fabricius yumurtadan cikan civcivde en buytk relatif
hacme sahiptir. Bir-iki haftalik civcivlerde en yiiksek absolut hacmine ulasir ve
bundan sonra hizla kiictiliir. Eriskin kanatlilarin ¢ogunda gozle goritilemez. Bursa
Fabricius’daki hiicrelerin %90’dan fazlasi B lenfositidir. Timustaki T lenfosit olgun-
lasmasina benzer sekilde, kemik iliginden koken alan 6ncti B hiicreleri bursa Fab-
riciusda cogalir, degisime ugrar ve olgun B lenfositleri haline gecer. Yabanci anti-
jenlere yanit verecek B lenfositlerinin ¢cogalmas: desteklenirken, viicudun kendi
antijenlerine karsi yanit olusturacak B lenfositleri oldtriltr.

Kemik iligi: Kemik iligi biitiin memelilerde multipotent koken hiicrelerinin
kaynagidir. Kemik iligi, aynt zamanda B lenfositlerinin degisimini saglamasi nede-
niyle ruminantlar disindaki cogu memelide primer lenfoid organ olarak da nitele-
nir. Diger bir deyisle, kemik iligi kanatlilardaki bursa Fabricius’'un ruminant disin-
daki memelilerdeki karsihigidir ve calisma prensibi aynidir.

Ileo-Sekal Peyer Plaklari: Ruminantlarda, B lenfositlerinin degisimini ve ol-
gunlasmasini saglayan primer lenfoid organdir. Diger bir deyisle, kanatlilardaki
bursa Fabricius'un karsiligidir ve calisma prensibi aynidir. ileo-sekal Peyer plakla-
r1, maksimum boyutlarina dogumdan 6nceki fetal donemde ulasir, dogumdan son-
ra kiicilerek 15. ayda goriinmez hale gelirler. Ileo-sekal Peyer plaklari, sadece B
lenfositleri iceren lenfoid folikillerden ibarettir. Alt1 haftalik bir kuzuda ilio-sekal
Peyer plaklari viicuttaki en buytk lenfoid dokudur.
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Sekonder Lenfoid Organlar

Antijene karst immun yanitin gelistirilmesinden sorumlu olan ve bunun i¢in uygun
ortam saglayan organlara sekonder lenfoid organlar veya periferal lenfoid organ-
lar denir. Sekonder lenfoid organlarin ortak 6zellikleri sunlardir. Organlarin gelisi-
mi, normal viicut gelisimi ile paralel yurir, en bliylik hacimlerine eriskin donem-
de ulasirlar. Viicuda antijenik uyarim olmadiginda normal gelismelerini ve doku
organizasyonlarint tamamlayamazlar. Neonatal donemde vicuttan c¢ikartilmalari
halinde, yuruttiikleri fonksiyonlarda 6nemli kayiplar olmaz.

Lenf nodiilleri: Lenf nodulleri, yuvarlak veya fasulye seklinde yapilardir. Lenf
kanallarinin, lenf ile tasinan antijenleri yakalayacak stratejik noktalarina yerlesmis-
lerdir (6rnegin; barsak cevresinde mezenteriyal lenf digimleri, trahea cevresinde
mediastinal lenf digtiimleri). En 6nemli gorevleri, lenf dolasimi ile tasinan antijen-
lere karst ve viicudun diger yerlerinde antijenle karsilasmis immun sistem hticrele-
rinin getirdigi antijenik bilgilere gére immun yanit olusturmaktir. Retikiiler bir ag
yapist icinde, B ve T lenfositlerini, makrofajlart ve dendritik hiicreleri barindirir. B
lenfositleri normalde primer folikiil, antijen ile uyarildiklarinda sekonder folikiil
seklinde kiimelenmis olarak bulunurlar. Tavuk ve hindiler disindaki evcil hayvan-
larin timiinde lenf nodilleri vardir.

Dalak: Dalak cok fonksiyonlu bir organdir ve bu fonksiyonlar organin farkli
histolojik yapilarinda gerceklestirilir. Kirmizt pulpa kan hiicrelerinin depolanmasi
ve dizenlenmesi ile ilgili boliimleri kapsar. Organin immun yanit ile ilgili isleri ise
beyaz pulpada yuritiltr. Kirmizt pulpa ve beyaz pulpa i¢ ice gecmis durumda-
dirlar, dalagin farkli bolgelerinde bulunmazlar. Beyaz pulpanin immunolojik or-
ganizasyonu lenf nodiliinde oldugu gibidir. Sekonder lenfoid organ olarak dala-
gin baslica gorevi, kandaki antijenleri yakalamak ve bunlara karst immun yanit
olusturmaktir.

Kemik iligi primer lenfoid organ olmast yaninda, viicutta en biiylik hacime sa-
hip sekonder lenfoid organdir. Damar icine verilen antijenlerin énemli bir kismi,
karaciger ve dalaktan baska kemik iliginde yakalanir. Kemik iliginde immun yani-
t1 olusturacak her tiirli immun sistem hiicresi mevcuttur.

Mukozal lenfoid dokular, ozellikle sindirim, solunum ve tirogenital kanalla-
rinin mukoz membranlarit boyunca yerlesmis yapilardir. Sindirim kanalindaki se-
konder lenfoid dokular; tonsilleri, ince barsak (jejunal) Peyer plaklarini, lenfoid fo-
liktilleri ve bazi turlerde apendiks folikillerini kapsar. Peyer plaklari, ince barsak
mukozasinin tim kalinligini isgal eden folikil yiginlarindan olusmustur. Bu yapi-
nin Gzerindeki epitelde, barsaktan antijen alimini yapan M hiicreleri bulunur. Fo-
liktiller, diger lenfoid organlardaki gibi organize olmuslardir. Epitel altinda ve foli-
killer arasinda ise B ve T lenfositleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler bulunur.
Peyer plaklarindan baska barsakta ve diger mukoz membranlarda daginik durum-
da gozle gorilemeyen folikiler yapilar bulunur. Diger lenfoid organlarda bulunan
primer ve sekonder lenfoid foliktillerden ibaret bu yapilarin timiine ortak olarak
mukoza-iliskili lenfoid doku (MALT) denir. Bunlar dalak ve lenf nodillerin yaptik-
lar1 tim isleri yapabilirler. Hemolenf nodtilleri ruminantlarin ve diger memelilerin
kan damarlar ile iliskili ve lenf nodtllerine benzer yapilardir. Hemolenf nodulle-
rindeki lenfosit dagilimi, lenf nodiillerindekine ¢cok benzemektedir.
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Hayvanlar vicutlarina giren patojenlere karst im-
mun yanit olustururlar ve bagisiklik kazanirlar.
Bu islevi yuriten kompleks organizasyona im-
mun sistem denir. Viicudun patojenlere kars: sa-
vunulmasinda nonspesifik ve spesifik savunma
mekanizmalar gorev alir. Spesifik bagisiklik an-
tijenle temas sonucunda kazanilan asil bagisiklik
seklidir. Kazanilmis bagisikligin 6nemli unsurlart
spesifite, bellek ve toleranstir. Spesifik bagisiklik
humoral ve hiicresel olmak tzere iki sekilde ger-
ceklesir. Bagisiklik dogal yollarla veya yapay ola-
rak ve aktif veya pasif olarak kazanilabilir.

Hangi maddelerin antijen oldugunu aciklamak.
Antijenler, immun yaniti uyaran maddelerdir. Bir
maddenin antijen olarak nitelenebilmesi icin 6n-
celikle viicuda yabanct olmast gerekir. Ayni za-
manda belirli bir molekil agirlikta ve kompleks
yapida olmast gereklidir. Bu 6zellikteki madde-
lerin ¢oziintrligi ve dayanikliligt da dengeli ol-
malidir. Bu ozellikleri tasiyan maddeler immun
yaniti uyarabilirler. Antijenite goreceli bir kav-
ramdir; bazi antijenler immun yaniti digerlerine
gore daha etkili sekilde uyarabilirler. Bu ozellik
daha cok antijenin sahip oldugu antijenik deter-
minant sayisi ve cesirliligi ile iliskilidir.

Antikorun yapisini, siniflarini ve islevierini ta-
mmlamak.

Antikorlar antijenlere karst olusturulan ve anti-
jenle spesifik reaksiyona girebilen immunglo-
bulin yapisinda molekiillerdir. Ilmek bolgeleri-
ne sahip polipeptid zincirlerinden olusmuslar-
dir. Agir ve hafif zincirlere, herbir zincirde sabit
ve degisken bolgelere sahiptirler. Antikor antije-
ni cok degisken bolgesi ile tanir ve baglanir.
Agir zincir yapilarina goére 5 immunglobulin si-
nif vardir; IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD. Hayvanlar-
da bu siniflarin bazilarinin alt siniflart da bulu-
nur. Bu siniflar immun yanit sirasinda farkl is-

levler ustlenebilirler.

Immun sistem hiicreleri kemik iliginden koken
alir ve farkl: hiicre tiplerine donistrler. Myeloid
seri hiicreleri icinde notrofiller, eosinofiller, ba-
zofiller ve makrofajlar yer alir. Notrofiller ve mak-
rofajlar fagositoz yaparlar ve nonspesifik bagisik-
likta onemli rol oynarlar. Makrofajlar dokulara
go¢ ederek, farkli sekiller ve isimler alirlar. Len-
foid seri icinde lenfositler ve NK hiicreleri bulu-
nur. Lenfositler antijeni spesifik olarak tanir ve
spesifik immun yanit olustururlar. B lenfositleri
antikor tretiminden ve humoral bagsikliktan so-
rumludur. Yardimci T lenfositleri humoral ve hiic-
resel bagisikliga katkida bulunur. Sitotoksik T
lenfositleri NK hiticreleri ile birlikte hiicresel ba-

gisikliktan sorumludurlar.

Immun sistem organlarinn temel ézelliklerini
ve islevierini aciklamak.

Bagisiklikla ilgili olaylarin gectigi tiim organlar
immun sistem organlari olarak nitelenir. Primer
lenfoid organlar, lenfositlerin degisime ugradigt
antijen tanima yetenegi kazandig: yerlerdir. Ti-
mus T lenfositlerinin, farkli hayvan tirlerinde
bursa Fabricius, kemik iligi ve Peyer plaklart B
lenfositlerinin gelistigi organlardir. Sekonder len-
foid organlar, antijene karst immun yanit olayla-
rinin gectigi yerlerdir. Bu organlar dalak, lenf no-
dilleri, kemik iligi ve mukozal lenfoid dokudur.
Bu organlarin timiinde bir immun yanit olustu-

rabilecek tiim unsurlar bulunur.
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Kendimizi Sinayalim

1. Bir hayvan tiiriinde bir infeksiyonun hi¢ goriilme-
mesi nasil aciklanir?
a. Relatif diren¢
Dogal direng
Dogal savunma engelleri

Kazanilmis bagisiklik

o a0 T

Nonspesifik bagisiklik

2. Asagidakilerden hangisi antijenitenin zorunlu kosul-
larindan biri degildir?

a. Viicuda yabancilik

b. Molekul agiligt

¢. Molekulin kompleks yapist

d. Coziunurlik

Antijen dozu

3. Molekul agirligi 65.000 olan bir antijende ka¢ adet
antijenik determinant bulunur?

a. 5
b. 6
c. 10
d. 13
e. 15

4. ITmmunglobulin molekiiliiniin sabit hafif bolge ilme-

gi asagidakilerden hangisi ile gosterilir?

a. CL
b. VL
c. VH
d. CH1
e. CH2

5. Viicutta pentamer formunda bulunan immunglobu-

lin smnifi asagidakilerden hangisidir?

a. IgA
b. IgG
c. IgM
d. IgE
e. IgDh

6. Hangi hayvan tiirtinde IgE'nin iki alt sinifi vardir?
a. At

b. Sigir

c. Koyun
d. Kopek
e. Domuz

1. Asagidakilerden hangisi myeloid seri hiicresi de-

gildir?
a. Lenfosit
b. Makrofaj
c. Notrofil
d. Bazofil
e. Eosinofil

8. Asagidakilerden hangisi bir makrofaj degidir?
a. Histiosit
b. Dendritik hticre
¢. Plazma hicresi
d. Mezangial hiicre
Osteoklast

9. Kanatli hayvanlarda B lenfositlerin gelistirilmesin-
den sorumlu organ asagidakilerden hangisidir?

Kemik iligi

Timus

Dalak

Lenf nodilt

o a0 TR

Bursa Fabricius

10. Lenf nodiilii, dalak, kemik iligi ve hemolenf nodii-
lintn ortak 6zelligi asagidakilerden hangisidir?
a. T lenfositlerini gelistirirler.
Immun yanit olustururlar.
Puberteden sonra kuctlirler.

Tum hayvan tirlerinde bulunurlar.

o e T

Sadece lenfositleri barindirirlar.
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1.b  Yanitiniz yanls ise “Temel Kavramlar” konusu-
nu yeniden okuyunuz.

2. e Yanitiniz yanls ise “Antijen” konusunu yeniden
okuyunuz.

3.d  Yanitiniz yanls ise “Antijen” konusunu yeniden
okuyunuz.

4.a  Yanitiniz yanlis ise “Antikor” konusunu yeni-
den okuyunuz.

5.¢  Yanitiniz yanlis ise “Antikor” konusunu yeni-
den okuyunuz.

6.d  Yanitiniz yanlis ise “Antikor” konusunu yeni-
den okuyunuz.

7.a  Yanttniz yanls ise “immun Sistem Hticreleri”
konusunu yeniden okuyunuz.

8.¢  Yanitiniz yanlis ise “Immun Sistem Hiicreleri”
konusunu yeniden okuyunuz.

9.e  Yanitiniz yanlis ise “Immun Sistem Organlart”
konusunu yeniden okuyunuz.

10. b Yanitiniz yanlis ise “Immun Sistem Organlart”

konusunu yeniden okuyunuz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Bagisikligin onemi, bagisikligin olmamast halinde so-
nuclarinin ne olacagini inceleyerek anlasilabilir. Bunun
icin, immun sistem 6gelerinden birinin dogustan olma-
mast veya sonradan hasara ugramast durumunda orta-
ya cikan immun yetmezlik vakalarini incelemek gere-
kir. Damar ¢eperinde savunmayla ilgili tek bir molekii-
lin dogmasal eksikligi veya AIDS gibi bir hastalikta tek
bir immun sistem hticresinin islevinin bozulmasi 6liim-

cil infeksiyonlara zemin hazirlar.

Sira Sizde 2

Bir molekiliin antijenitesini sahip oldugu antijenik de-
terminantlar belirler. Molekiiliin her 5.000 dalton agir-
lig1 icin 1 antijenik determinant bulunacagina gore,
molekil ne kadar buytikse o kadar ¢ok sayida; ne ka-
dar kompleksse o kadar cok cesitlilikte antijenik deter-
minant bulunacaktir. Bu da daha etkili bir antijenik
uyarima, dolaystyla daha giicli immun yanita neden
olacaktir.

Sira Sizde 3

Antijen ve antikor kimyasal maddeler degil, makromo-
lekullerdir. Kimyasal maddeler arasinda kovalent bag-
lar kurulurken, makromolekiiller arasinda nonkovalent
baglar kurulur. Nonkovalent baglanma iki makromole-
kilum yuizeyindeki elektron bulutlari arasinda olur. Bu
baglanmada ytizey topografisi 6nemlidir; iki molekilin
(antijen ve antikor) temas eden ytizleri ne kadar uyum-
luysa bag o kadar gticlti olur. Nonkovalent baglar geri-
ye donusludir; bu da antikorun viicut tarafindan tekrar
kullanilmasina olanak saglar.

Sira Sizde 4

Tim immun sistem hticreleri faaliyetlerini ytizey mole-
kulleri ve reseptorler araciligiyla yuritirler. Gelisim
asamalarinda herbir hiicre tipinde bunlarin bazilart or-
taya cikar. Dolayistyla hiicrenin islevi de sahip oldugu
ylzey molekiliine gore belirlenir. Eger bir hiicrede A
maddesi icin reseptor varsa, A maddesinin dikte ettigi
islevi yurttir, yoksa yirtitemez. Eger bir hiicrede CD2
ylizey molekiilti varsa, CD2 reseptort tastyan tim hiic-

releri etkileyebilir, yoksa etkileyemez.
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Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Fagositoz olayini ve etkilerini aciklayabilecek,
& Antijen islenmesi ve sunulmasint aciklayabilecek,
@& Humoral bagisikligin gelisimini ve sonuclarini aciklayabilecek,
@ Hiicresel bagisikligin gelisimini ve sonuclarint aciklayabileceksiniz.

e Fagositoz e Humoral bagisiklik
e Antijen sunma e T bagimlt antijen
e MHC molekiilleri e Komplement

¢ Endojen/ekzojen antijen e Hicresel bagisiklik
e Sitokin e Sitotoksite
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FAGOSITOZ

Viicuda giren bir mikroorganizmanin veya yabanci maddenin belirli immun sistem
hiicreleri tarafindan yakalanarak yutulmasina fagositoz denir. Bu olay infeksiyon et-
kenlerinin etkisiz hale getirilmesi ve viicuttan uzaklastirilmasi icin en 6énemli erken
savunma mekanizmalarindan birisidir. Fagositoz olayi, myeloid seriye bagli poli-
morfniikleer hiicreler ve monontikleer fagositik hiicreler tarafindan gerceklestirilir.
Aktif olarak fagositoz yapan polimorfniikleer hiicreler, notrofiller ve eozinofiller,
monontkleer hiicreler ise makrofajlardir. Fagositoz nonspesifik bir bagisiklik meka-
nizmasidir; fagositler mikroorganizma veya antijene gore 6zellesmemislerdir.

Fagositozun Asamalari

Kemotaksis

Hicreleri kendine dogru ¢eken maddelere kemotaktik madde, hiicrelerin kemo-
taktik maddeye dogru yonelmesine kemotaksis adi verilir. Patojenlerin dokuyu is-
tilast ve buna bagli doku tahribi sonucunda, o dokuda bir¢cok kemotaktik madde
acgi@a cikar. Dokuda bulunan fagositik hticreler kemotaktik maddelere, dolayisiyla
patojenlere dogru harekete gecer. Kanda dolasan fagositler ise, bakteri istilasi ve
doku tahribi durumunda, hasarli dokudan gecen kilcal damarlarda ilerlerken, bu
kemotaktik maddeleri algilarlar. Kemotaktik maddeler fagositleri hasarli dokuya
ceker ve damar endotelinin bu hiicrelere tutunma 6zelligini arttirirlar. Fagositler,
yuzeylerindeki integrinler vasitasiyla, endotel ytizeyindeki selektinlere bagla-
nirlar. Endotele tutunan fagositler hasarli dokuda gelisen olaylar sonucunda gev-
seyen endotel tabakasindan gecerek dokuya ulasir. Bu olaya diapedezis de denir.
Dokuya gecen fagositler kemotaktik maddelerin yogun oldugu bolgeye, yani pa-
tojenlere yonelirler. Eger mikroorganizma kan gibi sivi bir ortamda ise fagositler
bunlara direkt olarak yonelirler.

Baglanma

Bir mikroorganizma ile kars: karstya gelen fagositik hiicrenin oncelikle ona bag-
lanmast gerekir. Fagositler mikroorganizmalar ile kati dokular icinde karsilastikla-
rinda bunlart kolayca yakalayip baglanabilirler. Bu olaya yrizey fagositozu denir.
Yiizey fagositozunda, baglanmanin ve yutma isleminin gerceklesmesi icin baska
maddelerin yardimina gerek yoktur. Ancak olay viicut sivilarinda geciyorsa bu

Fagosit: Tiim fagositik
hiicreler icin kullanilabilen
ortak terim.

integrin/selektin: Hiicrelerin
birbirine nonspesifik olarak

tutunmasini saglayan hiicre
ylizeyi molekiilleri.
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baglanma kendiliginden olmaz. Clnki, elektrolit ortamda fagositlerin ve mikroor-
ganizmalarin ylzeyleri genellikle negatif yuklidur. Fagositlerin mikroorganizmaya
baglanmasina engel olan bu duruma zeta potansiyeli denir. Baglanmanin gercek-
lesmesi icin mikroorganizmanin ytizey elektrik yikiinin degismesi gerekir. Eger
mikroorganizmanin ylzeyi pozitif yikli olan antikorlar veya komplement ile kap-
lanirsa elektrik yiku degisir. Boylece, fagositlerin tizerinde bulunan antikor resep-
torleri (FcR) ve C3b reseptorleri ile bu baglanma gerceklesir. Mikroorganizma yii-
zeyini kaplayarak fagositozu kolaylastiran boyle maddelere opsonin, bu olaya op-

Fagositozda antikor
ve komplement
aracihg ile
opsonizason

sonizasyon denir (Sekil 8.1).

/

Yutma

Fagositik hiicreler mikroorganizmalart baglanirken, ayni anda membran uzantilar
da onu cevrelemeye baslar. Bu kisimdaki hticre ytizeyinde bir ¢okiintii olusur. Bu
olaylar sonunda mikroorganizma, fagozom adi verilen bir vakuol ile fagosit icine
alinmus olur (Sekil 8.2). Yutma olayinin basarili sekilde gerceklesmesi mikroorga-
nizmanin ylzey oOzelliklerine, ozellikle hidrofobik ¢zelliklerine baglidir. Fagositler
hidrofobik ytizeye sahip bakterileri (6rn. Mycobacterium tuberculosis) kolayca yu-
tarken, hidrofilik ytzeylileri (6rn. Streptococcus pneumonia) cok zor yutar. Hidro-
filik ytzeyli bakterilerin yutulabilmesi icin ylizeylerinin opsoninler tarafindan kap-
lanarak hidrofobik hale getirilmeleri gerekir. Boylece, opsoninlerin hem baglan-
ma, hem de yutma asamasinda rol oynadiklari anlasimaktadir.

Fagositozda yutma
ve sindirme
asamalart
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Oldiirme ve Sindirme

Fagositler tarafindan yutulan mikroorganizmalar, hiicre icinde iki farkli mekaniz-
ma ile tahrip edilirler; respiratorik yikim ve lizozomal enzim sindirimi. Respiratorik
yikem ile ilgili reaksiyonlar mikroorganizmanin hiicreye baglanmasindan birkac sa-
niye sonra baslar ve fagozom membraninda devam eder. Raksiyonlar, bir mem-
bran enzimi olan NADPH-oksidaz ile baslar, stiperoksit dizmutaz ve miyeloperok-
sidaz enzimlerinin calismast ile devam eder. Oksidatif metabolizma olarak da ad-
landirilan bu reaksiyonlar sirasinda hidrojen peroksit ve hipoklorid iyonlari olusur.
Bu maddeler bir¢cok biyolojik molekiil tizerinde ¢ok etkilidir ve bakterileri prote-
inlerini okside ederek oldirtrler. Hipoklorid ayrica lizozomal enzimlerin etkisini
de arttirir. Lizozomal enzim sindirimi fagozom icinde gerceklesir. Mikroorganizma
fagozom i¢ine alindiktan sonra, hticre sitoplazmasindaki lizozomlar fagozomla bir-
lesir ve enzimleri bosaltirlar . Bu birlesik vakuole fagolizozom denir (Sekil 8.2). Li-
zozomal enzimler de bakteri ¢ceperini parcalayarak bircok mikroorganizmayi 6ldi-
rebilirler. Lizozom enzimleri arasinda mikroorganizmalarin tim yapilarint parcala-
yabilecek onlarca farkli enzim ve madde sayilabilir. Bu maddeler mikroorganizma-
lar tizerine farkli yollarla etki ederler. Ornegin, lizozim Gram pozitif bakterilerin
hiicre duvarint parcalar, laktoferrin bakterinin gereksinimi olan demiri baglayarak
uremesini engeller, defensin lipid tabakasinin butinligint bozarak, bakteri ve
mantarlarin hiicre membranlarint ve zarfli viruslari parcalarlar.

Bagisiklik olaylarinin gelisimi ile ilgili daha genis bilgiyi immunoloji (1998) kitabinda bu-
labilirsiniz.

Farkh Hiicrelerin Fagositozu

Viicut savunmasinda gorev alan fagositik hiicreler notrofil, eozinofil, monosit ve
makrofajlardir. Bu hicre tipleri tarafindan gerceklestirilen fagositozun temel meka-
nizmast benzer olmasina ragmen, gerek olayin bazi asamalarinda gerekse fagosite
olan materyal bakimindan farkliliklar bulunabilir. Nétrofiller, viicuda giren mikro-
organizmalara ilk miidahaleyi yapan fagositlerdir. Saldirmaya ve oldiirmeye her an
hazirdirlar ve diger yollarla uyarilmaya ihtiyaclar yoktur. Notrofilleri, ozellikle
mikrobiyal kokenli kemotaktik maddeler ¢eker. Notrofillerin fagosite ettikleri mik-
roorganizmalart 6ldiirme glcleri makrofajlara gore daha fazladir; bunun icin respi-
ratorik yikim mekanizmasini kullanirlar. Ancak, enerjileri sinirli oldugundan az sa-
yida fagositoz yapabilirler ve birka¢ fagositozdan sonra kendileri de olirler. Eozi-
nofiller de notrofillere benzer sekilde fagositoz yaparlar. Eozinofilleri ¢ceken kemo-
taktik maddeler cogunlukla mast hiicreleri tarafindan salinir. Eozinofillerin btytk
cogunlugu dokularda yerlestigi icin, damardan dokuya go¢ olay: fazla goriilmez.
Eozinofillerin respiratorik yikim mekanizmasinda hipoklorid yerine hipobromid
iyonlari olusur ve bu da daha ¢ok parazitler Gizerine etkilidir.

Makrofajlar tarafindan gerceklestirilen fagositozun asamalart notrofil fagosito-
zuna benzer sekilde gelisir. Ancak, notrofil fagositozundan farkli bazi 6zellikleri
vardir. Makrofajlar sadece mikroorganizmalart degil, viicuda ait yasli, 6li veya ha-
sarlt hiicreleri, bunlarin artiklarini, hatta asbest ve partikiiler karbon gibi inorganik
maddeleri bile fagosite ederler. Makrofajlar daha gec aktive olurlar ve fagositoza
notrofillerden sonra baslarlar. Ancak, notrofillerin aksine makrofajlar, yasamlart
boyunca stirekli ve defalarca fagositoz yapabilirler. Kemotaktik faktorler agcisindan
bakildiginda, makrofajlar tahrip olan hiicrelerden a¢iga ¢ikan maddeler tarafindan

2) D
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da olay bolgesine cekilirler. Makrofajlar opsonize olmamis bazi mikroorganizma-
lar1 direk olarak yakalama ve baglanma yetenegine sahiptirler. Makrofajlar fago-
zom icinde yuttuklart mikroorganizmalari lizozomal enzim sindirimi yoluyla oldi-
rirler. Bazt sitokinler tarafindan uyaridiklarinda oksidatif mekanizmayi da kullan-
maya baslarlar ve oldirme gticleri cok artar. Ayrica, fagosite etmeksizin, enzimle-
rini bosaltarak mikroorganizmay: hiicre disinda da oldurebilirler.

Fagositozun Sonuglari

Eger mikroorganizmalar veya yabanci partikiller damara injekte edilirlerse, kan-
dan hizla temizlenirler. Bu yabanci partikiillerin kandan temizlenme sekli hayvan
ttirine baghdir. Kopeklerde ve kemiricilerde bunlarin %80-90"1 dalak ve karaciger
makrofajlart tarafindan yakalanir. Dalak daha etkili bir filtre olmasina karsin, bu-
ylik hacmi nedeniyle karacigerde daha ¢ok antijen yakalanir. Buna karsin, rumi-
nantlarda, atlarda, kedilerde ve domuzlarda kandaki mikroorganizmalarin cogu
akciger damarlarindaki makrofajlar tarafindan yakalanir. Eger spesifik antikorlar
(opsonin) mevcutsa, mikroorganizmalar kandan daha ¢abuk temizlenir. Antikorla
kaplanmis mikroorganizmalar daha cok dalakta, komplementle (C3b) ile kaplan-
mis olanlar daha cok karacigerde yakalanir. Eger spesifik antikorlar yoksa veya
bakteri antifagositik bir kapstile sahipse, kandan temizlenme orani diser. Protein
molekilleri sivi ortamlarda kendiliklerinden kiimelenme egilimindedir. Eger bir
protein soliisyonu damar icine injekte edilirse, protein kiimeleri notrofiller ve mak-
rofajlar tarafindan fagosite edilerek kandan hizla uzaklastirilir. Stvi fazdaki eriyebi-
lir maddelerin fagositozuna pinositoz denir.

ANTIJEN iSLENMESi VE SUNULMASI

Viicuda giren antijenlerin cogu, girdikleri andaki yapilart ile immun yaniti etkili bir
sekilde uyaramazlar. Antijenlerin biiytik cogunlugunun, 6zellikle de protein yapi-
sindaki antijenlerin glicli bir immun yaniti uyarabilmeleri i¢in, hiicre icinde belli
bir diizeye indirgenmeleri (antijen islenmesi) ve MHC molekilleri ile birlikte T
lenfositlerine sunulmasi (antijen sunulmasy) gerekir. islenme gerekliligi acisindan
iki temel antijen grubu vardir. T-bagimir antijenler protein yapisindadir ve bunlar
sadece islendikten sonra T lenfositlerine sunulabilitler. 7-bagimsiz antijenler pro-
tein disindaki kimyasal antijen gruplaridir ve islenmeden B lenfositlerini uyarabi-
lirler. islenen antijenlere karst giiclii ve uzun stireli bagisiklik olusurken, islenme-
yen antijenlere karst daha zayif ve kisa siireli bagisiklik olusur. Immun yaniti uyar-
mak icin islenmesi gerekli olan antijenler, ekzojen ve endojen olmak tzere iki gru-
ba ayrilabilir. Cinkd, bu iki grup antijen tarafindan farkli immun yanit mekanizma-
lart uyariir. Ekzojen antijenler, islendikten sonra MHC sinif II molekiilleri ile, en-
dojen antijenler MHC sinif I molekiilleri ile sunulurlar.

MHC Molekiilleri

MHC molekilleri, hiicre icinde islenen antijenleri hiicre ytizeyinde lenfositlere su-
nan polipeptid yapilardir. Bunlarin polipeptid icerikleri bireyler arasinda cok
cesitlilik gosterdigi icin, bir bireyin MHC molekuli digerine verildiginde antijenik
etki yapar ve organ nakillerinde redde neden olurlar. Bu nedenle MHC antijenleri
veya tranplantasyon antijenleri olarak da adlandirilirlar. Bu molekiilleri kodlayan
MHC genleri, antijen isleme ve sunma olaylarint kontrol ederler. Bu ytizden MHC,
infeksiyoz veya immunite ile iligkili hastaliklara direnci veya duyarliligi belirleyen
en Oonemli genetik faktordir. Bagisiklikla iliskili iki tip MHC molekult vardir. MHC
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sinf I molekrilleri MHC sinif T lokusu tarafindan kodlanir. Bu molekiiller, esey hiic-
releri disindaki tiim cekirdekli hiicrelerin yiizeyinde bulunur. Immun sistem hiic-
relerinde daha yogun olarak bulunurlar. Tek bir polipeptid zincirinden olusmus,
ilmekleri, sabit ve degisken bolgeleri olan yapilardir (Sekil 8.3). Gorevleri sitozolik
yolla islenmis endojen antijenleri T-lenfositlerine sunmaktir. MHC sin1f II molekiil-
leri MHC smif II lokusu tarafindan kodlanir. Bu molekller sadec makrofaj, den-
dritik hiicre ve B lenfositi gibi profesyonel antijen sunan hticrelerin ytizeyinde bu-
lunur. iki polipeptid zincirinden olusmus, ilmekleri, sabit ve degisken bolgeleri
olan yapilardir. Gorevleri endozomal yolla islenmis ekzojen antijenleri T-lenfosit-
lerine sunmaktir. Islenmis antijenler heriki tip molekiiliin de degisken bolgesinde
bulunan antijen oluguna oturduktan sonra sunulurlar. Bu bolgenin yapisi ¢cok po-
limorfiktir.

MHC molekiillerinin polimorfik yapida olmasinin yarari nedir?

-
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Ekzojen Antijenlerin islenmesi ve Sunulmasi

Ekzojen antijenler sadece MHC sinif I molekiilleri ile birlikte sunulur (Sekil 8.4).
Sadece MHC simif 1T molekillerine sahip hticreler yuttuklari yabanct partikilleri
immun yanitt uyaracak sekilde isleyip sunabilirler. Bu molekuller de sadece mak-
rofajlar, dendritik hticreler ve B lenfositlerinde bulunur. Bu nedenle bu hticrelere
profesyonel antijen sunan hiicreler de denir. MHC sinif II molekillerini tasiyan
makrofajlar cogunlukla, dalak, timus ve karacigerde, dendritik hiicreler deri ve
lenf nodiillerinde, B hiicreleri lenf nodiillerinde bulunur. Immun sistemin ilk kez
karstlastigr antijenleri genellikle makrofajlar isler. Immun sistem antijenle daha 6n-

ce karsilasmissa ve antijene karsi antikorlar varsa, antijen isleme olayinda makro-
fajlarin 6nemi azalir. Ctinkii bu fonksiyonu, antikor varliginda daha etkili calisan
dendritik hiicreler ve B htcreleri tstlenirler. Profesyonel antijen sunan hticreler di-
sinda vicuttaki diger bazi hiicrelerde ekzojen antijenleri bir miktar isleyip sunabi-
lirler. Ancak bunun i¢in yogun sitokin etkisi altinda olmalart gereklidir.
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Ekzojen antijenlerin islenmesi cesitli asamalarda gerceklesir (Sekil 8.4). ik ba-
samak, antijenin yutulmast ve bir fagozom (veya endozom) icinde hiicreye alin-
masidir. Sitoplazmada bulunan lizozomlar antijen iceren fagozomlarla birleserek,
sindirim enzimlerini antijenlerin Gizerine bosaltirlar. Enzimler, antijeni 10-30 amino
asitten ibaret kictk peptid parcalarina ayirir. Bu peptid parcalarint iceren fago-
zom, daha sonra yeni sentezlenmis MHC sinif II molekiilleri iceren endozomla bir-
lesir. Bu endozom icindeki islenmis peptid parcalari, uygun sinif II molekillerinin
antijen oluguna baglanir. Daha sonra endozom hiicre membranina dogru gider ve
burada acilarak, MHC-peptid kompleksini hiicre yiizeyinde sergiler. Yardimer T
lenfositleri iste bu kompleksi spesifik antijen reseptorleri (TCR) ile tanirlar. MHC
molekdlleri, antijenin parcalanmast ile ortaya ¢cikan peptid parcalarinin timtine de-
gil, kendine uygun olanlara baglanir. Boylece, ekzojen bir antijenin hangi kisimla-
rinin T hiicrelerine sunulacagini, dolayisiyla hangi peptide karst immun yanit olus-
turulacagint MHC sinif 1T molektilleri belirler.

Yukarida anlatilan ve ekzojen olarak nitelenen antijenlerin islenmesi ile ilgili
mekanizmaya endozomal iglem denir. Hangi antijenlerin endozomal yolla islene-
cegi, dolaystyla ekzojen antijen olarak nitelenecegi, antijenin hiicreye giris sekli-
ne ve hiicre icindeki konumuna baglidir. Hiicreye fagozom icinde alinan, dolayi-
styla sitoplazmada serbest olarak bulunmayan antijenler endozomal yolla islenir ve
ekzojen antijen olarak nitelenir. Antijen sunan profesyonel bir hiicre, 200.000 adet
MHC sinif I molekiilt tasiyabilir. Bir yardimer T hiicresi de 200-300 MHC-peptid
kompleksi tarafindan uyarilabilir. Boylece, antijen isleyen bir hiicre ayni anda bir-
cok farkli antijenik peptidi (epitopu) isleyerek bunlar farkli yardimer T lenfositle-
rine sunabilir.

Endojen Antijenlerin islenmesi ve Sunulmasi

Immun yaniti uyaran antijenlerin bazilari, direkt olarak icinde bulunduklart hiic-
reler tarafindan islenirler ve sunulurlar. Viicuda yabanct olmasina ragmen, hiicre
sitoplazmasinda serbest olarak bulunan ve hiicreye ait bir yapiymus gibi kabul
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edilen antijenlere endojen antijen denir. Bir antijeni, endojen antijen olarak nite-
lemek icin gerekli kosul, hiicre sitoplazmasi icinde serbest halde bulunmasidir.
Endojen antijenler sadece MHC sinif T molekiilleri ile birlikte sunulur. Endojen an-
tijenlere en iyi ornek, virusla infekte hiicreler tarafindan olusturulan viral protein-
lerdir. Bu antijenler, ekzojen antijenlerden farkli sekilde islenirler ve MHC sinif I
molekiillerine baglanirlar. Sinif T molekiillerine baglanan antijenler, sitotoksik T
lenfositlerini uyarirlar.

Endojen
antijenlerin
sitozolik yolla
islenmesi ve MHC
sinif I molektilleri
ile sunulmast.

Endojen antijenlerin islenmesi ekzojen antijenlerin islenmesinden farklidir (Se-
kil 8.5). Endojen antijenler sitoplazma icinde sentezlenirler veya sitoplazmaya di-
rek olarak gecerler. Kisaca endojen antijenler, sitoplazma icinde serbest olarak bu-
lunurlar. ilk asamada, ubiquitin denen kiiciik proteinler islenecek olan endojen
antijene baglanir; boylece islenecek protein isaretlenmis olur. Ubiquitin zinciri, an-
tijeni proteazom adi verilen enzimatik bir yapidan gecirir. Antijen burada kiiciik
peptid parcalarina ayrilir. Peptidler tastyict proteinlere baglanir ve bunlar vasitasty-
la endoplazmik retikuluma gecirilir. Peptid parcalart, burada kendilerine uygun
MHC sinif I molekillerinin ¢zel antijen tastyan oluklarina yerlesirler. Daha sonra,
MHC smif T molekilleri baglandiklart peptid ile birlikte hiicre membranina tasinir
ve burada sergilenirler. Endojen antijenlerle ilgili bu mekanizma, sitoplazma icin-
de gerceklestigi icin sitozolik islem olarak da adlandirilir.

Endojen ve ekzojen antijenlerin islenme yollari tamamen ayri olmasina ragmen
bazt istisnalar olabilir. Istisna olarak, ekzojen antijenler serbest sekilde sitoplazma
icinde bulunurlarsa, endojen antijenler gibi islenip sinif I molekulleri ile sunulur-
lar. Veya, viruslar makrofajlar tarafindan fagosite edilerek fagozomlar icinde hiic-
reye alinirlarsa; ekzojen antijenler gibi endozomal yolla islenip, sinif IT molekiille-
ri ile birlikte sunulabilirler.

Sitokinler
Sitokinler, cogunlukla immun sistem htcreleri tarafindan salgilanan ve hiicrelerin
ozelliklerini veya fonksiyonlarint etkileyen kiictik proteinler veya glikoproteinler-
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dir. Immun yanitin her asamasinda, hormon benzeri bir etki ile hiicreleraras: ileti-
simi saglarlar. Diger bir deyisle, hiicrelerarast iletisimi saglayan sinyal molekdulleri-
dir. Immun sistem hticreleri de dahil olmak tizere bircok hiicre tarafindan salgila-
nirlar. Sitokinler, hiicre gelismesi, cogalmasi, aktivasyonu, yangi, bagisiklik, doku
tamiri ve morfogenezis gibi 6nemli biyolojik faaliyetleri diizenlerler ve islevleri
mutlak gereklidir. Immun yanitta hiicrenin oldugu her olayda mutlaka sitokin
fonksiyonu da vardir.

Sitokinler, cesitli sekillerde adlandirilmakta ve siniflandirilmaktadir. Lenfositler
tarafindan Uretilen sitokinlere lenfokin, makrofajlar tarafindan uretilenlere mono-
kin ad1 verilmistir. Ancak, sitokinler birden fazla hiicre tipi tarafindan da tretilebil-
dikleri icin, boyle bir ayrim yapmadan timiine sitokin demek daha dogrudur. Si-
tokinler fonksiyonlarina gore siniflandirilip adlandirilabilirler. Buna gore, lenfosit-
ler ile diger immun sistem hticreleri arasinda ki iligkileri diizenleyen sitokinlere i7-
terleukin (Orn. IL-1, IL-2, IL-12) adi verilir. Yangt olayinda gorev alan ve kemotak-
tik ozellikli sitokinlere kemokin denir. Bazi sitokinler, hiicrelerin Gireme ve cogal-
masint uyartrlar ki, bunlara biiyiime faktérieri denir. Bunlardan baska, viral infek-
siyonlarda gorevli interferon (IFN), sitotoksik ozellikli lenfotoksin veya timor nek-
rozis faktorti (TNF) gruplart vardir. Ancak, sitokinler birden ¢ok fonksiyona sahip
olabildikleri icin, bir sitokin diger bir grup icinde de yer alabilir.

Sitokinler bir ¢cok yonden hormonlara benzerler. Cok diistik dozlarda bile ken-
dileri icin uygun reseptorleri tasiyan hiicreleri etkilerler. Bir sitokinin bir hiicre
uzerindeki etkisini gosterebilmesi icin mutlaka reseptoriine baglanmas: gerekir.
Bir hiicreden salgilanan sitokinin, cok yakin veya fiziksel temas halindeki hiicre-
lerde gosterdigi etki parakrin etki olarak nitelenir. Otokrin etki tarzinda, sitokinler
uretildigi hiicrenin reseptoriine baglanabilir. Yani, hiicre kendi salgiladig: sitokin-
den etkilenir. Endokrin etki tarzinda, sitokinler salgilandiktan sonra viicuda dags-
larak uzak dokulardaki hiicrelere ulasir. Belli bir sitokin birden fazla htcre tipi ta-
rafindan tretilebilir. Bir sitokin, uygun reseptor tastyan farkli hiicre tiplerine bag-
lanabilir. Bir sitokin, belli bir hiicrenin cesitli fonksiyonlarini etkileyebilir. Farkl: si-
tokinler belli bir hiicrede ortak calisarak tek bir etki olusturabilirler. Bazi sitokinle-
rin tretimi veya etkisi, diger sitokinler tarafindan engellenebilir veya artirilabilir.
Hiicre, disaridan gelen uyarimlardan sonra sitokin sentezine baslar ve uyarim bi-
tince durdurur. Sentezlenen sitokinler hemen salgilanir, hiicre icinde biriktirilmez.

Sitokinlerin gorev aldigt bagisiklik olaylar: nelerdir?

HUMORAL iIMMUN YANIT

Humoral immun yanit, B hicrelerinin antijenle uyarilmas: ile baslayan ve antikor
tretimi ile sonu¢lanan olaylart icine alir. Cok eskiye dayanan humoral terimi, anti-
korlarin sivi fazda bulunmasi nedeniyle kullanilmaktadir. Humoral immun yanit
genellikle B lenfositleri ile ¢zdeslestirilen bir olay olmasina ragmen, T hiicre yar-
dim1 olmadan protein yapisindaki antijenlere kars: etkili bir immun yanit olustur-
mak mumkiin degildir. Bu nedenle, B hiicrelerini uyarmak icin T hiicre yardimi
gereken ekzojen antijenlere, T-bagimli antijenler denir. Buna karsin, protein yapi-
sinda olmayan bazi mikrobiyal antijenler, ek sinyalleri kendileri saglayarak ve T
hiicre yardimina gerek duymadan B lenfositlerini direkt olarak aktive edebilirler.
Boyle antijenlere ise T-bagimsiz antijen denir.
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T-Bagimli Antijenlere Karsi Humoral immun Yanit

Viicuda giren bir mikrorganizma fagositik hiicreler tarafindan yutuldugunda hu-
moral immun yanit mekanizmast baslamis olur. Mikroorganizmanin fagozom icin-
de parcalanmasi sonucu a¢iga ¢ikan T-bagimli antijenler hiicre icinde endozomal
yolla islenir (bak. ekzojen antijenlerin islenmesi ve sunulmasi). Mikroorganizma-
nin viicuda ilk kez girisinde bu isi genellikle makrofajlar, daha sonraki girislerinde
dendritik htcreler ve/veya B hucreleri yaparlar. Antijen sunan hiicreler isledikleri
antijenin peptid parcalarinit siif II MHC muilektili ile birlikte hiicre yiizeyinde ser-
gilerler. Bu 6zel kompleks, buna spesifik T hiicre reseptorii (TCR) tastyan yardim-
c1 T lenfositleri tarafindan algilanir. Bu iki hiicre CD4 molekili yardimiyla bagla-
nir (Sekil 8.6).

sitokin

- L v
sitokin

antijen sunan hiicre

\_

m

T bagimh

antijenlere karst
humoral immun
yamtin gelisimi.

Bir tarafta yardimer T lenfositleri antijen sunan hiicreler tarafindan uyarilirken,
diger tarafta B lenfositleri viicuda giren mikroorganizmayi BCR vasitastyla tanir. Bu
tanima olay1 T lenfositlerinin islenen antijeni tanima olayindan bagimsizdir. Yani T
lenfositlerinin tanidigi islenmis antijen ile, B lenfositlerinin direkt olarak tanidigi
antijen, mikroorganizmanin farkli iki antijeni olabilir. B lenfositlerinin spesifik an-
tijeni tantyarak baglanmast sadece sifrenin girilmesi anlaminda bir olaydir; B len-
fositlerinin aktivasyonu icin yeterli degildir. B lenfositlerinin asil aktivasyonunu,
antijen sunan hicrelere baglanmis olan yardimct T lenfositlerinin trettigi sitokin-
ler saglar. Diger bir deyisle, buraya kadar anlatilan olaylarin timi B lenfositlerini
uyaracak sitokinlerin saglanmasi icin gerceklesmistir.

Antijene BCR ile spesifik olarak baglanan ve yardimct T lenfositinden sitokin
destegini alan B lenfositi uyarilmis olur. Bundan sonra bu B lenfosit soyu prolife-
re olur, yani aktif faza girerek cogalmaya baslar. Bolinen her bir B hticre neslinde
kademeli olarak morfolojik degisikliler gortiliir ve birka¢ boliinmeden sonra plaz-
ma hticreleri ortaya c¢ikar. Plazma hticreleri, B lenfosit degisiminin son asamasidir;
clinkli bu htcreler daha fazla bolinemez ve degisime ugrayamaz. Plazma hiicre-
lerinin tek isi yasadiklari stirece antikor tretmektir. Bir plazma hiicresinin émra 3
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gln ile 4 hafta arasinda degisir. Bu hiicreler bir protein fabrikasi gibi calisarak spe-
sifik antijenine karst anormal bir hizla antikor uretirler. Bir B hiicresi tek bir antije-
ne spesifik oldugundan, spesifik antijeni tarafindan uyarilan B hiicresinden ¢oga-
lan plazma hiicreleri de ayni antijene spesifiktir. Diger bir deyisle plazma hiicrele-
ri, atast olan B hucresi ile ayni spesifitede antikor tretir.

T bagimli antijenlere karst olusan humoral immun yanitin sadece kendine has
ozellikleri vardir. Yukaridaki uyarimlar sonucu ¢ogalmaya baslayan B hiicrelerinin
bir kismu bellek B hiicresi haline gecer. Bu hucreler antijenle daha sonraki karsilas-
malarda dogrudan uyariarak cok kisa stirede bagisiklig: saglarlar. B hticrelerinin
aynt antijenle tekrar karsilasmalarinda affinite maturasyonu denen durum ortaya
cikar. Affinite maturasyonu, tretilen antikorun spesifik antijene baglanma yetene-
ginin artmasidir. Bu olay immunglobulin genlerindeki diizenli mutasyonlarin selek-
siyonu esasina dayanmaktadir. B hiicresi aktive olup cogalarak plazma hiicresine
dontstrken, aynt zamanda hiicrenin Grettigi immunglobulin sinifi da degisir. Gen
diizenlenmesi ile gerceklesen bu olaya izotip degisimi denir. Yani, B lenfositi olay-
larin baslangicinda sadece IgM Uretirken, plazma hiicresine gecis asamasinda tire-
tilen immunglobulin sinifi ihtiyaca gore 1gG, IgE veya IgA’ya donustir. Bu ¢ olay
sadece T bagimli antijenlere karst olusan humoral immun yanit sirasinda gortlur.

Primer ve Skonder immun Yanit

T bagimli antijenlerle ilgili olarak yukarida anlatilan olaylarin timi mikrorganiz-
manin veya antijenin viicuda ilk girisinde, yani primer infeksiyon sirasinda gercek-
lesir. Buna primer immun yanit denir. Primer immun yanitin islevi, viicudu anti-
jenden veya infeksiyondan arindirmak ve ayni etkenin sonraki girislerinde viicudu
hazirlamak, yani bagisik kilmaktir. Gercektende, ayni antijenin viicuda tekrar giris-
lerinde, primer immun yanittan cok daha hizli ve etkili bir antikor yanitt olusur.
Buna da sekonder immun yanit denir.

Immun sistemin en ¢arpict 6zelliklerinden biri immunolojik bellektir. immuno-
lojik bellek, immun sistemin daha once karsilastigi antijenlere karst daha hizli ve
etkili bir yanit vermesidir. Diger bir deyisle, sekonder immun yanit, immunolojik
bellek sayesinde ortaya cikar. Iimmunolojik bellegin temeli de bellek B lenfositle-
ridir. Bellek B hticreleri uzun émirlidiir. Izotip degisimi gecirdiklerinden, yiizey-
lerinde antijen reseptort olarak IgG tasirlar. En 6nemlisi de, affinite maturasyonu
gecirdikleri icin antijenlere daha iyi baglanirlar. Bitin bunlara bagli olarak, anti-
jenle tekrar karsilastiklarinda (sekonder immun yanitta), distik antijen dozlarinda
bile, daha cabuk uyarilip, humoral immun yanit1 kisa siirede pik dizeye c¢ikarabi-
lirler. Primer immun yanit sirasinda olusan diger tip bellek B hticreleri tizerlerinde
IgM tasirlar ve boltinerek varliklarint devam ettirirler.

Tum bunlarin sonucunda primer ve sekonder immun yanit arasinda 6nemli
farklar ortaya cikar. Antikor Uiretimi, primer immun yanitta yaklasik 2 haftada pik
diizeye cikip ayni sirede hizla azalirken, sekonder immun yanitta birkac gtinde
pik duizeye cikip haftalarca hatta aylarca yiksek seviyede kalir. Primer immun ya-
nitta Gretilen antikorlarin cogu IgM, az kismi IgG olurken; sekonder immun yanit-
ta cogunlukla IgG, antijene gore IgA ve IgE, az miktarda da IgM tretilir. Primer im-
mun yanitta Uretilen antikorlarin antijene affinitesi diisiitkken, sekonder immun ya-
nitta antikorlarin affinitesi artar. Primer immun yanitta antikorlarin ¢ogu lenf no-
dulleri ve dalakta uretilirken, sekonder immun yanitta kemik iliginde tretilir. Bun-
lardan da anlasilacag: gibi, gecirilen infeksiyonlar veya asilamalar ile kazanilan ba-
gisiklin temelinde bu mekanizmalar bulunmaktadir.
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T-Bagimsiz Antijenlere Kargi Humoral immun Yanit

Belirli antijenler, T hiicre yardimi olmadan da B hiicrelerini uyarabilir. T bagimsiz
antijenler olarak bilinen bu grupta, bakterilerin hiicre duvarinda bulunan lipopoli-
sakkarid, kapstl polisakkaridi ve diger polimerize molekiiller sayilabilir. T bagim-
siz antijenlerin ortak 6zellikleri tekrarlayan polimerlerden ibaret molekuller olma-
laridir. Bu tip antijenler direkt olarak BCR’lere baglanarak B hiicresini aktive ede-
bilirler. T-bagimsiz antijenlerin bu ¢zellikleri, tekrarlayan polimerlerin ayn: anda
bircok BCR’ye baglanabilmesi ile aciklanir. Ayni anda bircok BCR’nin antijenle
baglanmasi da hiicreyi uyaracak yeterli sinyali olusturabilir ve en azindan bazi B
hiicreleri cogalabilir. T bagimsiz antijenler, B hiicrelerini uyarma mekanizmalarina
gore TI-1 ve TI-2 olmak tizere iki gruba ayrilir. T bagimsiz antijenlere karst olusan
humoral immun yanitin, T bagimli antijenlere gore eksiklikleri sunlardir. T bagim-
sz antijenlerin biylk cogunluguna karsi immunolojik bellek gelismez ve sekon-
der immun yanit olusmaz. T bagimsiz antijenlerle tekrarlayan temaslarda bile anti-
kor izotipi degismez, yani sadece IgM uretilir. T bagimsiz antijenlere kars: afinite
maturasyonu olmaz, yani antikorun antijene baglanma giicti baslangicta ne dizey-
deyse, o duzeyde kalir.

T bagimsiz antijenlere karst olusan immun yanitin zayif yonleri olmasina ragmen viicut sa-
vunmasina nasil katkida bulunur?

Antikorlarin Gorevleri

Direkt Etki: Toksin No6tralizasyonu

Bircok bakteri trti, patolojik etkisini salgiladig: toksinler ile gosterir. Tek bir tok-
sin molekiili bir hiicreyi oldurebilir. Bir toksinin etkisini gosterebilmesi icin, 6zel
bir kismu ile konagin somatik hiicrelerine baglanmas: gerekir. Spesifik antikorlar
toksinlerin bu 6zel kismina baglanarak, bunlarin konak hiicrelerine tutunmalarini
engellerler. Bu olaya toksin ndtralizasyonu, boyle antikorlara ndtralizan antikor
denir. Dokulara hizla gecebilmeleri ve yiiksek affiniteye sahip olmalari nedeniyle
IgG, boyle toksinleri en iyi notralize eden antikor sinifidir. Mukozal ytizeylerde ay-
nt fonksiyonu sIgA yuriitiir. Ancak, tek bir dozda oldirtct olabilen bazi bakteri,
bocek ve bitki toksinlerinin viicuda ilk girisinde notralizan antikorlarin olusumu
cok yavas kalir. Bunun icin, boyle toksinlerin girdigi hayvanlara, baska hayvanlar-
da tretilen notralizan antikorlar pasif olarak transfer edilir.

Direkt Etki: Virus notralizasyonu

Konak hiicresine girip ¢cogalabilmeleri icin, viruslarin 6ncelikle 6zel yapilari ile hiic-
re ylzeyine baglanmalart gerekir. Viruslarin bu 6zel yapilart spesifik antikorlar ile
kaplandiginda, yani notralize edildiginde, viruslar konak hticresi ile temas kuramaz,
hiicreye giremez ve dolayistyla cogalamaz. Viruslarin hiicreye baglanabilecek bir
cok molekilt olmasima ragmen, bazi durumlarda, tek bir antikorun bunlardan biri-
ne baglanmas: virusu girisini engellemeye yeter. Virus nétralizasyon fonksiyonunu
vicut icinde cogunlukla IgG, mukozal ylzeylerde sIgA gerceklestirir.

Direkt Etki: Bakteriyel Adhezyon inhibisyonu

Bircok bakterinin hastalik olusturabilmesi icin, adhezyon molekulleri ile konak
hiicrelerine baglanmasi gerekir. Spesifik antikorlar bakterilerin adhezyon molekiil-
lerini bloke ederse, boyle bakteriler hiicrelere baglanamaz ve patolojik etkilerini
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gosteremez. Ozellikle mukozal yiizeylerde s6z konusu olan bu savunma mekaniz-
masinda sIgA Onemli bir role sahiptir. Ayni infeksiyon mekanizmasi viicut icinde
ortaya ¢iktiginda IgG de calsr.

indirekt Etki: Opsonizasyon

Fagositik hticreler bazi bakterileri direk olarak fagosite edebilmelerine karsin, ¢o-
gu patojenik bakteriyi tek baslarina fagosite edemezler. Boyle patojenik bakteriler,
ancak antikorlarla kaplandiklarinda fagositoza duyarli hale gelirler (opsonizas-
yon). Bakterileri kaplayan antikorlarin Fc kisimlart, fagositik hiicrelerdeki Fe re-
septorlerine baglanir ve bakterinin hiicreye temasindan sonra yutulmasi saglanir.
Opsonik antikorlar genellikle IgG1 ve 1gG2 alt siniflarindandir. Helmint gibi bara-
zitler ise fagosite edilemeyecek kadar biyiiktiirler. Ozellikle IgE sinifi antikorlar
bunlara baglandiginda, antikorlar IgE icin Fc reseptori tastyan hiicrelere baglanir,
bunlar da sindirici enzimlerini parazitin Gizerine bosaltirlar.

indirekt Etki: Antikora Bagimh Hiicresel Sitotoksite

Viral infeksiyonlarda, infekte hticrelerin yiizeyinde sergilenen viral proteinlere kar-
st antikorlar olusur. Bu antikorlar infekte hticrelerin tizerindeki viral proteinlere
baglandiklarinda, Fc kisimlari NK hiticreleri Gizerindeki Fc reseptorleri tarafindan
taninir. Bu yolla baglanti kuran NK hticreleri de enzimleri ile infekte hiicreyi 6ldu-
rir. Antikora bagimli hiicresel sitotoksite (ADCC) adi verilen bu olayda 1gG1 ve
IgG3 simifi antikorlar gorev alir. Bu mekanizma, endojen antijenlerin ortaya ¢iktigt
diger infeksiyonlarda, timorlerde ve organ nakillerindeki red olayinda da calisir.

indirekt Etki: Komplement Aktivasyonu

Komplement sistemi patojenik mikroorganizmalara karst savunmada en onemli
mekanizmalardan birisidir. IgM ve IgG gibi immunglobulinlerin agir zincirleri tize-
rinde komplement baglanma bolgesi vardir. Bu bolge serbest antikorlarda kapali
durumda bulunur. Ancak bir antikor antijene baglandiginda, komplement baglan-
ma bolgesi aciga cikar ve komplement sisteminin ilk proteini buraya baglanarak
zincirleme komplement reaksiyonlart olusur. Klasik komplement yolu olarak ad-
landirdan bu mekanizmada 6zellikle IgM cok etkilidir.

indirekt Etki: Lokal Yangisal Reaksiyon Uyarimi

Mikroorganizmalar lokal bir infeksiyon olusturduklarinda, immun sistem hiicrele-
rinin bu bolgeye cekilmesi gerekir. Bunu saglayan mekanizmalardan biri aktive
olan mast hiicreleri tarafindan ortama salinan kemotaktik maddelerdir. Diger tim
hicrelerin ve antikor siniflarinin aksine, antijene baglanmamis IgE mast hicreleri-
ne baglanabilir. Mast hiicrelerinin aktive olabilmesi icin, tGzerlerinde bulunan Fc
reseptorlerine Fe kismu ile baglanan IgEnin spesifik antijen ile temas: yeterlidir. Bu
baglanma sonucunda mast hticreleri icerigini ortama bosaltir ve lokal yangisal re-
aksiyonlart baslatir. Bu mekanizmanin en iyi 6rnegi alerji olarak da bilinen tip I
asirt duyarlilik reaksiyonlaridir.

indirekt Etki: B Hiicre Fonksiyonlarinin Diizenlenmesi

B hiicreleri tizerinde antijen reseptori olan BCR'lerden baska, Fc reseptorleri de
(FcR) bulunur. BCR’lerin aksine, FcR’ler antijen taninmasinda calismazlar. Antijene
baglanmis bir IgG, B hiicresindeki Fc reseptoriine baglandiginda, FcR hiicreye in-
hibitor sinyaller yollar ve antikor sentezi yavaslar. Bu, humoral immun yanitin
kontrol altinda tutulmasini saglayan mekanizmalardan biridir.
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Komplement
Komplement sistemi, enzimatik 6zellikteki serum proteinlerinden ve bunlarin yan
urlinlerinden olusan, viicudun humoral savunmasinda ve yangida énemli rol oyna-
yan bir proteinler toplulugudur. Bircok proteinden olusmasina ragmen, bu sistem
genellikle sadece komplement adi ile aniir. Komplement, zincirleme reaksiyon sis-
temi seklinde calisir. Bu sistemin 6zelligi, kontrol edilemediginde viicuda 6nemli
zararlar verebilecek kapasiteye sahip olmasidir. Bu nedenle, komplement sistemle-
rinin proteinleri, normal serumda inaktif prekiirsorler veya proenzimler halinde bu-
lunurlar. Zincirleme reaksiyon sistemi bir kez aktive oldugunda, bir 6nceki basa-
makta olusan Urtinler, bir sonraki reaksiyon basamaginin baslamasint saglar ve re-
aksiyonlar zincirleme sekilde devam eder. Bu reaksiyonlar sirasinda aktif hale ge-
cen her bir molekiiliin, immunolojik veya biyolojik bir fonksiyonu vardir.
Komplement sistemi icinde 20’den fazla serum proteini bulunur. Bunlarin her-
biri numaralandirilmis C harfi ile (6rn. C1, C2, C3, .., C9), veya sadece buytk harf-
lerle (6rn. D, B, H, I, vb.) gosterilirler. Komplement molekillerinin enzimatik ak-
tivite sonucu ortaya cikan alt birimleri Cls, C2a, C2b, C3a, C3b, vb. seklinde gos-
terilirler. Komplement sistemi tek bir mekanizma ile calismaz. Komplement reak-
siyonlari, ilk basamag: uyaran etkenlere gore iki farklt mekanizma ile calismaya
baslar; klasik yol ve alternatif yol. Bu iki farkli yol ile baslayan mekanizmalar, bel-
li bir asamaya kadar kendilerine has reaksiyonlari yurittikten sonra, ortak bir re-
aksiyon zinciri ile sonlanirlar. Bu ortak yola terminal yol denir. Farkli yollarda or-
taya ¢itkan komplement parcalarinin fonksiyonlari aynidir. Klasik yol, antikorun
antijene baglanmas: ve C1 parcasinin antikora baglanmasi ile baslar. Bu nedenle
klasik yol humoral bagisiklik kapsaminda degerlendirilir. Alternatif yolu sialik asit
icermeyen mikroorganizmalarin ylizeyinde bir dongt seklinde baslar ve devam
eder. Alternatif yol, spesifik antikorlar olmasa da baslayabildigi icin, nonspesifik
bagisiklik kapsaminda degerlendirilir. Komplement aktivasyonu hangi yolla bas-
larsa baslamis olsun, C5 asamasindan sonra terminal yolla devam eder ve sonlanir.
Diger bir deyisle, terminal yol aslinda klasik ve alternatif yollarinin ortak olan son
asamasidir. Terminal yolun sonunda membran atak kompleksi olusur ve bu hedef
hiicre membranini lize ederek mikroorganizmay: oldurir (Sekil 8.7).
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Klasik komplement
yolunun hedef
biicre ytizeyinde
aktivasyonu
(antijen+antikor+C
1), opsonin
olusumu (C3b) ve
terminal yolla
sonuclanmasi
(MAK).
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Komplementin Gorevleri

Opsonizasyon komplementin en 6nemli gorevlerinden birisidir. Komplementin
C3b parcast mikroorganizmalarin ytizeyine baglandiginda, C3b reseptorlerine sa-
hip olan makrofajlar ve nétrofiller tarafindan daha kolay fagosite edilirler. Infeksi-
yonun erken doneminde alternatif yoldan gelen C3b, ge¢ doneminde klasik yol-
dan gelen C3b daha 6nemli rol oynarlar. Lizis, terminal yolun sonunda membran
atak kompleksinin hedef hticre yiizeyinde delikler acmasi ile gerceklestirilen etki-
li bir 6ldirme seklidir. Komplement bu sekilde bircok bakteriyi, mantari ve para-
zit hiicresini oldurebilir. fmmun komplekslerin uzaklastirilmas: dnemli komple-
ment fonksiyonlart arasindadir. Eriyebilir antijenler antikorla birlestiginde immun
kompleksler olusur ve bunlarin dokularda birikmemesi icin viicuttan uzaklastiril-
malar gerekir. Bu islevi makrofajlarla birlikte komplement gerceklestirir. C3 ve re-
septorleri, immun regtilasyon mekanizmalarinda da rol oynarlar. Bu islev kapsa-
minda B hiicrelerinin uyarimi ve ek sinyal iletimi sayilabilir. Komplementin C3a ve
C5a parcalart kemotaktik etki gosteren en 6nemli maddeler arasindadir. Bu parca-
lar eozinofiller, notrofiller, bazofiller ve makrofajlar icin kemotaktik 6zellige sahip-
tir. Komplementin, anaflatoksin olarak da bilinen C3a, C4a ve C5a parcalari lokal
yangt uyarvmi yaparlar. Bunlar damar gecirgenliginin artmasina ve diz kas
kasilmasina neden olurlar. Ayrica mast hiicre degrantilasyonuna yol acarlar. Bu
olaylar antikorlarin ve fagositik hiicrelerin bolgeye akimini saglar.

HUCRESEL iMMUN YANIT

Tum viruslar ve bazi bakteriler infekte ettikleri hiicrelerin icinde yasar ve cogalir-
lar. Bunlar sadece uygun bir hiicre bulmak icin gecici bir stire hticre disinda bulu-
nurlar. Hiicre icinde ise antikorlarin bunlara ulasmast olanaksizdir. Bu nedenle,
boyle mikroorganizmalar ancak icinde bulunduklart viicut hiicrelerinin 6ldirtlme-
si ile etkisiz hale getirilebilirler. Bazt helmintlerin ve protozoonlarin da humoral
immun yanitla oldirilmesi zordur. Ayrica, timor hiicrelerinin gelisimi sirasinda,
normal hiicrelerde bulunmayan antijenler ortaya ¢ikar ve bu hiicreler anormal (ya-
banci) olarak algilanirlar. Tim bu etkenlere karsi savunmada en 6nemli gorevi,
glclendirilmis immun sistem hticreleri tstlenirler. Sitotoksik T lenfositleri tarafin-
dan yurutilen hiicresel sitotoksite ve NK hiicre sitotoksitesi, hiicresel immun yanit
kapsaminda degerlendirilir.

T Hiicre Sitotoksitesi

Endojen Antijenlerin Sunulmasi

Viruslar zorunlu olarak htcre icinde ¢ogalan patojenlerdir. Bunlar bir hiicreyi in-
fekte ettiklerinde, kendi yapisal proteinlerini konak hiicreye yaptirirlar. Endojen
antijen niteligindeki viral proteinler hticre icinde islendikten sonra MHC sinif I mo-
lektlleri ile birlikte hiicre Gzerinde sergilenir. Viicuttaki tim cekirdekli hicreler
MHC sinif T molekuilii tasidiklar icin, sitotoksik T hiicrelerine endojen antijen su-
nabilirler. Antijen sunulmas: sirasinda sitotoksik T hticresi tizerindeki CD8, antijen
sunan hticrenin MHC sinif I molekiiliine baglanir. 1ki hiicre arasindaki iliskinin ku-
rulabilmesi icin, CD8-MHC baglantisinin olmast birinci kosuldur.
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Sitotoksik T Hiicrelerinin Aktivasyonu

Sitotoksik T hticreleri, antijenle temas etmeden Once naif CD8 T hiicreleri ola-
rak bulunurlar. CD8 T hiicrelerin sitotoksik T lenfositleri haline gecebilmeleri
icin iki 6bnemli uyarimi almast gerekir. Bunlardan birincisinde; anormal hiicreler
veya dendritik hicreler tarafindan MHC sinif I ile sunulan endojen antijenler,
CD8 T hicreleri tizerindeki TCR’lere baglanir. Sitotoksik T lenfositlerinin akti-
vasyonunu saglayan en 6nemli ikinci faktor Interleukin-2’dir. IL-2'nin en dnem-
li kaynagi da yardimct T lenfositleridir. Bu hticreler tarafindan salgilanan IL-2,
dogrudan veya CD8 hiicrelerde IL-2 iretiminin otokrin etki artmasini saglayarak
CD8 hiicrelerin daha ¢ok uyarimina neden olur. Bu uyarimlart alan CD8 T hiic-
releri boltuntr, bir kismt sitotoksik T hiicresi, bir kismi sitotoksik bellek T hitic-
resi haline gecer.

Sitotoksik T Hiicrelerinin Adhezyonu

Aktive olan sitotoksik T hiicrelerinin, hedef hiicreler tizerindeki etkilerini gostere-
bilmeleri i¢cin bu hiicrelere baglanmalart gerekir. Sitotoksik T hiicreleri hedef htic-
relere Oonce nonspesifik adhezyon molekiilleri ile baglanirlar. Bu baglantiy1, T hiic-
resindeki LFA-1 ve hedef hiicredeki ICAM gerceklestirir. Hedef hiicrede T hiicresi-
ne spesifik antijen yoksa bu baglanmanin 6nemi yoktur; T hiicresi hiicreye etki-
meden ayrilir ve siradaki hiicreye gecer. Eger hiicre spesifik antijen tastyorsa, ak-
tive olan sitotoksik T lenfositi, TCR ve CD8 molekiili ile hedef hiicre tizerindeki
MHC-peptid kompleksine baglanir (Sekil 8.8).

Sekil 8.8
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biicrelerinin
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sunan infekte
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aktive olmast.
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Sitotoksik hiicrenin
hedef hiicreyi
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Hedef Hiicrenin Oldiiriilmesi

Sitotoksik T hticreleri tamamen uyarilip hedef hiicreye spesifik olarak baglandikla-
rinda bu hiicreyi apoptozis mekanizmasiyla oldirtirler (Sekil 8.9). Sitotoksik T hiic-
releri, en 6dnemli fonksiyonlar olan apoptozisi tic mekanizma ile gerceklestirebilir-
ler; perforin yolu, CD95 yolu ve TNF-beta yolu. Bunlarin arasinda infeksiyonlarda
viicut savunmasi icin en ¢ok kullanilan yol perforin yoludur. Sitotoksik T hiicrele-
rinin tip T grantlleri iki tip sitotoksin icerir; perforin ve granzim. Bu enzimler sito-
toksik T hticrelerinin icindeki grantllerde salgilanmaya hazir sekilde bulunurlar. Si-
totoksik T hiicresi hedef hiicreye baglandiktan ve ylizey molekiilleri ile gerekli uya-
rimt aldiktan sonra, bu enzimleri iceren grantilleri hedef hiicreye dogru bosaltilirlar.
Perforinler, hedef hiicre yiizeyinin lipid tabakasinda silindir seklinde acikliklar olus-
turur. (Dogal kosullarda perforinler hedef hiicreleri tek baslarina 6ldirmezler. Gran-
zimler, perforinlerin actiklart porlardan htcre icine girerler ve programli normal
hiicre olimiinde calisan proteazlar taklit ederek, endontikleazlar harekete gecirir-
ler. Endontikleazlar da hedef hiicre DNA’sint 200 bazlik parcalara ayirirlar ve hiicre
olur. Kisaca apoptozis olarak nitelenen bu mekanizmayla, sadece hiicre oldurtl-
mez, hiicre icindeki viruslar da etkisiz hale getirilmis olur. Sitotoksik T hticreleri he-
def hiicrelere baglandiktan ve ylzey molekiilleri ile gerekli uyarimi aldiktan sonra
5 dakika icinde etkilerini gosterirler. Sitotoksik T hiicreleri enzimlerini hedef hiicre
uzerine bosalttiktan sonra, hiicrenin 6limiint beklemeden hemen baska bir hiicre-
ye yonelirler ve hedefin yanindaki normal hiicreleri de ayirt edebilirler.

Bagisiklik olaylar: ile ilgili cok sayida resim ve animasyona, arama motorlarinda “pha-
gocytosis”, “cytotoxic T cells” ve “immune response” sozciikleri ile yapacaginiz tarama ile
ulasabilirsiniz.

Sitotoksik T Lenfositlerinin Fonksiyonlari
Sitotoksik T lenfositleri spesifik hiicresel immun yanitin en 6nemli hiicreleridir.
Cogunlugu sitotoksite vasitasiyla gerceklestirilen efektor fonksiyonlar sunlardir.
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1. Sitotoksik T lenfositleri, virusla infekte hticreleri apoptozis yoluyla oldurtir.
Sitotoksik T lenfositleri tarafindan gerceklestirilen apoptozis mekanizmasi viral in-
feksiyonlardaki en iyi savunma seklidir. Ctinki, eger infekte hiicre baska bir me-
kanizma ile parcalanirsa, hiicre 6lmesine ragmen canlt viruslar ¢evreye yayilabilir.
Apoptozis sirasinda ise bir taraftan hiicre olirken, diger taraftan endontikleazlar
viral DNA’y1 da parcalayarak virionun montajini, dolayistyla virusun saglam hiicre-
lere yayilmasini engeller.

2. Viruslar disinda, bazi hiicre ici bakteriler ve bazi protozoonlar da eger bulun-
duklart hiicrede sitotoksik T lenfositlerini uyarabilecek degisiklikler yaparlarsa, bu
hiicrelerin sitotoksik etkisine maruz kalabilirler.

3. Sitotoksik T lenfositlerinin, timor hiicrelerinin dldirilmesinde ve yabanci
doku transplantlarinin reddinde 6nemli rolleri vardir. Timor hiicreleri Gizerinde or-
taya c¢ikan yeni timor antijenleri endojen antijenler gibi islem gortr.

4. Sitotoksik T lenfositleri, T hiicre gelisimini diizenler. Daha acik bir ifadeyle,
timustaki gelisimleri sirasinda otoreaktif T hiicrelerini apoptozis yoluyla oldurtrler.
Bundan baska, eriskin donemde ortaya cikabilecek veya aktive olabilecek otoreak-
tif T hticrelerini de kontrol altinda tutarlar. Bu fonksiyon supresyon (baskilama) ola-
rak da bilinir. Ge¢miste, bu fonksiyonu yiiriiten sitotoksik T lenfositleri ayri bir hiic-
re populasyonu olarak kabul edilmis ve supresor T hiicreleri olarak adlandirtlmis-
tir. Eger bu fonksiyon yuritilemezse otoimmun hastaliklar ortaya cikar. Sitotoksik
T lenfositlerinin supresor fonksiyonu daha ¢cok CD95 yoluyla gerceklestirilir.

5. Sitotoksik T lenfositleri tarafindan salgilanan bazi ¢nemli sitokinler, direkt ve-
ya indirekt etkilere sahiptirler. IFN-gama direkt olarak viruslarin replikasyonunu 6n-
ler. Ayrica, hicre ici parazitleri oldiirmesi icin makrofajlart aktive eder. TNF-alfa ve
TNF-beta hedef hiicrelerin dldirtilmesini ve makrofajlarin aktivasyonunu saglarlar.

NK Hiicre Sitotoksitesi

NK hiticreler (natural killer/dogal oldurticti), spesifik antijen reseptorleri tasitmama-
larina karsin, anormal veya infekte hiicreleri cesitli mekanizmalarla 6ldurebilirler.
Bu nedenle, nonspesifik savunma sisteminin ¢nemli bir parcast olarak kabul edi-
lirler. NK hiticrelerinin, hedef hiicreleri 6ldiirme mekanizmast sitotoksik T lenfosit-
leri ile aynt olmasina ragmen, hedef hiicreyi tanima ve baglanma yollar farklidir.
NK hiicreleri, fonksiyonlarmni iki farkli mekanizma ile gerceklestirirler; antikora ba-
gimli hiicresel sitotoksite (ADCC) ve direk sitotoksite.

Antikora Bagimli Hiicresel Sitotoksite (ADCC)

NK hiticreler spesifik antijen reseptorleri tasimamalarma karsin, immunglobulinler
icin Fc reseptorlerine sahiptirler. Bu reseptorler 1gG1 ve 1gG3 sinifi immunglobu-
linlerin Fc¢ kisimlarina baglanir. NK hiicrelerin bu mekanizma ile tanidiklari hedef
hticrelerin basinda virusla infekte hiicreler gelir. Bazi viruslarla infekte olan hiicre-
lerin Gzerinde virusa ait proteinler bulunabilir (Bunlar MHC sinif T ile birlikte infek-
te hiicre ytizeyinde sunulan endojen viral antijenlerden farklidir). Spesifik antikor-
lar bu viral antijenlere baglandiginda, Fc kisimlart NK hiicreleri tGizerindeki Fc re-
septorlerine baglanir ve boylece hedef hicre ile temas saglanir (Antijenle baglan-
mamis durumdaki bir serbest antikor Fc reseptoriine baglanamaz). Fc reseptoriine
antikorun baglanmasi, NK hiicresine uyarim sinyali gonderir. Bundan sonraki 6l-
diirme asamalari sitotoksik T hticreleri ile tamamen aynidir; NK hiicreler de hedef
hiicreleri, perforin yolunu kullanarak apoptozis yoluyla oldurir. ADCC, direkt T
hiicre sitotoksitesinden daha yavas gelisir (Sekil 8.10).
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SIRA SiZDE
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Direkt NK Hiicre Sitotoksitesi

NK hiticreleri, hiicre ici patojenlerden ileri gelen infeksiyonlarin ve timorlerin er-
ken donemlerinde ADCC’den farkli bir mekanizma ile direkt sitotoksik etki goste-
rebilirler. Antikorlarin kullanidlmadig: bu mekanizma icin, viicudun daha énce pa-
tojenle veya timor hiicresi ile karsilasmus olmasi gerekli degildir. Direkt sitotoksik
etki yolunun baslamasi icin NK hiicrelerinin cesitli sitokinler tarafindan uyarilmasi
gerekir. Bu mekanizma; sitotoksik T lenfositlerinden ka¢mak icin viruslarin hiicre-
nin MHC sinif T sentezini engellemesi, NK hticrelerinin de bu durumu algilamasi
esasina dayanir. NK hiicreler bunun icin farkli iki reseptor kullanir. NK hiicreleri
direkt sitotoksik mekanizmada da hedef hiicreyi daha once belirtilen apoptozis
yolu ile oldurtir. NK hticreleri, yukarida anlatilan 6zelliklerinden dolayi, hiicre ici
patojenlerden ileri gelen infeksiyonlara ve timor hiicrelerine karst savunmada
onemli role sahiptirler. Ayrica, diger immun sistem elemanlarinin hentiz tam ola-
rak faaliyet gosteremedigi erken donemlerde fonksiyonel olmalari, bnemlerini da-
ha da arttirmaktadir.

Hiicresel bagisiklik hangi durumlarda viicut savunmasina katkida bulunur?
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Fagositoz olayini ve etkilerini aciklamak.

Fagositoz viicuda giren mikroorganizmalarin ve
yabanct maddelerin fagositik hticreler tarafindan
yutulmasidir. Bu olay viicudun ilk ve en 6nemli
nonspesifik savunma hatlarindan birini olustu-
rur. Savunma amacl fagositoz daha ¢ok notrofil-
ler ve makrofajlar tarafindan yurittlir. Fagositoz
olay1, kemotaksis, baglanma, yutma ve oldtirme
asamalarinda gerceklesir. Notrofiller daha aktif
hiicrelerdir, erken donemde fagositoza baslarlar
ve oldirme glicleri daha fazladir. Makrofajlar fa-
gositoza daha ge¢ katilirlar ve oldirme gticleri
daha azdir. Buna karsin, notrofiller kisa stire ya-
sayip az sayida fagositoz yaparken, makrofajlar
uzun 6murli olup strekli fagositoz yapabilirler.
Viicuda giren her tirlti yabanct madde, kandan
ve lenften sekonder lenfoid organlarda ve akci-
gerde bulunan fagositik hticreler tarafindan sti-

zalir.

Antijen islenmesi ve sunulmasini aciklamalk.
Bazi antijenlere karsi bellekli ve etkili bir immun
yanitin olusabilmesi icin, antijenlerin hticre icin-
de islenerek MHC molekdilleri ile birlikte T len-
fositlerine sunulmast gerekir. Protein yapisindaki
bu tip antijenlere T bagimli antijen denir. Profes-
yonel antijen sunan hiicrelere fagositoz yoluyla
alinan ve ekzojen antijen olarak nitelenen anti-
jenler, endozomal yolla islenip MHC sinif IT mo-
leklleri ile birlikte yardimct T lenfositlerine su-
nulur. Bu olayin devami humoral bagisiklikla so-
nuclanir. Hiicrelere girip sitoplazmada serbest
olarak bulunabilen ve endojen antijen olarak ni-
telenen antijenler sitozolik yolla islenip MHC si-
nif I molekiilleri ile birlikte sitotoksik T lenfosit-
lerine sunulur. Bu olayin devamu hiicresel bagi-
stklikla sonuglanir. Viicuttaki her tirli bagisiklik
olaymnin gerceklesmesinde ve diizenlenmesinde,
hticrelerarasi iletisimi kuran sitokinlerin 6nemli
rolleri vardir.

D

AMA
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Humoral bagisikligin gelisimini ve sonuclarini
aciklamak.

Humoral bagisiklik T bagimli ve T bagimsiz anti-
jenlere karst iki farkli sekilde gelisir. T bagimli
karst immun yanitin ilk asamasinda ekzojen an-
tijenler islenip MHC sinif 1T ile birlikte yardimer T
lenfositlerine sunulur. Bu hiicrelerin trettigi sito-
kinler BCR vasitastyla antijeni dogrudan taniyan
B lenfositlerini uyarir. Uyarilan B lenfositleri hiz-
la cogalir, bir kismu antikor tireten plazma hiicre-
si, bir kismi1 bellek B hticresi haline gecer. T ba-
gimsiz antijenleri B lenfositlerini direkt olarak
uyarabilir; ancak T bagimli antijenlerin aksine af-
finite maturasyonu, izotip degisimi ve bellek
olusmaz. Uretilen antikorlar toksin, virus ve bak-
terileri notralize eder. Dolaylt olarak da fagosi-
toz, komplement aktivasyonu, lokal yang: uyari-
mit ve ADCC olaylaria katilir. Bir antijenin im-
mun sistem ile ilk temasinda primer, sonraki te-
maslarinda daha kisa stre icinde sekonder im-

mun yanit olusur.

Hiicresel bagisikligin gelisimini ve sonuglarini
agiklamalk.

Hicresel bagisiklik kapsaminda T hiicre sitotok-
sitesi ve NK hiticre sitotoksitesi degerlendirilir. T
hiicre sitotoksitesinin ilk asamasinda endojen
antijenler cekirdekli hiicrelerin icinde islenip
MHC simnif I molekiili ile birlikte sitotoksik T len-
fositlerine sunulur. Sitotoksik T hiicresi antijen
sunan hiicreyi hedef olarak tanir ve tizerine ozel
enzimlerinini bosaltir. Bu enzimler de infekte
hedef hticreyi apoptozis mekanizmast ile oldu-
rir. Apoptozis sonucunda hedef hiicre parca-
lanmadan ktictik birimlere ayrilir, dolayistyla pa-
tojen cevreye yayilmaz. NK hiicreleri hedef hiic-
releri nonspesifik yolla direkt olarak veya anti-
kora bagiml: hiicresel sitotoksite (ADCC) yoluy-
la oldurtr. NK htcreleri de hedef hiicreyi oldur-
mek icin apoptozis yolunu kullanir. Hicresel
bagisiklik viruslara, hticrei¢i bakterilere, timor-
lere ve yabanct hiticrelere karst savunmada

onemli role sahiptir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Notrofillerin yapugi fagositoz icin sagidakilerden
hangisi soylenemez?

a. En erken devreye giren fagositik hiicrelerdir.
Raspiratorik yikim mekanizmasimni kullanirlar.
Kandan dokulara gecebilirler.

Opsonizasyon fagositozu arttirir.

o a0 T

Defalarca ve uzun stre fagositoz yapabilirler.

2. Asagidakilerden hangisi fagositozun asamalarindan
biri degildir?

a. Tanima

b. Kemotaksis

¢. Baglanma

d. Yutma

e. Oldirme/sindirme

3. Antijenlerin islenmesi ve sunum ile ilgili asagida ta-
nimlanan olaylardan hangisi dogrudur?
a. Ekzojen antijen MHC sinif I molekulu ile yar-
dimei T hiicresine sunulur.
b. Ekzojen antijen MHC smif II molekiila ile sito-
toksik T hticresine sunulur.
¢. Ekzojen antijen MHC sinif IT molekili ile yar-
dimci T hiicresine sunulur.
d. Endojen antijen MHC sinif II molekiilt ile sito-
toksik T htcresine sunulur.
e. Endojen antijen MHC sinif I molekulu ile yar-

dimci T hiicresine sunulur.

4. Kemotaktik ozellikteki sitokinler asagidaki gruplarin
hangisinde yer alir?
a. Lenfokin

b. Monokin

c. Buyume faktorleri
d. Interferon

e. Kemokin

5. Primer immun yanitta daha ¢ok hangi antikor sinifi

uretilir?
a. IgA
b. IgD
c. IgE
d. IgM
e. IgG

6. Asagidakilerden hangisi antikorlarin indirekt fonksi-
yonlarindan biri degildir?
a. Opsonizasyon
Toksin notralizasyonu
Lokal yangisal reaksiyon uyarimi

B hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesi

O

Komplement aktivasyonu

7. Komplement reaksiyonlarinin terminal yolu sonun-
da asagidakilerden hangisi gerceklesir?

a. Fagositoz

b. Opsonizasyon

c. Hedef hiicre lizisi
d. Aglitinasyon

e. Apoptozis

8. Sitotoksik T lenfositi antijenik uyarimdan énce han-
gi hiicre olarak bulunur?
a. CD4 T hucresi
Naif CD2 T hiicresi
Naif CD4 T hiicresi
Naif CD8 T hiicresi
NK hiicresi

o a0 T

9. Sitotoksik T hticreleri infeksiyonlarda en ¢ok hangi
oldirme yolunu kullanir?
a. CD95 yolu

b. Perforin yolu
c. TNF-beta yolu
d. Klasik yol

e. Alternatif yol

10. Antikora bagimli hiicre sitotoksitesi hangi hticre ti-
pi tarafindan gerceklestirilir?
a. NK hiicre
Dendritik hticre
Sitotoksik T hticresi
Supresor T Huicresi
Bellek T hiticresi

o oo T
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

l.e  Yanitiniz yanlis ise “Fagositoz” konusunu
yeniden gozden geciriniz.

2.a  Yantiniz yanlis ise “Fagositoz” konusunu
yeniden gozden geciriniz.

3.¢  Yanitiniz yanlis ise “Antijen Islenmesi ve Sunul-
mast” konusunu yeniden gozden geciriniz.

4. e Yaniiniz yanlss ise “Antijen Islenmesi ve Sunul-
mast” konusunu yeniden gozden geciriniz.

5.d  Yanitiniz yanlis ise “Humoral Immun Yanit”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

6.b  Yanitiniz yanls ise “Humoral Immun Yanit”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

7.¢  Yanitiniz yanls ise “Humoral Immun Yanit”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

8.d  Yamitiniz yanls ise “Hicresel Immun Yanit”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

9.b  Yanitiniz yanhs ise “Hicresel Immun Yanit”
konusunu yeniden gozden geciriniz.

10.a  Yanitniz yanlis ise “Hiicresel Immun Yanit”

konusunu yeniden gdzden geciriniz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

MHC molekiillerinin polimorfik yapida olmasi farkli bir-
cok antijenin sunulmasina olanak verir. Bu durum in-
feksiyonlara yanit anlaminda bireysel diizeyde bir avan-
taj saglamaz. Clinka her bireyin sahip olabildigi MHC
cesitliligi sinirlidir. Ancak MHC polimorfizmi tiirlerin
nesillerini stirdirebilmesi bakimindan 6énemli yarar sag-
lar. Ciinkti, bir populasyonda MHC cesitliligi cok oldu-
gunda, o populasyonda olimcul infeksiyonlara karst
etkili immun yanit olusturabilen bireyler mutlaka bulu-
nacaktir. Hatta yeni bir infeksiyon c¢iktiginda bile birey-
lerin bazilari bu sayede hayatta kalacaktir. Bu da o ta-

rin neslinin devamint saglayacaktir.

Sira Sizde 2

Sitokinler istinasiz olarak tiim bagisiklik olaylarinda go-
rev alir, ancak islevleri 5 genel baslik altinda toplanabi-
lir. Sitokinler, immun sistem hiticrelerinin tim gelisim
evrelerinde fonksiyonlara sahiptirler. Tim immun sis-
tem hiicrelerinin kemik iligindeki olusumlarindan, hiic-
re hatlarina dontstimlerine kadar gecen evrede belli si-
tokinler uyarict etki yaparlar. Bazi sitokinler viral infek-
siyonlara karst direkt korunmay: saglayarak ve bakteri-

lere karst korunmay: saglayan yangisal reaksiyonlari
baslatirak dogal bagisikligi diizenlerler. Bazi sitokinler
lenfositlerin gelisimi ve degisimini kontrol ederek hiic-
resel ve humoral immun yanitt diizenlerler. Immun ko-
kenli yangisal reaksiyonlarin diizenlenmesi de sitokin-
lerin islevleri arasindadir. Bazi sitokinler de immun sis-

tem disindaki hiicrelerin yenilenmesini saglar.

Sira Sizde 3

T bagimsiz antijenlere karst olusan immun yanitin afini-
te maturasyonu, izotip degisimi ve bellek gibi 6zellikle-
ri olmamasina ragmen viicut savunmast icin tamamen
yararsiz oldugu soylenemez. Bu immun yanit tipi mu-
kozal patojenlere karsi acil koruma gerektiginde 6nem-
li bir role sahip olabilir. Ctinku ilk kez karsilasilan bir
patojenin T bagimli antijenlerine karst olusan primer
immun yanitin koruyucu diizeye ¢tkmast 10-15 giin za-
man alir. Ancak ayni patojenlerin T bagimsiz antijenle-
re karsi 1-2 giin icinde antikorlar lokal olarak tretilme-
ye baslar. Bu da diger tarafta immunolojik bellek olu-
suncaya kadar infeksiyonu kontrol altinda tutmaya yar-

dimci olur.

Sira Sizde 4

Hiucresel bagisiklik, viicuda yabanci antijenlerin viicut
hiicreleri tGizerinde bulundugu veya MHC smnif T mole-
kulleri ile sunuldugu her olayda gorev alir. Bu olaylarin
baslicalart viral infeksiyonlar ve hiticreici bakteriyel pa-
tojenlerden ileri gelen infeksiyonlardir. Ama ayni mik-
roorganizmalar viicuda 6lu olarak verildiklerinde (6rn.
inaktif as1 seklinde) hiicresel immun yaniti uyaramaz-
lar. Hiicresel bagisiklik timorlere karst savunmada da
primer rol oynar. Cinkd timor hiicrelerinde viicuda
yabanct olan yeni antijenler ortaya cikar. Bunlara yone-
lik olarak gelisen hiicresel immun yanit timor hiicrele-
rini hedef alir ve muhtemelen bircok timor gelisimini
daha farkrdilmeden sonlandirir. Hiicresel bagisiklik, vii-
cuda sokulan yabanct hiicreleri uzaklastirmak icin de
calisir. Bu durum doku ve organ nakillerinde olumsuz
sonuclar dogurmasina karsin, immun sistemin bunu vii-

cudu savunmak icin yaptigint unutmamak gerekir.
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TEMEL VETERINER MIKROBIYOLOJi VE
IMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Mukozal bagisikligin unsurlarini ve islevini aciklayabilecek,
@ Fotus ve yenidoganlarda bagisikligin gelisimini aciklayabilecek,
@ Bakterilere karst bagisikligin gelisimini ve etkilerini a¢iklayabilecek,
(@ Viruslara karst bagisikligin gelisimini ve etkilerini aciklayabileceksiniz.

e Mukozal savunma e Antibakteriyel bagisiklik
e Fotal savunma e Antiviral bagisiklik

- =




MUKOZAL BAGISIKLIK

Sindirim, solunum, bosaltim ve tGreme kanallart ile meme bezi ve gdziin mukoz
membranlart viicudun dis ¢evreye acik ylzeyleridir. Bu nedenle, dogal kosullarda
viicudun mikroorganizmalarla ve diger antijenlerle ilk ve en ¢cok karsilastigi yerler
mukozal ytzeylerdir. Eger patojenler mukozal yiizeylerde yerlesme sansi bulurlar-
sa, gerek buralarda, gerekse viicuda girerek klinik infeksiyonlar olusturabilirler.
Patojenlerin mukozal yiizeylere yerlesmesi ve hastalik olusturmasi, buralardaki
spesifik ve nonspesifik savunma faktorleri tarafindan 6nlenir. Mukozal savunma
mekanizmalari bir ¢cok orijinal 6zellige sahiptir ve sistemik immun yanittan farkli-
liklar gosterir.

Dogal Savunma Mekanizmalari

Sindirim Kanal

Epitel bariyeri en 6nemli savunma mekanizmalarindan birisidir. Bagursak epitel
huicreleri aktif olarak strekli yenilenir. Mukozal odaklarda olusan hucreler, villus-
lara gocer, olgunlasir ve buradan bagirsak bosluguna birakilir (Sekil 9.1). Hiicre
yenilenmesinin mukozal savunmaya yaptigi katki su sekilde aciklanir; bagirsak
lumenindeki patojenler mukozaya ulasamadan bu serbest enterositlerle karsilasir-
lar, bunlara baglanirlar ve birlikte diski ile atilirlar. Boylece bagirsak bosluguna
birakilan hicreler bir yem gibi kullanilmus olurlar. Ayrica, patojenlerin baglandig:
anda da mukozadaki hiicreler bagirsak bosluguna birakilabilir. Barsagin belli ara-
liklarla yaptg: peristaltik bareket, ince bagirsaktaki mikroorganizma sayisini azal-
tan en onemli faktorlerden birisidir. Bu yolla, bagirsak lumeninde serbest halde
bulunan veya enterositlere baglanmis patojenler viicut disina dogru itilir. Mide
asitligi agiz yoluyla giren mikroorganizmalarin barsaga ulasmasini dnleyen dnem-
li bir engeldir. Dustk pH direk olarak mikrobisidal etki gosterir. Bu etki pH 3-4
arasinda oldukca ytiksek, pH 3’tin altinda ise tamdir. Mikroorganizmalar, stt gibi
mide asitligini gideren gidalar ile birlikte alindiklarinda veya gida kitlesinin tam
sindirilemeyen orta kisminda kaldiklarinda bu engeli asarak bagirsaklara gecebi-
lirler. Safra asitlerilipid kapside sahip viruslar ve bazi bagirsak patojenlerini inak-
tive edebilir.
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Mukoz membranlarin ylzeyini kaplayan mukus tabakas: diger fonksiyonlari
yaninda, mikroorganizmalara karst savunmada da onemli bir role sahiptir. Mukus,
kivam olarak ¢ok yogun bir maddedir; mikroorganizmalar mukus tabakasint gece-
rek epitel hiicrelerine kolayca ulasamaz. Ayrica, mukusu olusturan maddeler icin-
de epitel hiicrelerinin bakteri reseptorlerine benzer molekiiller bulunur. Bakteri
bunlara baglandiginda, mukozal hiicrelere baglanamaz. Agizdan baslamak tizere
bagirsaklarin sonuna kadar tiim sindirim kanalinda cesitli nonspesifik antimikro-
biyal maddeler bulunur. Bunlardan en 6nemli olan lizozim enzimi tikirtkte ve
bagirsak salgisinda bulunur. Lizozim, ozellikle Gram pozitif bakterileri ve bazi vi-
ruslari nonspesifik olarak oldurtr. Bagirsak mukozasindaki panet hiicreleri ve
makrofajlar, bakteriler icin toksik olan kriptidin ve defensin grubu maddeleri ba-
girsak bosluguna salgilarlar. Bagirsak ve tikirik salgisinda bulunan laktoperoksi-
daz sistemi bircok bakteri tizerinde toksik etki gosterir. Bagirsak salgisinda bulu-
nan laktoferrin, bakterilerin tGremesi icin gerekli serbest demiri baglayarak etkili
olur.

Sindirim kanalinda onlarca farkli mikroorganizma tiirinden olusan bir mikrof-
lora bulunur. Bu dengeli mikroflora kendi icindeki bir mikroorganizmanin 6n pla-
na c¢ikmasina izin vermedigi gibi, patojenlerin barsaga yerlesmesini de 6nler. Nor-
mal flora bakterileri, bagirsaktaki sinirli besin kaynag icin patojenik organizmalar-
la yarisa girerek, bunlarin ¢cogalmalarint sinirlarlar. Bu olaya kompetatif eksluzyon
(yarisla dislama) da denir. Ayrica, normal flora bakterileri patojenler tizerinde tok-
sik etki yapan cesitli inhibitor maddeler salgilar. Normal flora bakterilerinin meta-
bolizma urtnleri ve bununla saglanan dustk pH patojenlerin Giremesini engeller.
Normal flora bagirsak peristaltigini arttirarak indirekt yolla da etki eder. Bunlara ek
olarak, immun sistemin dogal gelisimi normal floranin yaptig1 stirekli uyarima bag-
lidir. Bagirsak florast cesitli nedenlerle bozuldugunda normal kosullarda hastalik
olusturmayan etkenler bile hastalik olusturabilir.
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Solunum Sistemi

Akciger viicudun ic¢i ile en yakin baglantili mukozal ytzeydir. Sindirim sisteminde-
ki epitel bariyeri, mukozal enzimler, mukus ve normal mikroflora tist solunum yol-
larinda da vardir ve benzer mekanizmalarla dogal savunmaya katkida bulunurlar.
Ancak, solunum sisteminin havayi filtre eden ek savunma mekanizmalarina gerek-
sinimi vardir. Ust solunum sisteminin hava yollari, ince rulo tarzindaki turbinatlar-
dan olusmustur ve bunlar havanin gecisi sirasinda bir turbulans olusturur. Hava
turbulanst mikroorganizmalari ve yabanci partikiilleri mukozal duvarlara dogru ite-
rek mukusa yapismalarini saglar. Bu seklide 10-15 pm’den buytik partikiller tist
solunum yollarinda tutulur. Benzer sekilde havanin bronsiollerden gecisi sirasinda
olusan turbulans yabanci partikiilleri bronsiyal duvarlardaki mukusa iter ve yapis-
trir. Bu sekilde de 5 pm’den biiyiik olan partikiiller tutulur. icinde mikroplar ve
partiktller biriken mukus kirpikli epitel hiicrelerinin kirpik hareketleri ile tasinir ve
disart atilir. Alveollere kadar inebilen 3-5 pm’den kiictik mikroorganizmalar ise bu-
rada alveolar makrofajlar ve notrofiller tarafindan fagosite edilirler. Bu hicreler de
daha sonra mukusa karisip ayni yolla atilirlar.

Urogenital Sistem

Erkek genital kanali anatomik yapist nedeniyle savunma faktorlerine gereksinim
duymaz, dogal savunma faktorleri daha ¢ok disi genital kanali icin gereklidir. Li-
zozim, laktoferrin ve laktoperoksidaz gibi enzimler ve mukus, disi genital kanali-
nin 6nemli savunma faktorleridir. Ayrica, vagina kalict bir mikrofloraya sahiptir.
Eriskin disilerde, vagina duvarindaki hiicreler dokildigiinde, vagina florasint olus-
turan laktobasillere besin kaynag: olurlar. Laktobasiller de laktik asit tGreterek ve
ortamin pH’sini diisiirerek, patojenlerin vaginaya yerlesmesini engellerler. Uriner
sistemin ise en dnemli ve baslica savunma mekanizmasi idrar akisidir. Idrarin aki-
s1, patojenlerin alt idrar kanalindan bobrege dogru ilerlemelerini engeller. Eger
herhangi bir nedenle idrar akist cok azalir veya durursa, idrar kanallart, hatta bob-
rek, infeksiyonlara duyarli hale gelir. Ayrica, disiik pH’li idrar da mikroorganizma-
larin Giremesini onleyen diger bir faktordiir. Idrar kanallarinda antimikrobiyal en-
zimler de bulunmasina ragmen, idrarin bosalmastyla miktarlar stirekli azaldigin-
dan dogal savunmada onemleri yoktur.

Meme Bezi

Hemen tim meme infeksiyonlart meme basi kanalindan koken alir. Stit vermeyen
hayvanlarda meme bast kanali keratin ile kaplidir ve normal kosullarda mikroor-
ganizmalarin gecisine izin vermez. Stt veren hayvanlarda ise memenin dogal sa-
vunmasini diger mekanizmalar saglar. Stitin memeden periyodik olarak bosalma-
st onemli bir savunma mekanizmasidir. Memeye girip treyen patojenlerin ¢cogu
stitle birlikte tekrar disart atidirlar. Stitte bulunan cesitli antimikrobiyal maddeler de
savunmaya yardimci olurlar. Siitte bulunan komplement, lizozim, laktoferrin ve
laktoperoksidaz gibi maddelere ortak olarak lakteninler adi verilir. Siitte bulunan
notrofiller de nonspesifik savunmada ¢nemli bir role sahiptirler.

Mukozal Yiizeylerdeki Lenfoid Dokular

Mikroorganizmalarla stirekli temasta olmalarindan dolayi, mukozal yiizeylerde cok
miktarda lenfoid doku bulunur. Mukozal yiizeylerdeki bazi lenfoid dokular, im-
mun yanit1 gerceklestirmek icin gerekli tiim elemanlara sahiptirler. Bu dokular ara-
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sinda, farinksteki tonsiller, bagirsaktaki Peyer plaklari, mustakil lenfoid digtimler,
apendiks ve akcigerdeki lenfoid digiimler sayilabilir. Bagirsaktaki lenfoid folikiil-
ler, Peyer plaklart ve mustakil lenfositler GALT, akcigerdeki bronslarla iliskili len-
foid doku ise BALT olarak nitelenir. Viicuttaki tim mukoz membranlarda bulunan
lenfoid doku ise MALT olarak adlandirilir. Mukozal lenfoid dokular, fonksiyonlari-
na gore iki kategoriye ayrilabilirler: antijenlerin islendigi ve immun yanitin basla-
tildigi uyarict odaklar ve antikorlarin tretildigi ve hiicresel bagisikligin gelistigi
efektor odaklar.

Uyarici Odaklar

Lenf nodiillerinin aksine, uyarict lenfoid odaklar antijeni lenf dolasimindan degil,
dogrudan mukoz membranlarin boslugundan alir. Tim bu lenfoid dokular, kis-
men de olsa, sistemik immun sistemden bagimsiz olarak calisir. Mukozal ylzeyler-
de uyarilan B lenfositleri, barsagin lenfoid dokusu arasinda, hatta solunum sistemi,
meme ve salgt bezleri arasinda dolastig: icin, bunlar mukozal immun sistemin bir
parcast olarak da kabul edilirler. Bagirsak savunmasinda jejunal Peyer plaklarinin
onemli rolt vardir. Peyer plaklarinin tizeri, M hicreleri olarak adlandirilan 6zel
epitel hiicrelerini de iceren bir epitel tabakasi ile kaplanmistir. M hiicreleri antijen
isleyen hucrelerdir ve bagirsak boslugundan aldiklari antijenleri dogrudan yardim-
a T lenfositlerine veya intraepitelyal lenfositlere (IEL) sunarlar. Ayrica, dendritik
hiicreler ve enterositler de antijen isler ve IEL’lere sunarlar.

Efektor Odaklar

Peyer plaklari cok sayida lenfosit icermesine karsin, IgA’nin buiyik cogunlugu
mukoz membranlara yayilmis lenfoid folikiller ve tek tek bulunan plazma htcre-
leri tarafindan Uretilir. Bagirsak duvarindaki B hiicreleri antijene, vicuttaki diger
B hiicreleri ile ayni sekilde yanit verirler; reseptorleri ile antijenik uyarimi alir, bo-
ltntir ve bir kismi plazma hiicresine dontistir. Uyarilan B ve T hiicrelerinin bir kis-
mt bolgesel lenf nodiillerine ve bagirsak lenf damarlarina gocer. Buralardan da
lenf ve kan dolasimina gecerler. Dolasimdaki IgA sentezleyen B hiicrelerinin, vi-
cuttaki tim mukozal ylzeylere ilgisi vardir. Dolayistyla, antijenik uyarimi bagir-
sakta alan bir B hiicresi sadece bagirsagin lenfoid dokusunda dagilmakla kalmaz,
meme, solunum ve urogenital sistem mukozalarina da gocer. Boylece, 6rnegin
bagirsaktaki bir antijene karst olusan antikor yaniti sonucu, bagirsakla birlikte me-
me, solunum ve UGrogenital sistem mukozalarinda da antikor tretilir. Bagirsak len-
foid dokusunun efektor kisminin 6nemli bir bolimu T hiicreleri icerir. Ayrica, ba-
girsak epitel hiicrelerinin arasinda ve hemen altinda intraepitelyal lenfositler (IEL)
bulunur. Bunlar mukozada fonksiyon gormek tizere ozellesmis farkli bir T hiicre
populasyonudur.

Mukozal Yiizeylerde Humoral Bagisiklik

immunglobulin A

IgA tim mukozal salgilarda en ¢ok bulunan immunglobulin sinifidir (ruminant
barsagi ve memesi disinda). Tuktirtik, bagirsak, burun ve trahea salgilari, gozyast,
kolostrum ve genital sekresyonlarda oldukca ytiksek konsantrasyonda sIgA bulu-
nur. Mukozal ytizeylerde IgA sentez mekanizmasi, immunglobulinlerin sistemik
sentez mekanizmasindan farkli degildir. M hucreleri, B hiicreleri, makrofajlar ve
dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler tarafindan islenen antijenler yardim-
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¢t T hiicrelerine (Th2) sunulur. Aktive olan Th2 hticreler salgiladiklar sitokinlerle
B lenfositlerini IgA ve IgE sentezlemek tizere uyarir. IgA, barsagin submukozasin-
da yerlesmis plazma hiicreleri tarafindan sentezlenir ve salgilanir. Bu asamada,
plazma htcrelerinden ¢ikan IgA dimer formundadir. Dimerik IgA, bagirsak epitel
hiicresinin alt ylizinden salgisal parca ile birlikte alinir ve hiicrenin st ytiztinden
barsaga birakilir (Sekil 9.2).

s

slgA

bagirsak epiteli

submukoza

m

1gA’ya epitel
biicresinde salgisal
parca eklenmesi ve
sIgA ' min bagirsak
bosluguna
birakilmast.

Bagursaktaki patojenler tarafindan uyarilip IgA treten B hicreleri, dolasima ge-
cerek diger mukozal dokulara tasinabilirler. Buralarda yerlesen hiicreler bagirsak-
taki gibi antikor sentezlemeye devam ederler. Diger bir deyisle, bagirsaktaki bir
patojene karst memede, solunum sisteminde ve tirogenital kanalda da IgA Uretilir.
sIgA’nin en Onemli fonksiyonu notralizasyon yoluyla bakterilerin ve viruslarin epi-
tel hiicrelerine baglanmasint dnlemektir. Epitel hiicrelerine baglanamayan patojen-
ler viicuda zarar vermeden bagirsaktan atilirlar. Bu mekanizmaya immun dislama
da denir. IgA bagirsak boslugundan baska mukoza altinda ve go¢ gecirdigi epitel
hticreleri icinde de mikroorganizmalara baglanabilir. Mukozal ytizeylerdeki IgA
yanitinin 6nemli bir 6zelligi, immunolojik bellegin gelismemesidir. Clinkl IgA sen-
tezleyen hticreler, mukozal lenfoid dokularda, bellek hticresi haline gecmek icin
gerekli uyarimlari alamazlar.

immunglobulin E

Patojenler IgA engelini asarak submukozaya gecerlerse, IgE ile karsilasirlar ve
IgE'nin dizenledigi immun reaksiyonlar baslar. IgE treten hiicreler, dalak ve lenf
nodillerinden ¢ok viicut ylzeylerindeki lenfoid dokularda bulunur. IgE yoluyla
savunma mekanizmasi IgA’dan farklidir. Mukozal lenfoid dokularda tretilen IgEnin
¢cogu, mukozadaki mast hiicrelerinin ylzeyine Fc kismi ile baglanir. Antijen mast
hiicrelerinin Gizerindeki IgE’ye baglandiginda, mast hiicre grantllerindeki vazoak-
tif maddeler ortama bosalir. Bu vazoaktif maddeler damar gecirgenligini arttirarak,
cok miktarda IgG ve yangi hiicresi iceren sivinin gecisine neden olur. Boylece bol-

Vazoaktif: Damar ceperinin
gecirgenligini arttiran,
damara etkili olan
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gesel bir akut yangi tablosu gelisir. IgE tarafindan diizenlenen savunma mekaniz-
mast immun eliminasyon olarak da nitelenir.

immunglobulin G

Mukozal savunmada IgG'nin rolii daha ¢ok ruminantlarda 6nemlidir. Ruminantlar-
da, tim mukozal yiizeylerde ylksek diizeyde IgG bulunur. Ayrica IgG, tim hay-
van tirlerinin brons salgilarinda orta diizeyde, diger mukozal ytizeylerinde distik
diizeyde bulunur. IgG de, fonksiyonlarint immun eliminasyon mekanizmast ile y-
ritir. Diger bir deyisle, eger fonksiyon gordiigi yizeyde komplement varsa akti-
ve eder, fagositik hilicre varsa opsonizasyon yapar, sitotoksik hticre varsa ADCC
mekanizmasini baslatir.

immunglobulin M

Bagirsaktaki mukozal lenfoid dokuda sentezlenen IgM epitel hiicreleri vasitastyla
mukoza bosluguna tasinabilir. Ancak yapist nedeniyle, IgM mukoz bosluklardaki
enzimlerin etkisine ¢ok duyarlidir. Bu nedenle eriskinlerde IgM’'nin mukozal yu-
zeylerde 6nemli bir fonksiyonu yoktur. Ancak, yenidoganlarin mukoz membranla-
rindaki en 6nemli immunglobulin sinift IgM’dir. Bunun bir nedeni, yenidoganlarin
antijenlerle ilk kez karsilasmalart ve primer immun yanitta IgM’lerin baskin olma-
st; diger nedeni bagirsaktaki enzim aktivitesinin distik olmast nedeniyle IgM’nin
parcalanmadan fonksiyonunu yuriitebilmesidir.

Mukozal Yiizeylerde Hiicresel Bagisiklik

Mukozal yiizeylerde cesitli hiicresel savunma mekanizmalart ytrttilir. Bu meka-
nizmalarin timiin bagirsak mukozasinda gormek mimkindr. Bagirsak mukoza-
sinda en yaygin olarak bulunan ve antijenle ilk temasi yapanlar, intraepitelyal len-
fositlerdir. TEL’ler epitel hiicreleri arasinda ve altinda bulunurlar. TELler, M hiicre-
leri veya epitel hiicreleri tarafindan islenen antijenleri tanidiklart gibi, hic islenme-
mis antijenlere de TCR ile dogrudan baglanabilirler. TCR ile antijenlere baglandik-
larinda tGrememelerine ragmen, cesitli efektor fonksiyonlar yurittirler. IELler ba-
girsak lumenindeki parazitler ve bakteriler tizerinde direkt sitotoksik etki gostere-
bilirler. NK hticreleri gibi ADCC mekanizmasinda calisabilirler. Bazi IELler, kontra-
supresor aktivite gostererek, gida kokenli antijenlere karsi viicudun genelinde bir
tolerans varken, bagirsak mukozasinda bu antijenlere karst immun yanit olusturur-
lar. Mukozal dokularda ayrica sitotoksik T lenfositleri ve NK hticreleri de bulunur.
Bu hitcreler sitotoksite ve ADCC gibi islevlerini yurttirler.

Gida kokenli proteinler de viicuda yabanci antijenler olmalarina ragmen, normal kosullar-
da bunlara kars1 neden bagisiklik olusmaz?

Deride Savunma ve Bagisiklhik

Deri mukozal bir organ degildir, ancak dis ¢cevreye ve mikroorganizmalara en acik
vicut ylzeyi ve en onemli fiziksel bariyerdir. Derideki savunma ve bagisiklik olay-
lari, derinin sadece kendisini degil, aynt zamanda viicudu savunmak icin gereklidir.

Dogal Savunma Mekanizmalari

Deri histolojik yapist nedeniyle, mikroorganizmalara ve cevresel antijenlere karst
onemli bir fiziksel engeldir. Derinin ¢ok katlt histolojik yapist icindeki hiicre orga-
nizasyonu, normal kosullarda bircok mikroorganizmanin girisine izin vermez. De-
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rinin en 6nemli dogal savunma faktorlerinden biri, yag asitleridir. Bunlar bircok
bakteri tizerinde direkt etki yapar. Ayrica, yag asitleri derinin pH’sini distrerek
bircok mikroorganizmanin tiremesini engeller. Deri salgilarinda ayrica bakterisidal
enzimler de bulunur. Deri epidermisindeki epitel hticreleri, bagirsak mukozasinda
oldugu gibi stirekli yenilenir. Bu da keratinositlere baglanabilen patojenlerin deri-
nin alt katmanlarina gecme firsatt bulamadan uzaklastirilmalarini saglar. Derinin
kurulugu da mikroorganizmalarin tiremesini engelleyen diger bir mekanizmadir.
Derinin yerlesik mikrofloras: patojenlerin deriye yerlesmesini engeller.

Deride Bagisiklik

Deri genel yapist itibariyla katt bir doku oldugundan, daha cok htcresel bagisik-
lik olaylari 6n plana ¢ikar. Derinin, immun yanitta rol oynayan hiicreler keratino-
sitler, Langerhans hiicreleri, intraepidermal lenfositler, makrofajlar ve plazma htic-
releridir. Mikroorganizmalar veya diger ekzojen antijenler, derinin dogal savunma
engellerini asip epidermise veya dermise girdiklerinde; 1) intraepidermal lenfosit-
ler tarafindan direk sitotoksik etkiye maruz kalirlar, 2) Langerhans htcreleri, kera-
tinositler veya makrofajlar tarafindan islenirler. Keratinositler ve makrofajlar anti-
jenleri derideki T lenfositlerine sunarken, Langerhans hiicreleri lenf digimlerine
gocer ve antijenleri buradaki CD4 hiicrelerine sunarlar. Boylece, deriden giren an-
tijene karst hem lokal immun yanit, hem de sistemik immun yanit olusur. Lokal im-
mun yanit daha cok hticresel agirlikli reaksiyonlart kapsarken, sistemik immun ya-
nitta antijene karst antikorlar da olusturulur. Bolgesel lenf yumrularinda olusturu-
lan IgG ve IgM serumdan deriye gecerken, IgA sentezi deride lokal olarak gercek-
lesir. IgA ozellikle ter salgisinda yogun olarak bulunur. Ayrica, belirli antijenlere
karst IgE yaniti 6n plana ¢ikabilir.

FOTUS VE YENIDOGANLARDA BAGISIKLIK

Fotusda immun Sistemin Geligimi

Memeli hayvanlarin fétusunda immun sistemin gelisimi belirli bir sira izler. Hay-
van fotuslarinda immun sistem elemanlarinin gelisim sirast ayni olmasina ragmen,
gelisim zamanlar tiirin gebelik stiresine baghdir. Gebelik stiresi kisa olan hayvan-
larda, immun sistemin gelisimi daha hizlidir, ancak doguma kadar tim gelisim ta-
mamlanmayabilir. Gebelik siiresi uzun olan hayvanlarda, immun sistemin gelisimi
nispeten daha yavas olmasina ragmen, doguma kadar tim gelisim tamamlanir. Si-
gir fotusunun lenfoid organlar, gebelik siirelerine gore nispeten erken donemde
gelisir. Sigirlarin gebelik stiresi 240 gtin olmasina karsin, timus 40. giinde farkedi-
lebilir. Kemik iligi ve dalak 55. gtinde goriiniir. Lenf noddilleri 60. giinde bulunma-
sina karsin, Peyer plaklart 175. glinde ortaya cikar. Periferal kan lenfositleri 45.,
IgM tastyan B hiicreleri 60. ve 1gG tastyan B hiicreleri 135. giinlerde saptanabilir.
Sigir fotusu viruslara karst en erken 73. glinden itibaren immun yanit olusturabilir.
Cesitli mitojenlere kars: 75-80. giinlerde immun yanit olusturulabilir. Sigir fotusu-
nun kan notrofilleri ve monositleri gebeligin 130. gtintinde ortaya c¢ikar. Sigir fotal
serumunda 75. glinden itibaren litik aktivite gortliir ve 90. glinde komplement dii-
zeyi Olctlebilir hale gelir. Diger hayvan tirlerinin fotuslarinda da immun sistem or-
gan ve hiicrelerinin gelisimi ayni sirayt izler.

Mitojen: B lenfositlerini
nonspesifik olarak uyaran,
cok sayida lenfosit soyunu
uyarabilen antijen.
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Fotal Savunma Mekanizmalari

Fotus tamamen savunmasiz olmamasina karsin, infeksiyonlart yenme gticleri eris-
kinlerden daha distiktiir. Komplement aktivitesi fotal yasamin nispeten erken do-
nemlerinde ortaya ¢ikmasina ragmen, hicbir zaman eriskin diizeyinde olamaz. Ev-
cil hayvanlarin 16kositleri fagositoz yapma yetenegini gebeligin son donemlerinde
tam olarak kazanirlar. Ancak, bu hiicrelerin oldiirme glicleri zayiftir. Fotal immun
sistemin nisbi yetersizliginin nedenleri, tam olgunlasmamasi, organize olamamasi
ve intrauterin yasamda karsilasacagi her tirli etkeni ilk kez taniyor olmasindan
kaynaklanir. Ayrica, doguma yakin zamanlarda artan glukokortikoid dizeyleri, im-
mun sistem htcrelerinin aktivitelerini daha da kisitlamaktadir. Bitiin bunlarin so-
nucu olarak, eriskinlerde ¢ok hafif seyreden veya hi¢ gortilmeyen infeksiyonlar,
fotusda cok siddetli seyredip oldirtct olabilir.

Genelde, fotal donemde mikroorganizmalara verilen yanit, fotusun immunolo-
jik gelisim diizeyi, yani fotusun yast ile iliskilidir. Fotal infeksiyonlar ti¢ temel seyir
izleyebilir. 1) Eger fotusun immun sistemi hentiz tam fonksiyonel hale gelmeden
patojen bir mikroorganizma ile karsilasirsa, énemli doku tahribi ve ardindan 6liim
gelir. Bu durum gebelin erken donemlerinde gortlir. 2) Eger fotusun immun sis-
temi tam olarak gelismeden az virulent bir mikroorganizma ile karsilasirsa, immu-
nolojik yanitsizlik veya immunolojik tolerans gelisir. Boyle infeksiyonlar fotal ya-
sam boyunca, hatta émur boyunca kalict olur. Fotusta kalict bir viral infeksiyon
bulunmasina ragmen antikor yaniti olusmaz. Bu fotus diger viruslara karst ve fark-
li virusun antijenik tiplerine karst immun yanit olusturabilir. 3)Fétusun immun sis-
temi gelistikten sonra bir mikroorganizmayla karsilasirsa, buna karsi immun yanit
olusturur. Infeksiyonun bundan sonraki seyri ise eriskinlerden farklt degildir. Eger
immun sistem yeterli korumay1 saglarsa infeksiyon yenilir, eger yeterli korumayi
saglamazsa sonug¢ Olime kadar gidebilir. Cogu bakterilere kars: fotal donemde im-
mun yanit olusmaz, bu ozellik genellikle dogumdan sonra kazanilir.

Plasental Bagisiklik Transferi

Anneden fotusa plasenta vasitasiyla antikor gecisi, bazi tirlerde fotusun ve yeni-
doganlarin pasif savunmasina katkida bulunur. Maternal antikorlarin fotusa ge-
¢cisi plasentanin yapsst ile iliskilidir ve sadece bazi hayvan turleri icin gecerli olan
bir yol degildir. Plasentanin histolojik katlari ne kadar coksa, antikor gecisi o ka-
dar zordur. Hemokorial plasenta insan, diger primatlar ve kemiricilerde bulunur.
Bu plasenta tipinde anneden fotusa 1gG gecer, diger immunglobulin siniflari ge-
cemez. Endoteliokorial plasenta kopek ve kedilerde bulunan plasenta tipidir. Bu
plasentasyon tipinde, maternal 1gG’lerin az bir kismui (%5-10) fotusa gecebilir. Sin-
desmokorial plasenta ruminantlarda bulunur ve anneden fotusa hi¢ antikor geci-
si olmaz. Epiteliokorial plasenta atlar ve domuzlarin sahip oldugu plasenta tipidir
ve antikor gecisine izin vermez. Kanatlilarda ise embriyoya antikor transferi me-
melilerden daha farkli bir yolla olur. Tavuklarda yumurta hentiz ovaryumda iken,
anne serumundan yumurta sarisina kolaylikla antikor gecisi olur. Bu nedenle sa-
rt daha svi fazda iken, annenin serumuna esit diizeyde IgG’ye sahip olur. Yumur-
ta ovidukttan gecerken, salgidaki IgM ve IgA yumurta akina karisir. Tavuk embri-
yosu kuluckada iken, sarida IgG ile akdaki IgM ve IgA’nin bir kismi embriyoya

gecer.
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Yenidoganlarda Bagisiklik

Gebe uterus normal kosullarda steril bir ortamdir. Buylk bir cogunlukla, fotus do-
gana kadar herhangi bir patojenle karst karsiya gelmez. Ancak yavru dogar dog-
maz, hatta dogum aninda annenin dis genital kanalina gecer gecmez bircok mik-
roorganizmayla ilk kez karsilasir. Gebelik stiresi uzun olan hayvanlarin yavrulart,
immun sistemleri tamama yakin bir diizeyde gelismis olarak dogarlar. Ancak gebe-
lik stiresi kisa olan tirlerin yavrularinda immun sistem hentiz tam gelismemistir.
Yenidogan hayvanlarin immun sistemi gebeligin son donemindeki fétusun immun
sisteminin bir devamudir; dogumla birlikte yavru tim immun kapasitesini bir anda
kazanmaz. Eger, fotal yasam sirasinda plasental bagisiklik transferi olmussa, bu
yavruyu bir ¢cok patojene karst korur. Ancak, evcil tirlerin cogunda plasentadan
fotusa pasif bagisiklik gecisi sz konusu degildir. Bu durumda, yenidoganin infek-
siyonlardan korunabilmesi icin olasi iki yol vardir; yavrunun kendi immun sistemi-
nin ¢alismast ve yavruya dogumdan sonra pasif bagisiklik transferi.

Yenidoganlarda immun Sistem

Bircok hayvan tirtintin yavrulari immun sistemleri fiziksel olarak gelismis sekilde
dogarlar. Ancak, yenidoganlarin immun sistemlerinin yetersiz kapasitede olmasi-
nin cesitli nedenleri vardir. Bunlar arasinda maternal antikorlar, maternal anti-idi-
otipik antikorlar, dogum aninda glukokortikoid diizeyinin ve baskilayict T hticre
aktivitesinin artmast ve yavrunun patojenlerle ilk kez karsilastyor olmasi sayilabi-
lir. Dolayistyla, yavrular patojenlere spesifik primer immun yanit olusturmak duru-
mundadirlar. Aslinda, yenidoganlarin cesitli antijenlerle karsilasmasi, immun siste-
min olgunlasmast icin gerekli bir asamadir. Ancak primer immun yanitin koruyu-
cu dizeye cikabilmesi i¢cin de en az 1-2 hafta gereklidir. Bu durumda, patojenler
hastalik tablosunu hizla siddetlendirirken, antijene spesifik immun yanit yenidoga-
n1 patojenlerden korumakta gec ve yetersiz kalacaktir. Spesifik bagisikligin hentiz
etkili olamadigi yenidoganlarda, savunma isi spesifik olmayan notrofillere ve
komplemente kalmaktadir. Yenidogan buzagilar yasamlarinin ilk 10 gtintnde,
eriskinlerden fazla diizeyde notrofile sahiptirler. Bu hiicreler, cesitli bakterileri eris-
kin diizeyinde fagosite etme ve 6ldiirme kapasitesine sahiptir, ancak kemotaktik
yanitlart zayiftir. Yenidoganlarda makrofaj aktivitesi zayiftir. Yenidogan buzagi ve
kuzularda toplam komplement aktivitesi ise eriskin diizeyinin %15-60"1 kadardur.
Komplement diizeyi eriskin seviyesine buzagilarda 6 ayda ulasir.

Spesifik bagisiklik yenidoganlari infeksiyondan hemen korumasa da calismaya
devam eder. Dogum aninda, bagisiklik sisteminin deneyimi eksiktir. Primer lenfo-
id organlarda gelistirilen lenfositler antijenik uyarim olmasada sekonder lenfoid or-
ganlara yerlesmislerdir. Ancak, bunlarin aktive olabilmeleri icin antijenlerle karsi-
lasmalar gerekmektedir. Dogum aninda, yenidoganlarin dolasimlarindaki B lenfo-
sitlerinin sayist eriskinlerin ticte biri kadardir. B lenfosit sayist 20-30 gtinde eriskin
diizeyine ulasir. Yenidoganlar tarafindan tretilen ilk antikorlar dogumdan birkac
glin sonra kanda goriilmeye baslar. Dogumdan sonra immun sistemin gelisimi iler-
ledikce, yanit verebildigi antijen sayist da artar. Bircok hayvan tiriiniin yavrusu
dogum aninda bazi antijenlere yanit veremez. Bu durum immun sistemin gelisme
dizeyi, dolaystyla gebelik stresi ile iligkilidir. Gebelik stiresi uzun olanlarda ise
yanit verilen antijen ¢esidi daha coktur. Ayrica, yenidoganlarin antijenlere karst ya-
nit vermeye bagladiklar siire, antijen tipine gore de degisir. Yenidogan buzagilara
dogum aninda belirli antijenler verildiginde, bunlara karst olusan antikorlar farkl
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strelerde ortaya cikar. Yenidoganlarda lokal ve hiicresel bagisiklik da gec basla-
maktadir. Buzagi barsaginda lokal bagisiklik ilk hafta icinde ortaya cikar. Hiicresel
bagisiklik eriskin diizeyine, buzagilarda 2 haftada, kopeklerde 6 hafta-6 ay arasin-
da ulastr.

Yenidoganlara Pasif Bagisiklik Transferi

Yenidogan hayvanlarin immun sistemi tam kapasiteyle calisamadigi ve tiirlerin ¢o-
gunda plasenta yoluyla antikor transferi yapilmadigi icin, yenidoganlarin immun
sistemleri olgunlasincaya kadar baska mekanizmalarla patojenlerden korunmasi
gerekir. Iste bu korunma, kolostrum vasitastyla anneden yavruya bagisiklik trans-
feri ile gerceklesir.

Kolostrumun Yapisi ve Sentezi

Kolostrum, veya agiz siti, gebeligin son birka¢ haftasinda meme salgilarinin ve
kandan gecen proteinlerin birikmesi ile olusur. Bu ytizden, besin degeri ve bagi-
siklik elemanlart yoniinden ¢ok zengindir. Kolostrumda bulunan antikorlarin cogu
anne kanindan aktif olarak gecer. Kolostrum IgG yoniinden cok zengindir, ayrica
daha az miktarlarda, IgA, IgM ve IgE de bulunur. ilk emzirmeden sonra kolostru-
mun icerigi saatler ile ifade edilebilecek kadar kisa stirede degisir ve siit niteligi ka-
zanmaya baslar. Dolayisiyla bagisiklik elemanlarinin konsantrasyonu da hizla dui-
ser. Ruminantlar disindaki hayvanlarin kolostrumlarinda IgG baskin iken, stitte IgA
daha yogun hale gelir. Ruminantlarin gerek kolostrum gerekse stitlerindeki baskin
immunglobulin sinifi IgG1’dir. Kolostrum ayrica, makrofaj, B ve T hiicreleri de ice-
rir. Kolostrumun her mililitresinde bu hiicrelerden 2-3 milyon adet vardir.

Bagirsaktan Kolostrum Emilimi

Yenidoganlarin sindirim sistemindeki 6zel kosullar nedeniyle, emilen kolostrum-
daki proteinler ve hiicreler tahrip olmadan barsaga ulasirlar. Kolostral immunglo-
bulinler bagirsak epitel hiicreleri tizerindeki yenidoganlara 6zel Fc reseptorlerine
(FcRn) baglanirlar. Baglandiktan sonra, antikorlar epitel hiicrelerinin icine alinir ve
hiicrelerin lamina propriaya bakan ytiziinden iceriye birakilirlar. Antikorlar bura-
lardan lenf kanallart ve kan dolasimina gecerler. Kolostrumla alinan hiicreler ise
epitel aralarindan gecerek lenfoid sisteme yerlesirler. Tim immunglobulin sinifla-
r1 bagirsaktan emilir, ancak IgA bagirsakta kalir. Bagirsagin gecirgenligi ilk emzir-
meden sonraki 6 saat icinde maksimum diizeydedir ve bundan sonra hizla diiser.

Yenidoganlarda Maternal Bagisiklik

Anneden yavruya transfer edilen antikorlara maternal antikor, bu yolla saglanan
pasif bagisikhiga maternal bagisiklik denir. Kolostrum ile emilen antikorlarin yeni-
doganlarin kanindaki seviyesi, bagirsaktan emilim isleminin 6zelligi nedeniyle 12-
24 saat icinde maksimum duzeye c¢ikar. Bu antikor seviyesi erigkinlerin serum an-
tikor diizeyine esittir. Ayrica maternal immun sistem hicreleri, yavrunun immun
sistemi tarafindan reddedilene kadar viicutta kalirlar. Dolayistyla, bu hayvanlar bir-
cok infeksiyona karsi pasif yolla korunmus olurlar. Kolostrum bir taraftan yavruyu
pasif olarak korurken, diger taraftan yenidoganin immun sistemini spesifik ve
nonspesifik olarak baskilar. Kolostrum almayan yavrularda nonspesifik antikor
sentezinin, alanlara gore daha erken basladigi saptanmustir. Spesifik baskilamada
ise, eger yavru kolostrumla aldig1 bir antikora spesifik antijenle karsilasirsa, bu an-
tijene karst immun yanit olusturamaz. Buradan da, yavrunun kendi antikor yaniti-
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nt olusturabilmesi icin, maternal antikorlarin minimal diizeye inmesi gerektigi an-
lasilmaktadir. Bu nedenle, pasif maternal bagisikliktan aktif bagisikliga gecis peri-
yodu, yavrunun infeksiyonlara en duyarli oldugu donemlerden birisidir. Ayrica,
maternal antikora sahip yenidoganlara uygulanan asilara karst yeterli immun yanit
olusmaz. Ancak, kolostrumun yenidoganlari korumadaki degeri tartisiimayacak
kadar onemlidir. Hatta, yavrunun kolostrum alamamas: sonucu ortaya cikan has-
taliklar “pasif transfer yetmezligi” denen 6zel bir grup olusturur. Kolostrumdaki ka-
dar olmasa bile, stit de IgG1 ve IgA yoniinden zengindir. Yenidoganlarin barsagin-
daki proteolitik aktivite ilk bir hafta icinde nispeten disik oldugu icin, bu stire
zarfinda sttle alinan I1gG ve IgA bagirsaktan emilmese bile, bagirsakta kalarak yav-
runun mukozal savunmasina katkida bulunabilir.

Pasif transfer yetmezIligi hangi durumlarda ortaya cikar?

BAKTERILERE KARSI BAGISIKLIK

Bakteriler yeryliziinde en c¢ok tiire sahip canli grubudur. Hayvanlar bakterilerle
dolu bir cevrede yasamalarina ragmen bu organizmalarin cogu hayvanlart infekte
etmez. Tim bakteri populasyonu icinde, hayvanlara adapte olmus bakteri tirleri-
nin sayist azdir. Bu bakterilerin bir kism1 zorunlu patojendir, yani hayvani infekte
ettiginde cogunlukla hastaliga neden olur. Hayvanlara adapte olmus bakterilerin
cogunlugu ise, deri ve mukoz membranlar gibi viicut ytizeyinde komensal olarak
yasarlar. Bakteriyel hastaliklarin gelismesi, konak direnci, hasarli dokularin varligt,
bakterinin yerlesimi ve hastalik olusturma gticti (virulens) gibi bircok faktore bag-
lidir. Cesitli bakteri gruplar farkli virulens faktorlerine sahiptir ve farkli mekaniz-
malarla hastalik olusturabilirler.

Bakteri Antijenleri

Bakterilerin bircok organeli bulunur. Bu organellerin bazilart tim bakteriler i¢in
ortaktir, bazi organeller ise sadece belirli bakterilerde bulunur. Ayrica, antijenite ile
direkt ilgileri vardir. Aslinda, bakteri hiicresinde bulunan yapisal molekdllerin ve
salgilarin time yakini antijenik ¢zelliktedir. Bu antijenik molekiiller icinde bilinen
tim kimyasal antijen gruplart bulunur (protein, polisakkarid, glikoprotein, lipop-
rotein, glikolipid vb). Bu nedenle bir bakteri hiicresi, onlarca antijenden olusmus
bir antijen kompleksi olarak da nitelenebilir. Bakterilerin dis ytizlerindeki organel-
lere ait olan veya salgilanan antijenleri immun sistem ile direk temas halindedir.
Ancak, bakteri hiicresi viicut icinde parcalandiginda i¢ yapisinda bulunan antijen-
ler de a¢iga cikar.

Hucre duvart tim bakterilerde ortak olarak bulunan en énemli antijenik orga-
neldir. Bakterilerde Gram pozitif ve Gram negatif olmak tzere iki tip hiicre duva-
r1 bulunur ve bunlarin kimyasal icerikleri birbirinden farklidir. Gram pozitif bakte-
rilerin hiicre duvart peptidoglikan tabakas: ve bunun i¢ine dagilmis teikoik-lipote-
ikoik asitten olusmustur. Bu yapilarin kapsaminda bulunan proteinler, glikoprote-
inler, lipoproteinler ve bazi bakterilerdeki polisakkaridler Gram pozitif bakterilerin
en onemli antijenleri arasindadirlar. Gram negatif hiicre duvart antijenlerine ortak
olarak “O antijeni” veya “somatik antijen” ad: da verilir. Lipopolisakkarid (LPS) ve
porin proteinleri basta olmak tizere fosfolipid tabakasi, lipoproteinler, glikoprote-
inler ve polisakkaridler Gram negatif bakterilerin antijenik yapilart arasindadir.
Hucre duvarma karst olusan immun yanit, bakterinin opsonizasyonunu dolayisty-
la fagositozunu ve komplement tarafindan parcalanmasini saglar. Ayrica, hiicre
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duvarina karsi olusan antikorlar bakterileri kiimelendirerek ve notralize ederek ko-
nak hiicrelerine baglanmalarint Onler. Bazi bakterilerde hiicre duvarinin Gstiinde
bir kapstil bulunur. Kapsul, bakterilerin 6nemli antijenleri arasindadir ve “K antije-
ni” olarak da adlandirilir. Kapsiil cogu bakterilerde polisakkarid yapisindadir. Kap-
suliin en 6nemli gorevi, bakteriyi cevresel faktorlerden, 6zellikle de immun sistem-
den korumakutir. Kimyasal yapist nedeniyle kapsil fagositozu engeller. Kapsullu
bakteriler, kolayca fagosite edilemezler ve parcalanamazlar. Ayrica kapstil, hiicre
duvarinin tzerini orttiginden, somatik antijenlere karst olusan immun yaniti en-
geller veya antikorlarin hiicre duvarina ulasmasint 6nler. Kapstile karst olusan im-
mun yanit kapsiiliin opsonizasyonunu saglar, boylece bakteri daha kolay fagosite
edilir ve komplement tarafindan parcalanir. Ayrica, immun sistem kapsiili etkisiz
hale getirilmis bakterilerin hticre duvarina daha kolay ulasir.

Bazi bakterilerde hareket organeli olarak flagella bulunur. Flagella, bakterinin
en onemli antijenik yapilarindan birisidir. Flagellin adi verilen flagella proteini
kuvvetli bir antijendir ve buna “H antijeni” de denir. Flagellaya karst olusan immun
yanit, bakterilerin bir araya kiimelenmesini (agliitinasyon) ve hareketsiz kalmalari-
n1 saglar. Boylece, eger flagella bir virulens faktoriiyse, bakteri patojenitesini kay-
beder. Bazi bakterilerde bulunan fimbria, sitoplazmik membrandan koken alan ve
kisa kirpik seklinde bir organeldir. Fimbria protein alt Ginitelerinden olusmustur ve
ortak olarak “pilin” adi verilen bu proteinler antijenik yapidadir. Fimbriaya karst
olusan immun yanit, bakterilerin noétralize olmasina ve kiimelenmesine neden
olur. Antikorlar fimbrialara baglanarak maskelediklerinde, bakteri énemli bir viru-
lens faktortinti kaybeder ve hiicrelere baglanamaz.

Bakterilerin hiicre duvarinin altinda kalan organeller i¢ yapr olarak kabul edi-
lir. Bakterilerin i¢ yapisinda bulunan organeller ve bunlara ait molekiller potansi-
yel antijen olmalarina karsin, immun sistem ile temasta olmadiklarindan, koruyu-
cu bagisiklikta 6nemli bir rolleri yoktur. Bakterilerin hiicre duvart altinda yer alan
sitoplazmik membranda antijenik 6zellikteki enzimler ve lipoproteinler bulunur.
Sitoplazmik membran ile ¢evrili sivi haldeki bakteri sitoplazmasinda ribozomlar,
genetik materyal (DNA) ve sitoplazmik sivi icine dagilmis cok cesitli organik mo-
lekiller bulunur. Bu organellerin ve molekiillerin antijenik ¢zellikleri genellikle
zayiftir.

Ekzotoksinler, bazi bakteriler tarafindan salgilanan cok 6onemli virulens faktor-
leridir. Ekzotoksinler buytk proteinler olduklarindan antijenik gticleri genellikle
cok yuksektir. Toksinlere karst humoral immun yanit olusur. Genellikle IgM ve
IgG sintfindan olan antitoksin antikorlari toksinleri notralize ederek etkisiz hale ge-
tirirler. Bazi bakteriyel toksinler, cok disiik konsantrasyonlarda bile yardimer T
hiicrelerini nonspesifik sekilde direkt olarak uyarabilirler. Bu nedenle, boyle tok-
sinlere “stiperantijenler” de denir. Bunlar immun sistemi ¢ok etkili bir sekilde uyar-
malarina karsin, bu uyarim viicudun zararinadir. Bazi bakteriler Giremeleri sirasin-
da cesitli enzimler salgilarlar. Klasik toksinlerden farkli olmalarina ragmen, bu en-
zimler konak dokular tizerinde zararl etki gosterebilirler. Bu maddeler genellikle
hiicreler arast maddeleri ve dogal savunma engellerini parcalayarak bakterilerin
viicutta yayilmalarini kolaylastirirlar. Enzimler de protein yapisindadir ve antijenik
ozellige sahiptirler. Cevre kosullarinin uygun olmadigi durumlarda (ytiksek 1s1, gi-
dasizlik, iremeyi 6nleyen maddeler, vb) tim organizmalar, normal kosullarda bu-
lunmayan “stres proteinleri” Uretirler. Isz soku proteinleri (HSP) iclerinde en iyi bi-
linenlerdir. Bakterilerde ti¢ farklt molekil agirlikta 1s1 soku proteini; HSP90, HSP70
ve HSP60 bulunur. HSP’ler antijen sunan hiicreler tarafindan kolayca islenirler ve
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immun sistemde HSP’lere spesifik cok sayida hiicre bulunur. Bu nedenle, HSP’le-
rin antijeniteleri cok ytksektir ve anti-HSP yaniti bakteriyel patojenlere karst en
onemli savunma mekanizmalarindan birisidir.

Dogal Savunma Mekanizmalari

Bakteriler viicut ile temas ettikleri ve mukozal ytizeylere ulastiklar: andan itibaren
dogal savunma mekanizmalari ile karsilasirlar. Bu mekanizmalar, mukozal bagisik-
lik konusunda anlatilmistir. Bu ytizden, burada bakterilere karsi direnci etkileyen
genel faktorler ve viicuda giren bakterilere karst etkili nonspesifik kimyasal faktor-
lere yer verilecektir.

Antibakteriyel Direnci Etkileyen Genel Faktorler

Bazi tirlerde bazi bakteri infeksiyonlarinin hi¢c olusmamasi veya bazi bireylerin da-
ha direncli olmast genetik fakicrier ile iliskilidir. Ornegin, bazt hiicreici bakterilere
karst relatif diren¢ “Nramp” geni tarafindan kontrol edilir. Dogal kosullarda bir
hayvan populasyonuna giren infeksiyonlar, populasyon tizerinde selektif bask: uy-
gular. Diger bir deyisle, 6limler sonucunda duyarli hayvanlart cogalamazken ve
sayilart azalirken, direncli olanlar yasar ve populasyondaki sayilart artar. Bu tip di-
ren¢ aynt zamanda MHC tipleriile de iliskilidir. infeksiyonlara direnci etkileyen di-
ger nonspesifik faktorler arasinda hormonlar bulunur. Ornegin, ostrojenlerin di-
stk dozlart bagisiklig: uyarirken, ylksek dozdaki testesteron immun baskilayict et-
kiye sahiptir. Bu ytizden, genelde disi hayvanlar infeksiyonlara erkeklere gore da-
ha direnclidirler. Stres altindaki hayvanlarda steroid diizeyinin artmasi infeksiyon-
lara direnci azaltur. Beslenme, infeksiyonlara direncle ilgili diger bir faktordir. Ye-
tersiz beslenme bakterilere karst duyarliligt arttirir. Agir parazit istilas: altindaki
hayvanlarda gelisen negatif protein dengesi, infeksiyonlara direnci azaltir.

Nonspesifik Kimyasal Faktorler
Dokularda, doku sivilarinda ve kanda bakterileri oldiren (bakterisidal) ve bakteri-
leri durduran (bakteriyostatik) casitli maddeler bulunur. Bunlarin etkileri bakteri ti-
rine spesifik degildir, ancak bazi maddeler bazi bakteri gruplari tizerinde daha et-
kili olabilir. Bakterilere kars1 etkili olan en énemli maddelerden birisi /izozin?dir. Li-
zozim, hemen tim viicut swvilarinda, yumurta akinda ve dokularda bulunur. Gram
pozitif bakteriler lizozimin etkisine daha duyarlhidirlar. Lizozim, spesifik antikorlarin
bulunmadig: durumlarda bir opsonin olarak da calisabilir. Serbest yag asitleri bak-
teri Gremesini engelleyen onemli faktorlerdir. Genelde, oleik asit gibi doymamis
yag asitleri bakterisidal etki gosterirken, doymus yag asitleri mantar oldirtct (fun-
gisidal) etki gosterirler. Memeli hayvanlarin dokularinda ve htcrelerinde, lizin ve
arginin yontinden zengin cesitli antibakteriyel peptidlerve proteinler bulunur. Bun-
lar genellikle, notrofiller ve trombositler tarafindan salgilanan proteolitik enzimler-
ce sindirilen proteinlerden koken alirlar. Bunlardan baska cesitli dokularda, sper-
min, spermidin, plakin ve defensinler gibi antibakteriyel maddeler bulunur.
Bakteri istilasini etkileyen en dnemli faktorlerden biri, viicut sivilarindaki demir
diizeyidir. Bircok bakteri tiremek icin demire gereksinim duyar. Vicuttaki demirin
cogu, laktoferrin, transferrin ve ferritin gibi demir baglayan proteinler tarafindan
tutulur. Bakteriyel infeksiyonlar sirasinda bagirsaktan demir emilimi ¢cok azalir, ka-
racigerde demir baglayan proteinlerin tGretimi artar ve vicuttaki demirin cogu ka-
racigerde toplanir. Boylece, bakterilerin demir kaynaklart kisitlanmis ve Giremeleri
engellenmis olur. Ancak, bazi bakteriler sahip olduklari demir baglayan proteinler
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vasitastyla serum proteinlerindeki demiri cekebilir ve kullanabilirler. Hemolitik
anemi gibi serum demir diizeylerinin arttigt hastaliklarda, hayvanlar bakteriyel in-
feksiyonlara daha duyarli hale gelirler.

immunolojik Savunma Mekanizmalari

Bakterilere karsi, onceki bolimlerde anlatilan temel mekanizmalarla humoral ve
hiicresel immun yanit gelisebilir. Spesifik immun yanit, cesitli efektor mekanizma-
lar ile bakteriyel infeksiyonlara kars: etkili olabilir ve belirli bir bakteriye karst bu
mekanizmalardan biri veya birkaci calisabilir. Bu mekanizmalardan hangisinin ¢a-
lisacagi, bakteri tipine ve bakteriyel infeksiyonun patogenezisine gore degisir. Bu
bakimdan, hiicredisi ve hiicreici bakterilere karst immun yanit ayri basliklar altin-
da incelenecektir (Sekil 9.3).
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Hiicredisi Bakterilere Karsi Bagisiklik

Hiuicredisi bakterilere karst en 6énemli savunma mekanizmast humoral immun ya-
nittir. Bakteriyel hiicre duvart ve kapstliine ait polisakkaridler T-bagimsiz antijen-
lerdir. Boyle antijenler B hiicrelerini direkt olarak uyarabilirler ve sadece IgM sini-
f1 antikorlarin Giretimine neden olurlar. Bakterilerin hiicre duvarindaki antijenlerin
cogu, flagellalari, fimbrialari, toksinleri ve enzimleri T bagimli antijen ¢zelliginde-
dir. Bu antijenler profesyonel antijen sunan htcreler tarafindan islendikten sonra,
MHC sinif II molekitilleri ile birlikte yardimet T lenfositlerine sunulurlar. Bu hiicre-
ler de salgiladiklar: sitokinler vasitasiyla, spesifik antikor Uretimi yapmasi icin B
hicrelerini uyarirlar. Bakterilerin T-bagimli antijenlerine karsi, basta IgG olmak
tizere tim antikor siniflart Gretilebilir. Bu antikorlar asagidaki mekanizmalarda go-
rev alirlar (Sekil 9.4).
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1. Komplement aktivasyonu: IgM ve IgG sinift antikorlar bakteri ytizeyine
baglandiktan sonra klasik komplement yolunu aktive edebilirler. Komplementin
aktivasyonu sonucu bakteri C3b parcast ile opsonize edilebilir veya reaksiyonlarin
son asamasinda olusan membran atak kompleksi (MAK) bakteriyi lize edebilir.
Spesifik antikorlarin hentiz tretilmedigi durumlarda sialik asit icermeyen bakteri-
ler alternatif komplement yolunu direkt olarak aktive edebilir. Boylece opsonizas-
yon veya bakteri lizisi ile sonuglanan komplement fonksiyonlart gerceklesir.

2. Opsonizasyon: IgM ve IgG sinifi antikorlar bakterileri opsonize ederek fa-
gositik hiicreler tarafindan yutulmalarini kolaylastirirlar. Opsonik antikorlar kap-
stllti bakterilerin kapstiliine, kapstilstiz bakterilerin hiicre duvart antijenlerine kar-
st olusur. Notrofiller ve makrofajlar antikorsuz da fagositoz yapabilmelerine karsin,
bircok patojenik bakterinin fagositozu icin opsonizasyon gereklidir. Ozellikle kap-
stllt bakteriler fagositoza direnclidirler, ancak opsonik antikorlar kapstiliin antifa-
gositik etkisini giderirler. Bakteriler opsonize olduktan sonra, Fc reseptori tastyan
fagositler bunlara baglanir ve bakteriyi kolayca yutabilir. Molekitiler diizeyde
IgM’nin opsonizasyon giicti, IgG’ye gore daha fazladir.

3. Notralizasyon: Antikorlar tek baslarina bakterileri, toksinlerini ve enzimle-
rini notralize edebilirler. Mukozal yiizeylerde notralizasyon fonksiyonunu yurtiten
immunglobulin sinift sIgA’dir (ruminantlarda ayrica 1gG). sIgA bakteri toksinlerine
baglanarak notralize eder; toksin konak hiicresi Gzerindeki spesifik reseptoriine
baglanamaz. Salgisal antikorlar, flagellaya baglanarak bakterinin hareketsizlesme-
sini ve fimbrialari bloke ederek mukozal hicrelerin istilasini dnler. Viicut icinde
ise, bakteriyel toksinleri veya enzimleri IgM ve IgG notralize eder. Ekzotoksin ve-
ya enzimleri yoluyla hastalik olusturan bakteriler icin hem bakteriye, hem de sal-
gisal trtinlerine karst immun yanit olusmalidir.

4. Yangt uyarimi: Antikorlar tarafindan yuritilen direkt bir mekanizma olma-
masina ragmen, antikorlar vasitasiyla gerceklesen fagositoz ve komplement akti-
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vasyonu sonucunda lokal yangt da olusabilir. Bu da yangi bolgesine daha cok ba-
gisiklik elemani cekilmesini saglar.

Spesifik antikorlarin olmadig1 durumlarda fagositik hiicreler bakterileri hangi yolla
algilar?

Hiicreici Bakterilere Karsi Bagisiklik

Hucreigi bakteriler tarafindan olusturulan infeksiyonlarda gerek patogenezis, ge-
rekse immun yanit diger bakterilerden farkliliklar gosterir. Bunlarin hiicre disinda
bulundugu donemde yukarida anlatilan efektor mekanizmalar fonksiyon gorebilir
ve infeksiyon baslamadan 6nlenebilir. Ancak fagosite edilseler bile, hiicrelerin i¢in-
de uzun sire yasayabilirler. Bu sekilde hiicre icine girme firsati bulduklarinda bu
mekanizmalarin bir 6nemi kalmaz ve hiicresel immun yanit 6n plana ¢ikar. Hicrei-
ci bakterilere karst etkili olan ti¢ temel hiicresel bagisiklik mekanizmasi vardir.

1. Makrofaj aktivasyonu: Hiicreici bakterilerin tahribini saglayan en 6nemli
mekanizma makrofaj aktivasyonudur. Aktive olmamis makrofajlar fagositoz yapa-
bilmelerine karsin, hiicreici bakteriler ¢esitli yollarla makrofajlar icindeki sindirim
asamasindan kurtulurlar. Bu nedenle, makrofajlarin bu bakterileri éldtrebilmesi
icin aktive olmasi ve daha gticli silahlarla donanmast gerekir. Hiicreici bakterile-
rin antijen isleyen hiicreler tarafindan sindirilememesi halinde, sadece ortama sal-
diklar eriyebilir antijenler islenip sunulabilir. Bu antijenler, antijen isleyen hiicre-
ler tarafindan MHC sinif II molekdlleri ile birlikte yardimci T lenfositlerine sunulur-
lar. Bu uyarim sonucunda 6zellikle Th1 tipindeki yardimer T hiicreleri aktive olur.
Uyartlan Th1 hiicreler salgiladiklart sitokinlerle makrofajlart aktive ederler. Aktive
olan makrofajlarin sindirici enzimleri giiclenir ve boylece iclerindeki bakterileri
sindirebilirler. Aktive olmus makrofajlarin etkisi spesifik degildir; 6ldirme glici
tiim bakteriler icin artar.

2. T hiicre sitotoksitesi: Hicreici bakterilerin protein antijenleri sitotoksik T
lenfositlerini de uyarabilir. Eger bakteriler makrofaj icinde yasar ve antijenlerini si-
toplazma icine birakirsa, bu antijenler islenerek MHC sinif I molekiilleri ile birlik-
te hicre yiizeyinde sergilenir. MHC sinif T molekdlleri ile sunulan antijenleri sito-
toksik T lenfositleri tanir. Sonucta, sitotoksik T lenfositleri bakteri ile infekte mak-
rofajlart oldurtr.

3. NK hiicre sitotoksitesi: Hiicreici bakteriler direk olarak veya aktive ettikle-
ri makrofajlardan salgilanan sitokinlerle NK huicreleri uyarabilir. NK hticreler de di-
rek olarak infekte hucreleri oldurebilirler. Veya sitokin salgilayarak makrofajlari
aktive edebilirler. Boylece NK hiicreleri, spesifik bagisiklik olusmadan 6nce, hiic-
reici bakterilere karsi erken savunma hattint olustururlar.

Bakterilerin immun Yanittan Kurtulma Yollari

Patojenik bakterilerin vicut icindeki yasam stratejilerinin timi immun sistemden
gizlenme ve immun yanitin efektor mekanizmalarini engelleme tizerine kurulmus-
tur. Bunlari da sahip olduklart cesitli 6zel organeller ve genetik mekanizmalarla
basaririlar. Bir bakterinin immun yanittan kurtulabilmesi, onun patojenik oldugu-
nun gostergesidir. Bakteriler immun yanittan ¢esitli yollarla kurtulabilirler.

1. Fagositoza direnc: Bakterilerin fagositoza direnci, yutulmaya ve sindirilme-
ye diren¢ seklinde olabilir. Diger bir deyisle bakteriler fagositik hticrelerin etkisi-
ne, hiicre disinda ve hiicre icinde diren¢ gosterebilirler. Bazi bakterilerde bulunan
kapstl direkt olarak fagositozu engelleyebilir. Ayrica bakteriler, notrofillerin fago-
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sitozunu engelleyen maddeler salgilayabilirler, notrofil kemotaksisini engelleyebi-
lirler, fagositik hticreleri 6ldiiren leukotoksin tretebilirler veya salgiladiklart prote-
in A gibi maddeler ile opsonizasyonunu 6nleyebilirler.

Bazi bakteriler ise, fagositik hiicreler tarafindan yutulsalar bile oldirilemezler.
Bakteriler fagositik hiicreler icindeki enzimatik sindirimden dort temel yolla kurtu-
lurlar. 1)Bazi bakterilerin hiicre duvarindaki parafin benzeri maddeler lizozom en-
zimlerinin sindirimine direnclidir. 2)Lizozomlarin fagozomlar ile birlesmesini en-
gelleyerek lizozomlardaki enzimlerin etkisinden kurtulurlar. 3) Fagozomlardan ka-
carak hiicre sitoplazmasi icinde serbest yasarlar ve enzim etkisinden kurtulurlar.
4)Fagositik hiicrelerdeki enzimatik yikim mekanizmasini engelleyebilirler.

2. Komplement etkisine direnc: Bazi bakteriler, komplementin etkisine di-
renclidirler. Bakterilerin komplement direnci genellikle kapstl ve hiicre duvar ya-
pilari ile iligkilidir. Bu nedenle komplement etkisine direncli bakterilerin cogu, fa-
gositoza da direnclidir. Bazi bakterilerin kapstiliinde bulunan sialik asit C3b parca-
sinin hiicre duvarinda aktive olmasint 6nler. Boyle bakterilerin yiizeyinde alterna-
tif komplement yolu c¢alisamaz. Kapsil disinda, M proteini gibi bazt molektiller de
klasik ve alternatif komplement yolunu engelleyebilirler.

3. immunglobulin tahribi: Bazi patojenik bakteriler 6zellikle dogrudan IgA’y1
parcalayan proteolitik enzimler Uretirler.

4. Antijenik varyasyon: Bakterilerin immun yanit denetiminden kurtulma
yollarindan biri antijenik yapilarint degistirmeleridir. Ozellikle hiicredist bakteriler-
de olusan antijenik varyasyon 6nceden olusmus antikorlarin etkisiz kalmasina ne-
den olur. Antijenik varyasyon hticre duvari, fimbria ve flagella gibi ytizey antijen-
lerinde olusur ve bu organelleri kodlayan genler tarafindan diizenlenir. Bazi bak-
teriler periyodik antijenik varyasyon gecirir. Hayvani infekte eden bir antijenik ti-
pe karst olusan immun yanit bu tipi giderirken, bakteri ikinci bir antijenik tipe ge-
cer. Boylece, ilk tipe karst olusan immun yanit ikinci tipe kars: etkisiz kalir ve ikin-
ci antijenik tipe karst ayrt bir immun yanit olusturulmas: gerekir. Bakteri antijenik
yapisini stirekli bu sekilde degistirerek yerlestigi yerde uzun stre kalabilir. Ayrica,
bircok bakteri tirtintin dogal olarak bir cok antijenik tipi mevcuttur. Bunlara sero-
tip de denir. Bir bakteri tiirii icinde, bir serotipe karst olusan immun yanit genel-
likle diger serotiplere karsi koruma saglamaz.

VIRUSLARA KARSI BAGISIKLIK

Viruslar, zorunlu hiicreici yapilardir. Yapisal proteinlerini sentezleyemezler, hatta
bazilari nukleik asit replikasyonunu bile gerceklestiremez. Niikleik asitlerinin rep-
likasyonu ve yapisal proteinlerinin sentezi icin konak hticrelerinin replikasyon ve
sentez mekanizmalarini kullanirlar. Bu nedenlerle, zorunlu olarak hiicre icinde co-
galirlar. Bu 6zellikleri nedeniyle viruslar, konaklartyla ve immun sistemle olan ilis-
kileri acisindan diger mikroorganizmalardan farkl: bir konuma sahiptirler. Viruslar,
konak immun sistemini asma yetenegi yoniinden adaptasyon gecirirken, konaklar
viral infeksiyonlara direnc¢ yoniinde seleksiyona ugramislardir. Bir virusun konak
immun sistemine ragmen viicutta uzun stre kalabilmesi, genellikle patojenitesi ile
zit iligkilidir. Virusun konaga adaptasyonunun zayif oldugu durumlarda, viral in-
feksiyonlar siddetli hastaliklar ile sonuclanir. Ornegin, kuduz hastahig kopek, ke-
di, at ve sigirlar icin oldurtictidir, ¢tinkdi bunlar virusun dogal konaklart degildir
ve virusun adaptasyonu zayiftir. Bu tip infeksiyonda immun yanit etkili olur. Buna
karsin kuduz virusu yarasa gibi dogal konaginda hastaliga neden olmadan uzun
stre kalabilir, ¢ctinki iyi adapte olmustur.
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Virus-konak adaptasyonunun daha iyi saglandigi durumlarda, hastalik siddetli
gecebilmesine karsin 6lim orani diisiik olabilir ve virus vicutta daha uzun stire
kalabilir. Bu tip infeksiyonlarda tekrarlayan hastalik ataklarina, ayni virusun farkl
antijenik tipleri neden olur. Bu tip infeksiyonda immun yanit etkili olmasina rag-
men, antijenik varyantlar nedeniyle koruma degisik diizeydedir. Virusun konaga
cok iyi adapte oldugu durumlarda, immun sistem virusu uzaklastiramaz ve virus-
lar konakda uzun stire kalabilirler. Bu infeksiyonlar sirasinda virus degisime ugra-
yabilir ve immun sistemden mutlaka kurtulur.

Virus Antijenleri

Viruslar en basit canli formlaridir. Yasamlar icin gerekli tiim materyalleri konak
hticresinden sagladiklari icin, bir hiicre yapisina ve hiicre organellerine sahip de-
gildirler. Viral niikleik asidin cevresi, kapsomer adi verilen protein alt Ginitelerin-
den olusmus kapsid ile cevrilidir. Bu sekildeki tam bir viral yapt virion olarak da
nitelenir. Bazi viruslarda kapsidin cevresinde kismen konak hiicresinden koken
alan lipoprotein, glikoprotein veya fosfolipid yapisinda bir zarf bulunur. Ayrica,
zarf kapsaminda noraminidaz ve hemagliitinin aktiviteleri ve virion icinde enzim
aktiviteleri saptanabilir. Viruslar, basit yapilari nedeniyle az sayida antijene sahip-
tirler. Viruslarin kapsid proteinleri kuvvetli antijenlerdir. Zarfta bulunan lipoprote-
in ve glikoprotein gibi yapisal molekiiller ile néraminidaz ve hemaglitinin aktivi-
tesi gosteren maddeler de antijenik 6zellige sahiptir. Virus bir hayvanin viicuduna
girdiginde virion proteinleri immun yanitt uyarabilir. Viruslar hiicre icine girdikten
sonra ise, viral niikleik asit hiicre genomuna integre olarak hiicreye yeni protein-
ler sentezletir ve bunlar hiicre ytizeyinde sergilenir. Bu proteinler hiicre icinde
sentezlenmis olmalara ragmen, immun sistem tarafindan yabanci olarak algila-
nirlar ve immun yaniti uyarirlar. Boyle antijenlere endojen antijen de denir. Virio-
nun icinde ve disinda bulunan tim protein epitoplarina karsi immun yanit gelise-
bilir. Ozetle immun sistem virus antijenleri ile 3 sekilde temas edebilir; serbest vi-
rus partikild, hiicre membranina integre viral antijen ve MHC molekiili ile sunu-
lan viral antijen.

Dogal Savunma Mekanizmalari

Viruslarin biytk cogunlugu, dogal kosullarda mukoz membranlardan viicuda gi-
rer veya direkt olarak mukozal hiicrelerde yerlesir. Viruslar mukozal yiizeylere
ulastiklart andan itibaren dogal savunma mekanizmalari ile karsilasirlar. Bu meka-
nizmalarin cogu mukozal bagisiklik konusunda anlatilmustir.

Antiviral Direnci Etkileyen Genel Faktérler

Viral infeksiyonlara direncle iliskili en 6nemli etken genetik faktorlerdir. Bazi hay-
van turleri bazi infeksiyonlara hi¢ yakalanmazlar ve bu durum absoliit direng ola-
rak nitelenir. Bunun temel nedeni, direncli hayvan tiirtintin hiicrelerinde virusun
baglanabilecegi reseptoriin olmamasidir. Sonucta, bu reseptoriin sentezi de gene-
tik kontrol altindadir. Ayrica, bazi bireyler viral infeksiyonlara nispeten daha di-
rencli olurlar, buna da relatif diren¢ denir. Relatif diren¢ de genelde MHC tipleri ile
iliskilidir ve virusa karst olusturulan immun yanitin giiciinden kaynaklanir. MHC
genleri tarafindan kontrol edilen relatif diren¢, dogal kosullarda seleksiyon ile po-
pulasyondaki direncli bireylerin artmasini saglar.
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Viruslara karst nonspesifik savunma faktorlerinden en 6nemlisi interferonlardir.
Interferonlar virusla infekte olan hiicrelerden birka¢ saat icinde salgilanir, birkac
glinde pik serum diizeyine ulasir ve cesitli mekanizmalarla viruslari inhibe ederler.
Tip I ve tip 1T olmak tzere iki temel gruba ayrilirlar. Tip T interferon grubu icinde
bulunan alfa ve beta interferonlar antiviral aktivite bakimindan 6nemlidirler. Virus-
la infekte olan hticrelerde, viral niikleik asitin hiicre ribozomlarina baglanmast in-
terferon sentezini baslatir. IFN-alfa ve IFN-beta, uretildikleri hiicrelerde antiviral
aktiviteye sahip degildirler, etkilerini cevredeki diger hiicrelerde gosterirler. infek-
te hiicrelerden salgilanan interferonlar komsu htcreler tizerindeki interferon re-
septorlerine baglanirlar. interferona baglanan hiicreler birka¢ dakika icinde yeni
proteinler sentezlenmeye baslarlar. Bu proteinler cesitli mekanizmalarla viral
RNA’y1 parcalayabilir, viral proteinlerin sentezini engelleyebilir, viral mRNA'nin
translasyonunu onleyebilir. Bunlar ayrica makrofaj ve NK hiicrelerin antiviral akti-
vitelerini arttirirlar.

immunolojik Savunma Mekanizmalari

Humoral immun Yanit

Viruslar hiicrei¢i patojenleri olmalarina ragmen, hiicrelere ulasabilmek i¢in viicut
icinde serbest halde bulunduklari bir donem gecirirler. Ayrica, infekte ettikleri
bir hiicreden diger bir hiicreye gecerken de serbest halde bulunurlar. Ayrica,
inaktif asilarla viicuda sokulan o6lu viruslar da dogal olarak hiicre disinda kala-
caklardir. Bundan baska, bazi viral proteinler MHC sinif T molektilleri olmadan
da hiicre membraninda bulunabilir. Iste, serbest haldeki bu virionlar veya viral
antijenler humoral immun yaniti uyarabilir. Viruslara karst olusan humoral im-
mun yanitin gelisimi, diger antijenlerden farkli degildir. Ozetle, viral antijenler si-
tozolik yolla islenir, MHC sinif IT molekiilleri ile birlikte yardimer T hiicrelerine
sunulur ve bu hiicrelerin uyarimi ile B hiicreleri aktive olup antikor sentezleme-
ye baslar.

Antikorlar ozellikle, sekonder immun yanitin erken donemlerinde 6nemli rol
oynarlar. Viral kapsid veya zarf proteinlerine baglanan spesifik antikorlar, virusla-
rin hiicre reseptorlerine baglanmasint engeller. Buna virus notralizasyonu denir.
Ayrica, antikorlar viruslart kiimelendirerek hiicreyi infekte edecek virion sayisinin
azaltlmasina yardimet olur. Viral notralizasyonda etkili olan antikorlar, viicut icin-
de IgG ve IgM, mukozal yiizeylerde sIgA’dir. Bagirsak ve solunum sisteminde IgE
de viruslara baglanabilir. Nitelik acisindan IgM, konsantrasyon acisindan IgG en
onemli notralizan antikorlardir.

Antikorlar viral partikilleri opsonize ederek makrofajlar tarafindan fagosite
edilmelerini kolaylastirabilirler. Ayrica antikorlar komplementi aktive ederek vi-
ruslarin tahribine yardimcr olabilirler. Ozellikle, lipid zarfa sahip viruslar komple-
ment etkisine duyarhdirlar ve boyle viruslar alternatif komplement yolunu da di-
rekt olarak aktive edebilirler. Viruslarin komplement tarafindan tahribine, viroliz
de denir. infekte hticrelerin ytizeyindeki viral antijenlere karst da antikorlar olusa-
bilir. Bu antikorlar, komplement vasitastyla infekte hiicrelerin lizisini saglar (Sekil

9.5).
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Hiicresel immun Yanit

Antikorlar hticre disindaki viruslart notralize edebilmelerine karsin, hiicre icin-
deki viruslara karst etkili degildir. Tim viruslar zorunlu hiicreici patojenleri ol-
duklart icin, humoral immun yanit tek basina bazi viral infeksiyonlari onleye-
mez. Bu nedenle, viral infeksiyonlara karst savunmada hticresel immun yanitin
da mutlak bir rolt vardir. Bunun en belirgin gostergesi, antikor yanitinda yet-
mezlik olan hayvanlarda viral hastaliklarin siddetinde 6nemli bir artis olmamasi,
buna karsin T hicre yetmezligi olanlarda vasat viral infeksiyonlarin bile olduri-
cl olabilmesidir.

Viruslar hiicre i¢ine girdikten sonra endozomal yolla islenirler ve viral antijen-
ler MHC smif I molekdlleri ile birlikte hiicre ytizeyinde sergilenirler. Bu MHC-an-
tijen kompleksi hiicresel immun yanittaki en 6nemli hiicreler olan sitotoksik T
lenfositleri tarafindan taninir. Sinif I molekdlleri tim cekirdekli hiicrelerde bulun-
dugu icin, virusla infekte olan ve bunlart sunabilen tiim hiicreler sitotoksik T len-
fositlerinin hedefi olabilir. Sitotoksik T lenfositi hedef hiicreye baglandiktan son-
ra ve sitotoksik maddelerini hiicre membranina bosaltirlar. Bu maddeler, infekte
hiicrenin apoptozis mekanizmasinit harekete gecirerek 6liimtine neden olur. Apop-
tozis sirasinda aktive olan enzimler hem hiicre DNA’sin1 hem de viral niikleik asit-
leri de parcalar. Boylece, sitotoksik T lenfositleri tarafindan uyarilan apoptozis
olayinda, hiicre parcalanmadan oldurildigi icin hem virionlar cevreye yayilmaz,
hem de viruslar hiicre icinde direkt olarak etkisiz hale getirilir. Ayrica, uyarilan si-
totoksik T lenfositleri salgiladiklart IFN-gama ile, makrofajlarin viruslart 6ldirme
glictini arttirirlar. (Sekil 9.6)
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Sitotoksik T lenfositlerinin pik diizeyde aktive olabilmesi i¢in yaklasik bir haf-
talik stire gereklidir. Bundan 6nce, viicudun viruslara karst savunmasini buytik 6l-
clde NK hiicreler istlenir. NK hiicreler antijene spesifik degildir, yani viral antijen-
leri tanimalari icin, bunlarin MHC molekdilleri ile birlikte sunulmasina gerek yok-
tur. Ozellikle viral infeksiyonlarin ¢ok erken dénemlerinde, NK hiicreleri aktive
eden faktorler, virusla infekte hiicrelerden salinan IFN-alfa ve IFN-beta’dir. NK
hiicreler, MHC sinif 1 antijenlerinin tretimi viruslar tarafindan engellenmis, yani
tizerinde sinif T molekiilii tasimayan hiicreleri direkt olarak taniyabilir. Ayrica, NK
hiicreler, infekte hiicrelere baglanmis antikorlara Fc kisimlart ile baglanir ve boy-
lece hedef hiicrelerle temas kurmus olurlar. NK htcreler, hedef hiicrelerle temas
kurduktan sonra, sitotoksik T lenfositlerindeki mekanizma ile hiicreyi oldirtrler.
Antikor yardimi ile gerceklestirilen 6ldiirme mekanizmast ADCC olarak da nitele-
nir. Ozetle, NK hiicreleri, sitotoksik T lenfositleri yeterli diizeye cikmadan, virusla-
ra karst savunmayi saglayan en 6nemli hiicrelerdir.

Makrofajlar da onemli dlctide antiviral aktivite gosterirler. Viruslar, makrofajlar
tarafindan fagosite edilebilir ve oldirtlebilirler. Spesifik antikorlar ve komplement
viruslart opsonize ederek fagositozu arttirirlar. Virus sitopatik degilse ama hiicre
icinde tireyebiliyorsa kalict infeksiyon olusur. Bu durumda, viruslarin oldurtlebil-
mesi icin makrofajlarin aktive edilmesi gerekir. Aktive olmus T hticreleri tarafindan
salgilanan IFN-gama, makrofajlarin hem fagositoz hem de 6ldiirme yetenegini art-
tirir. Makrofajlarin IFN-gama etkisi ile Urettikleri nitrik oksid sentetaz virusidal et-
kiye sahiptir.

Viruslara karst olusan immunolojik bellegin stiresi cok degiskendir. Bazi virus-
lara karst olusmus antikorlar, antijenik uyarim olmasa bile uzun yillar boyunca bu-
lunabilir. Sitotoksik T hticrelerinden koken alan bir bellek T hiicre populasyonu
uzun siire vicutta kalir. Bazi viruslar viicuttan uzaklastirilsa bile, antijenleri antijen
sunan dendritik hiicreler tizerinde uzun stre kalabilir.
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Viruslarin immun Yanittan Kurtulma Yollari

Viruslarin hiicre icinde yasamalari, immun sistemin direkt denetiminden ve etki-
sinden kurtulmalarini saglayan en onemli faktordiir. Viruslar ayrica immun sistem
denetiminden ve immun yanit etkisinden kurtulmak icin baska mekanizmalari da
kullanirlar.

Antijenik Degisimler

Viruslar antijenik yapilarint degistirme 6zelligine sahiptirler. Bazi viruslarin antije-
nik yonden farkli bircok serotipi bulunur. Boylece, bir serotipe karst olusan im-
mun yanit, diger serotiplerden ileri gelen infeksiyonlara karsi koruma saglamaya-
bilir. Veya bir yil salginlara neden olan virus tipine karst olusan immun yanit, da-
ha sonraki yil infeksiyona neden olan virusa kars: koruma saglamaz. Bu tip antije-
nik degisiklige antijenik varyasyon denir.

Bazi viruslarinin zarflarinda, hemagliitinin ve nérominidaz adi verilen protein-
lerin bircok tipi bulunur. Boyle viruslar bir populasyonda yayilirken, yaklasik 2-3
yilda bir nokta mutasyonu gecirerek hemagliitinin ve nérominidazlarinin yapilari-
nt asamali olarak degistirirler. Bu da viral antijenik yapilarin 6zelliklerini onemli 61-
cide degistirir. Bu antijenik degisiklik sonucunda, eski tip virusa spesifik notrali-
zan antikorlar ve sitotoksik T lenfositleri yeni tip virusa karsi cok etkili olamaz. An-
tijenik yapidaki bu asamali degisime antijenik gecis denir. Boylece, virus populas-
yonda stirekli bulunma olanagina sahip olur. Bazi viruslar, 2-8 hafta kadar kisa sti-
relerde antijenik yap1 degisikligi gecirebilirler.

Bazi viruslarda ise daha farkli bir sekilde tam antijenik degisim gorilir. Bu tip
varyasyonda, 6rnegin viral hemagliitinin yapisi aniden tamamen degisir ve yeni bir
virus susu ortaya cikar. Bu yeni susun hemagliitinini, eski sustan tamamen farkli-
dir. Bu tip varyasyon, genellikle o virus ile diger bir virus arasindaki genetik re-
kombinasyondan kaynaklanir. Boyle viruslar, populasyonlarda aniden patlak ve-
ren periyodik salginlara neden olurlar. Ctinki, eski virusa karsi olusan ve populas-
yonun sahip oldugu bagisiklik, yeni virusa karsi hi¢c koruma saglamaz.

SIRA SiZDE 7
1

Viruslardaki tam antijenik degisimin giiniimiizdeki drnekleri ve 6nemi nelerdir?

immunbaskilama (immunosupresyon)

Viruslar immun yaniti ¢esitli yollarla baskilarlar. Bunlardan en 6nemlisi, viruslarin
direkt olarak immun sistem hiicrelerini infekte etmeleri ve bunlarin fonksiyonlari-
nt bozmalaridir. Viruslar, primer ve sekonder lenfoid dokular etkileyebilirler. Or-
negin, bir virus tipi, fare timusunda gelismekte olan yardimci T lenfositlerini 6ldii-
rerek timus korteksinde nekroza neden olur. Bunun sonucunda immun sistem asi-
r1 derecede baskilanir ve siddetli bir immun yetmezlik sekillenir. Tavuklarda bazi
viruslar bursa Fabriciusdaki lenfositleri tahrip ederek nekroza neden olur. Bunun
sonucunda, infekte civcivler antikor sentezleyemezler. Bazi viruslar dogrudan yar-
dimer T lenfositlerini (CD4 hiicreler) veya sitotoksik T lenfositlerini (CD8 hticreler)
infekte eder ve fonksiyonlarini bozarlar. Bazi viruslar da sekonder lenfoid doku-
larda cogalir ve tahrip ederler. Bunun sonucunda, lenfosit sayisit azalir, sitokin sen-
tezi baskilanir, lenfosit ve makrofajlarin fonksiyonu bozulur, antikor seviyeleri dii-
ser. Immun sistemin baskilanmasi sekonder infeksiyonlara zemin hazirlar.

amm

infeksiyonlarda bagisiklik ile ilgili daha genis bilgiyi immunoloji (1998) kitabinda
bulabilirsiniz.



9. Unite - Ozel Bagisiklik Olaylan 185

Ozet

(O

AMAG

Mukozal bagisikligin unsurlarini ve islevini
aciklamak.

Mukozal savunma, asil gorevleri savunma olma-
yan ancak normal anatomik veya fizyolojik islev-
lerini yurttirken savunmaya katkida bulunan
nonspesifik faktorlerle baslar. Mukozal lenfoid
doku, mukoza ile temastaki antijenlere karst, im-
mun sistemden bagimsiz olarak yanit olusturabi-
lir. Spesifik bagisiklikta salgisal antikorlarin
onemli rolt vardir. Bunlar notralizasyon yoluyla
mikroorganizmalarin ve toksinlerin girisini en-
geller. Ayrica, intraepitelyal lenfositler, viicuttaki
hiicresel bagisiklik olaylarinin ¢cogunu mukoza-
da gerceklestirirler.

Fétus ve yenidoganlarda bagisikhigin gelisimini
aciklamak.

Evcil hayvanlarin fotuslarinda immun sistem or-
gan ve hiicrelerinin olusumu ayni sirayi izler. Fo-
tusun anne karninda antijenlere verdigi yanit fo-
tusun yasi ile iliskilidir. Evcil hayvanlarin cogun-
da plasenta tipinden dolayr anneden fotusa bagi-
siklik transferi olmaz. Gebelik stiresi uzun olan
tirlerde yavru immun sistemi tam gelismis ola-
rak dogar. Ancak antijenlere verdigi yanit eriskin
diizeyinde degildir. Bu acik dogumdan hemen
sonra yenidoganin anneden kolostrum emmesi
ile kapatilir. Kolostrum bagisiklik elemanlart yo-
niinden ¢ok yogun bir salgidir. Bu nedenle, ye-
nidoganin kendi immun sistemi yeterli olana ka-
dar infeksiyonlardan korunmasi i¢cin mutlaka ko-

lostrum almasi gerekir.

D

AMAG

)
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Bakterilere karsi bagisikligin gelisimini ve etkile-
rini aciklamak.

Bakterilerin sahip oldugu hiicre duvari, kapstl,
flagella, fimbria, ekzotoksinler ve enzimler anti-
jenik yapilardir ve butiin kimyasal gruplardan
antijenler icerirler. Nonspesifik savunma engele-
ri ve mukozal savunma bakterilerin vicudunu
engeller. Viicuda giren hticredist bakterilere kar-
st humoral immun yanit olusur. Humoral bagi-
siklik, antikorlarin nétralizasyon, opsonizasyon,
komplement aktivasyonu ve yangt uyarim gibi
fonksiyonlart ile patojenler tizerinde etkili olur.
Hicreici bakterlerin serbest oldugu donemde hu-
moral immun yanit olusur, ancak hiicre icindeki
bakterilere karsi makrofaj aktivasyonu ve sito-
toksiteyi kapsayan htcresel bagisiklik etkilidir.
Bakteriler fagositoz ve sindirimi engeleyerek,
komplemente direnc gostererek, antikorlart par-
calayarak ve antijenik yapilarini degistirerek im-

mun yanittan kurtulabilirler.

Viruslara karsi bagisikhgin gelisimini ve etkileri-
ni aciklamak.

Cok basit bir yaptya sahip olan viruslarin kapsid,
zarf ve enzim gibi az sayida yapist antijenik 6zel-
liktedir. Interferon viruslara karsi en onemli nons-
pesifik savunma faktoradir. Viruslar hiicre disin-
da bulunduklari sirada bunlara karst humoral im-
mun yanit olusur ve antikorlar notralizasyon yo-
luyla viruslar etkisiz hale getirir. Hiicre icindeki
viruslara karst tek savunma yolu hticresel bagi-
sikliktir. Sitotoksik T hiicreleri spesifik viral anti-
jeni sunan infekte htcreleri tanir ve apoptozis
yoluyla oldurtr. NK hiicreler viral antijen tastyan
infekte huicreleri direkt olarak tantyarak veya an-
tikora bagimli hiicresel sitotoksite mekanizmast
kapsaminda apoptozis yoluyla oldurtr. Viruslar
immun sistemin cesitli organ ve hiicrelerinin
fonksiyonunu bozarak immunbaskilama yoluyla
veye antijenik yapilarint degistirerek immun ya-

nittan kurtulabilirler.
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Kendimizi Sinayalim

1. Asagidakilerden hangisi sindirim kanalinin dogal sa- 6. Hiicre dist bakterilere karst bagisiklikta antikorlarin
vunma mekanizmalarindan biri degildir? hangi olayda rolt yoktur?
a. Epitel bariyeri a. Yangt uyarimi
b. Mikroflora b. Tolerans
c. Kirpikli epitel c.  Opsonizasyon
d. Mide asitligi d. Komplement aktivasyonu
e. Safra asitleri e. Notralizasyon
2. Immun diglama mekanizmas ile calisan immunglo- 7. Asagidakilerden hangisi bakterilerin immun yanittan
bulin sinift asagidakilerden hangisidir? kurtulma yollarindan biri degildir?
a. IgG a. Antijenik yapisini degistirme
b. IgM b. Immun baskilama
c. IgA c. Fagositoza direnc
d. IgE d. Komplement etkisine diren¢
e. IgD e. Immunglobulin tahribi
3. Fotusta ilk ortaya ¢ikan immun sistem organi 8. Asagidakilerden hangisi viriislere ait bir antijenik ya-
hangisidir? pt degildir?
a. Timus a. Hemaglitinin
b. Dalak b. Noérominidaz
¢. Lenf noduli c. Kapsid
d. Kemik iligi d. Kapsil
e. Bursa Fabricius e. Zarf
4. Maternal bagisiklik icin asagidakilerden hangisi 9. Viral infeksiyonun baslangicinda en etkin hiicresel
soylenemez? bagsiklik elemani asagidakilerden hangisidir?
a. Kolostrum ile anneden yeni dogana antikor a. Sitotoksik T hiicresi
transfer edilir. b. Yardimci T hucresi
b. Kolostrum ile anneden yeni dogana bagisiklik c. B hiucresi
hiicreleri transfer edilir. d. Makrofaj
¢. Maternal antikorlar yavrunun kendi immun ya- e. NK hicre
nitint olusturmasini geciktirir
d. Maternal antikorlar yavrunun asiya yanitini 10. Virusle infekte hiicreyi ADCC mekanizmasi ile 6l-
azaltir. diren htcre asagidakilerden hangisidir?
e. Maternal antikorlar yeni doganin bagirsaginda a. Yardimct T hiicresi
emilmeden kalir. b. Sitotoksik T hiicresi
¢. Baskilayici T hiicresi
5. “O antijeni” terimi hangi bakteri organelinin antije- d. NK hiicre
nik yapilart icin kullanilir? e. B hicresi

a. Hucre duvari
b. ¢ yap1
c. Flagella
d. Fimbria
e. Kapsil
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1. ¢ Yanitiniz yanls ise, “Mukozal bagisiklik” boli-
mi yeniden gozden geciriniz.

2. ¢ Yanwiniz yanls ise, “Mukozal bagisiklik” bolii-
mu yeniden gozden geciriniz.

3.a Yanitiniz yanlis ise, “Fotus ve yenidoganlarda
bagisiklik” bolimi yeniden gézden geciriniz.

4. e  Yanitiniz yanlis ise, “Fotus ve yenidoganlarda
bagisiklik” bolimi yeniden gozden geciriniz.

5.a  Yanitiniz yanls ise, “Bakterilere karsi bagisik-
lik” bolimt yeniden gozden geciriniz.

6.b  Yanitiniz yanls ise, “Bakterilere karst bagisik-
lik” bolimt yeniden gozden geciriniz.

7.b  Yanitiniz yanls ise, “Bakterilere karst bagisik-
lik” bolimi yeniden gozden geciriniz.

8.d  Yanitiniz yanls ise, “Viruslara karst bagisiklik”
bolimi yeniden gozden geciriniz.

9. e  Yanitiniz yanls ise, “Viruslara karst bagisiklik”
bolimi yeniden gozden geciriniz.

10. d  Yanitiniz yanls ise, “Viruslara karst bagisiklik”

bolimii yeniden gozten geciriniz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Gida kokenli proteinlerin buiyiik cogunlugu bagirsakta
antijenik olamayacak kadar kuctik birimlere indirgenir
ve cok azi antijenik formda viicuda girer. Supresor (bas-
kilayicy) T hiicreleri bunlara karst olusan immun yanitt
baskilar ve gida antijenlerine karsi tolerans gelisir. Ancak
bu olay bile immun sistemi fazlasiyla mesgul edecektir.
Bu nedenle bagirsaktaki kontrasupresor hiicreler, supre-
sor hiicreleri baskilayarak gida antijenlerine karst sadece
bagirsakta immun yanit olusmasini saglarlar. Boylece gi-
da antijenleri viicuda girmeden bagirsakta giderilir.

Sira Sizde 2

Yavruya kolostrum ile bagisiklik transferi ¢esitli neden-
lerle sekteye ugrayabilir. Bunlardan birincisi, erken do-
gumlarda memede yeterli kolostrumun birikmemesi ve-
ya kolostrumun dogumdan 6nce memeden sizmasidir.
ikinci neden, yavrunun yeterli kolostrumu alamamasi-
dir. Bu durum, ozellikle normalden fazla sayida yavru
dogdugunda, ilk dogumlarda annelik icgtidiist yeterin-
ce gelismediginde ve yavrunun emme refleksinde me-
kanik bir bozukluk bulundugunda s6z konusu olur.
Uclincti neden ise, kolostrumun bagirsaktan yeterince
emilememesidir.

Sira Sizde 3

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda endotoksin
ozelligindeki lipopolisakkarid (LPS) maddesi algilanir.
Dokularda endotoksinlere yanit veren hticreleri notro-
filler, makrofajlar ve endotel hticreleridir. Ancak LPS bu
hiicreler tarafindan direkt olarak algilanmaz. LPS 6nce
lipopolisakkarid baglayan protein (LBP) vasitasiyla se-
rumda serbest olarak bulunan CD14 molekiliine bagla-
nir, bu molekil de LPS’yi yangi hiicrelerinin membrani-
na tasir. Buradan da anlasilacag: gibi, spesifik immun
yanit gelismemis olsa da, yangt hiicrelerinin LPSyi do-
layistyla bakterileri tanimasini saglayan iki anahtar mo-
lekiil LBP ve CD14'tir.

Sira Sizde 4

Tam antijenik degisimin glinimuzdeki en carpict Or-
nekleri, kus gribi ve domuz gribi olarak bilinen influen-
za infeksiyonlaridir. Dogada farkli hayvan tirlerine ait
influenza viruslari arasinda genetik caprazlama oldu-
gunda antijenik yapist tamamen farkli bir virus ortaya
ctkmaktadir. Antijenik yapinin degismesi sonucunda,
gecmis yillarda kazanilan influenza bagisikliginin hicbir
onemi kalmamakta, insan ve hayvan populasyonlart bu
infeksiyona tamamen duyarli olmaktadir. Bu tip salgin-
lar gecmiste milyonlarca kisinin dliimitine neden olmus-
tur. Gelisen teknoloji nedeniyle giinimtzde bu durum
yasanmasa da, olayin hayvancilik enditrisinden turizm

sektoriine kadar olumsuz etkileri gortlebilmektedir.
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TEMEL VETERINER MiKROBiYOLOJi VE
iIMMUNOLOJi

Bu tniteyi tamamladiktan sonra;
@ Antijen-antikor reaksiyonlarinin temel mekanizmasini tanimlayabilecek;
@ Tant amacli kullanilan farkl serolojik testleri iliskilendirerek
karsilastirabilecek;
@ Serolojik testlerin uygulama alanlarini ayird edebileceksiniz.

e Antijen e Presipitasyon

e Antikor e Titre

e Spesifik e Konjugat

e Sulandirma (Dilusyon) e Anti-immunglobulin
e Aglutinasyon e Substrat

B e B




ANTIJEN ANTIKOR REAKSIYONLARI

Seroloji kelimesinin tam karsiligt “serum bilimi”dir. Diger bir ifade ile seroloji kan
serumunda antikor varligini/diizeyini inceleyen bir bilim dalidir. Bu kavram icinde
yer alan serolojik testler antijen antikor reaksiyonlarina dayali teknikleri kapsar.
Bilindigi gibi infeksiy6z hastaliklar sonucu konake¢ida hastalik etkenlerine
spesifik antikor yaniti olusur. Antikorlar vucutta en fazla kan serumunda bulunur.
Bu nedenle hastaliklarin teshisinde kan serumunda spesifik antikor varliginin/di-
zeyinin saptanmast buytk onem tasir. Bu amacla cesitli serolojik testler kullanil-
maktadir. Serolojik testler kisa siirede yanit alinmast ve glivenilir olmalari nedeni
ile infeksiyoz hastaliklarin teshisinde oncelikle tercih edilen yontemlerden biridir.

Serolojik testlerin temelini antijen ve antikor molekdlleri arasindaki spesifik re-

aksiyonlar olusturmaktadir. Testlerin uygulanmasindaki amaca bagli olarak serum
veya antijen sulandirmalari yapilir. Ornegin; infeksiy®z bir hastalik sonucu ya da
yapilan bir asilama sonrasinda konakg¢ida olusan spesifik antikor yanitini saptamak
amaci ile uygulanan serolojik testlerde stipheli serum 6rnegi sulandirtlir ve tzeri-
ne uygun miktarda antijen eklenir. Uygun sicakliktaki inktibasyon stiresi sonunda
reaksiyonun olusup olusmadigt incelenir. Pozitif reaksiyonun gozlendigi en yik-
sek serum sulandirmasi serum titresi olarak degerlendirilir. Eger konak¢inin doku
ve vucut sivilarinda infeksiyoz bir hastalik etkeninin saptanmast amaclaniyorsa,
antijen sulandirmasit yapilir ve izerine uygun miktarda antiserum (antikor) ekle-
nir. Yine yonteme uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir. Inkiibasyon stiresi so-
nunda pozitif reaksiyonun gézlendigi en ylksek antijen sulandirmast antijen titre-
si olarak ifade edilir. Bu durumda bilinmeyen antijen kaynagi konakcinin stipheli
kan, doku vb. 6rnekleridir. Baz: testler, antijen veya serum sulandirma yapimak-
sizin direkt bir araya getirilerek uygulanir. Bu durumda serumun veya antijenin tit-
resi belirlenemez ve sonug¢ “pozitif” veya “negatif” olarak degerlendirilir. Yukarida
da belirtildigi gibi serolojik testler ¢esitli amaclarla kullanilabilmektedir. Bu amacg-
lart soyle siralayabiliriz;

e Infeksiyoz hastaliklarin tanisi,

e Asiprogramlarinin diizenlenmesi amact ile asilama oncesi maternal antikor
diizeyinin belirlenmesi ve ast uygulamalarindan sonra koruyucu bagisikligin
saptanmasi,

e Humoral immun yetmezliklerin belirlenmesi,

e Vucut dokularinda veya kan, lenf vb. vucut sivilarinda antijen varliginin sap-
tanmast,

e Antijen ve antikor molekiillerinin tiplendirilmesi.

infeksiydz hastalik: Bir
mikroorganizma (bakteri,
virus) tarafindan
olusturulan hastalik.

Spesifik: Ozgiin, ozel.

Antiserum: Aranan antijene
karsi spesifik antikor iceren
serum.

Maternal Antikor: Anneden
yavruya aktarilan antikor.
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Bivalan: Bir antikor
molekiltnin iki antijenik
molekiil ile birlesmesini
saglayan yapisal ozelligi.

Serolojik Reaksiyonlarin iki Basamagi

Serolojik reaksiyonlarda antikor ve antijen molekili arasindaki baglanma iki asa-
malidir. ilk asamada antijen ve spesifik antikor molekiilii birbirlerine uygun resep-
torler araciligi ile baglanirlar. Bu asama hizli olusur, 1stya bagimli degildir ve geri-
ye dontsebilir ozelliktedir. Ciplak gozle gorilemeyen bu doneme “birincil baglan-
ma asamast” denir. Tkinci asamada ise, birbiri ile spesifik olarak baglanmis olan an-
tijen-antikor molektilleri bir araya gelerek kiimelenir ve bir kompleks olusturur.
Antijen antikor molekillerinin olusturduklart bu yapiya lattis (6rgii) formasyonu
denir. Bu asama daha yavas gelisir, ortamda elektrolit bulunmasi gerekir ve distik
isilarda daha etkin bir birlesme olur. Olusan antijen-antikor kompleksi bu asama-
da kendi agirliklart ve elektrolitin etkisi ile ¢coker. “Ikincil baglanma asamast” ola-
rak tanimlanan bu dénemde antijen antikor molekiiliiniin birbirinden ayrilmast
mumkiin degildir, diger bir ifade ile bu donem geriye dontsebilir (reversible) 6zel-
likte degildir. Gozle gortilebilir olan bu donemde, antijen ve bivalan yapidaki an-
tikor molekiilleri birden fazla reseptorleri araciligr ile baglanarak gticli ve ag ben-
zeri bir yapt olustururlar (Sekil 10.1).

Antijen ve Antikor
Molektilleri
Arasindaki Spesifik
Reaksiyon (Lattis
Orgii Formasyoni)

/ *——— Antikor

Antijen
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Zon Fenomeni

Serolojik testlerde amaca bagl olarak Once antijen veya antikor sulandirmasi yapi-
lir, ardindan da her bir sulandirma tizerine esit miktarda standart antijen veya an-
tikor eklenir. Ornegin bir kan serumu 6rneginde antikor diizeyinin belirlenmesi
hedeflenmis olsun. Bu durumda 6nce serumun uygun oranlarda sulandirmalart ya-
pilir ve daha sonra ise standart antijen solusyonundan her birinin tizerine esit mik-
tarda eklenir. Uygun 1s1 ve stirede inkiibe edildikten sonra olusan reaksiyon deger-
lendirilir. Inktibasyon siiresi sonunda, ilk tiiplerde reaksiyonun olustugu ve son
tiplere dogru azalan antikor miktarina bagli olarak reaksiyonun zayifladig: ve da-
ha sonra olusmadigi gozlenir. Bir sulandirma serisinde antijen ve antikor miktarla-
rinin en uygun (optimal) oldugu tiiplerde bu antikor ve antijen molekiillerinin he-
men hemen tamami birlesir ve tam bir reaksiyon olusur. Ortamda cok az miktarda
birlesmemis antijen veya antikor molektili vardir veya hi¢ yoktur. Antikor ve anti-
jen molektllerinin tam olarak reaksiyona girdigi bu optimal diizeye “equivalan



10. Unite - Seroloji 191

zon” adi verilir. 11k tiiplerde antikor diizeyinin fazlaligina bagl olarak negatif reak-
siyon gozlenebilir ve ortamda reaksiyona girmemis antikor molekilleri bulunur.
Bu durum “prozon fenomeni” olarak bilinir. Sulandirma serisinin son tiiplerinde
ise gittikce azalan antikor miktarina bagli olarak negatif reaksiyon gozlenir ve bu
durumda acikta baglanmamis antijen molekilleri bulunur. Normal kosullarda olus-
mast beklenen bu duruma “postzon fenomeni” denir (Sekil 10.2 ).

/

Antl]en Antikor

;M
W

Antikor fazlaligina baglh |_— | Pozitif reaksiyonun
"prozon fenomeni” N olustugu donem

Zon Fenomeni.
Antijen ve antikor
miktarinin optimal
oldugu kosullarda
(equivalan zon)
tam bir reaksiyon
olusturur. Antijen
veya antikor
Jfazlahgina bagh
olarak reaksiyon
olusmaz.

Equivalan
zon

Antijen fazlaligina \

bagl
"’postzon fenomeni”

BAGLANMA ASAMALARINA GORE SEROLOJIK
TESTLER

Birincil Baglanma Testleri

Bu testler antijen antikor reaksiyonlarinin birinci baglanma asamasini saptar. Diger

bir ifade ile bu asamada antijen ve antikor molekiilleri uygun reseptorleri ile sade-

ce baglanmislardir ve hentiz kiimelenme ve ¢okme olmamistir. Bu nedenle birin-

cil baglanma testlerindeki reaksiyonlar gozle gorilemez ve bu reaksiyonlarin goz-

le gortlebilir hale gelmesi icin konjugat kullanilmasi gerekir. Birincil baglanma  Konjugat: Enzim,
testleri cok distik konsantrasyonlardaki antijen veya antikorlar: saptama 6zelligine ;g:zégfﬁ?nmmﬁswa
sahip olduklart icin duyarliliklar ylksek testlerdir. Birincil baglanma testlerinin  isaretlenmis antijen veya
onemli dzelliklerinden bir digeri ise kullanilan yonteme gore antijen veya antikor —antikor.
molekillerinin kati ylizeylere yapistirilmast ve reaksiyonlarin bu kati ylizeylerde

olusturulmast, ardindan reaksiyona girmeyen fazla antijen ve antikor moleklleri-

nin yikanarak uzaklastirilabilmesidir. Bu testlerin degerlendirilebilmesi icin ELISA

okuyucusu (spektrofotometre), fluoresan mikroskop vb. alet ve ekipmana gerek-

sinim vardir. Bu testlere 6rnek olarak ELISA, Immunofluoresan, Radioimmunoas-

say verilebilir.
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Substrat: Enzimlerle
kimyasal reaksiyonlara
girerek cesitli Griinler agiga
cikaran maddelerdir.

Anti-immunglobulin: Bir
hayvan tiiriine ait
immunglobulin (antikor)
molekiiliiniin baska bir
hayvan tiiriine injekte
edilmesi ile elde edilen
immunglobulin
molekilleridir.

Enzim immunoassay (EIA)

Enzim immunoassay genel bir tanim olup, bu tanim icinde antijen veya antikor
molekdllerinin enzim ile isaretlenmesi esasina dayanan ve enzim-substrat iliskisi
ile aciga cikan reaksiyonlarin (renk degisikligi) degerlendirildigi testler bulunur.
Veteriner hekimlik alaninda bu kapsamda kullanilan en 6nemli 6l¢iim teknikleri-
nin basinda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) gelir. ELISA’da antikor
veya antijen molekillerini isaretlemek icin en fazla kullanilan enzimler horseradish
peroksidaz, alkalin fosfotaz ve B-galaktosidaz’'dir. ELISA ile diger birincil baglanma
testlerinde oldugu gibi antijen veya antikor varligi veya dizeyi saptanabilir ve bu
amacla farkli teknikler uygulanir.

Antikor Saptamaya Yoénelik ELISA

Indirekt ELISA: Bu yontemde; ilk asamada aranan antikora spesifik bilinen anti-
jenin polisteren ytizeylere baglanmasi saglanir. Baglanmamis antijenler yikama isle-
mi ile uzaklastirilir. Ardindan stipheli serum eklenir ve uygun bir siire inkiibe edi-
lir. Bu donemde eger stipheli serumda antikor varsa antijen ile spesifik olarak bag-
lanacaktir. Yikama islemi tekrar uygulanir, antijenle baglanmis antikorlar ortamda
kalirken baglanmamis antikorlar uzaklastirilir. Bu asamada antijen antikor baglan-
masint ortaya koymak icin ortama enzim ile isaretlenmis anti-immunglobulin
(konjugat) eklenir. Eklenen anti immun-globulin, serumu incelenen havyan tirtine
ozgldiir ve bu asamada siipheli serumda bulunan antikorlara baglanir. inkiibas-
yondan sonra tekrar yikama islemi uygulanarak baglanmamis maddeler uzaklastiri-
lir. Son olarak uygun enzim substrati katilarak olusan reaksiyonun gorilebilir olma-
st saglanir. Burada beklenen; kat1 ytizeye baglanmis enzim isaretli anti-immunglo-
buline substratin etki ederek renk degisikligi ile reaksiyonu ortaya cikarmasidir.
Eger stipheli serumda antikor yoksa, ilk asamadaki antijenle baglanmayacak ve yi-
kama islemleri ile daha sonraki asamada katilan maddeler de ortamdan uzaklastiri-
lacagi icin substrat katildiktan sonra renk degisikligi olmayacaktir (Sekil 10.3).

Indirekt ELISA:
stipheli serumda
antikor varliginda
renk degisikligi
olur.

\

Sipheli Enzim Renk
serum  Konjugat  substrati degisikligi

»ﬁ» - -

Antijen
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Antijen-Sandvi¢ ELISA: 11k asamada indirekt ELISA tekniginde oldugu gibi,
aranan antikora spesifik bilinen antijen polisteren ytizeylere baglanir. Baglanma-
mis antijenler yikama islemi ile uzaklastirilir. Ardindan ikinci asamada, stipheli se-
rum eklenir ve uygun bir siire inkiibe edilerek yikama islemi tekrar uygulanir.
Uclincli asamada ise enzim isaretli spesifik antijen (konjugat) eklenir. Inkiibasyon
ve yikama isleminin ardindan substrat katilarak reaksiyon gortlebilir hale getirilir.
Bu durumda stpheli serumda antikor varsa 6nce katt ylzeye bagl spefik antijen
ile baglanacak ardindan enzim isaretli antijen ile baglanarak substratin katilmas ile
renk degisikligi olusacaktir. Stipheli serumda spesifik antikor yoklugunda ise; ikin-
ci asama sonrast uygulanan yikama islemi ile ortamda antikor bulunmayacag: icin
sonraki asamalarda katilan maddeler ile bir reaksiyon olusmayacak ve renk degi-
sikligi meydana gelmeyecektir ( Sekil 10.4).

/ Konjugat

Stipheli (Enzim isaretli Enzim Renk
Antijen  serum  antijen) substrati  degisikligi

\.OCD..OA)
N

m

Antijen sandvi¢
ELISA: stipheli
serumda antikor
varhginda renk
degisikligi olur.

Antijen Saptamaya Yoénelik ELISA

Antikor-Sandvi¢ ELISA: Bu yontemde antijen arandigi icin ilk asamada poliste-
ren ylzeylere aranan antijene spesifik antikor kaplanir. Ardindan antijen stipheli
test ornegi (vucut sivilart vb.) ortama eklenir. inkiibasyon periyodu ve yikama is-
leminin ardindan Gg¢tincl asamada aranan antijene spesifik antikor katilir, inktibas-
yon ve yikama islemi uygulanir. Dordiincti asamada spesifik antikora karst olustu-
rulmus enzimle isaretli anti-immunglobulin (konjugat) eklenir. inkiibasyon ve yi-
kama islemlerinin ardindan son asamada substrat katilarak test tamamlanir. Stiphe-
li test materyalinde antijen varsa, kat1 ylizeye bagli olan spesifik antikor ile bagla-
nacagindan ardindan katilan diger maddelerde ayni ilke ile birbirleri ile reaksiyo-
na girerek kati ylizeye tutunacaktir ve son asamada substratin katimasi ile renk
degisikligi gorulecektir (Sekil 10.5)
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Antikor Sandvig
ELISA: stipheli test
orneginde antijen
varliginda renk
degisikligi olur.

o

Spesifik Suipheli  Spesifik . Enzim Renk \
antjkor antijen antikor Konjugat  ubstra degisikligi

SIRA SiZDE 7
O

SIRA SiZDE7
[ ]

ELISA’da farkl: test yontemleri var midir?

ELISA’dan baska enzim ile isaretleme teknigine dayali testler var midir?

immunofluoresan Teknikleri

Immunofluoresan (IF) teknikleri, antijen veya antikor molekiillerinin fluoresan bo-
yalar ile isaretlenmesi ve olusan spesifik antijen-antikor reaksiyonlarinin ultravio-
le (UV) 15181 altinda fluoresan parlamalar ile gosterilmesi esasina dayanir. IF tek-
niklerinde fluoresein izotiyosiyanat (FITC) en sik kullanilan florokrom boyalardir
ve reaksiyonlar fluoresan mikroskop altinda gorilmektedir. IF teknikleri de ELI-
SA’da oldugu gibi antijen veya antikor aramak i¢in farkli yontemlerle uygulanabil-
mektedir.

Direkt Fluoresan Antikor Testi (FA): Bu teknik ile stpheli materyaldeki anti-
jen varligi ortaya konur. Bu amacla stipheli doku kesiti veya sivi 6rnekler bir lam
tizerine fikze edilir. Uzerine aranan antijene spesifik ve FITC ile isaretlenmis anti-
kor (konjugat) eklenerek inkube edilir ve ardindan baglanmamis antikorlari uzak-
lastirmak icin yikama islemi uygulanir. Fluoresan mikroskopta yapilan incelemede,
stipheli 6rnekte antijen varsa fluoresan isimalar gozlenir. Bu teknikle virus/bakte-
ri gibi antijenik molekiillerin dokulardaki varlig: ve yerlesimi ortaya konulabilir.
Ayrica diski 6rneklerinde cesitli bakterilerin varligt veya doku kiltirlerinde virus
tiremeleri bu teknikle saptanabilmektedir (Sekil 10.6).
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FITC isaretli
antikor (konjugat)

Aranan
antijen

o

Direkt Fluerosan
Antikor Testi

Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFA): IFA testi serumdaki antikor varligini
ortaya koymak veya doku ve hiicre kiiltiirlerindeki antijenleri (virus/bakteri) ta-
nimlamak amacryla uygulanir. Serumda antikor aramak icin uygulanan IFA testin-
de; bir lam Uzerine fikze edilmis bilinen antijen iceren doku kesiti, smear veya
hiicre kiltiiri tizerine stipheli serum ornegi eklenir. Inkiibe edilir ve yikama isle-
mi uygulanarak sadece antijene spesifik olarak baglanan antikorlarin ortamda kal-
masi saglanir ve spesifik olmayan antikorlar uzaklastirilir. Uzerine FITC isaretli an-
ti-immunglobulin (konjugat) eklenir ve inktibasyona birakilir. Yikama islemi tek-
rarlanarak baglanmamis konjugat ortamdan uzaklastirilir. Preparat fluoresan mik-
roskop altinda incelenir ve spesifik 1simalarin gdzlenmesi stipheli serumda antikor
varligint ortaya koyar (Sekil 10.7).

-

FITC isaretli
anti-immunglobulin(konjugat)

Aranan
Bilinen antijen antikor

-

Indirekt Fluerosan
Antikor Testi

Antijen aranmast durumunda ise; stipheli doku kesiti vb. materyal lama fikze edi-
lir. Uzerine aranan antijene spesifik bilinen antiserum (antikor) eklenerek inkiibe
edilir ve yikanir. Ardindan Uzerine FITC isaretli anti-immunglobulin (konjugat) ek-
lenir ve inktibasyona birakilir. Yikama islemi tekrarlanarak baglanmamis konjugat
ortamdan uzaklastiridir. Sonu¢ ayni sekilde degerlendirilir.
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SIRA SiZDE 7
[ |

Reagent: Ozellikle ELISA, IFA
gibi serolojik testlerde
reaksiyona katilan
maddelerdir.

Radyoimmunoassay (RIA)

RIA, antijen veya antikor molekillerinin radyoizotoplarla isaretlenmesi ve olusan
spesifik antijen-antikor reaksiyonlarinin a¢iga ¢ikardigi radyoaktivitenin 6zel ci-
hazlarla (gama-counter) ol¢ilmesi esasina dayanan teknikleri icerir. Antijen veya
antikor molekiillerini isaretlemek icin genellikle iyot-125, karbon-14 gibi radyoizo-
toplar kullanilir. RIA antijen veya antikor saptamak amaci ile kullanidmaktadir. Bu
tekniklerin baslica kullanim alanlart; vucut sivilarinda disiik dizeylerde bulunan
ilag, hormon, enzim aranmast, allerjik bireylerde allerjene spesifik IgE saptanmasi-
dir. ELISA ve TFA tekniklerine benzer sekilde uygulanan farkli yontemleri vardir.
Diger primer baglanma testlerine gore cok daha duyarli olmasina ragmen, RIA uy-
gulayanlar icin radyoaktivite nedeni ile saglik riskleri tasimasi, 6zel cihazlara ge-
reksinim gostermesi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeni ile glinimiizde 6zel
arastirma laboratuarlari disinda fazla tercih edilmemektedir.

Primer baglanma testlerinde kullanilan reagentler nasil hazirlanir veya nasil temin edilir?

ikincil Baglanma Testleri

[kincil baglanma testleri, antijen-antikor reaksiyonlarinin ikinci baglanma asamasi-
nt ortaya koyan testlerdir. Daha o6nce de bildirildigi gibi, bu asamada biribirine
spesifik olarak baglanmis antijen ve antikor molektilii ag veya 6rgi tarzinda birle-
serek erimeyen immun kompleksler olustururlar. Ikinci asamanin olusabilmesi icin
antijen ve antikor konsantrasyonunun da uygun (optimal) olmas: gerekir. Bu ne-
denle ikincil baglanma testleri birincil baglanma testlerine oranla daha az duyarli-
dirlar. Buna karsin olusan reaksiyonlarin ¢iplak gozle gortlebilmesi, isaretleme
teknikleri gibi 6zel uygulamalara gereksinim gostermemesi nedeni ile laboratuar-
larda daha kolaylikla uygulanabilmektedirler. Bu testlere 6rnek olarak aglutinas-
yon, presipitasyon, komplement fikzasyon vb. verilebilir.

Presipitasyon

Ikincil baglanma testlerinde, eriyebilir ¢zellikte olan antijenler ile homolog antise-
rumun bir araya gelmesi ile olusan reaksiyonlara “presipitasyon” adi verilir. Eriye-
bilir 6zellikteki antijenlere “presipitinojen ve bunlar ile reaksiyona giren spesifik
antikorlara ise “presipitin” denir. IgG, IgM ve IgA presipitasyon reaksiyonlarina ka-
tilan immunglobulinlerdir. Ancak IgG en glcli presipitindir. Serum proteinleri ve
bakteriyel polisakkarit yapilar en dnemli presipitinojenlerdir. Presipitin ve presipi-
tinojen uygun kosullarda bir araya getirildiginde ilk birka¢ dakika icinde bir bula-
niklik olusur, bu birlesme donemidir. Birka¢ saat icinde ise antijen-antikor komp-
leksi olusur ve tipun dibine coker. Antijen-antikor kompleksine “presipitat” denir.
Presipitasyon testleri stvi veya yart kati ortamlarda uygulanir. Bu ortamlar antijen
ve antikor molekiillerinin rahatlikla haraket edebildigi ve spesifik molektllerin bir-
birleri ile reaksiyona girebildigi ortamlardir. Sivi ortamlarda gerceklestirilen presi-
pitasyon testlerinde, reaksiyonun olustugu tiiplerde bulaniklik meydana gelir, pre-
sipitasyon olusmayan tiipler ise berrak goriintimdedir. Presipitasyon testlerinde su-
landirma yapilarak zon fenomeni gozlemek mimkiindir. Yart kati ortamlarda ya-
pilan presipitasyon testlerinde ise antijen ve antikor jel icinde ilerleyerek karsilas-
tiklari yerde reaksiyona girerler ve reaksiyon cizgi halinde gozlenir. Yari kati or-
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tamlarda uygulanan presipitasyon testlerinin laboratuarlarda en fazla kullanilanla-
r1 immunodiffuzyon teknikleri ve immunoelektroforezdir.

immunodiffuzyon Teknikleri

Antijen ve antikor molektilleri arasindaki presipitasyon reaksiyonunu yari katt or-
tamlarda ortaya koyan teknikleri icerir. Uygun kosullarda inkube edilen antijen ve
antikor molekillerinin yart kati agar icinde diffuzyonla ilerleyerek karsilastiklar
yerlerde reaksiyona girmesi ve beyaz, opak presipitat bantlart olusturmasi esasina
dayanir. Immunodiffuzyon teknikleri tek yonli veya cift yonli immunodiffuzyon
teknigi olarak uygulanmaktadir.

Tek Yonli Immunodiffuzyon Teknigi: “Oudin Yontemi” olarak da bilinir. Bu
yontemde, slpheli serum sivi haldeki agaroz jele karistirllarak agar tiipte soguma-
ya ve katilasmaya birakilir. Agar katilastiktan sonra sivi haldeki antijen tiiptin yii-
zeyine ince bir katman olarak eklenir. Antijen yart kati agarin yizeyinden tiiptin
dibine dogru diffuzyon ile yayilir ve agar icinde bulunan stipheli serumda eger an-
tikor varsa antijen ile karsilastigi yerde presipitat cizgileri olusturur. Bu teknik ile
sadece bir antijen antikor reaksiyonu incelenebilir.

Cift Yonlii Immunodiffuzyon Teknigi: “Ouchterlony Yontemi” olarak da bilinen
bu yontem ile ayni test ortaminda birden fazla sayidaki stipheli serumu veya antije-
ni immunodifuzyon teknigi ile incelemek mimkiindir. Bu yontem pratikte Agar Jel
Presipitasyon (AGP) testi olarak da bilinir. AGP testi ile cesitli hastaliklarin tanist ko-
nulabildigi gibi antijen molekiillerinin arasindaki iliski de tanimlanabilir. AGP testi
ile hastaliktan stipheli hayvanlarin kan serumlarinda antikor varlig: incelenir, ayrica
cesitli vucut sivilart veya doku vb. orneklerinde antijen varligi da ortaya konabilir.
Bu durumda incelenecek antikor veya antijene spesifik bilinen antiserum veya an-
tijen kullanilmasi gerekir. Bu testte kullanilan agar bazi farkli ve 6zgtin 6zellikler ta-
sir. Test ortaminda spesifik antijen ve antikor molektillerinin diffuzyon ile ilerleme-
si ve karsilastiklar: yerde presipitat bantt olusturabilmesi icin agarin elektrolit den-
gesinin saglanmasi onemlidir. Bu amacla kullanilan yonteme gore agar icine cesitli
elementlerden hazirlanmis ¢ozeltiler katilabilir. Ayrica hazirlanan agarin yart kati
ozellikte olmasi 6nemlidir. Bu nedenle test ortami genellikle % 0.1- 0.8 oraninda
agar icerir. Test mikroskop lami1 veya petri kutularina dokilmiis agar ortaminda uy-
gulanir. Plastik veya cam petri kaplarinda ya da lamda bulunan jelin kalinligs, acila-
cak cukur sayisi, cukurlarin ¢api ve cukurlarin birbirinden uzakliklart da farklilik
gostermektedir. Agar tizerinde genellikle merkezde bir, cevresinde 6 olmak tizere
toplam 7 adet cukur acilir. Testte stipheli serumlarda antikor varliginin incelendigi
durumlarda; ortadaki cukura bilinen spesifik antijen konur. Cevresindeki kuyucuk-
lara ise incelenen serum oOrnekleri yerlestirilir. Olusan reaksiyonun net olarak de-
gerlendirilebilmesi, nonspesifik bantlarin ayirt edilebilmesi icin ¢cevredeki kuyucuk-
lardan birine pozitif kontrol serum 6rneginin konulmasi yararlidir. Boylece bilinen
antijen ve antikor arasinda olusan presipitat ¢izgisinin diger 6rneklerde olusacak
presipitat cizgileri ile karsilastirilarak degerlendirilmesi acisindan énemlidir. Nemli
ortamda, birkac gitinliitk inkubasyon siiresi sonunda sonuclar incelenir (Sekil 10.8).
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Cift Yonli
Immunodiffiizyon
Teknigi: 1, 3, 4 ve 5
nolu ornekler
pozitif, 2 nolu
ornek negatif.

Pozitif Kontrol \

Presipitat cizgileri
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Radial Immunodiffuzyon Teknigi: Jel ortaminda immunodiffuzyon tekniginin
uygulandigt diger bir yontemdir ve “Mancini Yontemi” olarak da bilinmektedir. Ra-
dial immunodiffuzyonun en 6nemli avantaji ayn: zamanda miktar tayini yapilabil-
mesidir. Bu teknikte agar icine antiserum karistirilir ve petri kabina dokiilerek ka-
tilasmast saglanir. Ortasina acilan kuyucuk icine incelenecek antijen konur ve in-
kubasyona birakilir. Inkubasyon stiresi sonunda antijen kuyucugunun cevresinde
dairesel presipitasyon bantt olusur. Antijenin agar icinde diffuzyon ile yayilmasi
sonucu olusan presipitasyon halkasinin c¢api antijenin konsantrasyonu ile direkt
olarak iliskilidir. Bu teknigin en yaygin kullanim alani, serum proteinlerinin mik-
tarlarinin saptanmasidir. Ornegin kan serumundaki IgG, IgM, lizozim, komple-
ment vb. proteinler bu yontem ile saptanir.

immunoelektroforez Teknikleri

Kompleks yapilt antijenik molekuller ile yapilan jel diffuzyon tekniklerinde, pres-
pitat bantlarinin tam olarak olusmadigi durumlarla karsilasilabilir. Bu durumlarda
immunoelektroforezis yontemi daha net sonuclar vermektedir. immunoelektrofo-
rezis, Once ortama elektrik verilerek saglanan elektroforetik asama ile daha sonra
uygulanan immunodiffuzyon asamasindan olusur. Bu yontemde uygun kosullar
tastyan agar ince bir katman halinde dokulerek dondurulur. Ortasina bir kuyucuk
acilarak incelenecek antijen 6rnegi konur ve elektrik akimi gecirilerek elektrofore-
ze tabi tutulur. Bu asamada incelenen 6rnek icindeki antijenik molekuller elektrik
yiiklerine gore farkli alanlara goc ederler. Tkinci asamada kuyucugun én kismina
ve elektroforez yontiine paralel olarak ince bir kanal acilir ve bu kanala incelenen
ornege spesifik antiserum eklenir ve inkiibe edilerek diffuzyonu saglanir. Inku-
basyon stiresi sonunda antiserum icindeki antikorlar diffuzyon ile ilerleyerek agar
icinde farkli yerlere go¢ etmis antijen molekiilleri ile karsilastiklart yerlerde presi-
tasyon bantlari olustururlar (Sekil 10.9).
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Immunoelektroforezis teknigi diger immunodiffuzyon tekniklerine gore bazi avan-

tajlara sahiptir. Oncelikle elektriksel alanda go¢ ettirilen protein molekiilleri cok
daha net birbirlerinden ayrilir ve farkli alanlara go¢ ederler. Boylece antikorlarin
agar icinde diffuzyon ile yayilmasindan sonra olusan presipitasyon bantlari diger
tekniklere gore daha acik ve temiz bir goriintii verir. Immunodiffuzyon teknikleri
birkag¢ gtinliik inkiibasyon stiresine ihtiya¢ duyarken elektroforez ile daha kisa sii-
rede sonug alinabilmektedir. immunoelektroforezis teknigi ile serum proteinleri-
nin icerikleri incelenerek herhangi bir anomali (kongenital eksiklikler veya myelo-
maya bagli yiiksek protein diizeyi gibi) olup olmadigt saptanir. Ayrica viicut sivi-
larinda cesitli antijenik molekullerin varligi da bu yontem ile incelenmektedir.

Aglutinasyon

Aglutinasyon, partikiiler yapidaki antijen ile homolog antiserumun bir araya gel-
mesi sonucu olusan reaksiyonlara verilen isimdir. Aglutinasyon reaksiyonunda an-
tijen partikil halindedir ve bivalan yapidaki spesifik antikorlar ile reaksiyona gir-
diklerinde kiimelenirler. Aglutinasyon reaksiyonlarina katilan antijenlere aglutino-
jen, antikorlara ise aglutinin adi verilir. Aglutinojenlere 6rnek olarak bakteriler, kan
hiicreleri verilebilir. IgG ve IgM’ler gliclt aglutininlerdir. Aglutinasyonun mekaniz-
mast diger sekonder baglanma testlerinde oldugu gibi iki basamaklidir. Ilk basa-
makta aglutinojen ve spesifik aglutinin bir araya gelerek spesifik determinantlar
ile baglanirlar. Bu donem reversible (geriye donebilir)’dir ve 1s1, pH, elektrolit den-
gesi gibi cesitli faktorlerden etkilenir. Tkinci basamakta ise antijen - antikor mole-
killerinin determinantlart arasindaki bag olusan kopriler ile gliclenir ve irreversib-
le (geri donmeyen) immunkompleks olustururlar. Bir araya gelen antijen-antikor
molektllerinin bu kompleks yapiyr olusturmalarina lattice (6rgii) kurami adi veri-
lir. Olusan bu kompleks yapt daha sonra kendi agirlig: ile dibe dogru coker ve
gozle gortilebilir bir ¢cokelti olusturur, bu ¢okeltiye “aglutinat” adi verilir. Aglutinas-
yon testleri baslica; kan serumunda spesifik antikor saptanmasi veya vucut sivila-
rinda antijen saptanmasi, kan grubu belirlenmesi amaclari ile uygulanan ve kisa
stirede sonug veren testlerdir.
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Laboratuarlarda farkl tekniklerle uygulanan cesitli aglutinasyon testleri bu-
lunmaktadir.

Cabuk Lam Aglutinasyon Testi: Lam Uzerinde uygulanan ve birka¢ dakika gibi
kisa stirede yanit veren testlerdir. Bu teknikte bir 6ze dolusu yogun bakteri sus-
pansiyonu bir 6ze dolusu yogun antiserum ile bir lam tizerinde bir araya getirile-
rek karistirilir ve homojenize edilir. Pozitif reaksiyon aglutinasyon sonucu birkac
dakika icinde olusan tipik grantllerin gozlenmesi ile saptanir. Negatif reaksiyonda
ise antijen-antikor karistm: homojen bir

Cabuk lam
aglutinasyon testi
A: pozitif
B: negatif

yapida gozlenir (Sekil 10.10).

Bu test stipheli kan serumunda antikor
varligint ortaya koymak veya bakterilerin
identifikasyonu amaclart ile uygulanmak-
tadir. Lam aglutinasyon testinde incelenen

ornekte antijen veya antikorun titresinin

A B saptanmast mimkiin olmayip sadece var

veya yok seklinde sonug elde edilir.

Tiip Aglutinasyon Testi: Tip aglutinasyon testleri antijen veya antikor titresinin
belirlenmesi amaci ile uygulanir. Cogunlukla stipheli hayvanlara ait kan serumla-
rinda antikor titresinin belirlenmesi amaci ile uygulanan bu testlerde; serumun bir
seri sulandirmast yapilarak tizerine bilinen antijenden esit miktarda eklenir. Inku-
basyon siiresi sonunda pozitif reaksiyonda; antijen antikor kompleksi tiiptin dibin-
de dantela seklinde bir ¢okelti olusturur ve tiiptin tst kismit berrak bir gortinta alir.
Negatif reaksiyonda ise tiiptin tist kismi bulanik yapida olup, tiptin dibinde birles-
memis antijen molekiillerinin kendi agirliklari ile ¢cokmesi sonucu olusmus digme

Tiip aglutinasyon
testi.

o

seklinde bir goruntti vardir (Sekil 10.11).

SLE 8IS A

/

SIRA SiZDE 7
|

Titre nedir? Nasil belirlenir?

Diger Aglutinasyon Testleri: Yukarida aciklanan lam ve tiip aglutinasyon test-
leri laboratuarlarda en sik kullanilan testlerdir. Bu testler disinda stit halka (ring)
testi, vaginal mukus ile aglutinasyon, seminal plazma ile aglutinasyon, pasif aglu-
tinasyon testi, antiglobulin (Coombs) testi gibi farkli amaclarla ve farkli kosullarda
uygulanan aglutinasyon testleri bulunmaktadir.

am

Aglutinasyon testlerinin diger uygulama yontemlerine K.Serdar DIKER’e ait immunoloji
(Medisan Yayn Serisi:37, ikinci Baski 2005) kitabindan ulagabilirsiniz.
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Viral Hemaglutinasyon ve inhibisyonu

Bazi viruslar memeli veya kanatl: eritrositlerine baglanarak kiimelendirme ve aglu-
tine etme Ozelligine sahiptir. Hemaglutinasyon (HA) olarak tanimlanan bu 6zellik
serolojik bir reaksiyon degildir ve sadece bu 6zellige sahip viruslarin karakterizas-
yonu amaci ile kullanilir. Hemaglutinasyon inhibisyon ise; HA 6zelligine sahip vi-
ruslara karst olusan spesifik antikorlar araciligi ile bu viruslarin HA 6zelliklerinin
ortadan kaldirilmasi, diger bir ifade ile inhibe edilmesidir. Bu reaksiyon temel ali-
narak gelistirilen hemaglutinasyon-inhibisyon (HD) testi ile HA 6zelligine sahip vi-
ruslarin olusturdugu hastaliklarin tanist konulmakta veya bu viruslarin identifikas-
yonu yapimaktadir. HI testinin mekanizmasi; HA 6zelligine sahip antijen (virus)
ile spesifik antikorunun bir araya gelerek reaksiyona girmesi ve ardindan ortama
eklenen eritrositlerin bu viruslar tarafindan aglutine edilememesidir (Sekil 10.12).
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Reaksiyona ikinci asamada eklenen eritrositler olusan HI reaksiyonunun gorilebi-

lir olmasint saglayan indikator hiicrelerdir. HA Ozelligine sahip viruslar arasinda
orthomyxoviruslar, paramyxoviruslar, flaviviruslar, bunyaviruslar, coronaviruslar,
adenoviruslar, reoviruslar, parvoviruslar bulunmaktadir. Ayrica mycoplasmalar gi-
bi bazi bakterilerde de HA 6zelligi bulunmaktadir.

Viral Hemaglutinasyon Testi

Viral HA testi; viruslarin tanimlanmast ve HI testinde kullanilacak virusun (antije-
nin) HA titresini saptanmast olmak tizere baslica iki amagla uygulanir. HA testi vi-
rus ile eritrositler arasinda gerceklesen bir reaksiyondur ve reaksiyona antikor mo-
lektlt katilmadig: icin serolojik bir test degildir. HA testleri lamda veya tiipte ol-
mak Uzere iki farkli sekilde uygulanmaktadir.

Cabuk Lam HA Testi: Viruslarin identifikasyonu amaci ile uygulanan bu testte,
temiz bir lam Uzerine bir damla %2’lik eritrosit konur ve tizerine bir damla antijen
eklenir. Birka¢ saniye icinde gozlenen kiimelesmeler pozitif olarak degerlendirilir
(Sekil 10.13)
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Cabuk lam
hemaglutinasyon
testi

\_

A X L

Hemaglutinasyon (+) j

Hemaglutinasyon (-)

Mikropleyt: Mikrolitre
diizeyinde kiiciik miktar
sivilarla galisma olanag
saglayan, tizerinde 6-96
adet goz bulunan sert
malzemelerden yapiimis
laboratuar gerecleridir.

Yavas Tiip HA Testi: Antijenin iki katli dilusyonlar: yapilarak ardindan buitiin tiip-
lere esit miktarlarda %1-2'lik eritrosit suspansiyonundan eklenir. Oda sicakliginda
30-45 d. inkubasyona birakilir. Pozitif reaksiyonda tiipiin dibinde dantela seklinde
bir ¢cokelti olusur. Pozitif reaksiyonun gozlendigi en yiiksek antijen sulandirmasi
belirlenir ve incelenen infeksiyonun ozelligine gore standart HA Unitesi de dikka-
te alarak antijenin (virusun) HA titresi hesaplanir. Bu test, HI testi oncesinde an-
tijenin HA titresinin belirlenmesi amact ile uygulanir. Gintimuzde pratik olmast
acisindan HA ve HI testleri mikropleytlerde uygulanmaktadir (Sekil 10.14)
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Viral Hemaglutinasyon InbibisyonTesti: Antikor aranmast amact ile uygulanan
HI testinde, ilk asamada stipheli serumun iki katlt dilusyonlari yapilir ve ardindan
HA titresi daha 6nce belirlenmis bilinen antijen tiim dilusyonlarin Gizerine esit mik-
tarda eklenir. Uygun 1sida ve stirede inklibe edilen karisimin Gizerine %1-2'lik erit-
rosit suspansiyonundan eklenir ve tekrar uygun 1sida ve stirede inktbe edilir. Stip-
heli serumda antikor varliginda antijen ve antikor ilk asamada reaksiyona girer ve
ikinci asamada ilave edilen eritrositler acikta kalarak kendi agirliklari ile cokerler.
Sonucta pozitif reaksiyonlarda dipte diigme seklinde eritrosit kiitmelenmesi gozle-
nir. Stipheli serumda antikor bulunmadigi durumda ise, ilk asamada bilinen anti-
jen antikor ile reaksiyona girmeyecegi icin ikinci asamada eklenen eritrositler ile
reaksiyona girer ve aglutine eder. Sonucta negatif reaksiyonlarda dipte aglutine ol-
mus eritrositler dantela seklinde gozlenir (Sekil 10.15).
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Porzitif reaksiyonun (hemaglutinasyon inhibisyonun) gozlendigi en yliksek serum
sulandirmasi belirlenir ve incelenen hastaligin 6zelligine gore standart HA Unitesi de
dikkate alinarak serumun HI titresi hesaplanir. Veteriner hekimlikte 6zellikle kanat-
It hayvanlarin infeksiyonlarinin tanist amact ile siklikla kullanilan testlerden biridir.

Viral hemaglutinasyon ve inhibisyon testlerinde HA iiniteleri ile birlikte titre hesaplanma-
sina Aysin SEN’e ait immunoloji-Seroloji Dersi Uygulama Notlar1 (U.U. Veteriner Fakiiltesi,
2010) ders notundan ulasabilirsiniz.

Komplement Fikzasyon

Komplement antijen-antikor reaksiyonlarina katilarak hticre lizisine neden olan bir
serum proteinidir. Ornegin bir eritrosit hiicresi ile spesifik antikor bir araya getiri-
lirse ve ortamda komplement varsa antijen(eritrosit)-antikor kompleksine bagla-
nan komplement eritrositi lize eder. Komplement fikzasyon (CF) testi komplemen-
tin bu 6zelliginden yararlanarak serumdaki antikor varligint ortaya koyan ikincil
baglanma testidir. Test iki asamali olarak uygulanir:

e [lk asamada; siipheli serum-bilinen antijen ve komplement kaynag: olarak
kobay serumu bir araya getirilir ve inktibe edilir. Testte komplement kayna-
g1 olarak kobay serumunun kullanilmasinin nedeni, icerdigi komplementin
koyun eritrositlerini lize etme 6zelligidir. Kullanilan kobay serumu taze ve
onceden titre edilmis olmalidir.

e fkinci asamada; inkubasyon siiresi sonunda ortama “hemolitik sistem” ola-
rak koyun eritrositi (antijen) ve tavsanda koyun eritrositlerine karst elde
edilmis antikor (amboseptor) eklenir ve tekrar inkiibe edilir.

Testin yorumlanmasi: Sipheli serumda antikor varsa; ilk asamada bilinen anti-
jen ile stipheli serumdaki antikorlar reaksiyona girecek ve ortamdaki komplement
de bu reaksiyona katilarak kullanilacaktir. fkinci asamada ortama katilan hemoli-
tik sistemde komplement etkili olamayacagindan hemoliz gorilmeyecektir. Diger
bir ifade ile hemolizin gorilmemesi sonucun pozitif oldugunun (serumda antikor
bulundugunun) gostergesidir. Stipheli serumda antikor yok ise; ilk asamada bili-
nen antijen ile reaksiyona girecek antikor olmayacagindan ortamdaki komplement
de kullanilmayacaktir. Tkinci asamada ortama katilan hemolitik sisteme ilk asama-
da kullanilmamis olan komplement de katilarak koyun eritrositlerini lize edecek-
tir. Sonucta hemolizin gorilmesi sonucun negatif oldugunun (serumda antikor bu-
lunmadigmin) gostergesidir (Sekil 10.16).

2) D

Hemoliz: Eritrositlerin hiicre
zarinin parcalanmasi
sonucu hemoglobin
molekiliiniin agiga cikmasi.
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CF testinde incelenen serumun sulandirmalart yapilarak titresi de saptanabilir. CF
testi gtivenilirliligi ylksek bir test olmakla birlikte, kullanilan antijen, komplement
ve amboseptortin suirekli titre edilme gerekliligi, taze kobay serumu kullanma zo-
runlulugu gibi nedenlerle genellikle arastirma ve referens laboratuarlarinda kulla-
nilmaktadir.

Ugiinciil Baglanma Testleri

Uctinciil baglanma testleri birincil ve ikincil baglanma testlerinden farkli olarak test
sonuglarinin canlt ortamlarda (deney hayvani, hiicre kiltirt, embriyolu yumurta)
olculdugu testlerdir. Bazt mikroorganizmalar veya antijenik molekuller cesitli biyo-
lojik aktivitelere sahiptirler. Bu biyolojik aktivitelere ¢rnek olarak; hayvanlarda
hastalik veya oliime neden olmak, bazi bakterilerin toksin sentezlemesi, bazi virus-
larin ¢ekirdekli hiicreleri lize etmesi verilebilir. Mikroorganizmalar veya antijenik
molekduller spesifik antikorlart ile bir araya getirilirlerse bu biyolojik aktivitelerini
kaybederler. Diger bir ifade ile spesifik antikorlar tarafindan bu biyolojik aktivite-
ler notralize edilir. Ancak canli ortamlarda uygulanan bu testlerin degisken faktor-
leri oldukea fazla oldugundan ve dis kosullardan fazla etkilendiginden elde edilen
sonuclarin standardize edilmesi buiytik énem tasir. Bu nedenle tictincil baglanma
testlerinde sonuclar; test edilen grubun %50’sini infekte eden (ID50) doz veya test
edilen grubun %50’sini 6ldiiren (LD50) doz vb. olarak ifade edilir. Uctinciil baglan-
ma testleri temel olarak iki farklt sekilde uygulanir;
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Notralizasyon Testleri: Notralizasyon testlerinin temeli antijenlerin biyolojik ak-
tivitelerinin spesifik antikorlar tarafindan notralize edilmesine dayanir. Test iki
asamada uygulanir. Ilk asamada bilinen antijen ile siipheli serum in vitro kosul-
larda bir araya getirilerek inkiibe edilir. Ikinci asama in vivo kosullurda gercekle-
sir. Bu amacla ilk asamada reaksiyona giren karisim deney hayvani, embriyolu yu-
murta, hiicre kalttirt gibi canli bir ortama verilir ve inkiibe edilir. Sonucta canli or-
tamlarda bir degisiklik gozlenmemesi stipheli serumda antikor bulundugunu orta-
ya koyar. Ancak stipheli serumda antikor yoksa antijen antikor ile reaksiyona gir-
meyecegi icin notralize olmaz ve sonucta deney hayvanlarinda hastalik veya olim,
embriyolu yumurta ve hticre kultiirlerinde de antijene 6zgti degisiklikler gozlenir.
Notralizasyon testleri ile bilinmeyen bir virusun identifikasyonu yapilir veya stip-
heli serumda antikor varligi ya da titresi saptanir. Spesifitesi ve sensitivitesi ytk-
sek testler olmakla birlikte donanimli ve gelismis laboratuarlarda uygulanabilirler.

Koruma (Proteksiyon) Testleri: Koruma testleri notralizasyon testleri ile ayni
temele dayanir ancak tamamen canli ortamda uygulanmasi yont ile farklilik tasir.
Koruma testlerinde deney hayvanlarina énce koruma 6zelligi saptanacak olan spe-
sifik antiserum farkl: dilusyonlarda verilir. Ardindan hayvanlar standart dozda bi-
linen patojenik mikroorganizma veya toksin ile epriive edilir. Gozlem altinda
tutulan hayvanlarda o6lim veya hastalik olusup olusmadig: incelenir. Stipheli se-
rumdaki antikor varligi ve diizeyine bagli olarak deneme gruplarinda yer alan hay-
vanlarda olim/hastalik gibi degisiklikler gozlenir. Koruma testlerinde kullanilan
deney hayvanlarinda infeksiyonlara duyarlilik, antiserum emilimi gibi cesitli faktor-
ler bireysel degiskenlik gosterebilir. Bu durum testlerin duyarliligint olumsuz etki-
leyen faktorlerdir. Bu olumsuzluklari gidermek icin lisansli deney hayvanlar tini-
telerinden miimkiin oldugunca ¢ok sayida hayvan temin edilmesi ve testlerde kul-
lanilacak mikroorganizma veya toksinlerin epriive edilen dozlarinin iyi standardi-
ze edilmesi gereklidir

in vitro: Laboratuar ortami
veya yapay olarak
olusturulan ortam.

in vivo: Deney hayvani,
hiicre kiiltiirii veya embriyolu
yumurta gibi canli ortam.

Spesifite: Bir serolojik testin
gercek negatif sonuglari
verme yeteneginin dlciisi.

Sensitivite: Bir serolojik
testin gercek pozitif
sonuclari verme yeteneginin
olciisi.

Patojenik mikroorganizma:
Hastalik yapma yetenegi
olan mikroorganizma.

Epriive etmek: Bir deneme
grubuna standardize edilmis
dozda bilinen patojenik
mikroorganizma veya toksin
verilmesi.

Antijen-antikor reaksiyonlar1 soyut kavramlar1 icermektedir. Ayrica serolojik testlerin 6g-
renilmesinde uygulamanin biiyiik 6nemi vardir. Bu nedenle konularin anlasilir olmasinda
farkl1 ve cesitli gorsel unsurlarin mutlaka kullanilmas: gereklidir. Farkli kaynaklardan
(kitap, internet vb.) resim, video goriintiileri ile konularin pekistirilmesi yararli olacaktir.

T o)

Serolojik reaksiyonlar1 sekiller esliginde genel olarak tekrar gozden gecirmek icin
htpp://pathmicro.med.sc.edu/mayer/ab-ag-rx.htm sayfasini inceleyebilirisiniz.

g INTERNET
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Antijen-antikor reaksiyonlarinin temel mekaniz-
masin tammlamak.

Antijenik molektiller canli viicuduna girdiginde
kendilerine karsi spesifik antikor olusumuna ne-
den olurlar. Antijen ve spesifik antikor molekiil-
leri canli vucudunda (in vivo) veya uygun kosul-
lardaki laboratuar ortaminda (in vitro) bir araya
gelerek cesitli yontemlerle saptanabilen reaksi-
yonlar olustururlar. Antijen antikor reaksiyonlar:
lattice (Orgti) kuramui ile aciklanmaktadir. Bu ku-
rama gore; bivalan yapiya sahip bir antikor mo-
lekali iki antijenik molekile baglanarak bir re-
aksiyon olusturur. Ortamda birden fazla sayida
antijen ve antikor molekilt oldugunda molekil-
ler arasinda iki asamali olarak meydana gelen
spesifik birlesme sonucu ¢oziinmeyen bir immun
kompleks yapr1 olusur.

Tan amaglh kullanilan serolojik testleri iligki-
lendirerek karsilastirmak.

Antijen-antikor reaksiyonlar: temel alinarak ge-
listirilen serolojik testler, antijen-antikor reaksi-
yonlarinin iki asamali olmasina paralelel olarak
iki farkli temele dayanmaktadir. Birincil baglan-
ma testleri olarak tanimlanan grup antijen-anti-
kor reaksiyonunun birinci asamasini ortaya ko-
yan testleri kapsar. Bu asamada antijen ve anti-
kor molekdlleri uygun reseptorleri ile baglanmis-
tir ve hentiz gozle gortilebilir kimelenme ve ¢ok-
me olusmamustir. Bu nedenle bu gruptaki testle-
rin sonugclarinin gortlebilir sekle dontstirilmesi
icin 0zel isaretleme teknikleri ile hazirlanmis kon-
jugatlarin kullanilmasi ve reaksiyonlarin 6zel ci-
hazlarla okunmas: gereklidir. Bu testlerin spesifi-
te ve sensitiviteleri yiiksek oldugu i¢in giivenilir
testlerdir. ELISA, immunofluoresan teknigi, rad-
yoimmunoassay bu testlere 6rnek olarak verile-
bilir. Ikincil baglanma testleri ise antijen-antikor
reaksiyonlarinin ikinci asamasini saptayan testle-
ri icerir. Bu asamada spesifik antijen ve antikor
molekdlleri bir araya gelerek 6rgii tarzinda ki-
melenir ve olusan immun kompleksler ¢coker. Bu
asama gozle gortlebilir 6zelliktedir. Bu nedenle
sonuclarin degerlendirilmesi icin konjugat ve
ozel cihazlarin kullanimina gereksinim goster-
mezler. Tani laboratuarlarinda kolaylikla uygula-

nabilen bu testlere 6rnek olarak aglutinasyon ve

presipitasyon testleri verilebilir. Bu iki gruptan
ayri olarak, Gg¢tinctl baglanma testleri olarak ta-
nimlanan grupta ise notralizasyon ve koruma
testleri yer alir. Bu testlerde antijen- antikor reak-
siyonlarinin sonucu deney hayvani, embriyolu
yumurta, hiicre kiltirt gibi canlt ortamlarda iz-
lenir. Dogal kosullardaki sonucu yansitan testler
olmakla birlikte kullanilan canlt materyaldeki bi-
reysel farkliliklara dayali dezavantajlara da sa-

hiptir.

Serolojik testlerin wygulama alanlarini aywt et-
mek.

Serolojik testler en basit ifade ile antijen veya an-
tikor saptanmasi amaci ile uygulanmaktadir. Di-
ger bir ifade ile serolojik testlerde siipheli mater-
yalde antijen veya antikor aranir. Bilindigi gibi
antikor en fazla kan serumunda bulunur ve bu
nedenle antikor aranmasi icin stipheli materyal
olarak kan serumu kullanilir. Antijen aranmasina
yonelik serolojik testlerde ise kan, vicut sivilari,
hticre kaltirt sivilart vb. stipheli materyal kulla-
nilir. Bazi durumlarda besiyerinde tretilmis bak-
terilerin veya hiticre kulttrlerinde Gretilmis virus-
larin identifikasyonu amact ile de antijen arama-
ya dayalt serolojik testler kullanilmaktadir. Sero-
lojik testler ile antijen ve antikor titreleri de sap-
tanir. Ozellikle yenidoganlarin maternal bagisik-
ligini, asilamalar 6ncesi ve sonrasi koruyucu ba-
gisikligi, hastaliklar sonucu olusan spesifik anti-
kor yanitini saptamak icin serum antikor titreleri-

nin saptanmasi gereklidir.
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Kendimizi Sinayalim

1. Antijen-antikor reaksiyonlarinin iki asamali oldugu
dikkate alindiginda asagidakilerden hangisi birincil bag-
lanma asamasinin 6zelliklerinden biri degildir?

a. Hizli olusmast

b. Geriye dontsebilir olmast

c. Ciplak gozle gorilebilmesi

d. Istya bagimli olmamasi

e. Antijen ve antikor molekiiliiniin uygun resep-

torlerle birbirine baglanmasi

2. Asagidakilerden hangisi ikincil baglanma testlerin-
den biridir?

a. ELISA

b. Komplement fikzasyon
¢. Radyoimmunoassay

d. Immunofluoresan

e. Immunperoksidaz

3. Immunofluoresan teknikleri ile ilgili asagidaki ifade-
lerden hangisi yanlistir?
a. Birincil baglanma testidir.
b. Konjugat fluoresan boyalarla isaretlenir.
¢. Sonuclar fluoresan mikroskop altinda incelenir.
d. In vivo uygulanir.
e. Antijen veya antikor saptanir.

4. Presipitasyon testi ile ilgili asagidaki ifadelerden han-
gisi yanlistir?

a. Eriyebilir antijen ile spesifik antikorun reaksiyo-
nudur.

b. Swvt veya yar kati ortamlarda uygulanir.
Sonuclarin gozlenmesi icin 6zel alet ve ekipman
gereklidir.

Serum veya antijenin titresi saptanabilir.

e. Antijen-antikor kompleksine presipitat ad: verilir.

5. Aglutinasyon ile presipitasyon testleri arasindaki te-
mel fark asagidakilerden hangisidir?

Reaksiyona katilan antijenin yapist

Reaksiyona katilan antikorun yapisi

Uygulama amaclari

Konjugat kullanimi

o oan T

Uygulama ortamlart

6. Asagidaki testlerden hangisinde eritrosit hiicreleri
indikator olarak kullanilir?
a. Yavas tip aglutinasyon
Direkt immunofluoresan
Radial immunodiffuzyon
ELISA

Hemaglutinasyon-inhibisyon

o a0 T

7. Uclinciil baglanma testlerini digerlerinden ayiran te-
mel ozellik asagidakilerden hangisidir?

Uygulama amact

Uygulama ortamit

Inkubasyon siiresi

Inkubasyon 1stst

o0 T

Incelenen siipheli materyal tiirii

8. Asagidakilerden hangisi komplement fikzasyon tes-
tine katilan reagentlerden biri degildir?

Amboseptor

Antijen

Antikor

Kobay serumu

oan T

Konjugat

9. Radyoimmunoassay tekniklerinin rutin tani labora-
tuarlarinda uygulanan testlerden biri olmamasinin se-
bebi asagidakilerden hangisidir?

a. Inkiibasyon stiresinin uzun olmast
Canlt materyal kullanimi gerektirmesi
Radyoaktivite riski olmasi

Yeterli duyarlilikta olmamasi

oac T

Standardizasyonunun zor olmast

10. Viral hemaglutinasyon ile ilgili asagidaki ifadeler-
den hangisi yanlistir?

Eritrosit kullanilir.

Kolay uygulanir.

Serolojik bir testtir.

Antijenin titresi saptanir.

o oo T

Lamda, tipte veya mikropleytlerde uygulanir.
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Kendimizi Sinayalim Yanit Anahtan

1. ¢ Yanitiniz yanls ise “Serolojik reaksiyonlarin iki
basamag:” konusunu tekrar gbozden geciriniz.

2.b  Yanniz yanhs ise “Ikincil baglanma testleri”
konusunu tekrar gbzden geciriniz.

3.d  Yanitiniz yanlis ise “Immunofluoresan teknikle-
ri” konusunu tekrar gozden geciriniz.

4. ¢ Yanitiniz yanlis ise “Presipitasyon” konusunu
tekrar gozden geciriniz.

5.a  Yanitiniz yanhs ise “Ikincil baglanma testleri”
konusunu tekrar gozden geciriniz.

6. e  Yanitiniz yanlis ise “Viral hemaglutinasyon ve
inhibisyonu” konusunu tekrar gbozden geciriniz.

7.b  Yanitiniz yanls ise “Uctinciil baglanma testleri”
konusunu tekrar gbzden geciriniz.

8. e  Yanitiniz yanls ise “Komplement fikzasyon” ko-
nusunu tekrar gézden geciriniz.

9. ¢ Yanitiniz yanls ise “Radyoimmunoassay” konu-
sunu tekrar gozden geciriniz.

10.c  Yantiniz yanls ise “Viral hemaglutinasyon ve

inhibisyonu” konusunu tekrar gbzden geciriniz.

Sira Sizde Yanit Anahtari

Sira Sizde 1

Tabii ki burada bildirilen ELISA teknikleri disinda bas-
ka teknikler de bulunmaktadir. Ornegin, yarismact
(kompetetif) ELISA teknigi hem antijen hem de antikor
aranmast amact ile farkli olarak uygulanabilen bir tek-
niktir. Bu teknikte bilinen antijen ile kapli test ortamina
antijene spesifik bilinen antikorlar ile stipheli serum
birlikte eklenir ve boylece antijene baglanmak tizere
antikorlar arasinda bir yarisma ortamt olusturulur. Bu-
nun disinda da farkli ELISA teknikleri bulunmaktadir.
Laboratuvarlarda amaca uygun secilen ELISA teknikleri

ile hastalik tanilari yapilir.

Sira Sizde 2

Enzim Immunoassay olarak bilinen ve enzim ile isaret-
leme esasina dayanan baska birincil baglanma testleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda immunuperoksidaz (IP)
ve immunoblot teknikleri yer almaktadir. IP teknigi
ozellikle dokulardaki antijen varligini isaretli antikorlar
araciligt ile ortaya koyan immunohistokimyasal teknik-
lerdir. immunoblot teknikleri icinde en bilineni Wes-
tern blotting yontemidir. Bu yontem 6zellikle bir kari-
sim icinde yer alan protein yapili antijenleri veya bu an-
tijenlere spesifik antikorlari ayirt etmek amaci ile kulla-
nilir. Son yillarda 6zellikle kliniklerde genis kulanim
alani bulan “strip testler” de enzim isaretli testlerdendir
ve kolay uygulanabilir olmasi, kisa stirede yanit verme-

si nedeni ile oldukca pratik testlerdir.

Sira Sizde 3

Serolojik testlerde 6zellikle ELISA, IF gibi pirmer bag-
lanma testlerinde kullanilan reagentler arastirma labo-
ratuarlarinda arastiricilar tarafindan bizzat hazirlanir.
Ornegin; ELISA’da ilk basamakta kullanilan antijen ve-
ya antikor kapli polisteren ytizeyler (pleyt vb.) ya da
IFA’da kullanilan tizerine antijen fikze edilmis lamlar
testleri uygulayanlar tarafindan uygun yontemlerle ha-
zirlanir. Rutin tani laboratuarlarinda ise genellikle hazir
kitler kullanilmakta ve bu kitler icinde testlerde kullani-

lan tiim reagentler kullanima hazir halde bulunmaktadir.
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Stra Sizde 4

Serolojik testlerde antijen veya antikor varliginin ortaya
konulmast 6nemli olmakla birlikte, bazi durumlarda bu
yeterli olmayip amaca gore antijen veya antikorun du-
zeyinin diger bir ifade ile titresinin belirlenmesi de ge-
rekir. Ornegin serum titresinin belirlenmesi icin; bir se-
ri serum sulandirmast yapilarak her bir sulandirma tize-
rine esit miktarda bilinen antijen eklenir. Pozitif reaksi-
yonun gorildigi en yliksek serum sulandirmasinin kar-
siligt serum titresi olarak ifade edilir. Eger antijen sulan-
dirmast yapilmis ise; bu kez spesifik antikor ile reaksi-
yon veren en ylksek antijen sulandirmas: antijen titresi

olarak ifade edilir.
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