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lyonize hava, grip virisi enfeksiyonunu etkiler ve havadan
bulasmayi onler
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Bu makale PMC'deki diger makaleler tarafindan alintilanmistir.

Ozet

VirGsleri havadan tespit etmek, toplamak ve ortadan kaldirmak, salginlari ve bulasici
hastaliklarin yayilmasini hizla tespit etmek ve 6nlemek i¢in basit, taginabilir ve hassas cihazlara
acil ihtiya¢ vardir. Her yil, bulasici hastaliklar diinya ¢apinda milyonlarca 6liime neden olur
ve en yaygin bulasict patojenlerin cogu Oksliriikk, hapsirma, kusma vb. neden oldugu
damlaciklar veya aerosollerle yayilir. Hava yoluyla yayilim virtsler dahil bircok patojen
icin 6nemli bir bulagma yolu olmasina ragmen, ¢ogu patojen ig¢in aerosol bulagim
mekanizmalar bilgisi sinirlidir”.

Giliniimilizde havadan viriisleri hizla ve kolayca toplayip tanimlayabilen, dogrulanmis basit bir
teknoloji yoktur. Problem analiz teknigi degildir, ¢iinkii gercek zamanli PCR gibi molekiiler
biyolojik yontemler ¢ogu patojenin hassas bir tespit sistemini miimkiin kilar"*~. Zorluk, blyik
hacimlerdeki havadan, virtsler dahil, havadaki kiigiik partikiilleri hizla toplamak i¢in etkili bir
ornekleme yontemi gelistirmektir. Ayrica, ¢esitli ortam tiirlerinde genis bir diizenleme ve
uygulama icin drnekleme yonteminin kolay kullanimi saglanmis olmalidir. Su anda, havadan
patojen toplamayr amaglayan en yaygin kullanilan teknikler hava akimi ve sivi
modelleridir . Bu sistemler karmasiktir ve verimlilikleri tam olarak
degerlendirilmeye tabi tutulmamistir.

Hastanelerde bulasici hastaliklarin yayilmasi en 6nemli vakadir . Birgcok durumda, 6rn.
ameliyathanelerde, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin oldugu kadar ciddi alerjisi olan
hastalarin ortamlarinda patojen ve partikil icermeyen bir ortama ihtiya¢ vardir. Bu, yalnizca
toplama ve tanimlama i¢in degil, ayn1 zamanda, havadan virlis ve diger patojenlerin elimine
edilmesi i¢in bir yonteme sahip olmasini talep edilir kilar””. Ozon gazinin noroviriisii inaktive
ettigi gosterilmistir ve bos odalarda ylizeyleri dekontamine etmek i¢in kullanilabilir, ancak
hastalarin bulundugu odalarda toksisitesi nedeniyle ozon kullanilmamalidir=". Negatif
iyonlarin iiretilmesinin daha O6nce Newecastle hastaligi viriisiiniin ve cesitli bakteri
tlrlerinin®“” bulagmasin1 azalttig1 hayvan deney dlizeneklerinde gosterilmistir.

Bu calismada kullanilan iyonlastirici cihaz 12 V'ta calisir ve aerosol parcaciklariyla carpisan
ve onlan yiikleyen bir elektrik alaninda negatif iyonlagsmalar olusturur. Bunlar daha sonra
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pozitif yiiklii bir toplayict plaka tarafindan yakalanir. Giivenlik nedenlerinden o6tiirii, kolektor
plakas1 80pA'dan cok daha diisiik bir akima sahiptir, ancak iyonlastirici, saniyede birkag¢ milyar
elektronun yiiksek iiretimini saglayan 200.000 eV'den fazla bir voltajla besler. Bunun 6tesinde,
bu cihaz tespit edilebilir seviyelerde ozon lretmez ve bu nedenle tim ortamlarda giivenle
kullanilabilir.

Bu teknigin, kedi alerjenlerini havadan etkili bir sekilde topladigi ve ortadan kaldirdig:
bilinmektedir’®. Iyonizasyon cihazina maruz birakilan aerosolize rotaviriis, kalisiviriis ve
influenza virtisii partikiilleri, kollektor plakasina ¢ekildi ve ardindan elektron mikroskobu ve
ters transkripsiyonlu kantitatif ger¢cek zamanli PCR teknikleriyle tanimlandi. En 6nemlisi, bu
teknolojinin  havadan bulasan influenza virlisi enfeksiyonlarint  Onlemek igin
kullanilabilecegini gosteriyoruz.

Sonugclar
Elektron mikroskobu ile belirlenen aerosol érneklemesini gorsellestirme ve etkinligi

Viral patojenlerin toplanmas1 ve tanimlanmasina yonelik iyonlagtirma teknigini gelistirmek ve
dogrulamak i¢in klinik 6neme sahip birkag viriis kullandik; caliciviriis, rotaviriis ve grip viriisii
(H3N2, Salomon Adasi tiirli) ve ayrica lateks partikiilleri. Kopek kalisivirsi (CaCV, tir 48),
blyuk klinik ve ekonomik 6neme sahip salginlara” neden olan "kis kusmasi hastaliginin"
arkasindaki etiyolojik ajan anlaminda insan norovirusinid temsilen®’ kullanildi. Rhesus
rotaviris, insan rotavirisu“” icin bir temsili markor olarak kullanildi.

Cihaz (Sekil 1a), iyonlastiriciya eklenmis pozitif yiiklii bir toplayict plakaya sahip, kiiglk bir
taginabilir 12 Volt’la beslenen iyonlastiricidan olusur ve elektrostatik ¢ekim yoluyla havadan
negatif pargaciklari ¢eker. Optimum toplama slresi parametrelerini belirlemek igin, boyutlar
<1 ila >10 pum arasinda degisen lateks partikiilleri, 19 m*luk bir odaya nebulize edildi. Test,
gercek zamanli partikiil sayim1 (PortaCount Plus) ile belirlendigi tizere havadaki serbest lateks
partikullerinin > % 9011 ortadan kaldirmak igin 40-60 dakika gerektigini ortaya cikardi.
Partikiil sayaci, 0,02 uM'den biiyiik partikiilleri tespit edebilir. Aktif ve inaktif iyonlastiric
toplayict plaka 1zgaralar1 elektron mikroskobu (SEM) taranarak elde edilen gorsellestirme,
lateks partikiillerinin birikiminin aktif iyonlastiric1 toplayici plakalarda aktif olmayanlara
kiyasla onemli 6l¢iide arttigin1 gosterdi Daha sonra, yiiksek sayida rotaviriis ve
formalinle inaktive edilmis influenza viriisii, ayn1 kosullar altinda aerosol haline getirildi. 40
dakika sonra inaktif toplayici plakalar birkag (<5) rotaviriis ve influenza viriisii igerirken, aktif
toplayici, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile belirlendigi tizere >50 virus partikili
iceriyordu
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Sekil 1

Toplayici plakali hava noktali iyonlastirict (boyut 13 x 35 cm) (a). Iyonlastirici cihaz, LightAir AB,
Solna, Isveg, Iyon Akish Iyonlastirma Teknolojisine dayanarak gelistirildi ve kolektor plakasi pozitif
yiiklii, 47 mm c¢apinda iletken bir yiizeye sahip bir plastik kap takilarak modifiye edildi; Aktif (b) ve
inaktif (c) iyonlastirici lizerinde aerosol haline getirilmis ve yakalanmug lateks partikdilleri (> 1 ila <10
um), (bar = 10 uM); Rotaviriis (d); ve grip virtisii (HIN1; Salomon Adas: tlrQ) (€) yakalandi.

iyonize hava ve elektrostatik gekim, RT-qPCR tarafindan belirlenen aerosol
formunda puskurtilmus virasleri toplar

Daha sonra iyonlastirici tekniginin viriisleri toplama ve konsantre etme kapasitesini 6lgimleme
icin RT-gPCR teknolojisinin kapasitesini belirledik. Her deneyde ayni viriis konsantrasyonlari
kullanilarak ti¢ virlisiin her biri ile ii¢ bagimsiz deney gerceklestirildi (Sekil 2a — ¢).
Toplamadan saptamaya kadar bir¢ok asamayi kapsamasina ragmen, sistem yeniden
iretilebilirlik acgisindan saglamdi. RT-qPCR verileri, aktif toplayicinin, aktif olmayan
toplayiciya kiyasla virlisii 1500-3000 kat daha verimli bir sekilde konsantre ettigini ve
topladigin1  gostermektedir (Tablo 1). Aerosol ftretimi i¢in farkli virlis seyreltileri
kullanildiginda, aktif toplayicida toplanan aerosolize viriis oran1 CaCV, rotaviris ve influenza
viruslerinde % 0.1-0.6 normal araligindaydi. CaCV ile ilgili tekrarlanabilir bir bulgu, en diisiik
konsantrasyonlarda goreceli geri kazanimda, aerosol haline getirilen toplam virlis miktarinin
% 10-20'sine yiikselen 6nemli bir artigtir (Tablo 1).
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Yakalanmis rotaviriis (a), kalisiviriis (b) ve grip virtisit (HIN1; Salomon Adasi tiirl) (c) Uzerinde gercek
zamanli PCR. Aktif olmayan iyonlastiricida herhangi bir influenza virlisii tespit edilmedigini
unutmayiniz.

Tablo 1

RT-q PCR ile belirlenen cesitli konsantrasyonlarda aerosol haline getirilmis CaCV,
rhesus rotaviriis (RRV) ve Influenza A viriisiinii toplama etkinligi.

Aerosolize Toplayicida virus Toplayicida viriis | Geri kazanim Geri kazanim Rasyo
viriis sayisi sayisi — Acik sayisi — Kapali ( %) Acik ( %) Kapal (Acik/Kapali)
(genler/PCR (genler/PCR (genler/PCR
reaksiyon) reaksiyon) +SE reaksiyon)
CaCV
1.88 x 10’ 1.18x10° + 8.40x10* 73 0.63 % 0.00039 % 1620
1.99 x 10° 7.36x10°%+ 2.16x10° ~5 0.37 % 0.00024 % ~1520
9.93 x 10° 1.66x10° + 4.63x10° tespit edilemedi 0.17% bilgi edilemedi bilgi edilemedi
2.20 x 10° 8.11x10% tespit edilemedi 0.37 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi
1.56 x 10* 1.65x10° + 9.67x10° tespit edilemedi 10.60 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi
1.87 x 10° 3.86x10%+ 1.27x10? tespit edilemedi 21 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi
RRV
2.23 x 10° 7.54x10%+ 6.74x10? ~2-3 0.34 % ~0.00011 % ~3000
4.85 x 10° 6.40x10%+ 86 tespit edilemedi 0.13 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi
9.13 x 10* 41+ 21 tespit edilemedi 0.05 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi
Influenza virus
4.30 x 10° 3.33x10°%+ 7.22x10? tespit edilemedi 0.08 % bilgi edilemedi bilgi edilemedi

lyonlastirici hava, Kalisiviriisti ve rotavirlis enfeksiyonunu azaltir

Daha sonra, toplanan virtiislerin negatif iyonlara maruz kaldiktan sonra ve / veya pozitif ytikli
toplayict plakaya yoneltildikten sonra bulasiciliklarini koruyup korumadigini belirledik.
Sirastyla 1 x 108 peroksidaz olusturan CaCV rotaviriis birimleri iceren bes mL hiicre kiiltiirii
vasat1 (Eagles Minimal Essential Media (Eagles MEM)) aerosol haline getirildi ve 40 dakika
boyunca 1 mL Eagles MEM igeren aktif bir toplayic1 plakada toplandi. Hiicre kiiltiirii
vasatindaki CaCV ayrica aerosol haline getirilmeden dogrudan aktif ve inaktif bir toplayici
plakaya yonlendirildi. Viral enfektivite, esasen tarif edildigi gibi belirlendi®’ ve viral genom
kopya sayilari ile enfektivite arasindaki oran, aerosol haline getirilmis viriis, aktif ve inaktif
toplayici plakalara yoneltilen viriis ve viral stoklar arasinda karsilagtirildi. Aktif bir toplayici
plakaya aerosolize edilmeden yoneltilen CaCV, inaktif bir toplayici plakada tutulan viriise
kiyasla enfektivitede hafif bir azalma (~% 40) gosterdi (Tablo 2). Bunun tersine, aerosol haline
getirilmig viriislerin enfektivitesi, >% 97 oraninda biiyiik 6l¢iide azaldi, bu da aerosoliin
iyonizasyonunun, bulasicilik azalmasinin biiyiik ¢ogunlugundan sorumlu oldugunu ve yiiklii
toplayici plakaya yonlendirilmeden kaynaklanmadigini gosterdi.

Tablo 2

Kopek Kalisivirts (CaCV) ve Rhesus Rotaviriis'iin (RRV) enfektivitesinin azaltilmas.
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RT-qPCR ile dl¢iilen PCR reaksiyonu basina bulasic1 viriis partikiillerinin viriis genlerine oram

Yiiklii toplayiciya | Yksiiz toplayiciya Enfektivitedeki Aerosolize Yakalanan Enfektivitedeki
yonlendirilen yonlendirilen azalim virls Aerosolize virus azahm
CaCVv 0.74x 1074 1.24x 107 40.1% 2.96 x 1072 <7.83x10™% >97.4%?2
RRV tespit edilemedi | tespit edilemedi tespit edilemedi 4.86 x 107! <7.66 x 10732 >98.4%?2

2 Enfektivite testinde tespit limiti altinda (10 peroksidaz olusturan birim / mL).

Virdslerin bulagiciligini yitirdigi mekanizmanin iyonizasyon olduguna dair diger bir destek,
rotaviriisiin iyonize edilmeden nebiilize edildigi ve inaktif bir toplayici plakaya yakalanmasina
izin verilen deneylerden gelmektedir. Toplayicilar, nebiilizérden 30 cm uzaga yerlestirildi.
Sonug, genom kopyasina karsi enfektivite oraninin viral stokundekine kiyasla degismedigi
vargisina yoneltti, bu da viriisiin inaktivasyonunun iyonize hava ile iliskili oldugunu
diistindiirdii.

lyonize hava ve elektrostatik cekim, kobaylar arasinda havadan bulasan influenza A /
Panama virtist enfeksiyonunu onler

Daha sonra, hava iyonlastirmanin ve elektrostatik ¢ekimin, kobaylar arasinda havadaki aerosol
ve damlacik yoluyla bulasan influenza A / Panama (Pan / 99) viriisii enfeksiyonunu 6nleyip
onleyemeyecegini incelemek icin grip asilanmis kobay modelinden °*“** faydalandik.
Havadan / damlacik bulasgim modeli, esasen aciklandigi gibi, kafesler arasina yerlestirilen
iyonlastiric ile iki ayr1 kafes kullanilarak olusturulmustur™ (Sekil 3). Dort kobay, 5 x 103 pfu
Pan /9931 ile tarif edildigi gibi burun i¢i yolla enfekte edildi ve "A" kafesine yerlestirildi (Sekil
3). Enfeksiyondan 30 saat sonra (h p.i.) 4 enfekte olmamis kobay, Sekil 3'te gosterildigi gibi
enfekte hayvanlarin bulundugu kafesten 15 cm uzaga, fiziksel temas olmaksizin "B" kafesine
yerlestirildi. Iyonlastirici, "A" ve "B" kafesleri arasmna yerlestirildi. Biri kafeslerin arasina
yerlestirilen aktif iyonlastirici ve bir inaktif iyonlastirici igeren iki 6zdes deney gerceklestirildi.

Tavan (MDF ahgap)

Metal orgu kafes

!\ Zemin plakasi (MDF ahgap) yaklagik 5 cm pervazh

Sekil 3
Kobaylar arasinda influenza viriisii (H3N2, Pan / 99) aerosol gecis deneylerinin diizenek tasarim.
Kobaylar (n = 4) 100 uL'de (her burun deliginde 50 uL) 5 x 103 pfu Pan / 99 viriisii ile intranazal
olarak enfekte edildi.

Enfekte olmus dort hayvanin tiimii deneysel bir "A" kafesine yerlestirildi. 30 saatte p.i. dort saf enfekte
olmamis kobay “B” kafesine yerlestirildi. Soldan saga hava akisi. Hava degisimi 17kez/gtin. Dolu
dikddrtgen = iyonlastirici.

"B" kafesindeki enfekte olmamis hayvanlar, 4 enfekte kobay barindiran "A" kafesinden gelen
hava akimina 24 saat boyunca maruz birakildi ve daha sonra enfekte olma igin tek zaman
noktasinin, "A" kafesindeki enfekte hayvanlardan gelen havaya maruz kaldiklar1 24 saat
olmasini saglamak icin sonraki 21 giin boyunca tek tek havalandirilan kafeslere yerlestirildi.
Nazal olarak deneysel enfekte olmus hayvanlardan 54 saatte incelenen akciger ve trakea
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biyopsilerinin RT-qPCR'si, her iki deneyde 4 kobaydan 3'liniin grip igin pozitif oldugunu
ortaya ¢gikarmigtir.

"A" kafesindeki hayvanlardan, "B" kafesindeki enfekte olmamis hayvanlara enfeksiyon
bulagmasini takiben 21 glin sonra bir bagisiklik tepkisi gelismesini degerlendirdik. Sekil 4'te
gosterilen sonugclar, iyonlastiric1 aktif olmadiginda, enfekte olmamis ancak maruz kalan 4
hayvandan 3'Unin bir serum IgG influenzaya spezifik bagisiklik tepkileri gelistirdigini
gostermektedir. Bunun tersine, "B" kafesindeki 4 hayvandan higbiri iyonlastiric1 aktifken
influenza viriisiine kars1 bir bagisiklik tepkisi gelistirmedi (Sekil 4). Dahasi, influenza viriisii
RNA's1, diisiik konsantrasyonda da olsa, aktif iyonlastiricinin toplayict plakasinda RT-gPCR
ile tespit edilebilir ancak inaktif iyonlastirici durumunda miimkiin degildir, bu da iyonizasyon
cihazinin gercekten de kafes "A ’’daki enfekte olmus hayvanlardan salgilanan viriisi
onledigini gostermektedir.
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Sekil 4

Aktif iyonlastirici, kobaylar arasinda aerosol bulasan influenza viriisii (H3N2, Pan / 99)
enfeksiyonunu onler.

Aktif iyonlastirici, maruz kalan 4 kobaydan 4'iiniin influenza virlisiine kars1 bir bagisiklik tepkisi
gelistirmesini onlerken, inaktif iyonlastiric1 kullanildiginda 4 hayvandan 3'i enfekte olmustur. Grafik,
enfeksiyondan once (serum oncesi 1, 2, 3 ve 4) ve influenza virlisiine maruz kaldiktan sonra 21. giinde
(serum 1, 2, 3 ve 4 sonras1) ELISA ile antikor titrelerini gosterir. Kisaca, influenza virtisi HIN1; (SBL
Influenza Asis1, Sanofi Pasteur, Lyon, Fransa) ELISA plakalari iizerine kapland1 ve kobay serumu
oncesi ve sonrasi iki kat seyreltilerle inkiibe edildi, takiben yontemler'de tarif edildigi gibi biyotinile
edilmis tavsan-anti-kobay antikoru, HRP konjuge streptavidin ve TMB substrati uygulandi. Kesme
(kesikli ¢izgi) degeri (0.284 OD), negatif kontroller + 2SD'nin ortalamasiydi.

Tartisma

Havadan bulasan viral enfeksiyonlarin kontrollii bir ortamda hayvanlar arasinda yayilmasini
Onleyebilen ve ayni1 zamanda hizli tanimlama i¢in viriisii havadan toplayan, 12 voltta ¢alisan
basit bir iyonlastiric cihazi tarif ediyoruz. Hassas RT-qPCR tahlilleri ile birlikte bu 6rnekleme
yontemi, influenza viriisii, rotaviriis ve kalisiviriis gibi klinik agidan 6nemli birka¢ insan
virlisliniin hizli tespitini ve son derece hassas Ol¢limiinii miimkiin kilmistir. Cihaz, havadan
negatif pargaciklar1 ceken iyonlastiriciya pozitif yliklii bir 6rnekleme plakasinin takildig kiiciik
bir tagimabilir iyonlastiricidan olusur. Bu yeni iyonlastiric1 cihazin 6nemli avantajlari, basit
kullanim, yiiksek saglamlik ve havadaki patojenlere genis uygulanabilirliktir.
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Aktif iyonlastiricida aktif olmayan iyonlagtiriciya gore 6nemli 6l¢iide (~ 1500-3000 kez) daha
yiiksek sayida rotaviriis ve CaCV partikiiliiniin tespit edildigi gézlemi, bu teknigin havada viral
partikiilleri aktif ve verimli bir sekilde toplayabilecegi sonucuna varmistir. Benzer sekilde,
lateks partikiillerinin SEM ile gorsellestirilmesi, incelenen tiim boyutlardaki lateks
partikiillerinin aktif toplayici iizerinde yogunlastigini ortaya koydu. Ilgingtir ki, 35 nm'den 10
um'ye kadar genis bir partikiil boyutu yelpazesinin yogunlagmasi, teknolojinin genis bir
uygulama araligi sundugunu diisiindiiriir. Bununla birlikte, ¢cok biiyiik pargaciklar, havada daha
az sure kalacaklar1 6ngoriildiigiinden geri kazanimi azaltabilir

flging bir sekilde, diisiik miktarlarda CaCV'yi aerosol haline getirdigimizde (1.56 x 10* gen
kopyalar1 ve 1.87 x 10° gen kopyalar1), sirasiyla % 10.6 ve % 21'lik geri kazanim toplanimlari
gozlemledik. Havada daha az miktarda viriis dagilimi ile bu 6nemli 6lclide artan verimlilik,
viris-viris veya virus-hiicre kalinti pargaciklarinin havada daha uzun siire daha az
toplanmasindan kaynaklaniyor olabilir ve bdylece toplayici tarafindan daha giiglii elektrostatik
cekime yol acar. Ayrica, ¢ok sayida partikiiliin, kolektor plakasinin duvarlarinda veya
iyonlastirici tizerindeki kolektor plakasina bitigik alanlarda toplanmasi olasidir ve daha sonra
gercek zamanli PCR ile 6l¢giilemez; dolayisiyla elektrostatik etki dii-siik tahmin edilir.

Daha yiiksek virlis konsantrasyonlari havaya piiskiirtiildiigiinde, bu etki bu nedenle daha diisiik
geri kazanim tahminlerine yol agabilir. CaCV, rotavirus ve influenza virist kullanarak, tim
islem kademeleri boyunca (aktif iyonlagtirici ile toplama, RNA ekstraksiyonu, cDNA sentezi
ve gergek zamanli PCR) testin saglamligini degerlendirmek igin her aerosol viriis
konsantrasyonu igin li¢ bagimsiz deney gergeklestirdik. Toplama ve saptama asamasi birkag
kademeyi kapsamasina ragmen, her bagimsiz 6l¢iimden elde edilen minimum ve maksimum
virs miktar1 her zaman 1 log aralig1 i¢inde oldugundan testi olduk¢a saglam bulduk

Virslerin elektrostatik ¢ekim yoluyla inaktivasyonu sadece kisa siireli arastirilmistir"Bu
caligmada, rotaviriis ve CaCV, gen kopyalarina kars1 enfektivite orani ile belirlendigi iizere
iyonize havada onemli (>% 97) enfektivite (oran; CaCV 3.0 x 10 ?'den <7.8 x 10—4'e ve
rotaviriis 4.9 x 10 "den <7.6 x 10~>'e) kaybetti. Inaktivasyon mekanizmasi bu calismada agik¢a
arastirilmamistir, ancak inaktivasyon mekanizmalar: daha once tarif edildigi gibi reaktif tiirleri
ve / veya viriisii inaktive edebilen artan protein sarj seviyelerini igerebilir Viral lipid zarfi
ve protein kapsidinde hasara ve tahribata neden olabilecek lipid ve protein peroksidasyon
reaksiyonlart yoluyla reaktif oksijen tiirleri ve ozondan kaynaklanan enfeksiyon oraninin
azalmas1 onerilmistir’®. Ozellikle protein peroksidasyonu, adenoviriis, polioviriis ve rota- ve
kalisivirtisler gibi diger enteroviriisler gibi zarfsiz viriislerin inaktivasyonunda anahtar rol
oynayabilir. Zarfli viriislerin, lipid peroksidasyonu nedeniyle bulasiciligr yitirdigi ileri
strtilmektedir. Bununla birlikte, ozonun sitotoksitesi ozonun klinik uygulamasi i¢in biiyiik bir
engel olusturmaktadir. Havadaki iyon konsantrasyonunun arttirtlmasinin tavuklart hava
yoluyla dliimciil Newcastle hastalig1 viriisli enfeksiyonunun bulagsmasindan etkili bir sekilde
korudugu gosterilmistir™. Virtslerin negatif iyonla inaktivasyonunun kesin mekanizmasi
saptanmamistir ve daha fazla arastirilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, negatif ve pozitif
iyonlarin iiretimini kullanan bir ¢calismada, ozon seviyesi ithmal edilebilir diizeyde olmasina
ragmen (0,005 ppm veya daha az) °' influenza virisu inaktive edilmistir.

Cihazimiz, VTT (Finlandiya Teknik Arastirma Merkezi, Tampere, Finlandiya) ve ABD'deki
Hava Kaynaklar1 Kurulu tarafindan test edildigi iizere tespit sinirinin (0,002 ppm) altinda bir
kararli durum ozon konsantrasyonu salar, bu nedenle ozon bu durumda viral inaktivasyona
katkida bulunamaz. Bununla birlikte, « O2- gibi reaktif radikaller Uretilebilir ve bu, viruslerin
protein veya niikleik asit yapisina zarar vererek inaktivasyona katkida bulunabilir’’. VirQs
iyonizasyon olmadan odanin havasina nebiilize edildiginde bulasicilik kaybolmadigindan ve
dogrudan pozitif yiikli toplayici plakaya uygulandiginda sadece biraz azaldigindan,



bulasiciliktaki cogu azalmanin muhtemelen izoelektrik noktada degisikliklere ve dolayisiyla
kapsidin yapisal degisikliklerine neden olan artan negatif yukli seviyelerden
kaynaklanabilecegi Onerilmektedir. Arastirilan iki viriis zarfsiz oldugundan, lipid
modifikasyonu goz ardi edilebilir.

Bu calismanin en ilging ve biiyiik klinik 6nemi, iyonlastirici cihazin influenza viriisii
enfeksiyonunu kontrollii bir ortamda "gergek" kosullar1 taklit ederek tespit edip
onleyebildigine dair yeni bulguydu. intranazal enfeksiyon protokoliimiiz esasen daha &nce tarif
edildigi gibiydi*"*, Harley kobaylar1 ve Pan / 99 influenza viriisiiniin 5 x 10 plak olusturan
birimleri (pfu) kullanildi. Hartley tlrinln kobaylari, enfeksiyoz dozu (IDso) 5 pfu”* olan insan
influenza A virst turi Pan / 99'a (H3N2) karst oldukg¢a duyarli oldugundan, bu 6zellik viral
turd bu ¢alismalar i¢in en uygun hale olusturur. Dahasi Lowen ve arkadaslari, Pan / 99'un
aerosol yoluyla kobaylara % 100 bulastigim gdstermistir’®*°. Onceki ¢alismalar, kullanilan
enfeksiydz dozun, bu hayvan modelinde hem akcigerlerde hem de nazal pasajlarda’ 3 p.i. giin
civarinda bir viral biiyiime sigramasina yol agtigini da gostermistir ki, bu ¢calismamizdaki saf
hayvanlarin enfekte hayvanlardan gelen havaya maruz kaldigi bir zaman noktasidir.

Influenza viriisii bulasma sekli, bireylerle dogrudan temas, viriisle kontamine nesnelere
(fomitlere) maruz kalmayi ve bulasici aerosollerin solunmasini igerir. Kobay hayvan modelini
kullanan 6nceki ¢alismalar, kobaylar arasindaki Pan / 99 bulagsmasinin temel yolunun fomit
degil aerosol oldugunu gostermistir™”. Asilanmis hayvanlardan aerosol formunda yayilan vir(s,
cok diisiik gen kopya sayilarinda da olsa RT-qPCR ile aktif toplayict plakada tespit edilebilir.
Kobaylar1 bir konak modeli olarak kullanan Lowen ve arkadaslari, influenza viriisiiniin
hayvanlar arasinda aerosol yayiliminin hem bagil neme hem de sicakliga bagli oldugunu
gosterdi. % 20-30'luk diisiik bagil nem ve 5 °C sicakligin en uygun oldugunu ve 30 °C'de hicbir
yayilim tespit edilmedigini buldular. Diizenek sistemimizde sicaklik 20-21 °C arasinda ve
bagil nem % 35-36.2 arasinda tutulmustur.

Kobaylar1 bir konak modeli olarak kullanan Lowen ve ark.”, influenzanin aerosol yayilmasini
gosterdi. Tarif edilen iyonize edici cihaz, RT-qPCR tahlilleri ile birlikte agik bir teshis
potansiyeline sahipti. Kolay kullanim, diisiik maliyet, ozon i¢cermeyen iiretim, saglamlik,
yiiksek verimlilik ve diisiik voltajli (12 volt) calisma, biiyiik 6l¢ekli kullanim saglar. Ucaklar,
hastaneler, giindiiz bakim merkezleri, okul ortamlar1 ve diger halka agik yerler gibi bulasici
yayilma icin kritik olan konumlar, bdylece toplayici plakada havadaki viriislerin ve diger
patojenlerin toplanmast ve analizi ile izlenebilir ve kontrol edilebilir. Cihaz, potansiyelin
gercek yasam ortamlarinda daha fazla arastirllmasi gerekmesine ragmen, yayilimi 6nleme
potansiyeli de gosterir. Bu yenilik¢i teknolojinin ¢evre havasindaki viriisleri toplama ve
tanimlama konusunda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu sonucuna vardik.

Metodlar

Arastirma Tasarimi

Deney odas1 19 m® (B250 * L330 * H235cm) hacimli topraklanmis metal duvarlara sahiptir.
Odaya havadaki partikiillerin toplanmasi ve analizi igin tasarlanmis bir aktif ve bir inaktif
iyonlastirici cihaz birbirine 64 cm mesafeyle, nebiilizére (Aiolos Albatross, Aiolos, Isvec) esit
uzaklikta (215 cm) yerlestirildi.. Deney 6ncesinde ve sirasinda bir partikiil sayact (PortaCount
Plus, TSI Incorporated, ABD) kullanildi. Aerosol deneylerinin baglamasindan 6nce, oda aktif
iyonlastiric1 kullanilarak partikiiller bosaltildi ve kollektor plakasi deneyler baslamadan 6nce
desarj edildi ve yeni bir toplayici plaka ile degistirildi. Deneyler, partikiil sayimlari, genellikle



40 dakikada ulasilan bazal seviyeye tekrar ¢ikana kadar strduruldi. Her aerosol deneyinden
once nem ve sicaklik kosullar 6lgiildii.

lyonizer teknolojisi ve cihaz

Bu ¢alismada kullanilan iyonlastirici cihaz, LightAir AB, Solna, Isve¢'ten (www.lightair.com)
iyon akish iyonlastirma teknolojisi temelinde gelistirildi ve bu calisma i¢in Stockholm,
Karolinska Enstitiisii, Mikrobiyoloji Boliimii tarafindan modifiye edildi. isveg. Cihaz (13 x 35
cm boyutunda), kolektor plakasi olarak 47 mm ¢apinda iletken yiizeyli (GP plastindustri,
Gislaved, Isvec) plastik bir kap takilarak modifiye edildi Kolektor plakasi, giivenlik
nedeniyle 80 pA'dan ¢ok daha diislik bir akima sahiptir, ancak iyonlastirici, 200.000 eV'den
daha yiiksek bir asir1 yiiksek voltaja devinir. Iyonlastirici, havadaki pargaciklarin yiizey
molekdllerini negatif yuklu hale getirecek ve bdylece onlarda pozitif yiikli toplayici plakaya
cekecek elektronlar olusturur. Bu cihaz, VTT Teknik Arastirma Merkezi Finlandiya, Tampere,
Finlandiya tarafindan test edildigi {izere, sabit durum ozon konsantrasyonunun tespit sinirinin
(0,002 ppm) altinda oldugu saniyede yaklastk 35 000 milyar -elektron iiretir
(www.lightair.com). Ayrica ABD'de ARB (Hava Kaynaklar1 Kurulu) tarafindan ozon testine
tabi tutulmus ve onaylanmistir. Ornekleme siiresinin bitiminden sonra iyonlastirici kapatildi ve
toplayici plaka bir kapakla kapatildi ve analize kadar -20 °C'de saklandi. Toplayici plakalarda
yakalanan virusler, rotaviriis, CaCV ve influenza virtsu icin bir RT-qPCR ile analiz edildi ve
aktif ve inaktif iyonlastiricilarin sonuglart karsilastirildi. Toplanan viriislerin ve lateks
parcaciklarinin gorsellestirilmesi i¢in tarama ve transmisyon elektron mikroskobu kullanildi.

Virtslerin ve Lateks partikillerin aerosol deneyleri

Farkli miktarlarda rhesus rotaviriis (genotip G3P [3]), influenza virtst (H1N1 turt, Salomon
adasi, inaktive edilmis) ve CaCV tiirii 48 (Vesivirus cinsi) su iginde 5 mL nihai hacme kadar
seyreltildi. Taramali elektron mikroskop ve enfektivite analiz aerosol deneylerinde, viris
Eagles MEM'de seyreltildi. Farkli konsantrasyonlardaki viriis siispansiyonlari, bir nebiilizor
kullanilarak oda igine aerosol olarak puskurtildd. Her deney, ti¢lii olarak gergeklestirildi ve
aerosolize edilmis viriis ve lateks partikiillerinin toplanmasi1 40 dakika boyunca gergeklestirildi.

Gecirimli elektron mikroskopi (TEM)

Influenza ve rotaviriis ile yapilan aerosol deneyi sirasinda toplayici (izerine karbon / Formvar
kaplt 400 gozlii bakir 1zgaralar yerlestirildi. Daha sonra 1zgaralar, % 2 fosfotungstik asit ile
negatif olarak boyanmadan ve TEM ile analiz edilmeden 6nce % 1 sigir serum albiimini (BSA)
igeren Eagles MEM'de rehidre edildi. Ornek basina on 1zgara karesi analiz edildi ve birim alan
basina virlis partikiillerinin sayis1 hesaplandi.

Taramali elektron mikroskopi (SEM)

Toplanan numuneler, hava gecirmez bir cihaza (GP Plastindustri AB, Gislaved, Isvec) takilan
bir polikarbonat 0.6 pm filtrenin (Nucleopore, Inc) yilizeyine eklenmistir. Filtre, oda
sicakliginda kurutuldu, 40 A kalinhiginda iyonize altin tabakasiyla kaplandi ve SEM (Philips
Yiiksek Coziiniirliiklii SEM 515) ile analiz edildi. Yontem daha 6nce sitomegaloviriisiin yant
sira beyin omurilik sivisi ile ilgili calismalarda kullanilmis ve rapor edilmistir


http://www.lightair.com/

Toplama plakalarindan Viral RNA'nin ¢ikariimasi

Toplayici plakalara eklenen viral partikiiller, dogrudan kolektor plakasina eklenen 1 mL viral
liziz tamponu (tampon AVL, QlAamp viral RNA mini Kiti) ile lize edildi ve Ureticinin
talimatlarina gére QIAamp Viral RNA Mini Kit (Kat. no: 52906 Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak hemen viral RNA’nin eldesine yonelindi. Her numune, 60 uL RNaz icermeyen %
0.04 sodyum azid (AVE tamponu; Qiagen, Hilden, Almanya) ihtiva eden su ile elute edildi.

Ekstrakte edilmis viral RNA'nin ters transkripsiyonu

Ekstrakte edilen viral RNA'nm 28 pL'si 50 pmol Pd (N)e rastgele hekzamer primer (GE-
Healthcare, Uppsala, Isvec) ile karistirild1 ve 2 dakika buz iizerinde hizla sogutuldu, ardindan
bir Illustra Ready-To- Ters transkriptaz PCR (RT-PCR) boncuk (GE-Healthcare, Uppsala,
Isveg) ilave edildi ve 50 uL'lik son bir hacme getirmek icin RNaz icermeyen su eklendi.
Rotavirls icin, dsRNA'y1 denatiire etmede baslangigta 97 °C'de 5 dakika sureyle bir
denatlrasyon asamasi gergeklestirildi. Ters transkripsiyon (RT) reaksiyonu, daha sonra ger¢ek
zamanli PCR’de kullanilan cDNA'y1 liretmek i¢in 42 °C'de 40 dakika siireyle gergeklestirildi.

RotavirUs icin kantitatif gercek zamanli PCR

Rhesus rotaviriis, daha 6nce agiklandigi gibi bir LUX ger¢ek zamanli PCR testi kullanilarak
saptand1 ve miktar1 belirlendi’. Bu gergek zamanli PCR, her VP6 alt grubu ic¢in farkli
floroforlara sahip etiketli primerler ve yar1 kantifikasyon i¢in harici plazmid standartlar
kullanir™.

CaCV icin kantitatif gercek zamanh PCR

CaCV, primerlerle bir ABI prizmasi 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) lizerinde bir
SYBR yesil analizi kullanilarak saptandi ve 6l¢iildii; (nihai konsantrasyon 200 nM) CaCV-3
(5-ACCAACGGAGGATTGCCATC-3" (GenBank erisim no. AF053720'ye gore 393 ila 410
niikleotidleri) ve CaCV-4 (5-TAGCCGATCCCACAAGAAGACA-3" (nlkleotidler 452 ila
474), CaCV turi 48. Reaksiyon, 10 uL 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) i¢inde 2 pL. cDNA ile ve 20 pL nihai hacme kadar su ile gergeklestirildi. Asagidaki
dongii programi kullanildi: 10 dakika stireyle 95 °C, ardindan 15 saniye siireyle 95 °C'de 45
dongll ve 1 dakika siireyle 60 °C dongi. Erime egrisi analizi, PCR tamamlandiktan hemen
sonra 95 °C'de 15 saniye 1sitma, ardindan 1 dakika 60 °C'ye sogutma ve ardindan siirekli
floresans kayd:i ile 0.8 °C dakika -1'de 95 °C'ye 1sitma yoluyla gerceklestirildi. Erime
sicakliklari, Sekans Algilama Yazilimi versiyon 1.3.1 (Applied Biosystems) kullanilarak tiim
numuneler (zerinde belirlendi ve negatif tiirevlerin sicakliga karsi grafigini ¢izerek
gorsellestirildi.

Rotavirts ve CaCV ile enfektivite calismalari icin érnekleme

Iyonlastirma teknolojisinin viriis enfeksiyonu iizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigin
belirlemek icin rhesus rotavirls ve CaCV aerosol haline getirildi ve 1 mL Eagles MEM ile
kaplanmis aktif iyonlastiric1 toplama plakalarinda toplandi. Rotaviriis (1 x 108 peroksidaz
olusturan birim) ve CaCV (1 x 10° peroksidaz olusturan birim), her biri toplam 5 mL hacimde
aerosol haline getirildi ve 40 dakika siireyle toplandi, ardindan viral enfeksiyon ve genom
kopya sayis1 belirlendi.

Iyonize havanin kendi basina viral enfektivite iizerinde bir etkisi olup olmadigini belirlemek
icin rhesus rotavirlis aerosol haline getirildi ve nebiilizérden 30 cm uzaga yerlestirilen,
iyonizasyon olmadan 1 mL Eagles MEM igeren bir toplayici plaka iizerinde yakalandi.



Toplayic1 plakanin elektrostatik ¢ekiminin viral enfektiviteyi etkileyip etkilemedigini
belirlemek icin, 1 ml Eagles MEM icinde rotaviriis (2 x 10° peroksidaz olusturan birim) ve
CaCV (2 x 10° peroksidaz olusturan birim), inaktif ve aktif toplayic1 plakalara 40 dakika
streyle eklendi. Plakalar daha sonra viral enfeksiyon ve genom kopyalarinin sayisi belirlenene
kadar -20 °C'de saklandi.

Rotaviriis ve CaCV enfeksiyonunun belirlenmesi

Rotaviriis stoku ve numuneleri Eagles MEM'de 1:10 oraninda seyreltildi ve ardindan iki kat
seyreltilerek inceltildi. Viral enfektivitenin belirlenmesi, 96 hazneli plakalarda 30 birlesenli
Yesil maymun bobrek hiicreleri (MA104) lizerinde daha once tarif edildigi gibi gergeklestirildi.
CaCV enfektivitesi, esas olarak rotaviriis i¢in oldugu gibi, numunelerin 48 hazneli plakalarda
birlesik Madin-Darby Canine Bébrek (MDCK) hiicrelerine eklenmesi ve enfektivite daha dnce
tarif edildigi gibi belirlendigi ve RT-qPCR ile teyit edildigi modifikasyon ile dogrulandi.
Enfektivitenin azalmasini belirlemek icin, viral genom kopya sayilarinin enfektiviteye orani
aerosol haline getirilmis viriis, aktif ve inaktif toplayici plakalara maruz kalan viriis ve viral
stok arasinda karsilastirildi.

Hayvanlar

Kobaylar, Hartley cinsi disi, 300-350 gr, Karolinska Enstitisu, Astrid Fagraeus
Laboratuvari'nda, Tarim Kurulu ve Avrupa Konseyi Konvansiyonu'nun bilimsel amagclarla
kullanilan omurgali hayvanlara iligkin onayli yonergelerine gore barindirildi. Deneysel
protokol Stockholm'deki Hayvan Etik Komitesi tarafindan onayland1 (izin Numarasi: N177 /
11).

influenza virlisiiniin havadan yayilimi

Iyonize teknigin influenza viriisii enfeksiyonunun bulasmasini énleyip engelleyemeyecegini
aragtirmak i¢in bir kobay hayvan modeli kullaniyoruz, ¢iinkii bu model influenza virlisunin
aerosol bulasma calismalarmin bir modeli olarak basariyla kullanildi***. Insan influenza A
virlisu, Pan / 99 tlrd (ihtimamla Peter Palese, New York, ABD tarafindan saglanmistir), bu
tlrin st solunum yollarinda etkili bir sekilde ¢ogaldigi ve kobaylarda fomitlerle degil
aerosollerle etkili bir sekilde yayidig1 gosterildiginden kullanilmistir. Disi kobaylar, 300-350
g, Hartley tiri, Astrid Fagreaus Laboratorium, Solna, Stockholm'de barindirildi (Etik izin
N177 / 11). Do6rt hayvana periton ici 50 mg / kg ketamin (Ketalar el Ketaminol) ve ksilazin
(Rompun) 5 mg / kg enjeksiyonu ile anestezi uyguland: ve 100 uL'de 5 x 10° pfu Pan / 99
virsu (her bir burun deligine 50 uL) ile intranazal olarak enfekte edildi. Enfekte olmus dort
hayvanin timii deney kafesine yerlestirildi (Sekil 3, kafes "A"). 30 saat p.i.'de, bulagma
kafesinin yanina (Sekil 3, kafes “B”) 15 cm mesafede dort saf enfekte olmamis kobay
yerlestirildi. Hava kafesler arasinda serbestce akiyordu, ancak asilanan ve maruz kalan
hayvanlar arasinda dogrudan temas yasaklandi.

Dort saf kobay 24 saat maruz birakildi ve daha sonra hayvanlar arasinda aerosol gecisinin
olmamasini saglamak icin ayr1 ayri havalandirilan kafeslere konuldu. Aktif ve inaktif bir
iyonlastirict ile iki 6zdes deney gerceklestirildi. Nazal olarak enfekte olmus hayvanlar,
maruziyet siiresinden sonra ¢ikarildi ve akciger ve trakea biyopsileri toplandi (54 saat p.i.) ve
RT-gqPCR ile influenza viriisii arastirildi. Maruziyetten 21 giin sonra, enfekte olmamis
kobaylardan serum alindi ve influenza A viriisiine karsi antikorlarin prevalanst ELISA ile
belirlendi. Enfekte kobaylara maruz kalmadan dnce (sera 6ncesi) ve maruziyetten 21 giin sonra
(sera sonrasi) her hayvandan alinan sera analiz edildi.



influenza A antikorlarinin ELISA tespiti

Kisaca, formalin-inaktivali Influenza A virus HIN1 (SBL Influenza Vaccine, Sanoil Pasteur,
Lyon, Fransa) sivamali 96 hazneli plakalar (Nunc, 96 F MAXISORP, Roskilde, Danimarka),
stvama tamponunda (0.05 M sodyum karbonat tamponu, pH 9.5-9.7) 5 ug / mL'de seyreltildi
ve +4 °C'de gece boyunca inkiibe edildi. Oyuklar x3 (% 0.9 NaCl ve% 0.05 Tween-20) ile
yikandi ve 37 © C'de 1 saat PBS tamponu i¢cinde% 3 BSA ile bloke edildi. Serum numuneleri
1: 100 oraninda seyreltildi ve ayrica seyreltme tamponunda (% 0.5 BSA ve% 0.05 Tween-20
iceren PBS) iki kat seyreltildi ve 37 © C'de 90 dakika inkube edildi. Hazneler 3 kez (% 0.9 NaCl
ve% 0.05 Tween-20) ile yikandi ve 37 °C'de 1 saat PBS tamponu icinde % 3 BSA ile bloke
edildi. Serum numuneleri 1: 100 oraninda seyreltildi ve ayrica seyreltme tamponunda (% 0.5
BSA ve% 0.05 Tween-20 iceren PBS) iki kat seyreltildi ve 37 °C'de 90 dakika inkiibe edildi.
Plakalar daha sonra 5 kez yikandi ve 60 dakika siireyle 37 °C'de ikincil biyotinlenmis kegi-anti
kobay antikoru (Vector, BA-7000) ve yaban turpu-peroksidaz (HRP) konjuge Streptavidin
(DAKO, Danimarka, P0397) ile her ikisi de ayni sicaklikta 1: 3000 oraninda seyreltmeli inkiibe
edildi. Plakalar daha sonra 5 kez yikandi ve her hazneye 100 uL tetrametil benzidin (TMB)
substrat1 (Sigma Aldrich, T-0440-16) eklendi, reaksiyon 10 dakika surdirildi ve 100 uL 2 M
H>SO4 eklenerek durduruldu. Absorbans, bir ELISA okuyucusunda (VersaMax, Molecular
Devices) 450 nm'de oOlgiildii. Kesme degerleri, negatif kontrol OD'nin ortalama degeri ve
SD'nin 2 kat1 olarak hesaplandi.

Kobay dokusundan influenza RNA'sinin ekstraksiyonu

RNA, enfekte kobayin trakeasindan ve akciger dokusundan ¢ikarildi. Kisaca, 100-250 mg doku
bir doku homojenlestirici ile homojenize edildi ve toplam RNA, {ireticinin talimatlarina gore
RNAeasy Midi Kit (Qiagen) ile ekstrakte edildi.

influenza virlisu igin kantitatif gergek zamanli PCR

Kobay doku o6rneklerinin yani sira toplayict plakalarda influenza A viriisiinii saptamak ve
6lgmek igin, F1-mxA (150 nM) (5"-AAGACCAATYCTGTCACCTCTGA- primerleriyle Tek
Adimhi Taq Man gercek zamanli RT-PCR testi 46) 37), F3-mxA (150 nM) (5'-
CAAGACCAATCTTGTCACCTCT GAC-3) ve R1-mxA (900 nM) (5-
TCCTCGCTCACTGGGCA - 3°) ve problar P1-Mx (110 nM) (5 -FAM-
TTGTGTTCACGCTCACC - MGB - 3) ve P2-Mx (110 nM) (5-FAM-
TTTGTATTCACGCTCACCG — MGB -37), Rotor-Gene Probu RT-PCR Kiti (Qiagen) ile
kullanildi. Gergek zamanli PCR reaksiyonu, asagidaki dongii protokolii ile bir Corbett Rotor-
Gene 6000 (Qiagen) icinde gerceklestirildi: 10 dakika igin 50 °C, ardindan 45 dongulii 5 saniye
icin 95 °C ve 15 saniye icin 57 °C.
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Dip notlar

Yazar Katkilan L.S., HW., R.N., M.H. ve J.N. deneyleri tasarladi, R.N. iyonlagtirici cihazi gelistirdi,
deney odasinin kurulumunu hazirladi ve taramali elektron mikroskobu, L.S., M.H., J.N. ve R.N.
deneyleri gerceklestirdi, K.O.H. transmisyon elektron mikroskobu yapti, M.H. ve J.N. laboratuvar
analizini yapti, L.S. ve H.W. verileri yorumladi, L.S., HW., M.H. ve J.N. el yazmasini toparladi.
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