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OZET

Bir cok viral infeksiyonun tanisi, virlisiin hicre kiltiriinde izole edilmesine dayanir. Bu konuda uzmanlik 6grencilerine egitim veril-
mesi Klinik Mikrobiyoloji uzmanlik egitiminin énemli bir parcasidir. Bu derlemede, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalr'nda, hiicre kulturi yontemleri ve uygulama becerileri konusunda uzmanlik 6grencilerine verilen bir
egitim modeli sunulmustur.

SUMMARY

The primary diagnostic technique for most viral infection is the isolation of virus in cell culture. Training of residents on cell culture
techniques is important for Clinical Microbiology training programme. In this paper, a training model on cell culture technique and
application skills for the residents at the Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Medical Faculty, Ege University, are
presented.

infeksiyon hastaliklarinin etkeni olan mikro-organizma-  rencilerine egitim verilmesi Klinik Mikrobiyoloji uzmanlik

larin, beslenme ve Gremeleri igin gerekli temel maddele-
re ve cgevre faktorlerine gereksinimleri vardir. Zorunlu
parazit seklinde yasayan viruslar Greyebilmek icin mutla-
ka canli ortama gereksinim duyarlar.

Viruslarin etken oldugu hastaliklarin erken ve dogru ta-
nimlanmasi, epidemiyoloji, prognoz ve halk saghg aci-
sindan c¢ok Onemlidir. Bir ¢ok virus hastaliginda
infeksiyon devam ettigi siirece etkenin izolasyonu ve
hastaligin kesin tanisi mimkindir. Fakat bu izolasyon
bakteri infeksiyonlarindaki kadar hizli ve kolay degildir.
Virus identifikasyonu ince bir teknik, yetismis personel ve
donanimli bir laboratuvara gereksinim duyar ve bu zor-
luklari nedeniyle bir ¢ok llkede referans laboratuvarlari
tarafindan yapilabilmektedir. Bu konuda uzmanlik 6g-

egitiminin énemli bir pargasidir. Ege Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD’da uzman-
lik d6grencilerine bir aylik rotasyonlarla agagidaki egitim
programi uygulanmakta ve geri bildirim alinmaktadir.

Amag

Hucre kultarl laboratuvarinda uygulanan standart yén-
temler konusunda bilgi ve beceri kazandirmak

Ogrenim hedefleri

1. Hucre kultiri genel laboratuvar diizenini 6grenmek

2. Hicre uretme ortami sivilarini hazirlama, saklama
kosullari ve sterilizasyon yéntemlerini 6grenmek

3. Hicre stok agma/stoklama yontemlerini 6grenmek
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4. Hucre dizisi olugturma ve bunu surdirme konusunda
bilgi ve beceri kazandirmak

5. Rutin olarak kullanilan hiicre dizilerini tanima, ayirt
etme, hangi etkenler igin hangi hiicre dizisinin kulla-
nilmasi gerektigini 6grenmek ve uygulamak

6. Ekim oncesi 6rneklere uygulanan islemleri 6grenmek
ve uygulamak

7. Hucre dizilerine 6rnegin inokiilasyonunda kullanilan
yéntemleri 6grenmek

8. Etkenin tanimlanmasina yonelik saptama yéntemleri
konusunda bilgi ve beceri kazanmak

Teorik konular
1) Laboratuvar diizeni ve kullanilan araglar

Viroloji ve hucre kulttru laboratuvari, islemlerin ayri oda
ve hava akimina sahip kabinlerde (Klass 2 kabin-pozitif
basingli HEPA filitreli) yapildigi sekilde olusturulmahdir.
Bakteri ve mantar kontaminasyonundan korunmak igin
calisma alani, ¢alisiimadan 6nce ve sonra dezenfektan
ve UV ile temizlenmeli, diger durumlarda temiz ve tozsuz
tutulmalidir. Farkl hiicre dizileri ayni anda iglenmemeli-
dir. Hicbir sivi agiz ile pipetlenmemelidir. Flasklar kulla-
nilmadan 6nce %70’lik alkol ile silinmelidir. Olasi bir
kontaminasyon durumunda erken farkina varmak igin,
hiicre Uretme besiyerleri 6rnek ekilmedigi slirece antibi-
yotiksiz kullaniimalidir.

Mikroskoplar: Hicre kiltiri laboratuvarinda iki tip mik-
roskop kullanilir. Flasklarda hucrelerin tek tabaka olup
olmadigi, shell-vial ylizeyinde yeterli hiicre olup olmadigi
ve ekimlerden sonra sitopatik etkinin izlenmesi igin
“inverted” mikroskop ve floresan antikor reaksiyonlarini
izlemek icin floresan mikroskopu kullanilir.

Su banyosu: Dizenli olarak temizlenmeli ve hiicrelerin
kontamine olmasi 6nlenmelidir. Azot tankindan cikarilan
hiicre stoklarinin hizli eritimesinde ve FCS’nin inaktive
edilmesinde kullanilir.

Santrifiijler: Shell-vial ydonteminde, tlplere hasta érnekle-
ri ekilmesi amaciyla kullanilir. Ayrica bazi hasta érnekle-
rinin bakteri ve epitel hicrelerinden arindiriimasinda da
kullantlir.

inkiibatér: Hicre Kiltirh ile ilgili tim iglemlerde %5-10
CO_'li inklibatorler kullanilir. Duzenli olarak temizliginin
yapilmasi kulttrleri kontaminasyondan korur. 37° C ve
%90-95 nemli ortam saglanir.

Glivenlik kabinleri: Kabinlerin biri “temiz” kavramli isler
(hiicre Uretme ortamlarinin hazirlanmasi, hiicre pa-
sajlanmasi, stok agma ve hiicre stoklama islemleri) icin
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digeri “kirli” kavraml igler (hasta 6rneklerinin hazirlan-
masi, hlicrelere ekimi ve virus tanimlamasinda) igin kul-
laniimahdir.

Buzdolabi ve dondurucular: Hicre Uretme sivilari 2-
8°C'lik sogutucularda, bazi tanimlama geregleri, FCS, L-
glutamin, antibiyotik sollsyonlari vb. —20°C’de, hemen
kullanilacak huicre stoklari, hasta érnekleri, sulandiriimis
monoklonal antikorlar vb —80°C’de, hiicre ve virus stok-
lari ise —196°C’de (azot tanki) saklanir.

2) Hiicre iiretme ortami sivilarini hazirlama, saklama
kosullari ve sterilizasyon yéntemleri

Hucre kdilttrlerinde, hicrelerin Gremesi ve canliliklarinin
devami icin gesitli ydntem ve ¢ozeltiler kullanilir. Bunla-
rin ortak &zellikleri, vitaminler, amino-asitler, glikoz ve
organik madeler eklenmis tamponlu tuz ¢ozeltileri icer-
meleridir. Hicreler 6zel besiyeri sivisinda siispansiyon
haline getirildikten sonra gesitli ydntemlerle tlplerde (re-
tilir.

Vucutta hlcreler ve dokular devamli olarak yikim urtnle-
rini ortadan kaldirip beslenmeyi sadlayan, dolagsan vicut
sivilari ile temas halindedirler. Bu sivilar tim bélimler
icin gerekli olan canhhgi, farklilasmayi ve hicrelerin bu-
yumesini saglarlar. Buna benzer, canh hicreler in-vitro
olarak Uretildiginde kdltir sivisi, hiicrelerin tim beslen-
me gereksinimlerini kargilar. Viruslarin her birini degisik
hicre dizileri kullanarak tGretmek mimkuindur. Virls izo-
lasyonunda kullanilan hiicre dizilerinin idame ve Uretilme
sivilari hicrenin 6zelligine gére degisiklik gosterir. Ge-
nellikle hiicre dizisinin alindigi ticari kuruluglarda, hicre
dizisi ile birlikte idame, Uretme ve stoklama sivilarinin
formdlleri de bulunur. Yeni hiicre dizisi agildiginda, pozi-
tif kontroller ile viral izolasyon yapip yapmadigi (endojen
virislerle kontaminasyon), kullanilan sivilarin Uremeye
engel olup olmadidi (toksisite testi), sterilizasyon kontro-
10 (bakteri ve mantarlar igin) ve Mycoplasma cinsi bakte-
riler ile kontaminasyonu kontroll yapilir. Bu kontroller yil
icinde dlzenli araliklarla tekrarlanir.

3) Hiicre Kkiiltiirii kavrami, hiicre koékenleri, hiicre
dizisini stoklama, stok a¢ma ve idame ettirme
yoéntemleri

Hiicre kiiltiirti: Bu yontemin temel ilkesi, canli dokulardan
alinan pargalarin in-vitro kosullarda yagsama ve lremele-
rini saglamaktir. Tup, sise gibi laboratuvar gereglerinde
uygun besleyici sivilarin iginde Uretilerek kullanilan canli
dokulardir. Bu amagla ¢esitli canlilarin — insan, maymun,
tavsan, kobay, fare- gesitli organlari — bdbrek, akciger,
timor, amniyon zarlari vb — 0nce pargalanarak tek tek
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hicrelere ayrilirlar. Bu hicreler gesitli tuzlar, tampon
maddeleri, amino-asitler, vitaminler, dana veya at seru-
mu iceren besleyici sivilarda sispanse ederek steril tip
veya siselere koyulur. Bu hiicre siispansiiyonu 36° C’de
bekletildiginde hiicreler kabin ¢eperine yapisarak urerler.
Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiilttir(i denir.

Cok cesitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde
edilen hicre kalttrtarleri Gg bélimde incelenir:

1) Primer (birincil) hicre kulttrleri
2) Sekonder veya diploid hiicre kultirleri
3) Surekli veya heteroploid hicre kilturleri

Primer hiicre kiiltiirti: Dokulardan tripsin ile ayristirilarak
elde edilen hicrelerin in-vitro Uretilmeleri ile elde edilen
kiiltiirlere denir. /n-vitro kosullarda pasajlari kisith olup,
bir kag pasajdan sonra Ureyebilme yeteneklerini kaybe-
derler. Ornegin: Insan embiryonu bdbregi (HEK), insan
amniyonu (HAM), Reziis maymun bobregi (RhMK), yesil
maymun bébregdi (GMK), tavsan bébregdi (RK).

Sekonder hticre kiiltiri: Normal kromozom sayisina sa-
hip diploid hiicrelerden elde edilirler. En fazla 50 kez pa-
sajlar yapilabilir. Ornegin:WI-38, MRC-5 vb.

Siirekli hiicre kdiltiirti: Teorik olarak sonsuz pasajlari ya-
pilabilir. Genellikle habis tiimorlerden elde edilirler.
Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve kromozom
sayllar sabit degildir. Ornegin: insan larenks epidermoit
karsinomu (Hep-2), insan nazofarenks karsinomu (KB),
insan serviks karsinomu (HelLa), yesil maymun bdébregi
(Vero).

Bizim laboratuvarimizda stirekli hiicre dizileri kullanilarak
egitim verilir.

Hiicre dizisi stok agma/stoklama: Hicre dizisini
pasajlama ve stoklama sirasinda hicrelerde bazi degi-
siklikler olusabilir. Bu degisim; kultir ortamindaki degi-
sikliklerden, hicreler iginde bir grubun asiri gogalmasin-
dan veya genomik degisikliklerden (spontan mutasyon)
kaynaklanabilir. Bu olasiliklari en aza indirmek igin;
laboratuvar kosullari standardize edilmeli, saf ve klonu
tanimlanmis hiicreler secilmeli ve stokta saklanan hicre-
lerin aralikli olarak rutine sokulmalari gerekir. Hucre
pasajlama islemi flasklarda tek tabaka halinda bulunan
hicre dizilerinin zarar verilmeden yilzeyden is1 ve tripsin
yardimiyla kaldirihp sivi iginde suspanse ederek baska
ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan ortam
(tbp, flask, shell vial vb) %5 CO-'li etivde 37° C’de hiic-
reler tam tabaka olana kadar inkiibe edilir. Standardi-
zasyon agisindan her pasajlama isleminde hiicre sayimi
(Huicre sispansiyonunun konsantrasyonu hiticreler optik
olarak diiz bir hazneye konularak mikroskop altinda sa-
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yilir. Tanimlanmig ve derinligi belli bir alan igindeki hiic-
reler sayilir. Hiicre sayiminda hemositometre kullanilir)
ve hicre canhihdini (trypan blue canlilik testi) degerlendi-
ren testler yapiimalidir.

Omdirlii hiicreler, 5. veya 10. pasaj sonrasinda yeterli
sayida ¢ogalirlar ve stoklanabilirler. Strekli hiicreler, da-
ha hizli Urerler, daha kolay klonlanirlar ve genetik olarak
daha labildirler. Yeterli miktarda Uretildikten sonra stok-
lanabilirler.

Stoklamada kullanilan besiyeri ve serum ayni marka ve
lotta olmali ve hiicre dizisinin seleksiyonu 6nlenmelidir.
En iyi stoklama isisi sivi nitrojenle yapilandir. Stoklana-
cak hiicre igine mutlaka prezervatif sollisyon konulmali-
dir. Yavas yavas sogutulmali ve —70° C’nin Uzerine u-
lastiginda sivi nitrojene (-196° C) konmalidir. —80° C’de
hicreler 6 ay-1 yil canliliklarini koruyabilirler. Stoklana-
cak hicreler en fazla 24 saatlik olmalidir. Hiicreler yavas
dondurulup hizl eritililer. Bu ytzden, hiicre agma isle-
minde azot tankindan c¢ikarilan kriyotiipler hemen 37°
C’'lik su banyosunda hizla eritildikten sonra hiicre dizisi-
ne uygun Uretme sivilari icine alinarak tek tabaka Ure-
yinceye kadar etlivde bekletilirler.

4) Izole edilecek viriise en uygun hiicrenin kullanil-
masi

Daha 6nce yapilan galismalarda, virislerin tiplerine gére
farkh hicre dizilerinde daha iyi Uredikleri gosterilmistir.
Standart tlp kaltiri ve shell vial hiicre kiltiriinde izole
edilecek virlse gore kullanilan hiicre dizileri Tablo 1 ve
2'de gosterilmistir.

5) Klinik érnegin alinma ve ekime hazirlama yéntem-
lerinin é6grenilmesi

Virus infeksiyonlarinda, 6érnek mumkin oldugu kadar
infeksiyonun ilk dénemlerinde ve hastalik etkenin en ¢ok
bulunacag@i yerden alinmalidir (Tablo 3). Hastalik ilerle-
dikce etkene karg! olugsan antikorlar nedeni ile izolasyon
glclesir.

Viruslar sicaga ¢ok duyarli olduklari igin alinan érnekle-
rin mimkinse hemen uygun kosullarda (kuru buz)
laboratuvara ulastirilarak ¢aligiimasi gerekir. Hemen ¢a-
lisiimayan érnekler dondurularak (-80° C) saklanmalidir.

Steril 6rnekler (kan, beyin-omurilik sivisi, plazma, serum)
hi¢ bir islem yapilmadan uygun hicre dizilerine ekilir.
Bogaz slriintlsl, digki, idrar veya infekte dokular gibi
¢ok miktarda bakteri iceren 6rnekler ise bakderisidal a-
janlar (antibiyotik, eter vb) ve mekanik yodntemlerle
(filitrasyon, santrifiijleme) ornekte bulunan bakteri yogun-
lugu azaltildiktan sonra hticre dizilerine ekilir.
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Tablo 1. Standart virus izolasyon yénteminde kullanilan hicreler

Virus PMK HEK RK HEp-2 Vero BGM RD ML CV-1 HL MRC5 Hela HEL
Adenovirus + + + + + + + +
Koksakivirus A + +
Koksakivirus B + + + + + + +
Sitomegalovirus + + +
Ekovirus + + + +
HSV I-lI + + + + + + + + + +
influenza +
Kizamik v. + + + + +
Kabakulak v. + + + + +
Parainfluenza + +
Polyovirus + + + + + + + +
RSV + + + +
Rinovirus + +
Rotavirus + + +
Kizamikgik v. + +
Varisella-Zoster + + +

Tablo 2. Shell vial izolasyon yéntemi ile virlis izolasyonunda kullanilan hiicreler
Virus PMK HEp-2  A549 Vero BGM ML CV-1 HL MRC5 Hela McCoy
Adenovirus + + + +
Klamidya + + + +
Sitomegalov. + +
HSV I-I + + + + + +
influenza + + +
Kizamik v. + + +
Kabakulak v. + + +
Parainfluenza + +
RSV + + + + +
Rotavirus + + +
Varisella-Zoster + +

Tablo 3. Etkenlere gore 6rnegin alinma yeri ve zamani

Etken Ornek Ornek alma zamani
Adenovirus Bogaz surlntus, rektal surintd, idrar, konjuktival strintu Semptomatik hastalik sirasinda
Klamidya Servikal, Uretral surunti, konjuktival striinti Semptomatik hastalik sirasinda

Sitomegalovirus
Enterovirus
Herpes Simpleks
influenza
Kizamik virusu
Kabakulak
Parainfluenza
RSV

Rhinovirus
Rotavirus
Rubella
Varisella-zoster

idrar, bogaz siiriintiisii, buffy coat

Bogaz suruntist, BOS, diski, rektal siiriintl

Vezikll sivisi/suriintiist, bogaz /agiz striintisi, vaginal striintl
Bogaz/nazofarengeal siiriintl, burun surtintiist, BAL
Bogaz surlntusd, idrar, kan

Bogaz surlntisd, idrar, kan

Bogaz/NP yikama veya surintu

NP yikamal/aspirat/striintli, bogaz strintiisu

NP yikama sivisi/sirintu

Diski

Bogaz surintusu, digki, idrar

Vezikil sivisi/strintisi, lezyon siriintisu

Semptomatik hastalik sirasinda

Semptomlarin ilk haftasinda
Lezyonlarin ilk 3 guninde
Semptomlarin ilk 3 gunu
Semptomlarin ilk 2 gunua
Semptomlarin ilk 7 ginu
Semptomlarin ilk 3 giinu
Semptomlarin ilk 3 glinu
Semptomlarin ilk 2 guna
Semptomlarin ilk 5 gunu
Semptomlarin ilk 4 guna
Semptomlarin ilk 2 giinu
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6) Hiicre kiiltiirii yontemleri

a) Standart tiip kdiltiirii: Genel olarak tim virislerin re-
tilmesinde altin standart yontemdir. Standart laboratu-
var tlpleri icine pasajlanan hicre dizilerinin belli ara-
liklarla dondirilmesi (genellikle, roller drum’da 10-15
rph) ve i1s1 yardimiyla tlip ylzeyinin tek tabaka hicre
dizisi ile kaplanmasi saglanir. TUplere 6rnek ekimi ya-
pildiktan sonra, her virlsin sitopatik etki olusturma
suresi farkli olmakla birlikte tlpler 14 gin boyunca
inklbe edilir.

b) “Shell vial” hiicre Kiiltiirii yéntemi: 4-5 cm boyunda,
16-18 mm capinda tipler icine 12-15 mm’lik yuvarlak
lammeller yerlegtirilir. Hicre dizileri bu lameller (izeri-
ne pasajlanir. Yuvarlak lameller 98’lik U tabanli
serolojik plaklara da yerlestirilerek ayni yéntem kulla-
nilabilir. Tek tabaka hiicre dizisi olustuktan sonra 6r-
nek ekimleri yapilirken suresi ve hizi izole edilecek
Oornege gore degisen santrifujleme islemi yapilir. Bu-
rada amag, 6rnekte bulunmasi olasi etkenin hicre di-
zileri icine girisini hizlandirmak ve sureci kisaltmaktir.
Bu yontemde standart tip kulturinde oldugu gibi et-
kenin sitopatik etki yapmasi beklenmez. Lameller,
yaklasik 24-48 saat sonra etkene 6zgul FITC ile isa-
retlenmis monoklonal antikor ile boyanir.

c) Kokiiltivasyon ydntemi: Tani amaci ile incelenen doku
Orneginin, daha énceden Uretilmis hicreler ile birlikte
kiltirtniin yapiimasidir. Onceden Uretilmis hiicre kiil-
turd, incelenen drnekteki hicrelerin canlilik ve surekli-
ligini saglamaktadir. Bu yéntem HIV tanisinda kullani-
lir. Hastadan alinan periferik mononikleer hcreler
(PMH) ile, HIV-1 seronegatif vericiden alinmis ve
fitohemaglitinin ile uyariimis PMH’lerin birlikte kalttrt
yapilir. Bu islemde PMH’lerin Uretilmesi igin igine
interlokin-2 eklenmis 6zel besi yeri kullanilir. Kulttr
inkiibe edildigi surece igine 3-5 glinde bir taze PMH
eklenir. Sitopatik etki, EIA, RIA gibi yontemlerle veya
kaltar Gst sivisindan “reverse transkriptase (RT) en-
zim aktivitesi veya p24 antijeni, aktivitesinin saptan-
masi ile anlasilir. Hiicre kiltirinin Gst sivisinda, 10.
glinde p24 antijeninin saptanmasi % 90 olasilikla ola-
sidir.

7) Sitopatik etki, nétralizasyon testi ve dogrulama
testlerinin yapilma prensipleri

Ureme ve tanimlama: Viruslar hiicre membranindan gi-
rerek sitoplazma veya niikleusta rerken bazi degisiklik-
lere neden olurlar. Hicre kultirinde olusan bu degisik-
likler sunlardir:
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Sitopatik etki: Etken ekilmeden 6nce hicreler saglam ve
dizenli goérdlirler. Ekilen 6rnek etken iceriyorsa, hiicre-
lerde 6nce yuvarlaklasma, protoplazmalarinda granilas-
yonlar, hicreler arasi koépriler olusmasi, nikleusda
piknoz ve diger dejenerasyon belirtileri ortaya ¢ikar. Hiic-
re kialtirinde gorilen bu sitopatik etki virusun cinsine
gore degisir. Bazi karekteristik degisiklikler gdzlenir. Bazi
viruslar, hiicre dejenerasyonu ile birlikte niikleus veya
sitoplazmada inklizyon cisimcikleri olugtururlar. Kabaku-
lak, kizamik, parainfluenza, RSV gibi viruslar, hicreleri
¢ok nikleuslu sinsyal dev hicre yiginlarina gevirirler.
Adenoviruslar, izim salkimi gibi topluluklar olugturular.
Herpesviruslar, tim hiicrelerde yaygin ve ayni buyuklik-
te yuvarlaklasma olustururlar. Hicre kiltlriinde goriilen
tim bu degisiklikler ekilen érnekte bir virusun varligina
isaret eder ve karekteristik gérintmleri ile taniya yardim
eder. Kizamikgik virusu ve riketsiyalar sitopatik etki gos-
termeden hicre kiltirinde sadece Urerler, ancak ayni
hicre kiltirine sitopatik etki gosterdigi bilinen bir virus
ekildiginde onun Gremesine ve sitopatik etki gostermesi-
ne engel olurlar. Bu duruma interferans adi verilir.

Nétralizasyon testi: Huicre kultirinde sitopatik etki goste-
ren herhangi bir virusun kesin olarak tanimlanabilmesi
icin tipe 6zgl antiviral immudn serumlara gereksinim var-
dir. iginde 6zgiil nétralizan antikorlar bulunan ve deney
hayvanlarini immunize edilerek hazirlanan bu serumlar
virusun sitopatik etkisini dnlerler.

Metabolik énlenim testi: Virus ekilmemis bir hiicre kiltira
normal Uremesi sirasinda asit yapida metabolizma Urtn-
leri yapmakta ve ortamin pH’1 dismektedir. Buna kargi-
lik, virus ekilmis hucre kultiriinde hicreler treyemedigi
ve asit metabolizma olusumu durdugu igin ortam pH’i
degismemektedir. indikator olarak pH 7.4-7.8 iken kirmi-
z1 renkte olan fenol kirmizisi boyasi kullanilir. Bu boya
pH 7’nin altina distlikge saramaktadir. Bu ilke ile ortama
6zgll bagisik serum konarak virusun Uremesi engelle-
nirse ortamin pH’1I hicreler tredigi icin diger ve fenol
kirmizisinin rengi sararir.

Hemagliitinasyon, hemadsorbsiyon: influenza, kabaku-
lak, parainfluenza virusu gibi hemaglitinasyon yapan
viruslar, hiicre kilttrine ekildikten 24-48 saat sonra bu
yontemle tanimlanabilirler. Henlz bu sire icinde hilcre-
lerde gozle gordlir bir degisiklik yoktur. Bu viruslarin o-
lusturdugu hemaglitininler ortama eklenen eritrositlere
baglanir. Eger hiicre kiltirt Gizerine eritrositler yapisirsa
hemadsorbsiyon, uretilen ortamdaki siviya eritrosit ekle-
nerek bu islem yapiliyorsa hemaglitinasyon adi verilir.
Bu test i¢in insan, domuz veya kiimes hayvanlarinin erit-
rositleri kullanilabilir.
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Kiiltiir dogrulama ydéntemi: Bazi viruslar hiicre kultira
ortaminda Urediklerinde infekte hiicrelerin niikleus veya
sitoplazmalarinda  inklizyon cisicikleri  olusturular.
Fléresan veren maddelerle isaretlenmis monoklonal an-
tikorlar kullanilarak boyanan hicrelerde sitoplazmik
velveya nikleusta floresan veren inkliizyon cisimcikleri-
nin gorilmesi ile tani koyulur.

inkliizyon cisimcikleri: Bazi viruslar girdikleri hiicre iginde
cekirdekte (herpes, papova, adenoviruslar gibi), sitop-
lazmada (kuduz, gicek vb) veya bazilari hem gekirdek
hem de sitoplazmada (kizamik, influenza vb) cogu kez
asit boyalar ile boyanip 1sik mikroskopu ile gérilebilen
cisimler yaparlar. inkliizyon cisimcikleri adi verilen bu
cisimcikler bazi viruslar igin viruslarin gelisme bdélgesi,
bazi virus infeksiyonlarinda viruslardan olusan kimeler
veya herpesviruslarda oldugu gibi viruslarin tremesin-
den geriye kalan artik maddelerdir.

Uygulama konulan

1) MDCK, Vero, HEp-2, He-La, McCoy hiicre dizilerine
uygun blyltme ve idame ettirme sivilarinin hazir-
lanmasi

2) Suvilarin sterilite kontrollerinin yapilmasi
3) So6z konusu hiicrelerin stoklanmasi ve stok agilmasi

4) Hicre dizisini Uretme ve idame ettirme yontemlerinin
uygulanmasi

5) Suruntu (nazofarenks, serviks, Uretra, konjunktiva),
idrar, diski, BAL, TTA, BOS, steril vicut sivilarinin
ekime hazirlanmasinda kullanilan iglemlerin yapil-
masi

6) Hducre dizilerinin “shell vial” ve dider flasklara
pasajlama isleminin yapilmasi

7) Inverted mikroskop ile ekim yapilacak hicre tiple-
rindeki hiicre dizilerinin incelenmesi (MDCK, HEp-2,
Vero, McCoy hiicre dizileri; Sekil 1) ve ekim islemine
karar verilmesi

8) Orneklerin hiicre dizilerine inokiilasyonu (Shell-vial
yontemi)

a) MDCK, HEp-2, Vero hicre dizilerine nazofaren-
geal surinti (NPs) 6rneginin ekilmesi

b) Vero hicre dizisine digki ve endoservikal sirintu
orneginin ekilmesi
c) Ab549 hicre dizisine idrar drneginin ekilmesi

d) Vero, RD ve He-La hiicre dizine BOS 6rneginin
ekilmesi
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e) McCoy hiicre dizisine servial/tretral surinti 6r-
neginin ekilmesi
f) He-La hucre dizisine BAL 6rneginin ekilmesi
9) inkiibasyon kosullarinin saglanmasi

10) Etkenlerin FITC ile isaretli etkene 6zgil monoklonal
antikor ile boyanmasi (8’deki sira ile)

a) NPs 0rnegi ekilen MDCK hicre dizilerinin
influenza A ve B, HEp-2 hiicre dizisinin RSV ve
adenovirus, Vero hiicre dizisinin parainfluenza
virusa 6zgil FITC ile isaretlenmis monoklonal
antikor ile boyanmasi

b) Diski ve endoservikal siiriinti 6rnegdi ekilen Vero
hiicre dizilerinin rotavirus ve HSV I-I'ye 6zgil
FITC ile isaretlenmis monoklonal antikor ile bo-
yanmasi

c) lIdrar érnegi ekilen A549 hiicre dizisinin adeno-
viruse 6zgul FITC ile isaretlenmis monoklonal
antikor ile boyanmasi

d) BOS ekimi yapilmis olan Vero, RD ve Hela hiic-
re dizilerinin enteroviruslara 6zgul FITC ile isaret-
lenmis poliklonal antikor ile boyanmasi

e) Endoservikal/lretral surliinti 6rnegi ekilmis olan
McCoy hucre dizisinin C. trachomatis’e 6zgul
FITC ile isaretlenmis monoklonal antikor ile bo-
yanmasi

f) BAL 6rnegi ekilen He-La hicre dizisinin C.
pneumoniae’ya 0zgul FITC ile isaretlenmis
monoklonal antikor ile boyanmasi

11) Inliizyon cisimlerinin taninmasi ve ayirt edilmesi

a) MDCK hiicre dizisinde influenza A ve B inkliiz-
yonu (Sekil 2)

b) HEp-2 hicre dizinde RSV ve adenovirus inkliiz-
yonu (Sekil 2)

c) Vero hicre dizinde PIV inklizyonu (Sekil 2)

d) Vero hiicre dizinde rotavirus ve HSV | inklizyonu
(Sekil 2)

e) He-La hiicre dizinde C. pneumoniae inliizyonlari

f)  McCoy hiicre dizisinde C. trachomatis inkllz-
yonlari

12) Sonug raporlarinin hazirlanmasi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Viroloji Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinda, uzmanlik 6grencisi egitiminde yukari-
daki program uygulanmaktadir. Egitim verilen uzmanlik
ogrencilerinden geri birdirim alinarak 6neriler dogrultu-
sunda egitim programi her yil glincellenmektedir.
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Mc Coy

Sekil 1. MDCK, Hep-2, Vero, McCoy hiicre dizileri
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ADENOVIRUS

Sekil 2. Solunum virsleri ve HSV-I'in inkllizyon cisimcikleri
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