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1. OZET

VIRUS TITRESININ HEMAGLUTINASYON TESTI, PLAK
TESTI VE REAL-TIME RT-PCR iLE ES ZAMANLI OLARAK
BELIRLENMESI VE TEST SONUCLARI ARASINDAKI
KORELASYONUN SAPTANMASI

Viruslarin titrasyonu ve enfektivitesi hemagglutinasyon testi, plak testi ve real-time
RT-PCR ile belirlenir. Virolojide bu testlerin kullanim alanlar1 ¢ok farklidir.
Hemaggliitinasyon testi, tip A influenza viriisleri gibi hemaggliitinasyon o6zelligi
gosteren  etkenlerini  gorlintiilemek i¢in  embriyonlu tavuk yumurtasinin
amniyoallantoik sivisi ya da hiicre kiiltiirii izolatlar1 kullanilarak yapilan bir testtir.
Canli ve inaktif virisler HA testiyle tespit edilebilir. Bu test bir dereceye kadar
sayisaldir olup 1 hemaggliitinasyon tinitesi (HAU) yaklasik olarak 5-6 log viriise
denk gelmektedir. Yapilmasi ucuz ve nispeten basittir. Bircok faktor (eritrosit
kalitesi, laboratuar sicakligi, laboratuar donanimi, kullanicinin teknik uzmanligi) test
her ¢alistirildiginda yorumlanmasinda bir takim farkliliklara neden olabilir.Plak testi,
tek tabakali hiicre kiiltlirlinde enfeksiyoz viriislerin belirlenmesinde kullanilan en
yaygin yontemdir. Bu testte her enfeksiyéz virlis partikiilii plak olarak bilinen
enfekte hiicrelerin lokalize bir alami altinda ¢ogalir. Plaklar, genel hiicresel boyalar
tarafindan tespit edilen 6lii/yikilmis hiicrelerin alan1 olarak ya da immiin boyama ile
tespit edilen enfekte hiicrelerin alani olarak gozlemlenir.Real-time RT-PCR (rRT-
PCR) teknigi rutin gézetim, salgin degerlendirmesi ve arastirma i¢in 2000’li yillarin
basindan beri influenza virlislinlin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. rRT-PCR’1n bazi
avantajlari: yiiksek hassasiyet, yiiksek 6zgiilliikk, hizli sonu¢ verme, 6l¢eklenebilirlik,
maliyeti ve niceliksel niteligidir. Bununla birlikte, rRT-PCR tavuk embriyolarindan
ve hiicre kiiltiiriinden elde edilen viriis izolasyonlarindan daha ucuzdur ve ¢ok sayida
numuneye birlikte uygulanabilir. Fakat,influenza viriisiiniin  yiiksek genetik
degiskenligi, hassasiyeti disiirebilir ve yanlis negatif sonu¢ olasiligim
arttirabilir.Caligmamizda Influenza A HINI1/pdm/09/California susu kullanilarak
viriis titresinin en dogru sekilde belirlenmesini saglayacak olan ii¢ farkli yontemin

(hemagglutinasyon testi, plak testi ve realtime RT-PCR) sonuglar1 arasindaki



iliskinin saptanmasi ve Ozellikle enfektivitenin belirlenmesine yonelik uygulanan
plak testinde kullanilan farkli metodlarin karsilastirilmast amaglanmistir. Plak
testinde agar kaplamanin kullanildigr yontemde sicaklifa duyarliliklart nedeniyle
hiicrelerin 6lmesi sonug¢ alinamamasina neden olmustur. Uygulanan CMC ve Avicell
icerikli ortamlarin ise plak olusumuna izin verdigi gézlendi. CMC kaplama ortamina
kiyasla, Avicel i¢eren ortamda dnemli dl¢iide daha biiyiik plaklar olustu.Plak boyutu
Avicel konsantrasyonunda azalma ile artti, ¢ok seyreltilmis Avicel kaplamalar1 bile
lokalize plak olusumunu sagladi.Sonug olarak, diisiik viskoziteye sahip olduklar i¢in
Avicel kaplamalarin, o6zellikle 96 oyuklu kiiltiir plakalarinda metilseliiloz
kaplamalara gore daha kolay kullanilabilir; ayrica daha hizli ve daha duyarli bir

yontem oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hemaggliitinasyon, Tip A Influenza, Influenza deteksiyonu,

Viriis titresi,Real-time RT-PCR, Virus kantitasyonu, Plak testi, Viriis infektivitesi

Bu calisma TUBITAK ARDEB 1003“Tersine Genetik veSentetik Biyoloji Yontemleri kullanilarak
Hiicre Temelli Influenza Prototip Asi Gelistirilmesi”projesi tarafindan 213S159nolu proje ile

desteklenmigtir.



2. ABSTRACT

IDENTIFICATION OF VIRUS TITRE AT THE SAME TIME AS
HEMAGGLUTINATION TEST, PLAQUE TEST AND REAL-
TIME RPCR AND DETERMINATION OF THE COHERENCE
BETWEEN TEST RESULTS

Virus titration and infectivity are determined by using hemagglutination assay,
plaque assay and real-time RT-PCR. These tests are used in various purposes in
virology. Hemagglutination assay is carried out to visualize factor showing
hemagglutination features by using amnion allontoic fluid or cell culture isolates. It
can differentiate live or inactive viruses. HA assay is quantitative test and one unit of
hemagglutination (HAU) approximately corresponds to 5-6 log viruses. It is labor
friendly and not costly method. Assay results are affected by several factors
including erythrocytes, external temperature, laboratory equipments, and expertise of
researcher.  Plaque test is most commonly used method to determine infectious
viruses in monolayer cell culture. In this test each infectious virus particle is
proliferate and forms local areas called plaques. Plaques appear as death/destroyed
cell areas that can detect with cellular dyes and immunostaining. Real-time RT-PCR
(rRT-PCR) has been being used for routine surveillance, epidemic evaluation and
research of influenza virus since 2000s. rRT-PCR offers important advantages
including high sensitivity and specifity, scalability, low cost, and quantification.
In addition, rRT-PCR costs less that chicken embryos and viruses obtained from cell
culture and is suitable for working with high number of samples. However, high
genetic variation of influenza virus can affect sensitivity and increase possibility of
false negative results. In this study, our aims were to determine relationship between
results of three methods that is used to determine virus titration (hemagglutination
assay, plagque assay and real-time RT-PCR) and to compare different plaque assays
that are wused for detection of infectivity by using Influenza A
H1N1/pdm/09/Californiastrain. Agar coating method in plaque assay resulted in no
data because of cell death due to heat-sensitivity of cells. It is observed that mediums

containing CMC and Avicel allow plaque formation. Avicel containing mediums



allowed bigger plaque formation compared to CMC containing medium. Also with
decrease in Avicel concentration plaque size increased. Even highly diluted Avicel
coats allowed plaque formation. As a result, we showed that Avicel coats are more
suitable for 96-well plate compared to methylcellulose coats due to their low

viscosity. Also they provide faster and more sensitive method.

Key words:Hemagglutination, Type A influenza, Influenza detection, Virus titer,

Real-time RT-PCR,Virus quantitation, Plaque assay, Virus infectivity

This study was supported by TUBITAKARDEB 1003 “Development of Cell Based Influenza
Prototype Vaccine Using the Reverse Genetics and Synthetic Biology Methods” Project under the
No. 213S159project



3. GIRIS VE AMAC

Mevsimsel influenza suslart i¢in yapilan rutin testlerin yanisira, ortaya cikanyeni
viriislerin hizla saptanmasi igin mevcut surveyans sistemlerinin kapasitesini
arttirmaya yonelikyeni yontemlerin gelistirilmesi 6nem tagimaktadir. Ayrica, saglik
durumu ciddi olan bireyler i¢in hizli tan1 ve teshis gereklidir. Mevcut testlerin
prediktif degerlerindeduyarlilik, 6zgiillik ve dogruluk sorunlar1 bulunmaktadir. In
vitro kosullarda influenza virus replikasyonunun izlenmesi i¢in hizli ve hassas
metodlara gerek vardir.Calismamizda farkli temellere dayanan {i¢ yontem
karsilagtirtlmisgtir. Bunlar; 1)hemaglutinasyon  (HA) deneyi,  kiltiir
stipernatanlarindaki virlis enfektivite titresinin dl¢lilmesi esasina dayanir, Egawa ve
ark. (9), 2) Plak deneyi, hiicre kiiltiiriinde hiicre tabakasinda olusan plak tahlilleri
antiviral maddelerin ve bulasict virlislerin 6l¢limii i¢in en yaygin yontemdir. Bu
testte, enfekte olmus hiicrelerde lokalize bdlgelerin her biri enfeksiyona neden olan
viriisiin o bolgede ¢ogaldigimi ifade eden plak olarak tanimlanir, Maramorosch ve
ark. (10), 3) Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), geleneksel
viriis kiiltiirii yontemi ile kiyaslandiginda influenza viriisiiniin klinik teshisinde
yiiksek hassasiyette olup teshis siiresi kisadir. Ozellikle, realtime RT-PCR influenza
virlislerinin belirlenmesi i¢in yiiksek hassasiyette ve ozgiilliikte oldugundan altin
standart method olarak kabul edilmektedir, DSO (11), Pabbaraju ve ark. (12). Bu
tezin amaci, Influenza A HIN1/pdm/09/California susu kullanilarak viriis titresinin
en dogru sekilde belirlenmesini saglayacak ii¢ farkli yontemin (hemagglutinasyon

testi, plak testi ve realtime RT-PCR) sonuglar1 arasindaki iliskinin saptanmasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Influenza A Viriisleri
4.1.1. Smiflandirilmasi

Influenza viriisleri bes cins igeren Orthomyxoviridae ailesindendir.Bunlar
;Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogotovirus, ve Isavirus’diir,
Wittwer ve ark. (13). Influenza viriisleri hemagglutinin (HA) ve nérominidaz (NA)
proteinlerinin antijenik Ozelliklerine gore alttiplere siiflandirilir. Giincel verilere
gore, 16 HA alttipi (H1-16) ve 9 NA alttipi (N1-9) tanimlanmistir.Gegtigimiz
yiizyillarda Influenza A viriislerinden HIN1, H3N2, H2N2 ve HIN2 alttipleri
insanlarda goriiliirken; su anda insanlarda sadece HIN1, H3N2 alttipleri Influenza B
virtisleri ile birlikte goriillmektedir. Diger viriis alttiplerinden (H5SN1, H7N7, HON2)
sporadik olarak insanlar1 enfekte etmektedir fakat sinirli bulagsma yeteneklerinden

Otlirli insanlar arasinda genis c¢apli salginlara neden olmamaktadir, Wittwer ve ark.
(13).

4.1.2. Genom Organizasyonu

Influenza A ve B virlisgenomu negatif anlamli sekiz adet tek sarmalli RNA segmenti
igerir, Arne ve ark. (14).Uc en biiyiikk segment ve besinci biiyiik segment viral
replikasyon mekanizmasini kodlar. Bunlar; polimeraz proteinleri PB2, PB1, PA ve
niikleoprotein proteini NP’dir. Dordiincii ve altinci bliyiik segmentler yiizey
glikoproteinleri HA ve NA’y1 kodlar. Yedinci biiyiik segment matriks proteini M1 ve
iyon kanal proteini M2’yi kodlar. En kiiciik segment interferon antagonisti NS1°1

kodlar, Arne ve ark. (14).
4.1.3. Yiizey glikoproteini: Hemagglutinin (HA)

Hemagglutinin (HA) proteini, konak o0zgiilligii ve patojenitenin  temel
belirleyicisidir. Swayne ve Halvorson (15), Ito ve Kawaka (16), Onciil protein
(HAO), posttranslasyonel olarak HA1 ve HA2 alt birimlerine parcalanir. Yiiksek
patojeniteli influenza virlislerinin HA proteinleri,HA yarilma bolgelerinde birden
fazla bazik aminoasit igerirler. Ilgili motifler ubikitin proteazlar tarafindan taninir ve

bu virlisler sistemik enfeksiyona yol agar. Buna karsilik, avirulan influenza



viriislerinin HA proteinleri yarilma bolgesinde tek bazik aminoasit igerir. Bu bolge
solunum ve / veya bagirsakta bulunan sinirlt sayidaki proteazlar tarafindan parcalanir

ve bu viriisler de lokalize infeksiyonlara neden olur.
4.2. Influenza Viriisiiniin Cogaltilmasi

Bir¢ok insan influenza virilisli, embriyonlu tavuk yumurtasindan izole edilemedigi
icin ¢ogaltilma islemi hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilir. Viriis ¢ogaltimi i¢in bir
¢cok primer ve devamli hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. En sik kullanilan primer
kiiltiirler Cynomolgus ya da Rhesus maymun bobrek kiiltiirleridir. En sik kullanilan
devamli hiicre hatlar1 ise Madin—Darby Canine Kidney (MDCK) hiicreleridir. Tobita
ve ark. (17), Devamli hiicre hatti kullanmanin en biiyilk avantaji kullanim
esnekligidir. Nitelikli ve tamamen onayli hiicre hattt dondurulmus durumdan

alinabilir, cogaltilabilir ve herhangi bir zamanda kullanilabilir olmalidir.

Influenza viriisiiniin ¢ogaltilmasindaki diger bir énemli husus ise medyumun igine
tripsin ilave edilmesidir. Tripsin, HA molekiiliiniin aktivasyonu ig¢in yarilmasini
saglar, Klenk ve ark. (18). Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan influenza viriislerinin HA
proteini eksojen tripsin ilavesi olmadan HA1 ve HA2 olarak ayrilamaz bdylece

sonraki replikasyon sikluslar i¢in enfeksiydz olmaz.

Virilis ornekleri ile inokule edilen hiicre kiiltiirleri, influenza viriisiiniin devamlilig
icin 35°C’de nemli bir CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmelidir. Kuslarin viicut
sicakligi ~42°C, domuzun ~39°C, insanin ~37°C oldugundan; 35°C sicaklik tiim bu
konaklardan gelen influenza viriisliniin ¢ogaltimi i¢in en uygun sicakliktir, Forrest ve

Webster (19).

4.3.Influenza Viriisiiniin Titrasyon Ve Enfektivitesinin Ol¢iimiinde
Kullanilan Testler

4.3.1. Hemaggliitinasyon Testi

Influenza viriisiiniin biyolojik karakteristi§ine dayanan birkac titrasyon belirleme
yontemi vardir. Ornegin; Viriisiin, farkli tiirlerin kirmizi kan hiicrelerini agliitine etme
yetenegi gibi, Hirst, (20). Infeksiyoz ve infeksiydz olmayan virlis partikiillerinin

kirmiz1 kan hiicrelerini agliitine etme yetenegine dayanan teste hemaggliitinasyon



testi denir. Genellikle, hemaggliitinasyon testlerinde tavuk, hindi gibi kus kirmizi kan
hiicreleri (eritrositleri) kullanilir. Kus eritrositleri kiigiik ve nukleusludur. Eritrositler
virlis yoklugunda V-formlu mikrotiter plakalarin dip kismina diigme seklinde
cokmektedir. Boylece wiriis dillisyonunun bitis noktasini belirlemeyi saglar.
Nukleussuz memeli eritrositleri (insan, kobay, at vb.) U-formlu mikrotiter plakanin
kontrol kuyularimin dip kismina halka formu olusturarak ¢oker ve bu forma ‘“halo”

denir. Dilisyonun bitis noktasini okumak ise zordur.

Influenza viriis partikiillerinin yilizey antijeni olan hemagglutinin proteini memeli ve
kus eritrositlerinin tizerindeki N-asetilndraminik asit iceren proteinlere baglanabilme
ozelligine sahiptir. Grimes (21), Webster ve ark. (22), Yeterince yiiksek
konsantrasyonda olan influenza virlisii eritrositlerle birlestirildigi takdirde
aglutinasyon reaksiyonu meydana gelir ve difiiz bir kafes olusturur (Sekil 1).
Hemagglutinasyon testi, hiicre kiiltiir siipernatanin veya embriyonlu tavuk
yumurtalarindan elde edilen amniotik allantoik sivisinin kullanildigi klasik tani

testidir.

Hemagglutinating Red blood Matrix of virus red
Virus cells blood cells bound
together

Resim 4.3.1: Hemagglutinasyon Siireci.Viriis kirmizi kan hiicrelerine baglanir ve
kirmiz1 kan hiicrelerini birbirine baglayarak matriks olusturur.Bu durum seyreltik
¢ozelti (genellikle PBS) igerisinde kirmizi kan hiicrelerinin ¢okmesini onler, Grimes

(21), Webster ve ark. (22).



HA bir tamimlama testi degildir. Diger viriis tiirleri (6rnegin, paramiksovirisler,
adenoviriis-127) ve bazi bakteriler hemagglutinasyon 6zelligine sahiptirler, Flint ve
ark. (23), Swayne ve Senne (24). Viriisiin tiiri ya da alttiiriiniin belirlenmesi
isteniyorsa HA, bir hemaglutinasyon-inhibisyon deneyi ile takip edilmelidir. HA testi
mutlaka canli bir viriis varligina isaret etmez, Grimes (21). Ayni1 zamanda, degrede
olmus ya da inaktif ve artik infeksiydz olmayan viriis partikiillerini de
saptayabilmektedir. Genel olarak, HA testi ile influenza virlisiiniin varligini tespit
etmek i¢in hiicre kiiltliriinde tek bir pasaj sonrasi iist sivis1 yeterli olmaktadir, Flint ve
ark. (23), Swayne ve Senne (24). Ekstra pasajlar laboratuarda ¢apraz-kontaminasyon

riskini arttirmaktadir.
4.3.1.1. Kirmiz1 Kan Hiicrelerinin Toplanmasi Ve Hazirlanmasi

HA testinde kullanilmak i¢in belirli patojenleri icermeyen tavuklarin kirmizi kan
hiicreleri tercih edilmektedir. Horozlardan toplanan kirmizi kan hiicreleri
hemaggliitinasyona miidahale edebilecek hormonlar igerebilir. Genellikle tavuk
eritrositleri kullanilir ¢linkii diger tiirlerle karsilastirildiklarinda ¢okelme siiresi daha
kisa ve ¢okme goriintiisii genellikle daha net olmaktadir, Webster ve ark. (22).Bazi
kus gribi viriisleri tavuk eritrositlerinde hemaggliitinasyona neden olmayabilirken

kobay ve hindi eritrositlerini hemaglutine edebilir.

Eritrositler taze olarak hazirlanmalidir. Kirmizi kan hiicreleri 5-7 giinden sonra
hemoliz olmaya baslar ve HA testinde yanlig sonuglara neden olur, Barrett ve Inglis
(25).Testte kullanilacak eritrosit siispansiyonunun her bir kuyucuga muntazam

dagilimi i¢in kullanimdan once hafif¢e karistirilmasi gerekir.

Antikoagulan solusyon igeren kapakli steril bir sise hazir bulunmalidir. Hacimsel
oran olarak antikoagulanin eritrosit siispansiyonuna oranit 1:3 olmalidir. Eger
Alsever’s solusyonu kullanilacaksa bu oran 1:1 olmalidir. Horozun kalbinden ya da

kanat veninden alinan 3-5ml kan yeterli olmaktadir.
4.3.1.2.Sonuclarin Yorumlanmasi

HA test plagi,eritrositlerin hiicre kontrol kuyularinda kuyu diplerinde kat1 diigme

formu olusturdugu zaman okunmalidir ( Hemaggliitinasyon negatif). Plak yaklasik



45° hareket ettirildiginde eritrositler gozyast damlasi gibi akacaktir, Webster ve ark.
(22), DSO (26). Tamamlanmamis hemaggliitinasyon gozyasi olusturmayan diigme
seklinde de gozlemlenebilir ve bulanik ya da tamamlanmamis halka goriinlimiinde
olabilir. (Tamamlanmamisg hemagglutinasyon V-tabanli plaklarda
gozlemlenmeyebilir.) Tamamlanmamis hemagglutinasyon genellikle eritrositlerde
kismi ¢okelme gosterir ve virlis partikiilleri bir kisim eritrositin ¢okelmesine izin

vermis demektir. Tamamlanmamis reaksiyonlar negatif olarak yorumlanmalidir.

Virilis titrasyonunun bitis noktast en seyreltik olan kuyudur ve burada tam
hemaggliitinasyon goriiliir ( Baslangi¢ dilisyonu 1:2). Diliisyonun bitis noktasi
1HA {initesi (HAU) olarak kabul edilir ve HAU/50ul sayis1 en yiiksek diliisyonda
resiprokaldir. Ornegin; Plakta 6. kuyuya kadar tam hemagglutinasyon goriilmiis ise
dilisyonun bitis noktas: 1:64 olarak kabul edilir ve 64HAU/50ul olarak ifade edilir.
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Resim 4.3.1.2: Mikrotiter Plakasinda Pozitif ve Negatif Hemaggliitinasyon
Sonuglar1.Ornek numaralar1 plakanim sol tarafina yazilmistir, (+C pozitif kontrol
ifade eder. Antijen kullanilmistir. CC ise eritrosit kontroliidiir.)Seyreltme faktorii

plakanin iist kisminda belirtilmistir. Her numune ig¢in belirtilen sonuglar su
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sekildedir: (1) pozitif hemaggliitinasyon 128 HAU; (2) pozitif hemaggliitinasyon 32
HAU; (3) pozitif hemaggliitinasyon 64 HAU ve tamamlanmamis hemaggliitinasyon
128 HAU; (4) negatif hemagglutinasyon; (5) negatif hemagglutinasyon; (6) pozitif
hemagglutinasyon 16 HAU ve tamamlanmamis hemagglutinasyon 32 HAU; (7)
negatif hemagglutinasyon; (8) pozitif hemagglutinasyon 32 HAU; (9) pozitif
hemagglutinasyon 128 HAU ayrica 2,4 ve 8 HAU kuyularinda prozon etkisi
goriilmektedir; (10) negatif hemagglutinasyon, Webster ve ark. (22), DSO (26).

4.3.1.3. Notlar;

Enfeksiyoz ya da potansiyel olarak infeksiyoz oOzellikte olabilecek materyaller ile
yapilacak tim caligmalar Siuf II Biyolojik Giivenlik Kabini igerisinde
yapilmalidir.Viriis igeren orijinal ornek tiipiinden alikot alirken aerosol-resistanli
pipet uglar1 ve aseptik teknik her zaman kullanilmasi gerekmektedir. Pipet yiizeyinde

taginan malzeme laboratuar kontaminasyonunun temel kaynagidir.

Test plaklarinin sonuglart ¢ok bekletilmeden hemen okunmalidir, Grimes (21).
Influenza viriisiiniin iizerinde yer alan néraminidaz proteini viriis hiicre arasindaki
baglar1 kirar.  Bunun sonucunda viriis ve eritrosit tarafindan olusan kafes
parcalanmaya baglar.Baz1 viriis suslar1 ¢cok yiliksek néraminidaz etkinligine sahiptir
ve uygun hemaggliitinasyona izin vermezler. Bu viriisler ile karsilasildigi zaman
noraminidaz aktivitesini azaltmak i¢in deney 4°C sicaklikta yapilmalidir ve plaka

okunmadan 6nce inkiibasyon periyodu 45-60 dakika civarinda olmalidir.

Eger eritrositler kontrol kuyularinda ¢okmediyse olasi nedenleri asagida belirtildigi

gibidir;

e Eritrositler oda sicakligina gelmemistir,
e Eritrosit slispansiyon kalitesi kotiidiir ya da hemoliz olmustur,
e PBS kalitesi kotiidiir ya da uygun pH’da degildir,

e Kuyular viral antijenler ile kontamine olmustur.

Pozitif kontrol negatif ise olas1 nedenleri sunlardir;

e Kontrol kuyusuna pozitif kontrol antijeni eklenmemistir,

11



e Eritrositler 30 dakikadan fazla bekletilince ¢cokmiistiir.

Eger ornegin oldugu ilk kuyularda hemaggliitinasyon negatif (en yliksek wviriis
konsantrasyonunun oldugu kuyular) ve son kuyularda ise hemaggliitinasyon pozitif
ise (viriis konsantrasyonunun diisiik oldugu kuyular) bu duruma prozon etkisi denir.
Prozon etkisi bir yliksek doz etkisidir. Bu sebeple reaksiyonlar ilk kuyularda zayif ya
da negatif olabilir ve yiiksek diliisyonlarda kuvvetlidir. Viriis konsantrasyonunun
yiiksek oldugu kuyularda oransal olarak reseptorleri eritrositlerin {izerinde bulunan
mevcut reseptorlerden fazla oldugundan capraz baglar olusturamaz ve kafes
gorlintlisii olusmaz. Bu da eritrositlerin kuyunun dibine ¢okerek tam ya da
tamamlanmamis diigme gorilintiisii olusumuna neden olur.Dillisyon serileri yeteri
kadar seyreltilmediyse reaksiyon yanlis negatif olarak yorumlanmalidir (Sekil 2).
Diliisyon oranimin 2% olmasi, ¢ok yiiksek viriis konsantrasyonuna bagli yanlis negatif

hemagglutinasyonu 6nlemek i¢in yeterli olmaktadir.
4.3.2. Plak Testi

Plak testi, agar veya agaroz ile kaplanmis hiicre tabakasinda viriislerin olusturdugu
plaklara dayanan bir testtir, Tobita ve ark. (27), Tobita (28). Viriislerle enfekte olan
hiicrelerin 6liimii sonucu sitopatik etki (CE) olusur ve hiicre tabakasinin iizerinde lize
olan hiicreler dairesel zonlar olusturur. Bu dairesel zonlarin her birine plak olusumu
denir. Sadece enfeksiydz virlis partikiilleri konak hiicreleri enfekte eder ve plak
olusturur. Plak olusum iiniteleri (PFU), hiicre tabakasi (genellikle MDCK hiicreleri
kullanilir) {izerinde olusan plak sayilarimi kullanarak Ornekteki enfeksiydz viriis
miktarinin kantitatif 6l¢iimiidiir. Viriis stogunun yiiksek bir diliisyonunda her plak,
tek bir viriis partikiilii tarafindan enfekte olan hiicrelerin olusturdugu zon ile temsil
edilir. Boylece viriis stogunun titresi mililitre basina PFU olarak hesaplanabilir. Plak
deneyi viriis slispansiyonundan on kat seri diliisyonlar olusturarak gerceklestirilir ve
daha sonra hiicre tabakasi enfekte edilir. Enfekte edilmis hiicre tabakalarini igeren
her bir kuyu agaroz ile ortiiliir. Daha sonra agaroz kaldirilir, viriis etanol ile inaktive
edilir ve plaklar1 gozlemleyebilmek igin hiicre tabakalarinin bulundugu kuyulara

kristal viyole ilave edilir.
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Herpes viriisleri ve poxviriisler gibi bazi viriislere standart siv1 kiiltlir ortami1 altinda
plak tahlili yapilabilir ¢iinkii bu virlislerin direkt hiicre-hiicre dagilimi lokalize
plaklarin olusmasini saglar. Fakat, influenza gibi bir¢ok viriis s1vi ortamda lokalize
plaklar olusturmaz. Bunun nedeni, bu virlislerin enfekte ettikleri hiicrelerden etkili
bir sekilde ayrismasi ve kiiltiir kaplarindaki sicaklik gradyanlarindan kaynaklanan
stvi ortamin konveksiyonel akisi ile hiicre tabakasi {lizerinde yayilmasidir.Bu
durumda, enfekte hiicrelerin biliylik piiriizlii odaklar1 olusur ve bu da sayilamaz.
Kiiltiir kaplarinda sivi hareketini 6nlemek ve viral yayilimi kontrol etmek i¢in 6zel
kaplama maddeleri kullanilir. En yaygin yontem, kiiltiir ortamint bir agar (veya
agaroz) jel ile katilastirmaktir. Bununla birlikte, kati jel kaplamalar, yiiksek verimli
analizler i¢in gerekli olan 48 ve 96 gozlii kiiltiir plakalarinda kullanilamaz. Kati
jellere alternatif olarak, c¢oziinebilir hidrofilik polimerler, metilseliiloz (MC),
karboksimetilseliiloz, kitre sakizi vb. gibi viskoz c¢ozeltileri kullanilabilir,

Maramorosh ve ark. (29).

Son zamanlarda, sivi ortamda 96 gozlii formatta néraminidaz inhibitorlerine karsi
influenza viriisii duyarliligina odak azaltma tahlili gelistirilmistir, Matrosovich ve
ark. (30).MC yiiklemeleri altinda bu tahlilin gerceklestirilmesine yonelik ¢abalar,
yiiksek viskoziteli metilseliiloz igeren ortam nedeniyle cesaret kirict olmustur.
Asagida tarif edilecegi gibi, bu problem, mikrokristalin seliiloz Avicel ™ RC / CL
(FMC Biyopolimer) siispansiyonlarina dayanan yeni kaplama ortami kullanarak
¢coziilmiistiir.Avicel RC / CL, dagimayr kolaylastirmak icin sodyum
karboksimetilseliilozla harmanlanmis, suda ¢ézlinmeyen seliiloz mikropartikiillerinin
koloidal bir formudur.Avicel'in mikropartikiilleri, farmasotik siispansiyonlar ve
emiilsiyonlarin hazirlanmasinda kullanilan tisozotropik jeller ve siispansiyonlar
olusturmak i¢in suya kolayca dagitilir, Knipe ve ark. (31), Fmc (32). Avicel'in bu
ozellikleri ve Avicel igeren slispansiyonlarin nispeten daha diisiik viskozitede olmasi
influenza viriisiinlin ~ plak analizinde uygun bir Ortme ortami1 olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.
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4.3.2.1.Avicel ve Agar Kaplamalarimin Karsilastirilmasi

[k olarak, Avicel tabanli kaplama medyasi ile standart agar kaplamasi, 6 oyuklu
plakalarda plak tahlilinde karsilastirilmigtir. (Resim 4.3.2.1.1), farkli giinlerde
gerceklestirilen birkag tekrar deneyinde elde edilen sonuglar1 géstermektedir. Tiim bu
deneylerde, standart agar kaplamayla karsilastirildiginda, Avicel igeren kaplamalar
altinda daha biiyiik plaklar olusmustur. Plak boyutu Avicel konsantrasyonundaki
azalma ile artmis, ancak seyreltilmis Avicel kaplamalariyla bile iyi lokalize plaklarin
olugmasi saglanmistir. Avicel'in altinda, agar altinda oldugundan ¢ok daha fazla plak
olusmus; muhtemelen, 1sitilmis agar kaplamasi ile virlisiin kismen inaktive

edilmesinden kaynaklaniyordu.

—

Avicel 1.2% Avicel 0.6% Avicel 0.3%

Resim 4.3.2.1.1: Alt1 oyuklu plaklarda Agar kaplama ve % 1.2,% 0.6 ve% 0.3 Avicel
RC-581 igeren kaplamalar altinda paralel plak tahlilleri. MDCK hiicreleri influenza
viriisii A / Memphis / 14/96-M (HIN1) ile enfekte edilmis ve aminoetilkarbazol
substrat (AEC) kullanilarak immiinboyama yapilmistir, Knipe ve ark. (31), Fmc (32).

Resim 4.3.2.1.2. Agar ve Avicel kaplamalari altinda, enfekte ve tahrip olmus
hiicreleri ortaya ¢ikarmak i¢in yaygin olarak kullanilan iki yontem sirasiyla immun
boyama vekristal mor ile boyama yontemleri paralel olarak gosterilmektedir. Avicel
kaplamas1 boyama yonteminden bagimsiz olarak agar kaplamadan daha iyi sonug

vermistir.
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Resim 4.3.2.1.2: 6 oyuklu plakalarda Agar altinda (solda) ve% 1.2 Avicel RC-581'de
(sagda) paralel plak tahlilleri. MDCK hiicrelerinde A / Memphis / 14/96-M (H1N1)
ile enfeksiyon. Tekrarlanan kiiltiirler ya AEC ile immiin boyali (iistte) ya da Kristal
mor renkli boya ile boyanmuis (altta) kiiltiirlerdir, Knipe ve ark. (31), Fmc (32).

FMC BioPolymer ii¢ farkli hidrofilik mikrokristal seliiloz tiirii, Avicel CL-661,
Avicel RC-591 ve Avicel RC-581 iiretir, Knipe ve ark. (31), Fmc (32).Ayni deneyde
bu g tiiriin %1,2 , %0,6, %0,3 konsantrasyonlar1 kullanilarak karsilastirilmistir. Plak
boyutunun Avicel tipinden bagimsiz oldugu ve plaklarin sayisinin da Avicel tipine

ve de konsantrasyona bagli olmadig1 gézlenmistir.
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Resim 4.3.2.1.3.Ayn1 konsantrasyonda (% 1.2) ti¢ farkl1 Avicel (CL-661, RC-591 ve
RC-581) kullanilarak hazirlanan kaplamalarin altindaki paralel plak tahlilleri. MDCK
hiicrelerinde A / Memphis / 14/96-M (H1NL1) ile enfeksiyon.6 kuyucuklu plakada her
biri ist iiste olan iki kopya kuyusu gésterilmistir. Iimmun-boyama (AEC), Knipe ve
ark. (31), Fmc (32).

4.3.2.2.Avicel Ve Metilseliiloz Kaplamalarinin Karsilastirilmasi

Genetik olarak modifiye edilmis MDCK-SIATI1 hiicrelerinin kismen neden
olduguinfluenza viriisii yayilimindaki azalma sebebiyle % 1 metilseliiloz kaplamanin
altinda oldukga kii¢iik plaklar olusturmaktadir, (Resim 4.3.2.2.1), Matrosovich ve
ark. (30).MC konsantrasyonunu % 0.5'e diistirmek, plak boyutunda sadece bir miktar
artisa neden olurken,% 0.25 MC kullanimi, biiyiik bir kuyrukluyildiz bigimli odak
olusumuyla sonuclanmistir.Odaklarin bu garip bi¢imi, virlis soyunun hiicre tek
katmaninin {izerinde kaplama ortaminin konveksiyonel hareketi ile tasgindigini
gostermistir, % 0,25’lik MC ile bu sekilde bir hareketin engellenemedigi sonucuna
varilmistir, Gambaryan ve ark. (33). Aksine, en seyreltilmis Avicel bazli 6rtiiciiliigiin

(% 0.3) bile, viral plaklarin nispeten sinirsiz radyal bliylimesine izin verirken, kiiltiir

ortamindaki konveksiyonel akiglar1 etkin bir sekilde onledigi goriilmiistiir.Sonug
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olarak, Avicel'in altinda olusturulan plaklar MC altinda olusturulan plaklardan biiyiik
6l¢iide daha biiyiik oldugu goézlemlenmistir. Her iki kaplama ile yapilan plak tahlili

birbiri ile karsilastirildiginda plak sayisinda fark goriilmemis.

Methylcellulose

1.0% 0.5% 0.25%

Avicel
¥ i '4"-&‘\'._ \

1.2% 0.6% 0.3%

Resim 4.3.2.2:Metilseliiloz (iist panel) ve Avicel RC-581 (alt panel) altinda paralel
plak tahlilleri. Sayilar, MC ve Avicel kaplamadaki konsantrasyonlari gostermektedir.
A / Memphis / 14/96-M (H1N1); 6 oyuklu plakalarda MDCK-SIAT1 hiicreleri;

Immiino-boyama (AEC), Matrosovich ve ark. (30).

Avicel siispansiyonlari plak deneylerinde kullanilan metilseliiloz ¢ozeltilerinden daha
az viskozdur, Maramorosh ve ark. (29). Ornegin, su igindeki % 1.2 Avicel
stispansiyonlar1 100-200 mPa.s aralifinda viskoziteye sahip iken, Knipe ve ark. (31),
su i¢indeki % 2 MC ¢ozeltisinin viskozitesi 3000-5000 mPa.s’dir, MC (34).Yapilan
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caligmalarda, test edilen en yogun Avicel kaplama ortami bile (% 1.2) en az

konsantre MC ortamindan daha az viskoz oldugu gézlemlenmis.
4.3.2.3.Farkh Influenza Viriis Tiirlerine Gore Plak Olusumu

Avicel kaplamasi altinda plak olusturabilme kabiliyeti i¢in dort HA'ya ve iic NA
antijenik alt tiirine ait sekiz insan ve kus gribi virlisiini test edilmis,
(Resim4.3.2.3.1). Oldukga patojenik HSN1 ve H7N7 kus viriisleri dahil tiim virtsler
kolayca sayilabilir plaklar tiretmistir. Boylece, Avicel kaplamalari, antijenik alt
tiplerine ve konakg1 tiirlerine bakilmaksizin gesitli influenza viriisii suslarinin plak

testi i¢in uygun goriinmis.
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ADuck/Albertal119/98 (HIN1) AlDuck/Minnesota/1525/81 (H5N1) AlChicken/Indonesia/1/05 (HSN1) AlChicken/Germany/R28/03 (HTNT7)

Sekil 4.3.2.3: MDCK hiicrelerinde influenza viriisleri tarafindan olusturulan plaklar
% 1.2 Avicel RC-581 kaplamasi altindadir. En st sira, soldan saga: insanlardan izole
edilen viriisler A / Memphis / 14/96-M (H1N1), A / Hong Kong / 1/68 (H3N2), A /
Hessen / 1/03 (H3N2) ve A/ Tayland / KAN-1/04 (H5N1). Alt satirda, soldan saga:
kus virtisleri ), A /Duck / Alberta/ 119/98, A / Duck / Minnesota / 1525/81 (H5N1),
A [ Tavuk / Endonezya / 1/05 (H5N1) ve A / Tavuk / Almanya / R28 / 03 (H7N7)
.True Blue (mavi) veya AEC (kirmizi) ile immiin boyama, Knipe ve ark. (31), Fmc
(32).
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4.3.3. Real-Time RT-PCR

Gergek zamanli ters transkripsiyon-PCR (rRT-PCR),ilk olarak 2001 yilinda canli kus
piyasasindaki kanatli hayvanlar1 test ederken klinik orneklerde Al virlisiini
saptamada kullanildi, Spackman ve ark. (35), Spackman (36). Daha sonra 2002'de
tavuklarda ve hindilerde kullanim icin gegerliligi onaylanan ticari kanath
hayvanlarda diisiik patojenik (LP) kus gribi viriisii (AIV) salgmint kontrol etme
amagl kullanildi, Akey (37). O zamandan sonra, ABD'de sayisiz veteriner teshis
laboratuvarinin testi uyguladigi standart bir protokol gelistirildi. Ardindan, sayisiz
tiirde Al virlisii enfeksiyonunun saptanmasi i¢in sayisiz salgin sirasinda rRT-PCR,
diinya capinda bir tani testi olarak kullanildi ve gerektiginde modifikasyonlar yapildi,
Spackman ve ark. (35), Spackman (36), Akey (37), Cattoli ve ark. (38), Slomka ve
ark. (39). RRT-PCR, muhtemelen yabani kanatli hayvanlari izleme ve gozlem igin en
yaygin kullanilan tarama testidir. Bununla birlikte, niceliksel 6zelliginden dolay,
rRT-PCR,viriis izolasyonuna alternatif olarak arastirma icin ideal goriilmiistiir, Lee

ve Suarez (40).

RRT-PCR'nin birincil ve en giivenilir uygulamasi, herhangi bir A tipi influenza
viriisinlin saptanmasidir (6rnegin, alt tip tanimlamasina karsi). Pan-tip A influenza
tespiti i¢cin molekiiler testlerin ¢ogunlugu nispeten korunmus matriks (M) veya
niikleoprotein genlerini hedef alir. Influenzadaki en biiylik genetik cesitlilik kus
tirlerinde bulunur ve tim olast izolatlari saptayacak tek bir rRT-PCR testinin
tasarlanmasini zorlagtirir. Bu durumda, hangi AIV rRT-PCR testini kullanacagi
konusunda 6zgiir olan laboratuarlarinen kritik rolii(belirli bir testi kullanmak i¢in
birgok veteriner teshis laboratuari gerekir) kanathi 6rneklerin AIV gozetiminde,
dogru rRT-PCR testini segmektir; literatiirden birini se¢cme, ticari bir test kullanma
veya kurum igi bir test gelistirme olabilir. Cok ¢esitli hayvan tiirlerinde A tipi
influenzanin tespiti i¢in sayisiz test yayimlanmis; fakat, birkagi icin yeterli diizeyde
gecerlilik verisi mevcuttur. Bir test secerken, hedef tiirlerin ilgili suslar1 ve soylari ile
ilgili gecerlilik verileri olan bir test bulmak ¢ok dnemlidir. Sonucta, her laboratuvar

hangi testin ihtiyaclarina en uygun oldugunu belirlemek zorundadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA seviyesinde saptama i¢in viral RNA

amplifikasyonunun genel prensibi geleneksel PCR da oldugu gibi ger¢ek zamanl
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PCR’da da aymdir. Iki yontem arasindaki fark PCR iiriiniiniin (amplifikon) nasil
tespit edildigidir. Gergek zamanli PCR ile PCR iiriinii, termal dongii vasitasiyla
(yani, her PCR dongiisii sirasinda Uriiniin varligi saptanir) reaksiyon ilerledik¢e bir
fliiorojenik prob veya niikleik asit baglama boyasi ile gorsellestirilir. Gergek zamanli

PCR ig¢in ¢ok sayida kimyasal bulunmaktadir.

A tipi influenza testi igin, cift etiketli problar veya Tagqman problari olarak da
adlandirilan hidroliz problari kullanir.Hidroliz / ¢ift etiketli prob sisteminde, hedefe
spesifik PCR primerlerine ek olarak, amplifikasyon hedefini tamamlayan bir diziye
sahip bir DNA probu bir ucunda (genellikle 5 'ucunda) bir florojenik haberci boya ve
diger ucunda (genellikle 3' ucunda) sondiiriicii boya ile etiketlenir. Haberci boya
151810 belli dalga boyunda uyarilir (ger¢ek zamanli PCR vasitasiyla). Uyarilan bu
boya farkli bir dalga boyunda floresan yaymasina sebep olur ve bu daha sonra gergek
zamanli PCR tarafindan saptanir. Sondiiriicii boya haberci boyanin yakinindaysa
haberci boya tarafindan iiretilen herhangi bir 15181 absorbe eder. Boylece gergek
zamanli PCR aleti tarafindan algilanmasini engeller (arka plan fliioresan seviyesinde
kaydedilir).Prob, PCR reaksiyonunun uzatilmasi asamasinda PCR amplifikonuna
baglandiginda, haberci boyasi, probun 5 'ucundan taq polimeraz ile pargalanir (5
'ekzoniikleaz aktivitesinden Gtiiril) haberci boyasinin sondiiriicii boyadan ayrilmasina
izin verir, Holland ve ark. (41), Wright ve ark. (42). Haberci (reporter) boya
yeterince kesildiginde, amplifikasyonun log fazindaki amplifikon konsantrasyonu ile
dogrudan iliskili olan bir fliloresan sinyali iretilir. Floresan sinyali her devirde
izlendiginden, PCR iiriiniindeki herhangi bir artis kaydedilir ve amplifikasyon
meydana geldiginde ger¢ek zamanli olarak goriintiilenebilir. Dogas1 geregi, gercek

zamanli PCR, dogal olarak nicelikseldir.

Onemli olan, bu yéntemle, bir diziye 6zgii prob kullamldigindan, dizinin spesifik
probunu baglayamadikca iiriin gorsellesmediginden test ozgilligii yliksektir; bu
nedenle primerler tepkimede spesifik olmayan bir sekilde reaksiyon gdsteriyor olsa
bile, sinyal iiretme reaksiyonu gerceklestirmez (tiim reaksiyon iirlinlerinin
elektroforez ile tespit edildigi geleneksel PCR yontemlerinin aksine). Devaminda,

primerler veya problar arasindaki uyusmazliklar, hassasligin azalmasina hatta test
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basarisizligina yol acabilir. Neyse ki, RT-PCR, konumlarina bagli olarak birkag
uyusmazligi tolere edecek kadar basarilidir, Kim ve ark. (43).
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5. METOT VE MATERYAL
5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Biyolojik Ornekler Ve Ekipmanlar

Influenza A HIN1/pdm/09/California susu (ATCC)

MDCK (madin darby canine kidney) hiicre hatti (ATCC)

T-75 Doku Kiiltiirii Flask: (Corning) (kat# CLS430641, Sigma)

1X DMEM(dulbecco modified eagle medium ) (Laboratuvarda hazirlandi)
DMEM GIBCO (+4500mg/L Glucose, -Pyruvate, - NaHCO3) (kat# 52100-047)
HEPES SIGMA (> 99,5 % titration) (kat# H3375)

NaHCO3; SIGMA (Cell Cultered Tested) (kat# S5761)

NaOH (kat# 71463, Sigma)

FBS (Fetal Bovine Serum) (kat# F4135, Sigma)

BSAV 7,5% ( (Bovine Albumin Fraction)(kat# 15260037, Thermo Fisher)
Penicilin/Streptomisin(kat# 4333-100, Sigma)

1X PBS (phosphate buffered saline) (Laboratuvarda hazirlandi)
Trypsin-EDTA (kat# T4049-500, Sigma)

TPCK-Trypsin (kat# T1426-250, Sigma)

NaCl (kat# 433209, Sigma)

K,HPO, (kat#105101, Merck Millipore)

KH,PO, (kat# 104873, Merck Millipore)

Falcon tiipler (50mL, 15mL)

0,22 um filtre (kat# SCGPUO5RE, Merck Millipore)

Pipetgun (axygen) ve SmL, 10mL, 25mL °‘lik dispenser pipet uglari (ISOLAB)
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Steril cam siseler (250mL, 500mL, 1000mL)
CO>’li inkiibator (New Brunswick)
ESCO Class 2 Biyogiivenlik Kabini
Inverted Mikroskop
Su banyosu
Hassas Terazi
pH metre
5.2. Solusyonlarin Hazirlanmasi
1X DMEM Hazirlanisi: 1 Litre otoklavlanmis distile su igin;
DMEM = 13,4 gr
HEPES = 5,96 gr
NaHCO3= 2gr
pH = 7,2 (NaOH) ayarlanir.
0,22 um filtre kullanilarak hazirlanan DMEM steril cam siseye siiziiliir.
1X PBS Hazirlanmisi: 1 Litre distile su i¢in;
NaCl= 8,75 gr
Fosfat Tamponu (500 mM) = 20ml
Hazirlandiktan sonra cam siselere alinir ve otoklavlanir.
Fosfat Tamponu (500 mM) Hazirlamsi:
K2HPQOy4, 400 ml distile su iginde 34,8 gr ¢oziiliir
KH,PQOy4, 200 ml distile su iginde 13,6 gr ¢oziiliir

KH,PO,4, K2HPO4’1in iizerine pH= 7,2 olana kadar eklenir.
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Viriis Ekim Besiyeri Hazirlamisi: TPCK-Trypsin 20mg/10ml olacak sekilde
Complete DMEM’de ¢oziiliir. 0,22um filtreden gegirilir, alikotlanir ve -20 de

muhafaza edilir.
Complete DMEM ( 482,5 ml DMEM i¢in) Hazirlanisi:

-5ml Penisilin/Streptomisin ( Final Konsantrasyon 100U/ml penisilin — 100mg/mi

streptomisin)
-12,5 ml BSA V (7,5%) ( Final Konsantrasyon 0,2%)

Viriis ekim besiyeri hazirlamak i¢cin 500 ml Complete DMEM i¢in 0,5 ml TPCK-

Trypsin (Final Konsantrasyonu 2ug/ml) kullanilir.

Hiicre Ekim Besiyeri Hazirlanisi:

450 ml 1X DMEM i¢in 50 ml FBS ( Final Konsantrasyon 10%) kullanilir.
5.3. Influenza Viriis Stogunun MDCK Hiicrelerinde Uretimi

5.3.1 Viriis Enfeksiyonu i¢cin MDCK Hiicrelerinin Hazirlanmasi

-T-75 doku kiiltiirii flaskina 20ml 6nceden 1sitilmis (37°C) hiicre ekim besiyeri

eklenir.

-Dondurulmus MDCK hiicreleri (IXIO7 hiicre/vial) hizli bir sekilde 37°C su
banyosunda ¢oziildiikten sonra iginde hiicre ekim besiyeri bulunan T-75 doku kiiltiirii

flakina ilave edilir.
-T-75 flaski 37°C ve 5% CO; olan inkiibatorde 2-3 saat inkiibasyona birakilir.

-T-75 flaski inkiibatorden almir ve inverted mikroskop altinda hiicrelerin flaska
tutunup tutunmadigr kontrol edilir. Hiicrelerin = %50’sinin  T-75 flaskina
tutundugundan emin olunur. Eger hiicreler T-75 flaskina tutunmadiysa yeni bir vial

ile 1-4 basamaklari tekrarlanir.

-%50 hiicrelerin tutundugundan emin olduktan sonra hiicre ekim besiyeri aspire

edilir ve taze hiicre ekim besiyerinden 20ml T-75 flaskina ilave edilir.

-Flask inkiibatore kaldirilir. Hiicre yogunlugu %80 olana kadar 3-4 giin inkiibe edilir.
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5.3.2. MDCK Hiicrelerin Altkiiltiirii

-Hiicrelerin ¢ogalmaya birakildigi T-75 doku kiiltiirii flask: inkiibatorden alinir ve
inverted mikroskop altinda hiicrelerin morfolojileri ve yogunlugu kontrol edilir.
Hiicrelerin flaskin tabaninda homojen dagilimli olarak sikica tutunmus olmasi
gerekir ve hiicre ekiminin ardindan 3-4 giin i¢inde %80 hiicre yogunluguna ulagmis

olmas gerekir.
-Hiicre kiiltiir siipernatan1 pipet yardimiyla aspire edilir.

-Flaskin igerisine 10ml PBS eklenir ve 4-5 kere hafif¢e altiist ettikten sonra aspire
edilir. Besiyerin igerisinde yer alan FBS’den kurtulmak icin yikama yapilir. FBS
Tripsin-EDTA inhibitorii oldugu i¢in FBS uzaklastirilir.

-T-75 flaski i¢in Sml, T-225 flaski i¢in 10ml Tripsin-EDTA ilave edilir. Flask
yaklagik 15 dakika 37°C inkiibatore kaldirilir.

-Inkiibatorden alinan flaska bir elin avug iciyle hafifce vurulur ve inverted mikroskop

altinda hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilir.

-Hiicreler yiizeyden ayrilmiglar ve hareketli fakat hiicre kiimeleri de mevcut ise
bunun i¢in yaklasik 10 defa pipetaj yapilir (hiicre siispansiyonu pipete cekilir ve flask
duvarindan tekrar flaska wverilir) ve mikroskop altinda tekrar kontrol edilir.

Hiicrelerin tane tane ayrildigin1 gérene kadar bu islem tekrarlanir.

-Hemositometre kullanarak hiicreler sayilir ve hiicre siispansiyonundaki hiicre sayist

hesaplanir.

-Yeni doku kiiltiirii flask1 alinir. T-75 i¢in 20ml, T-225 i¢in 60ml taze hiicre ekim

besiyeri eklenir.

-Hiicreler, final konsantrasyonu 5x10*ml olacak sekilde 20ml taze ekim besiyeri

bulunan flaska ilave edilir.

-Flask, 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirilir. Hiicre yogunlugu %80 olana
kadar 3-4 giin inkiibe edilir.
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5.3.3. MDCK Hiicrelerine Viriis Ekimi

-T-75 flask1 37°C ve 5% CO; olan inkiibatorden alinir. Inverted mikroskop altinda
hiicrelerin yeterli yogunluga ulasip ulasmadigi kontrol edilir. Viriis ile enfekte etmek

icin MDCK hiicrelerinin en az 80% yogunluga sahip olmasi gerekmektedir.
-Hiicre kiiltiir siipernatani pipet yardimiyla aspire edilir.

-Tek tabaka MDCK hiicrelerinin bulundugu T-75 flaski 3 kez PBS ile yikanir. FBS

den kurtulmak i¢in bu islem uygulanir.

--80 de bulunan viriis alikotlarindan 1 vial alinir. Igerisinde viriis bulunan vial buzda

muhafaza edilir, aksi takdirde oda sicakliginda viriis RNA’s1 degrede olabilir.
-Viriis siispansiyonundan 500ul alinarak tek tabaka hiicrelerin tizerine pipetlenir.

-T-75 flaskir kapagi kapatildiktan sonra dairesel hareketler ile hafifce sallanir. Amag

viriis siispansiyonunun her noktaya ulagmasidir.

-T-75 flask1 35°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirilir. En az bir saat inokulasyon

i¢in beklenir.
-Bir saatin ardindan TPCK-Tripsinli Viriis ekim besiyerinden 12ml eklenir.
-T-75 flaski 35°C ve 5% CO, olan inkiibatdre kaldirilir. Ug giin inkiibe edilir.

-Ug giiniin sonunda hiicrelerin morfolojilerini gdzlemlemek i¢in inverted mikroskop

altinda bakilir.
5.3.4. Viriis Stoklama Islemi

-Viriis siispansiyonu ile enfekte edilen MDCK hiicreleri ii¢ giin sonunda inverted
mikroskop altinda gdzlenir. Sitopatik etki goriilmiis ise virlis sivist toplanir. Eger

hiicre morfolojileri halen saglikli ise inkiibasyon siiresi bir iki giin daha uzatilabilir.

-T-75 flaski 35°C ve 5% CO, olan inkiibatorden alinir. MDCK hiicrelerinin
oldiigiinii ve Olen hiicrelerin yiizeyden ayrilip virlis besiyeri igerisinde yiizdiikleri

gozlemlenince bu {ist s1v1 toplanir.
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-1mlI’lik viallere T-75 flaskindan alinan viriis besiyeri alikotlanir. Cok bekletilmeden

-80’¢ tasinir. Burada muhafaza edilir.
5.4. Viriis Titrasyonunu Ve Enfektivitesinin Belirlenmesi

5.4.1. Plak Testi
5.4.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler, Biyolojik Ornekler Ve Ekipmanlar

6-well plate (Corning) (kat# CLS3516, Sigma)

MDCK (madin darby canine kidney) hiicre hatt1 (ATCC)

Viriis siispansiyonu (7.pasaja ait) (HIN1/pdm/09/California susu)

T-75 Doku Kiiltiirii Flaski (Corning) (kat# CLS430641, Sigma)

Avicel (kat# RC-591, NF — FMC)

Sodium CMC (carboxymethyl cellulose) (kat# SC591, Marmara Blander Tabulose)
2X DMEM ( Plak Besiyeri) (Laboratuvarda hazirlandi)

DMEM GIBCO (+4500mg/L Glucose, -Pyruvate, - NaHCO3) (kat# 52100-047)
HEPES SIGMA (> 99,5 % titration) (kat# H3375)

Falcon tiipler (50mL, 15mL)

NaHCO3; SIGMA (Cell Cultered Tested) (kat# S5761)

NaOH (kat# 71463, Sigma)

Viriis Diliisyon Solusyonu (Laboratuvarda hazirlandi)

10% Formaldehit (kat# F8775, Sigma)

1% Kiristal Viyole (kat#HT90132, Sigma)

Trypan Blue (kat# T8154, Sigma)

1X PBS (phosphate buffered saline) (Laboratuvarda hazirlandi)

Penicilin/Streptomisin (kat# 4333-100, Sigma)
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Trypsin-EDTA (kat# T4049-500, Sigma)

TPCK-Trypsin (kat# T1426-250, Sigma)

Agarose, Ultrapure (kat# 15510-019, Gibco)

Distile su

Aliiminyum folyo

Steril cam siseler (1000mL, 500mL, 200mL)

Ependorf tiipler (1,5mL, 500ul)

Pipetgun (axygen) ve SmL, 10mL, 25mL ‘lik dispenser pipet uglar: (ISOLAB)
Manyetik 1siticili karistirict (ISOLAB) ve manyetik baliklar
Ayarlanabilir pipetorler (1000ul, 100ul, 10ul) ve filtreli pipet uglari
COy’li inkiibator (New Brunswick)

ESCO Class 2 Biyogiivenlik Kabini

Hemositometre

Inverted mikroskop

Su Banyosu

Hassas Terazi

pH metre

Mikrodalga firin

5.4.1.2. Solusyonlarin Hazirlanmasi
2X DMEM(Plak Besiyeri)Hazirlamis1 : 1 Litre otoklavlanmis distile su igin;

DMEM = 26,8 gr
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HEPES = 11,92 gr

NaHCO3; =4 gr

pH = 7,2 (NaOH)ayarlanir.

0,22 um filtre kullanilarak hazirlanan 2X DMEM steril cam siseye siiziiliir.

Viriis Diliisyon SolusyonuHazirlamis1 : 495 ml 1X DMEM igin 5ml
Penisilin/Streptomisin ( Final Konsantrasyon 100U/ml penisilin — 100mg/ml

streptomisin) kullanilir.

10% Formaldehit Hazirlams1 : %36 Formaldehit stogundan 5,56ml + 14,44 ml

distile su ile 10%’ luk formaldehit hazirlanir.

1% Kristal Viyole Hazirlamisi : 500ul kristal viyole stogundan + 49,5ml distile su

ile 19%’lik kristal viyole hazirlanir.
5.4.1.3. Plak Testinde Kaplama Olarak Agaroz Kullanimi

6-well plaklarin her birine hiicre sayist 800.000 olacak sekilde hiicre ekildi. Bunun
icin asagidaki yol izlendi;

-T-75 flaskinda pasajlari devam eden MDCK hiicreleri 37°C ve 5% CO, olan

inkiibatorden alinir.

-Inverted mikroskop altinda hiicre yogunlugu ve morfolojisi kontrol edilir.
-T-75 flaskindaki hiicre ekim besiyeri pipet yardimiyla aspire edilir.
-Ardindan PBS ile ii¢ kez yikanir.

-Tripsin-EDTA solusyonundan 6ml alinarak flaskin igine pipetlenir. Flask dairesel
hareketler ile hafifce sallanir. Amag¢ Tripsin-EDTA’nin her noktaya ulagsmasini

saglamaktir.

-T-75 flaskt 37°C ve 5% CO, olan inkiibatore kaldirilir. 10 dakika kadar inkiibe

edilir.
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-Flask inkiibatdrden alinir ve inverted mikroskop altinda incelenir. Tripsin-EDTA

etkisi ile hiicreler tutunduklari ylizeyden ayrilir.

-Icerisinde 6ml Tripsin-EDTA bulunan flaska 4ml hiicre ekim besiyeri eklenir.
Yaklasik 10 kez total 10ml’lik siispansiyon pipete ¢ekilir ve flaskin duvarina pipet

ucunu dayayarak geri birakilir. Amag hiicrelerin tane tane ayrilmasidir.
-Hiicre siispansiyonunun tiimii 50ml’lik falcona pipetlenir.

-1,5ml ‘lik bir ependorfa 990ul hiicre ekim besiyeri eklenir. 1:100 kat diliisyon
olusturmak i¢in 50ml’lik falconda bulunan hiicre siispansiyonundan 10ul alinarak

ependorfa eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir.

-Hemositometre kullanilarak hiicre sayimi yapilir. Yeni bir 500ul’lik epondorfa 10ul
100 kat diliisyonu yapilan siispansiyondan alinir ve eklenir. 10ul de tripan mavisi
eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir. Buradan

alian 10ul slispansiyon hemositometre iizerine damlatilir ve lamel ile kapatilir.
-Inverted mikroskop altinda hiicre sayimi yapilir.

-En ortada karede 90 adet hiicre sayildu.

-Hesaplama su sekilde olmaktadir.

Bir ml’deki hiicre sayis1 = (Hiicre sayist x 10* x diliisyon miktari) / baslangic

mililitresi
Hiicre sayisi= (90 x 10% x 100 x 2) /10
= 18,000,000 hiicre/ml bulunmaktadir.

6-well plaklara asagidaki yol izlenerek kuyu basina 800.000 olacak sekilde hiicre
ekildi;

-6-well plaklarin her bir kuyusuna 3ml hiicre ekim besiyeri eklendi.

-Elimizdeki falconda mililitresinde 18 milyon hiicre olan siispansiyonumuz mevcut.
Kuyu basma 800.000 hiicre olacak sekilde hesapladigimizda yaklasik 22,5ul hiicre

stispansiyonu kuyu basina eklendi.
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-Plaklar hiicrelerin homojen olarak dagilmasi icin hafifce elde sallandiktan sonra

inverted mikroskop altinda kontrol edildi.
-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirildi ve overnight birakildi.

-Ertesi giin plaklar 37°C ve 5% CO3 olan inkiibatdrden alind1 ve inverted mikroskop
altinda kontrol edildi.

-Burada 6nemli olan hiicrelerin tam tabaka her yeri kaplamis olmas1 gerekmektedir.

- Distile su icersinde 0.6% agarose ¢ozeltisi hazirlanir. 121°C’de 20 dakika

otoklavlanir.
-Kullanilacagi zaman 65°C su banyosunda eritilir.
-Plak medyumu 37°C su banyosunda 1sitilir.

56°C’ye getirilmis 0.6% agarose stogundan, seyreltici olarak 2X DMEM kullanilarak

1:1 oraninda ¢6zelti hazirlanir. Boylece son konsantrasyon 0.3% olur.
Plaklarin igerisinde bulunan hiicre ekim besiyerleri aspire edilir.

-Plaklarin her birine 3ml PBS pipetlenir. Elde hafif¢ce ¢alkalanir ve PBS aspire edilir.

Bu islem ii¢ kez tekrarlanir.

- -80’de stoklanan virilis siispansiyonlarindan 7.pasajin viali alindi. Viriis buz

igerisinde tutulur.

-Bu 7.pasaja ait virlis siispansiyonundan seri diliisyonlar olusturuldu ve bu

diliisyonlar kullanildi.

5.4.1.3.1. Plak Testi I¢in Viriis Diliisyonlarimin Hazirlanmasi

7 adet 1,5ml’lik ependorf hazirlanir.

Uzerlerine 1/10, 1/10%, 1/10%°, 1/10°, 1/10%°, 1/10%, 1/10*° yazilir.

I nolu tiip 1/10 i¢in; 10ul 7.pasaj virlis siispansiyonu + 90 ul virlis diliisyon

solusyonu hazirlanir.
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2 nolu tiip 1/10? icin; 100ul 1/10 siispansiyonu + 900ul viriis dilusyon solusyonu

hazirlanir.

3,4,5,6 ve 7 nolu ependorflara 200ul viriis diliisyon solusyonu eklenir. Ardindan 2
nolu tiipten 92ul alinir ve 3 nolu tlipe eklenir. Pipetleme yapilir ve homojen karigim
olusur ve bu 3 nolu tiipten de 92ul alinir 4 nolu tiipe aktarilir pipetleme yapilir. Bu
islem 7 nolu tlipe kadar ayn1 sekilde devam eder. Bu sekilde ikiser tane olmak iizere

viriis diliisyonlar1 hazirlanir.

-Her bir diliisyondan 200ul olacak sekilde siispansiyonlar tek tabaka MDCK iizerine

pipetlenir.

-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirildi. Bir saat inkiibasyona birakildi.
-Bir saat sonunda plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatérden alindi.

-Plaklarin her bir kuyusundan inokulum aspire edilir.

-Son konsantrasyonlari 1,2% Avicel, 2% CMC olacak sekilde her biri 1:1 oranda 2X
DMEM ile homojen olacak sekilde karistirilir.

-Her bir kuyuya hazirlanan konsantrasyonlardan 3ml eklenir. Her biri igin bir kontrol
kuyusu (viriissiiz sadece Avicel ya da CMC) ve bir adet hiicre kontrol kuyusu

(virlissiiz ve overlay yok sadece hiicre ekim besiyeri var) birakilir.
-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirildi. Bes giin inkiibe edildi.
-Bes giiniin sonunda plaklar 37°C ve 5% CO3 olan inkiibatorden alindi.

-Her kuyunun iist sivis1 pipet yardimiyla aspire edildi. Kuyular PBS ile yeterince

temizlenene kadar yikanir.

-Her bir kuyuya 1ml 10% formaldehit olacak sekilde pipetleme yapilir. Plaklar

aliiminyum folyo ile sarilir. 1saat oda sicakliginda bekletilir.

-Bir saat sonra formaldehit aspire edilir ve her bir kuyuya 1%’lik kristal viyole

pipetlenir. Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
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-20 dakikanin sonunda kuyulardan kristal viyole boyasinin uzaklastirilmasi igin

distile su ile yikamasi yapilir.
-Olusan plaklar gdzlemlendi ve sayildi.

5.4.1.4MDCK Hiicrelerinde Kaplama Olarak Farkh Konsantrasyonlardaki
CMC ve Avicel Kullanim

200 ml cam siselerden birinekonsantrasyonu 4,8% olan Avicel ve digerine

konsantrasyonu 4% olan CMC hazirlandi.

200 ml distile su i¢in 8,4 gr Avicel tartildi. 200 ml distile su i¢in 8 gr CMC tartildi.
Iclerine manyetik balik atildi. Isis1 arttirilan manyetik karistiricida homojenize

olmasi i¢in bir giin boyunca karigsmaya birakildi. Ertesi giin otoklavlandi.

6-well plaklarin her birine hiicre sayis1 800.000 olacak sekilde hiicre ekildi. Bunun
icin asagidaki yol izlendi;

-T-75 flaskinda pasajlari devam eden MDCK hiicreleri 37°C ve 5% CO, olan

inkiibatérden alinir.

-Inverted mikroskop altinda hiicre yogunlugu ve morfolojisi kontrol edilir.
-T-75 flaskindaki hiicre ekim besiyeri pipet yardimiyla aspire edilir.
-Ardindan PBS ile ii¢ kez yikanir.

-Tripsin-EDTA solusyonundan 6ml alinarak flaskin igine pipetlenir. Flask dairesel
hareketler ile hafif¢e sallanir. Amag¢ Tripsin-EDTA’nin her noktaya ulagmasini

saglamaktir.

-T-75 flaskt 37°C ve 5% CO, olan inkiibatore kaldirilir. 10 dakika kadar inkube

edilir.

-Flask inkiibatorden alinir ve inverted mikroskop altinda incelenir. Tripsin-EDTA

etkisi ile hiicreler tutunduklari ylizeyden ayrilir.
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-Icerisinde 6ml Tripsin-EDTA bulunan flaska 4ml hiicre ekim besiyeri eklenir.
Yaklagik 10 kez total 10ml’lik siispansiyon pipete cekilir ve flaskin duvarina pipet

ucunu dayayarak geri birakilir. Amag hiicrelerin tane tane ayrilmasidir.
-Hiicre siispansiyonunun tiimii 50ml’lik falcona pipetlenir.

-1,5ml ‘lik bir ependorfa 990ul hiicre ekim besiyeri eklenir. 1:100 kat diliisyon
olusturmak i¢in 50ml’lik falconda bulunan hiicre siispansiyonundan 10ul alinarak

ependorfa eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir.

-Hemositometre kullanilarak hiicre sayimi yapilir. Yeni bir 500ul’lik epondorfa 10ul
100 kat diliisyonu yapilan siispansiyondan alinir ve eklenir. 10ul de tripan mavisi
eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon Karistirilarak homojenize edilir. Buradan

alian 10ul slispansiyon hemositometre iizerine damlatilir ve lamel ile kapatilir.
-Inverted mikroskop altinda hiicre sayimi yapilir.

-En ortada karede 120 adet hiicre sayild1.

-Hesaplama su sekilde olmaktadir.

Bir ml’deki hiicre sayis1 = (Hiicre sayis1 x 10* x dilisyon miktar1) / baslangic

mililitresi
Hiicre sayisi= (120 x 10* x 100 x 2) /10
= 24,000,000 hiicre/ml bulunmaktadir.

6-well plaklara asagidaki yol izlenerek kuyu basina 800.000 olacak sekilde hiicre
ekildi.

-6-well plaklarin her bir kuyusuna 3ml hiicre ekim besiyeri eklendi.

-Elimizdeki falconda mililitresinde 24 milyon hiicre olan siispansiyonumuz mevcut.
Kuyu basma 800.000 hiicre olacak sekilde hesapladigimizda yaklasik 33,3 ul hiicre

siispansiyonu kuyu basina eklendi.

-Plaklar hiicrelerin homojen olarak dagilmasi icin hafifce elde sallandiktan sonra

mverted mikroskop altinda kontrol edildi.
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-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatdre kaldirildi ve overnight birakildi.

-Ertesi giin plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatdrden alind1 ve inverted mikroskop
altinda kontrol edildi.

-Burada nemli olan hiicrelerin tam tabaka her yeri kaplamis olmas1 gerekmektedir.

Hazirlanan Avicel ve CMC konsantrasyonlarinin hiicre morfolojisine etkisinin

gozlemlenmesi;

56°C’ye getirilmis 4,8% Avicel stogundan, seyreltici olarak 2X DMEM kullanilarak

asagidaki konsantrasyonlar hazirlandi,
Avicel;

0% , 0,015%, 0,3%, 0,45%, 0,6%, 0,8%, 1,2%, 1,8%, 2,1%, 2,4%, 3%, 3,6%, 4,2%,
4,8%

56°C’ye getirilmis 4% CMC stogundan, seyreltici olarak 2X DMEM kullanilarak

asagidaki konsantrasyonlar hazirlandi;
CMC,;

0%, 0,125%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%, 1,25%, 1,5%, 1,75%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4%

6-well plaklarin her bir kuyusuna hazirlanan her konsantrasyondan 3ml eklendi.

Ardindan plaklar 37°C ve 5% CO 2 olan inkiibatore kaldirildi ve {i¢ giin inkiibasyona
birakildi.

Bulgularda goriildiigii tizere buradan 1,2% Avicel, 2,4% Avicel, 1% CMC, 2% CMC
konsantrasyonlarinin hiicre morfolojisine etkilerinin minimum oldugu gozlendi ve

deneye bu konsantrasyonlar tizerinden devam edildi.
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54141 Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisim Plak Testinde

Infektivitesinin Hesaplanmasi

-Icerisinde MDCK hiicrelerinin ¢ogaltildigi T-75 flaski 37°C ve 5% CO2 olan

inkiibatorden alinir.

-Inverted mikroskop altinda hiicre yogunlugu ve morfolojisi kontrol edilir.
-T-75 flaskindaki hiicre ekim besiyeri pipet yardimiyla aspire edilir.
-Ardindan PBS ile ii¢ kez yikanir.

-Tripsin-EDTA solusyonundan 6ml alinarak flaskin igine pipetlenir. Flask dairesel
hareketler ile hafifce sallanir. Amag¢ Tripsin-EDTA’nin her noktaya ulasmasini

saglamaktir.

-T-75 flask1 37°C ve 5% CO, olan inkiibatore kaldirilir. 10 dakika kadar inkiibe

edilir.

-Flask inkiibatorden alinir ve inverted mikroskop altinda incelenir. Tripsin-EDTA

etkisi ile hiicreler tutunduklar ylizeyden ayrilir.

-Igerisinde 6ml Tripsin-EDTA bulunan flaska 4ml hiicre ekim besiyeri eklenir.
Yaklagik 10 kez total 10ml’lik siispansiyon pipete ¢ekilir ve flaskin duvarina pipet

ucunu dayayarak geri birakilir. Amag hiicrelerin tane tane ayrilmasidir.
-Hiicre stispansiyonunun tiimii 50m!’lik falcona pipetlenir.

-1,5ml ‘lik bir ependorfa 990ul hiicre ekim besiyeri eklenir. 1:100 kat diliisyon
olusturmak i¢in 50ml’lik falconda bulunan hiicre siispansiyonundan 10ul alinarak

ependorfa eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir.

-Hemositometre kullanilarak hiicre sayimi yapilir. Yeni bir 500ul’lik epondorfa 10ul
100 kat diliisyonu yapilan siispansiyondan alinir ve eklenir. 10ul de tripan mavisi
eklenir. Pipet yardimiyla silispansiyon karistirilarak homojenize edilir. Buradan

alinan 10ul slispansiyon hemositometre tizerine damlatilir ve lamel ile kapatilir.

-Inverted mikroskop altinda hiicre sayimi yapilir.
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-En ortada karede 160 adet hiicre sayild1.
-Hesaplama su sekilde olmaktadir.

Bir ml’deki hiicre sayis1 = (Hiicre sayisi x 10* x diliisyon miktar1) / baslangi¢

mililitresi
Hiicre sayisi= (160 x 10* x 100 x 2) /10

= 32,000,000 hiicre/ml bulunmaktadir.

6-well plaklara asagidaki yol izlenerek kuyu basina 800.000 olacak sekilde hiicre
ekildi.

-6-well plaklarin her bir kuyusuna 3ml hiicre ekim besiyeri eklendi.

-Elimizdeki falconda mililitresinde 32 milyon hiicre olan siispansiyonumuz mevcut.
Kuyu basina 800.000 hiicre olacak sekilde hesapladigimizda yaklagik 25 ul hiicre

siispansiyonu kuyu basina eklendi.

-Plaklar hiicrelerin homojen olarak dagilmasi icin hafifce elde sallandiktan sonra

mverted mikroskop altinda kontrol edildi.
-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirildi ve overnight birakildi.

-Ertesi giin plaklar 37°C ve 5% CO3 olan inkiibatdrden alind1 ve inverted mikroskop
altinda kontrol edildi.

-Burada 6nemli olan hiicrelerin tam tabaka her yeri kaplamis olmas1 gerekmektedir.
-Plaklarin igerisinde bulunan hiicre ekim besiyerleri aspire edilir.

-Plaklarin her birine 3ml PBS pipetlenir. Elde hafif¢ce calkalanir ve PBS aspire edilir.

Bu islem ti¢ kez tekrarlanir.

- -80’de stoklanan virilis silispansiyonlarindan 7.pasajin viali alindi. Virlis buz

igerisinde tutulur.
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-Bu 7.pasaja ait virlis siispansiyonundan seri diliisyonlar olusturuldu ve bu
dilisyonlar kullanildi. Amag virlisiin konsantrasyonunun yiiksek olabiecegini

diisiinerek seyreltmek ve seyreltilmis siispansiyonlar1 kullanmaktir.
5.4.1.4.1.1. Plak Testi i¢in Viriis Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

5 adet 1,5ml’lik ependorf hazirlanir.

Uzerlerine 1/10, 1/10%, 1/10%, 1/10%, 1/10° yazilir.

Her birine 540ul viriis diliisyon solusyonu eklenir.

7.pasaja ait viriis stogundan 60ul siispansiyon ¢ekilir ve birinci tlipe pipetlenir.

Birinci tiip pipetlenip karistirildiktan sonra buradan 60ul ¢ekilir ve ikinci tlipe
pipetlenir.Bu igslem besinci tiipe gelinceye kadar devam eder. 4’er adet bu sekilde

viriis diliisyonlar1 hazirlandi.

-Her bir dilisyondan 500ul olacak sekilde slispansiyonlar tek tabaka MDCK {izerine

pipetlenir.

-5 adet kuyu kontrol amagli birakildi ve viriis yerine 500ul 1X DMEM eklendi.
-Plaklar 37°C ve 5% CO2 olan inkiibatore kaldirildi. Bir saat inkiibasyona birakildi.
-Bir saat sonunda plaklar 37°C ve 5% CO2 olan inkiibatdrden alind1.

-Plaklarin her bir kuyusundan inokulum aspire edilir.

-Son konsantrasyonlar1 1,2% Avicel, 2,4% Avicel, 1% CMC, 2% CMC olacak
sekilde her biri 1:1 oranda 2X DMEM ile homojen olacak sekilde karistirilir.

-Her bir kuyuya hazirlanan konsantrasyonlardan 3ml eklenir. Her biri i¢in bir kontrol
kuyusu (viriissiiz sadece Avicel ya da CMC ) ve bir adet hiicre kontrol kuyusu

(virtissiiz ve overlay yok sadece hiicre ekim besiyeri var) birakilir.
-Plaklar 37°C ve 5% CO2 olan inkiibatore kaldirildi. Bes giin inkiibe edildi.

-Bes giiniin sonunda plaklar 37°C ve 5% CO2 olan inkiibatérden alindi.
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-Her kuyunun {ist sivis1 pipet yardimiyla aspire edildi. Kuyular PBS ile yeterince

temizlenene kadar yikanir.

-Her bir kuyuya 1ml 10% formaldehit olacak sekilde pipetleme yapilir. Plaklar

aliiminyum folyo ile sarilir. 1saat oda sicakliginda bekletilir.

-Bir saat sonra formaldehit aspire edilir ve her bir kuyuya 1%’lik kristal viyole

pipetlenir. Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.

-20 dakikanin sonunda kuyulardan kristal viyole boyasinin uzaklastirilmasi igin

distile su ile yikamasi yapilir.
-Olusan plaklar gézlemlendi ve sayildi.

5.4.1.4.2. Farkh Viriis DiliisyonlarininKaplama Olarak 2% CMC Ve 1,2%

Avicel Kullanarak Infektivitesinin Hesaplanmasi

-Igerisinde MDCK hiicrelerinin ¢ogaltildigi T-75 flaski 37°C ve 5% CO2 olan

inkiibatorden alinir.

-Inverted mikroskop altinda hiicre yogunlugu ve morfolojisi kontrol edilir.
-T-75 flaskindaki hiicre ekim besiyeri pipet yardimiyla aspire edilir.
-Ardindan PBS ile ti¢ kez yikanir.

-Tripsin-EDTA solusyonundan 6ml alinarak flaskin igine pipetlenir. Flask dairesel
hareketler ile hafifce sallanir. Amag¢ Tripsin-EDTA’nin her noktaya ulasmasini

saglamaktir.

-T-75 flaski1 37°C ve 5% CO, olan inkiibatore kaldirilir. 10 dakika kadar inkiibe
edilir.
-Flask inkiibatorden alinir ve inverted mikroskop altinda incelenir. Tripsin-EDTA

etkisi ile hiicreler tutunduklar yiizeyden ayrilir.

-Igerisinde 6ml Tripsin-EDTA bulunan flaska 4ml hiicre ekim besiyeri eklenir.
Yaklagik 10 kez total 10ml’lik siispansiyon pipete cekilir ve flaskin duvarina pipet

ucunu dayayarak geri birakilir. Amag hiicrelerin tane tane ayrilmasidir.
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-Hiicre slispansiyonunun tiimii 50ml’lik falcona pipetlenir.

-1,5ml ‘lik bir ependorfa 990ul hiicre ekim besiyeri eklenir. 1:100 kat diliisyon
olusturmak icin 50ml’lik falconda bulunan hiicre siispansiyonundan 10ul alinarak

ependorfa eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir.

-Hemositometre kullanilarak hiicre sayimi yapilir. Yeni bir 500ul’lik epondorfa 10ul
100 kat diliisyonu yapilan stispansiyondan alinir ve eklenir. 10ul de tripan mavisi
eklenir. Pipet yardimiyla siispansiyon karistirilarak homojenize edilir. Buradan

alan 10ul slispansiyon hemositometre tizerine damlatilir ve lamel ile kapatilir.
-Inverted mikroskop altinda hiicre sayimi yapilir.

-En ortada karede 90 adet hiicre sayildu.

-Hesaplama su sekilde olmaktadir.

Bir ml’deki hiicre sayis1 = (Hiicre sayist x 10* x diliisyon miktar1) / baslangig

mililitresi
Hiicre sayisi= (80 x 10* x 100 x 2) /10
= 16,000,000 hiicre/ml bulunmaktadir.

6-well plaklara asagidaki yol izlenerek kuyu basma 800.000 olacak sekilde hiicre
ekildi.

-6-well plaklarin her bir kuyusuna 3ml hiicre ekim besiyeri eklendi.

-Elimizdeki falconda mililitresinde 32 milyon hiicre olan siispansiyonumuz mevcut.
Kuyu basma 800.000 hiicre olacak sekilde hesapladigimizda yaklasik 50 ul hiicre

stispansiyonu kuyu basina eklendi.

-Plaklar hiicrelerin homojen olarak dagilmas: ic¢in hafif¢e elde sallandiktan sonra

mverted mikroskop altinda kontrol edildi.
-Plaklar 37°C ve 5% CO- olan inkiibatore kaldirildi ve overnight birakildi.

-Ertesi giin plaklar 37°C ve 5% CO3 olan inkiibatorden alind1 ve inverted mikroskop
altinda kontrol edildi.
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-Burada 6nemli olan hiicrelerin tam tabaka her yeri kaplamis olmas1 gerekmektedir.
-Plaklarin igerisinde bulunan hiicre ekim besiyerleri aspire edilir.

-Plaklarin her birine 3ml PBS pipetlenir. Elde hafifce calkalanir ve PBS aspire edilir.

Bu islem ti¢ kez tekrarlanir.

-80°de stoklanan viriis siispansiyonlarindan 7.pasajin viali alindi. Virlis buz

icerisinde tutulur.

-Bu 7.pasaja ait virlis siispansiyonundan seri diliisyonlar olusturuldu ve bu

diliisyonlar kullanildi.

5.4.1.4.2.1. Plak Testi Icin Viriis Diliisyonlarinin Hazirlanmasi
7 adet 1,5ml’lik ependorf hazirlanir.

Uzerlerine 1/10, 1/10?, 1/10%°, 1/10°, 1/10*°, 1/10* 1/10*° yazilrr.

1 nolu tip 1/10 i¢in; 10ul 7.pasaj viriis siispansiyonu + 90 ul viriis dilisyon

solusyonu hazirlanir.

2 nolu tip 1/ 10% i¢in; 100ul 1/10 stispansiyonu + 900ul viriis dilusyon solusyonu

hazirlanir.

3,4,5,6 ve 7 nolu ependorflara 200ul viriis diliisyon solusyonu eklenir. Ardindan 2
nolu tiipten 92ul alinir ve 3 nolu tiipe eklenir. Pipetleme yapilir ve homojen karisim
olusur ve bu 3 nolu tiipten de 92ul alinir 4 nolu tiipe aktarilir pipetleme yapilir. Bu
islem 7 nolu tiipe kadar ayni sekilde devam eder. Bu sekilde ikiser tane olmak {izere

viriis diliisyonlar1 hazirlanir.

-Her bir dilisyondan 200ul olacak sekilde slispansiyonlar tek tabaka MDCK {izerine

pipetlenir.
-3 adet kuyu kontrol amagli birakildi ve viriis yerine 200ul 1X DMEM eklendi.
-Plaklar 37°C ve 5% CO- olan inkiibatore kaldirildi. Bir saat inkiibasyona birakildi.

-Bir saat sonunda plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatérden alindi.
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-Plaklarin her bir kuyusundan inokulum aspire edilir.

-Son konsantrasyonlari 1,2% Avicel, 2% CMC olacak sekilde her biri 1:1 oranda 2X
DMEM ile homojen olacak sekilde karistirilir.

-Her bir kuyuya hazirlanan konsantrasyonlardan 3ml eklenir. Her biri i¢in bir kontrol
kuyusu (viriissiiz sadece Avicel ya da CMC) ve bir adet hiicre kontrol kuyusu

(viriissiiz ve overlay yok sadece hiicre ekim besiyeri var) birakilir.
-Plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatore kaldirildi. Bes giin inkiibe edildi.
-Bes giiniin sonunda plaklar 37°C ve 5% CO; olan inkiibatorden alindu.

-Her kuyunun {ist sivist pipet yardimiyla aspire edildi. Kuyular PBS ile yeterince

temizlenene kadar yikanir.

-Her bir kuyuya Iml 10% formaldehit olacak sekilde pipetleme yapilir. Plaklar

aliiminyum folyo ile sarilir. Isaat oda sicakliginda bekletilir.

-Bir saat sonra formaldehit aspire edilir ve her bir kuyuya 1%’lik kristal viyole

pipetlenir. Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.

-20 dakikanin sonunda kuyulardan kristal viyole boyasinin uzaklastirilmasi igin

distile su ile yikamasi yapilir.
-Olusan plaklar gézlemlendi ve sayildi.

5.4.2. Real-Time RT-PCR Yéntemi ile Viriis Titrasyonunun Belirlenmesi
5.4.2.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler, Biyolojik Ornekler Ve Ekipmanlar

RNA izolasyon kiti ( Macherey-Nagel)

Beta-mercaptoethanol (Kat# M6250, Sigma)

Viriis siispansiyonu (7.pasaj) (HIN1/pdm/09/California susu)
70% EtOH

One-step quantitative RT-PCR probe hydolysis (e.g., Tagman) kit

BIORAD I Tag Universal Probes One-Step Kit (cat# 172-5140)
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Influenza A Forward ve Reverse Primerler (40uM), ( Sentegen)
InfA Forward ( 5’GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA C3°)
InfA Reverse ( 5’AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA3’)
Influenza A dual-labeled Probes (10uM), (Sentegen)

(TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACQG)

Steril distile su (RNase ve DNase free)

Pozitif kontrol (standart)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific)

Vortex (ISOLAB)

ESCO Class 2 Biyogiivenlik Kabini

Real-Time PCR (96-well formatinda thermocycler reaksiyon blogu ile) (BIORAD)
Laboratuvar kalemi

1,5 mikrosantrifiij tipleri ve 96-well 0.2 PCR reaksiyon tiiplerini koymak i¢in buz
dolu kopiik

20ul ve 200ul ayarlanabilir pipetorler ve filtreli pipet uglar
0.2 PCR reaksiyon plaki ve kapaklari
Steril, nuclease-free 1.5 ml mikrosantrifiyj tiipleri

Kullan-at pudrasiz eldivenler

43



5.4.2.2. Pasaj-7’ye ait Viriis Siispansiyonundan Total RNA izolasyonu

--80’den alinan 7.pasaja ait viriis slispansiyonu buza alinir. Vial igerisindeki 1ml
viriis siispansiyonu eridiginde 2000 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Eger pellet
olusmuyorsa 13.000 g’de 30 saniye santrifiij edilir.

-Vial iizerindeki siipernatan aspire edilir ve pellet ile ¢alisilir.

-Her 6rnek i¢in 350ul RA1 + 3,5ul Beta-mercaptoethanol karisimi eklenir. Kag

ornek calisilacak ise ona gore mix hazirlanabilir.

-Menekse renkli filtreli tiiplere RNA ve lizat karigimi aktarilir. 11.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilir.

-Alt faz1 tutulur ve filtreli kismi atilir. Boylece tuz artiklarini ve istenmeyen hiicre

komponentleri uzaklastirilir.

-Alttaki tiipte kalan hiicre lizati (RNA) iizerine 350ul 70% EtOH eklenir ve
pipetleme yapilir.

-Hiicre lizati (RNA) bu sefer mavi filtreli tliplere alinir ve 11.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilir. Alt kismi atilir yeni toplayici tiipler alinir ve filtreli kisimla devam

edilir.

-Her 6rnek i¢in 350ul MDB (Membrane Desalting Buffer) eklenir, 11.000 g’de 1
dakika santrifiij edilir.

-DNA’y1 pargalamak i¢in her ornek i¢in (90ul DNase Buffer + 10ul DNase) karisim
hazirlanir. DNase -20’de muhafaza edilir. Ornek basina karisimdan 95ul dagitilir ve

15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
-RA2’den 200ul eklenir ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir.
-RA3’den 600ul eklenir ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir.

-RA3’den 200ul eklenir ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir.
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-Mavi filtreli kisimlart RNase-free 1,5ml’lik ependorflara alinir ve {izerine
kullanimina gore 40-60ul RNase-free H20 eklenir, 11.000 g’de 1 dakika santrifiij

edilir.

Elde edilen viral RNA’nin Nanodrop dl¢iimii yapildi.
RNA = 72,3 ng/ul

A260/280 oran1 = 2,17

A260/230 orani = 2,04

5.4.2.3. Realtime RT-PCR Uygulamasi

-Buz dolu kopiik icersine kullanilacak tlipler (iTag universal probes reaction mix
(2X), iScript reverse transcriptase, forward and reverse primers, fluorogenic probe,

viriis RNA’s1, nuclease-free H20) alinir.
-96-well plakas1 UV 1sik altinda 15 dakika steril edilir ardindan buz igerisine alinir.

-Reaksiyon mixi hazirlamak igin steril nuclease-free 1.5ml mikrosantrifiij tiipii buz
igerisine almur. iki adet pozitif kontrol, Iki adet negatif kontrol ve iki adet 6rnek igin

reaksiyon asagidaki gibi hazirlanir.

1Taq universal probes reaction mix = 10ul x 7 = 70ul

iScript reverse transcriptase =0,5ul x 7=3,5ul
Influenza A forward primer =1lulx 7="7ul
Influenza A reverse primer =1ulx 7="7ul
Influenza A Probe =3,5ulx 7=3,5ul

hazirlanir ve her tiipe 13ul dagitilir.
-Reaksiyonlar 20ul olarak hazirlanir.

-Negatif kontrollere nuclease-free H20’dan her bir tiipe 7ul eklenerek 20ul’ye

tamamlanir.
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-Pozitif kontroliin nanodrop sonucu 34ng/ul oldugundan 4,9ul H20, 2,1ul standart

eklenir.

-Ornegi calistigimiz tiipe viriis RNA’s1 nanodrop sonucu 72ng/ul oldugundan 6pl
H20, 1ul 6rnekten eklenir.

-Her 6rnek pipetaj yapilarak homojen karigimi saglanir.
-96-well plakanin kapaklar1 kapatilir ve Realtime PCR cihazina alinir.
-Bilgisayardan reaksiyon ile ilgili bilgiler asagidaki gibi girilir.

Real-Time PCR Sistemi; Bio-Rad ig5, MiniOpticon, Chromo4, Myiq igin

setting/scan mode standart segilir.

Reverse transkripsiyon reaksiyonu = 50°C’de 10 dakika

Polimeraz aktivasyonu ve DNA denatiirasyonu = 95°C’de 1-3 dakika
Amplifikasyon i¢in;

Denatiirasyon = 95°C’de 2-15 saniye

Enileme/Uzama + Plaka okuma = 60°C’de 15-30 saniye

Siklus Sayist = 35-40

-Reaksiyon bittikten sonra program sonlandirilir ve sonug kaydedilir.

5.4.3. Hemagglutinasyon  Testini  Kullanarak  Viriis  Titrasyonunun

Belirlenmesi
5.4.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Biyolojik Ornekler Ve Ekipmanlar
BD Vacutainer K2E (EDTA) 10.0mL (cat# 367525)
0 Rh+ insan kani
50mL’lik ve 15mL’lik falcon tiipler

PBS (1X) (Laboratuvarda hazirlandi)
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10ul, 100ul, 1000ul’lik ayarlanabilir pipetor ve pipet uglari (Eppendorf)
Santrifiij cihaz1 (Beckman coulter)

ESCO Class 2 Biyogiivenlik Kabini

96-well u-formlu plaka ( not tc-treated) (Corning)

Viriis stispansiyonu (7.pasaj) (HIN1/pdm/09/California susu)

5.4.3.2. Hemaglutinasyon Testi

-8mL 0 Rh+ insan kan1t EDTA’1 Vacutainer tiipe alinir. Kanin EDTA ile karigmasi

ve pthtilagmay1 6nlemesi i¢in 5-6 kez altiist edilir.

-Kan 15mL’lik falcon tiipe alinir. Oda sicakliginda 1,200 rpm’de 10 dakika santrifii

edilir.

-Tiip igerisinde ii¢ katman olusur. En altta (kirmiz1 kisim) kirmizi kan hiicreleri, orta
katman (beyaz kisim) (buffy coat) beyaz kan hiicreleri ve plateletler, en iist kisim

(sar1 kisim) plasmadir.
-Plasma ve buffy coat aspire edilir.

-15mL’lik falconda sadece (kirmizi kisim) kirmizi kan hiicreleri kalmistir. Kirmizi
kan hiicrelerinin yikanmasi i¢in falconun tepesine kadar PBS eklenir. 5-6 kez altiist

edilir.

-1,200rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

-Stipernatan aspire edilir. Tekrar PBS ile yikanir.

-Bu isleme supernatanin rengi seffaf oluncaya kadar devam edilir.

-1:100 dilisyon hazirlanir. SOmL falcon tiip igerisine 0,5ul kirmizi kan hiicresi +
49,5mL PBS eklenir ve 5-6 kez altiist edilir.

-7. Pasaja ait virlis materyali -80°den alinir. Buz igerisinde tutulur RNA’nin degrede

olmamasi igin.

-96-well u-shaped plaka hazirlanir.
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-Yukaridan asagi yada soldan saga ne tarafa dogru diliisyon yapilacaksa iizerine

isaretlenir.
-Negatif kontrol olarak son kuyular kullanilir ve bu kuyalara viriis konmaz.

-Yukaridan asagi calisildi. Kag siitun ¢aligilacak ise isaretlenir, en {ist sira sadece

viriis 6rnegi i¢in en alt sira negatif kontrol i¢in ayrilir.
-En iist sira hari¢ her kuyuya 50ul PBS eklenir.

-100ul’ser viriislii materyal en iist siraya eklenir. Buradan alinan 50ul ile asagi dogru
1:2 diliisyon yapilir. Her kuyu degistirmedepipetaj yapilmasi gerekir. En son siraya

viriis eklenmez.
-Her kuyuya 50ul eritrosit siispansiyonu eklenir.

-Plaka kapagi kapatilir ve elimize alinir, 10 saniye saga-sola yukari-agagi hareketlerle

karisimi saglanir.

-Bir saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Sonu¢ gozlemlenir.
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6. BULGULAR

6.1.Influenza Viriis Stogu fle Enfekte Edilen MDCK’lar Ve Kontrol Olarak
Kullamilan MDCK’lar

Resim 6.1.1: Sifirinct Gliinde MDCK Hiicreleri (x200 Biiyiitme)

Resim 6.1.3: Besinci Giinde Influenza Virisii ile Enfekte MDCK Hiicreleri (x100
bliyiitme)
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Tablo 6.1.4: Influenza Viriisii ile Enfekte Edilen MDCK ’lar ve Kontrol Olarak

Kullanilan MDCK ’lar

Kontrol MDCK Viriis ile Enfekte MDCK
Hiicreleri Hiicreleri

0.giin Saglikli Hiicreler Saglikli Hiicreler

5.giin Saglikl1 Hiicreler Olii Hiicreler

MDCK hiicrelerinin influenza viriisii ile basarili bir sekilde enfekte oldugu

gosterilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan enfekte edilmemis MDCK’lar da bunu

onaylamaktadir.

6.2.Plak Testi

6.2.1. Plak Testinde Kaplama Olarak Agaroz Kullanim

Resim 6.2.1.1:Besinci Giinde Kontrol Grubu MDCK Hiicreleri (x200 Biiyiitme)

Resim 6.2.1.2:Besinci Giinde Agaroz ile Kapli MDCK (x200 Biiylitme)
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Resim 6.2.1.3: Besinci Giinde Agaroz ile Kapli Influenza Viriisii ile Enfekte MDCK

(x200 Biiyiitme)

Tablo 6.2.1.4: Agaroz Kaplama Kulanilarak Yapilan Plak Testi

Agaroz ile Kaph | Kontrol MDCK Agaroz ile Kaph
MDCK Hiicreleri | Hiicreleri + Viriis ile
Enfekte MDCK
Hiicreleri
0.giin Saglikl1 Hiicreler Saglikli Hiicreler Saglikli Hiicreler
5.giin Olii Hiicreler Saglikli Hiicreler Olii Hiicreler

MDCK hiicrelerinin agoroz kullanilan tiim palakalarda 6ldiigii gosterilmistir. Kontrol

grubu olarak kullanilan MDCK + Agaroz plakalarindaki hiicrelerin 5. giiniin sonunda

6lmesi bunun yaninda sadece MDCK hiicrelerinin bilundugu kontrol plakalarinda

hiicrelerin yasamasi bize su bilgiyi verdi. Agaroz kaplama kullanilarak yapilan plak

testleri dogru sonuglar vermemektedir.
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6.2.2. Plak Testinde Kaplama Olarak Farkh Konsantrasyonlarda CMC Ve

Avicel Kullanim

Resim 6.2.2.1:Besinci Giinde Kontrol Grubu MDCK Hiicreleri (x40 Biiylitme)

6.2.3. MDCK Hiicrelerinde Kaplama Olarak Farkh Avicel Konsantrasyonlari

Resim 6.2.3.1:Besinci Giinde 0,015% Avicel ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.3.2:Besinci Giinde 0,3% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.3.3:Besinci Giinde 0,45% Avicel ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.3.4: Besinci Giinde 0,6% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.3.5:Besinci Giinde 0,8% Avicel ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.3.6:Besinci Giinde 1,2% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.3.7:Besinci Giinde 1,8% Avicel ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.3.8:Besinci Giinde 2,1% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.3.9:Besinci Giinde 2,4% Avicel ile Kapli MDCK (x40)
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Resim 6.2.3.10:Besinci Giinde 3% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim6.2.3.11:Besinci Giinde 3,6% Avicel ile Kapli MDCK (x40)
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Resim 6.2.3.12: Besinci Giinde 4,2% Avicel ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.3.13:Besinci Giinde 4,8% Avicel ile Kapli MDCK (x40)



6.2.4. MDCK Hiicrelerinde Kaplama Olarak Farkli CMC Konsantrasyonlari

Resim 6.2.4.1:Besinci Giinde 0,125% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.2:Besinci Giinde 0,25% CMC ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.4.3:Besinci Giinde 0,5% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.4:Besinci Giinde 0,75% CMC ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.4.5:Besinci Giinde 1% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.6:Besinci Giinde 1,25% CMC ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.4.7:Besinci Giinde 1,5% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.8:Besinci Giinde 1,75% CMC ile Kapli MDCK (x40)
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Resim 6.2.4.9:Besinci Giinde 2% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.10:Besinci Giinde 2,5% CMC ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.4.11:Besinci Giinde 3% CMC ile Kapli MDCK (x40)

Resim 6.2.4.12:Besinci Giinde 3,5% CMC ile Kapli MDCK (x40)



Resim 6.2.4.13:Besinci Giinde 4% CMC ile Kapli MDCK (x40)
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Tablo 6.2.4.14: Kaplama Olarak Kullanilabilecek Farkli Polimerlerin Farkli

Konsantrasyonlarda Ayarlanip MDCK Hiicre Morfolojisine Etkisinin Test Edilmesi

5.Giinde MDCK 5.Giinde MDCK
+ Avicell + CMC
0,015 % Saglikli Hiicreler | 0,125 % Saglikli Hiicreler
0,3% Saglikli Hiicreler | 0,25 % Saglikli Hiicreler
0,45 % Saglikli Hiicreler | 0,5 % Saglikl1 Hiicreler
0,6 % Saglikli Hiicreler | 0,75 % Saglikl1 Hiicreler
0,8 % Saglikli Hiicreler | 1 % Saglikli Hiicreler
1,2 % Saglikli Hiicreler 1,25 % Saglikli Hiicreler
1,8 % Saglikli Hiicreler | 1,5 % Saglikli Hiicreler
2,1% Saglikli Hiicreler | 1,75 % Saglikli Hiicreler
2,4 % Hiicre morfolojisi | 2 % Saglikli Hiicreler
degismeye baslar
3% Kismi 6l 2,5% Hiicre morfolojisi
Hiicreler degismeye baglar
3,6 % Kismi 6lu hiicreler | 3 % Kismi 6li hiicreler
4.2 % Kismu 6l1i hiicreler | 3,5 % Kismi 6li hiicreler
4,8 % Kismi 6lu hiicreler | 4 % Kismi 0lii hiicreler

Farkli konsantrasyonda kullanilan Avicel ve CMC kaplamalarda Avicel’in 2% likten

daha konsantre olan kaplamalar1 ve CMC’nin de ayni sekide 2% likten daha

konsantre olan kaplama uygulamalar1 hiicrelere zarar verip 6ldiirdiigii

gozlemlenmistir. Bu sebeple plak testini uygularken hiicrelerin morfolojisine ve
yasamina zarar vermeyecek konsantrasyonlar denendi. Boylelikle plak testinin daha

saglikli ve dogru sonuglar verme olasilig arttirildi.
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6.2.5. Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisiin Plak Testinde

Enfektivitesinin Hesaplanmasi

6.2.5.1. Farkh Viriis Diliisyonlariyla Enfekte Edilen MDCK’lara Kaplama
Olarak Farklh Konsantrasyonlarda CMC ve Avicel Kullanarak Plak Testi

Uygulamasi

Resim 6.2.5.1.1:Kaplama olarak {ist sira ilk kuyu ve alt sira 1,2% Avicel, {ist sira son
iki kuyu 2% CMC kullanarak yapilan plak testi. Soldan saga dogru iist sira viriis
diliisyonu Avicel Kontrol, 10?2, 10, Soldan saga dogru alt sira viriis diliisyonu 107,

10* 107,

Resim 6.2.5.1.2:Kaplama olarak sadece st swra ilk iki kuyuda 1% CMC
kullanilarak yapilan plak testi. Soldan saga dogru iist sira viriis diliisyonu 10, CMC

Kontrol, 10°. Soldan saga dogru alt sira viriis diliisyonu hiicre kontrol, 10°, 10,
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Resim 6.2.5.1.3:Kaplama olarak {ist sirada 2% CMC, alt sirada 1% CMC
kullanilarak yapilan plak testi. Soldan saga dogru iist sira viriis diliisyonu CMC

Kontrol, 10'5,10'4. Soldan saga dogru alt sira viriis dilisyonu 10'4, 10'3, 1072,

Resim 6.2.5.1.4:Kaplama olarak {ist sirada iki kuyu ve alt sirada 2,4% Avicel, iist
sira sagdaki son kuyuda 1,2% Avicel kullanilarak yapilan plak testi. Soldan saga

dogru st sira viriis diliisyonu 10, Avicel Kontrol, 102, Soldan saga dogru alt sira

viriis diliisyonu 102, 103, 10,
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6.2.5.2. Farkh Viriis Diliisyonlarinin Kaplama Olarak 2% CMC ve 1,2% Avicel
Kullanarak Plak Testinde Uygulamasi

Resim 6.2.5.2.1: Kaplama olarak 2% CMC kullanilarak yapilan plak testi. Soldan
saga dogru iist sira viriis diliisyonu 102°,10°, 10°. Soldan saga dogru alt sira viriis

diliisyonu kontrol, 10>, 10,

Resim 6.2.5.2.2:Kaplama olarak 1,2% Avicel kullanilarak yapilan plak testi. Soldan
saga dogru iist sira viriis diliisyonu 10™°, Avicel Kontrol, Hiicre Kontrol. Soldan

saga dogru alt sira viriis diliisyonu 103,102 10
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Tablo 6.2.5.3 : Avicel ve CMC’nin Iki Farkli Konsantrasyonlarmi Kullanarak Plak

Testi Uygulamasinda Karsilastirilmast

Saglikli Hiicre Hiicre Hiicre Morfolojisi | Hiicre Kontrol
Hiicreler Morfolojis | Morfolojis | Kontrol ile | Morfolojis
1 Kot 1 Saglikli | Karsilastirildigind | 1 Saglikli
a Cok Iyi
Denemez
Tiim Tiim Tiim Tim  Hiicreler | Tiim 107 Viriis
Hiicreler Hiicreler Hiicreler Kalkmis,  Viriis | Hiicreler Diliisyon
enfekte Kalkmus, Kalkmus, diliisyonu ¢ok | Kalkmus, u
oldu Viriis Viriis yogun oldugu i¢in | Viriis
diliisyonu | diliisyonu diliisyonu
cok yogun | cok yogun cok yogun
oldugu oldugu oldugu
i¢in i¢in i¢in
Hiicrelerin | Plaklar Plaklar Plaklar ¢ok yogun | Plaklar 10 Viriis
cogu okunmuyo | ¢ok yogun | kiigiik noktaciklar | okunmuyo | Diliisyon
enfekte r ve Dbiyiik | halinde i¢ ige |r u
oldu i¢ ice | gecmis
geemis, okunmuyor
okunmuyo
r
Kismi Plaklar Plaklar Plaklar  kiigiik | Plaklar 10" Viriis
Enfeksiyo | Biiyiik Biiytik noktalar  halinde | kiigiik Diliisyon
n biiyiik i¢i | bilyiikk i¢i | yaklasik 20 adet | noktalar u
bos bos sayildi halinde
daireler daireler yaklasik
seklinde seklinde 20 adet
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gayet net | gayet net sayildi
okunmakta | okunmakta
yaklasik yaklasik

20 adet | 30 adet

plak plak
sayildi. sayildi
Enfeksiyo | Plak sayisi | Plak sayisi | Plak  yok gibi | Plak sayisi | 10° Viriis
n Yok 1 adet 2 adet sayilamadi. 2 adet, ¢ok | Diliisyon
kiiciik u
noktalar
seklinde
Z0r
gozlendi.

Deneme sonucunda en saglikli goriintii 1.2% Avicel ile alinmistir. Daha yogun
konsantrasyonlarin plak sayilarini azalttigin1 gordiik. Bu yiiksek konsantrasyon
sebebiyle hiicrelere zarar vermesinden kaynaklandi. CMC de ise 1%lik
konsantrasyon ve 2% lik konsantrasyonun her ikisininde dezavantajlar1 ve avantajlar
tabloda belirtildigi gibi gozlendi. Kullanilan 7. Pasaja ait viriisiin diliisyonlar
olusturuldugunda ise 107 olarak hazirlanan viriis diliisyonu bize en net goriintiiyii

verdi.

Ardindan yapilan ikinci testte olusturulan 10 kat viriis diliisyonlar1 arasinda ¢ok net
farkhiliklar var mi1 diye ara degerleri yani 10 ve 107 diliisyonlar olusturuldugunda
yaninda bir de 10™*° degerini de olusturup test ettik ve sonucun hesaplamalar sonucu

degismedigini gozlemledik.
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6.3. Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisiin Realtime Rt-Pcr Yontemi ile

Titrasyonunun Belirlenmesi

AlElis e

" Arpliceen Chart o
:::-. 'J /,/ ;
18000 ] '
- , —3
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Resim 6.3.1:Realtime RT-PCR Sonucu Elde Edilen Pik Gériintiileri
Tablo 6.3.2:Realtime RT-PCR Sonucu Elde Edilen Veriler
Well | Fluor | Type | Identifier | Replicate # | Threshold | Ct Ct Set
Cycle (Ct) | Mean | Std. | Point
Dev
D03 | FAM | Unkn | Samplel | 7.PASAJ 11.10 10.50 | 0.837 | N/A
VIRUS
D04 | FAM | Unkn 7.PASAJ 9.91 10.50 | 0.837 | N/A
VIRUS
D06 | FAM | Unkn | Sample2 | STD 18.38 17.90 | 0.676 | N/A
D07 | FAM | Unkn STD 17.42 17.70 | 0.676 | N/A
D09 | FAM | Unkn | Sample3 | NEGATIF | 38.65 38.64 | 0.011 | N/A
KONTROL
D10 | FAM | Unkn NEGATIF | 38.63 38.64 | 0.011 | N/A
KONTROL
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6.4. Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisiin Hemaggliitinasyon Testi

Yontemi ile Titrasyonunun Belirlenmesi

6.4.1. Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisiin Bir Alt Ve Bir Ust Pasajla

Karsilastirilmasi

Resim 6.4.1.1: Farkli Viriis Pasajlarinin Hemaglutinasyon Testinde Karsilastirilmasi.
Yukaridan asagi birinci siitun 8.pasaja ait viriis solusyonu, ikinci siitun 7.pasaja ait
viriis solusyonu, 6. pasaja ait viriis solusyonudur. En alt sira kontrol grubu sadece
kirmizi kan hiicresi bulunmaktadir. 8.pasaja ait viriisiin hemaglutinasyon iinitesi
1HAU: 32, 7.pasaja ait viriisiin hemaglutinasyon {initesi IHAU: 16, 6. pasaja ait

viriisiin hemaglutinasyon {initesi IHAU: 8’dir.
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6.4.2. Yedi Pasajlama Sonucu Elde Edilen Viriisiin Uclii Olarak Calissimasi

Resim 6.4.2.1: Yedinci Pasaja ait Viriisiin Hemagliirinasyon Testi Gortintiisii.
Yukaridan asag1 dogru 7. Pasaja ait iki katl1 viriis dilusyonlar1 kullanildi. En alt
sirada sadece kirimiz kan hiicreleri vardir. Viriisiin hemagliitinasyon {initesi |HAU:

16’dir.
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Tablo 6.4.3: Hemagglutinasyon Testi, Plak Testi, Real-Time RT-PCR Testi Ayni

Anda 7. Pasaja Ait Virus Dilusyonu Ile Calisildiginda Olusan Baglant:

7. pasaja ait viris
diliisyonu ile

cahisildiginda

Hemagglutinasyon Testi

1 HAU=16

Real-time RT-PCR

Yaklasik 10 ct degerinde

Plak Testi

1,2% Avicel

1.10° pfu/mL

1% CMC

1.10° pfu/mL

Tiim bu testler ¢cogaltilan virlisiin 7. Pasajinin 1mL’lik alikotlariyla defalarca test

edilmistir. Hemagglutinasyon {initesi

16 olarak hesaplanmig bundan sonraki

tanimlama testi olan inhibisyon testinde bu deger kullanilarak serum icerisindeki ne

kadar miktar antikorun aglutinasyonu engelleyebildigi ¢alismalar1 yapilabilir. Real-

time RT-PCR testi elde ne kadar virlis patikiili mevcut enfekiyoz yada non-

enfeksiydz bize net sonug verdi. Elimizdeki viriis slispansiyonuna ait her alikotta

enfeksiyoz virlis miktarini dogruladik.
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7. TARTISMA

Viruslarin biyolojik 6zelliklerine dayanan bir dizi titrasyon belirleme metodu vardir,
Ornegin viriisiin farkli tiirtin kirmizi kan hiicrelerini (RBC'leri) bir araya getirme
yetenegi gibi demistir Hirst, (57). Infeksiydz ve noninfeksiydz viriis parcaciklarinin
RBC'yi agliitine etme yetene8i, hemagglutinasyon testinin (HA) temelini
olusturmaktadir. Plak analizi,% 50 doku kiiltiirii bulasict dozu (TCID 50) ve% 50
yumurta bulasict doz (EID 50), bir numunedeki bulasicit virlis pargaciklarinin
miktarini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerdir. Uygun viriis titrasyonu, viriisiin,
hemagglutininin ve néraminidaz gibi ana yiizey proteinlerinin antijenik 6zelliklerinin
analizi icin gereklidir. Influenza viriis titrasyonu icin standart yontem, viriis
hemagglutinin proteininin (HA)min farkli tiirlerin RBC'lerini agliitinasyon
yetenegine dayanir. Tavuklar veya hindiler gibi genellikle kus RBC'leri
hemaggliitinasyon testinde kullanilir. Kus RBC’leri kiiciik ve c¢ekirdeklidir, hizl
cokerler ve viriis yoklugunda V-formlu mikro titre plakasmin altina kompakt bir
diigme olustururlar, bdylece net son nokta seyreltme tayini elde edilir. Cekirdeksiz
memeli RBC’leri (insan, kobay, at gibi), U-formlu mikrotitre plakasi kontrol
kuyularinin tabaninda "halo" veya dairevi olarak goriiniir, boylece seyreltme bitis

noktasini okumasi zorlasir.

Ito ve ark. (46), HA testinde kullanilacak olan kirmizi kan hiicreleri (eritrositler)
tiiriiniin  dikkate almmasi1 gerektigini vurgulamistir.Ozellikle insanlardan alinan
memeli influenza viriislerinin ilk tespiti icin, kobay ve insan eritrositleri
kullanilmahidir ve bu hiicrelerin de ¢ekirdeksiz hiicreler olup ¢dkmesinin uzun
sirdiigi akildan ¢ikarilmamalidir demektedir. Hindi ya da kaz eritrositleri, tim
influenza viriislerini tavuk eritrositlerinden daha iyi algilamaktadir diyenMorishita ve
ark. (55), ayrica tavuk eritrositleri, hemaggliitinasyon deneylerinde, insan veya at
eritrositlerinden farkli olarak ¢ekirdeklidir ve hemen ¢okelir demektedir. Baz1 kus
gribi viriisleri i¢in, 6zellikle memeli kaynaklarindan gelen HP H5N1 viriisleri i¢in at
eritrositleri kullanilmalidir demistir, Louisirirotchanakul ve ark. (56). Bu nedenle
insan ve diger memeli influenza virlislerinin ilk tespiti i¢in hindi, kobay ve at
eritrositleri kullanimi uygun iken ve avian influenza viriisleri i¢in hindi ve at

eritrositleri kullanim1 uygundur.
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Hemaggliitinasyon (HA) tahlili, viriisiin c¢ogalma kabiliyetine degil influenza
virtislerinin yiizeyindeki hemagglutinin miktarina baglidir demislerdir, Miller ve
Stanley, (58). HA testi, viral partikiilleri, enfeksiyozliliikten bagimsiz olarak
Olcer.HA uc¢ noktasi, komple hemagglutinasyona neden olan en yiiksek viriis
seyreltmesi ile belirlenir. HA titeri, son hemaggliitinasyonla son kuyudaki viriisiin
seyreltilmesinin karsiligidir. Bir HA {initesi (HAU), esit hacimde standartlastiriimis
RBC'leri agliitiine etmek i¢in gerekli virlis miktar1 olarak tanimlanir demistir, Miller
(59).Hemaggliitinasyonun bu "birimi" operasyonel birim olup mutlak miktarda bir
viriistin Ol¢iisii degildir.Madin-Darby Koépek Bobrek (MDCK) hiicre hatti veya
embriyonlanmis tavuk yumurtalari gibi hiicre kiiltiiriinden izole edilen influenza
viriisii, 96 yuvali bir mikrotitre plaka kullanilarak izole edilen siipernataninbir
tamponda iki kat seri seyreltilmesi ile titre edilir.flk kuyu sadece izolati, ikinci ve
sonraki kuyular1 50 ml tampon ve seyreltilmis viriis icerir. HAU'lar, deneyin
gerceklestirilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan standart antijen seyreltigini belirlemek igin

HALI tahlilinde kullanilir.

Ciftlik hayvanlarindan alinan kanin 6nceden taramasinin yapilmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in ticari bir kaynak bulunmasi gerekir. Tiim testler i¢cin kullanilan RBC'ler
mimkiin oldugunca taze olmalidir. Eger kan hemen kullanilmayacak ise
antikoagulan 6zellikte olan Alsever'in veya sodyum sitratin 1:10randa seyreltmesiyle
korunmalidir. 1990'larda, insan influenza A (H3N2), tavuk RBC'lerini topaklanma
yetenegini kaybettigini belirtmislerdir, Medeiros ve ark. (60). Su anda dolasan
influenza tipleri ve alt tipleri test edilirken hindiveya kobay RBC'leri tercih
edilir.Standardize edilmis RBC'ler HA testi ve EID 50 igin bir hafta kadar veya
hemoliz oluncaya kadar kullanilabilir. HAI testi i¢in kullanilan RBC'ler, optimum

hassasiyet i¢in test giinitinde yapilmalidir.

Basarili plak testi, hemaglutinasyon testi ve Real-Time RT-PCR i¢in en kritik olan
nokta kullanilan virlis kalitesidir. Bir virlis stogunun hazirlanmas: konusunda;
infeksiy6z virlis i¢in optimize edilmis olmasi ve enfeksiydz olmayan veya kusurlu
viriis pargaciklari igermemesi 6nemli bir husustur.Bu nedenle, viriis stogu inokiilum
icin yiiksek bir viriis seyreltmesi ile tretilmelidir ve virlis tiretimi HA titresi ile

degerlendirildiginde zirveye ulastiginda hasat edilmelidir. Virlisiin enfeksiyoz
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ozelligini korumasi i¢in testler sirasinda viriis stogu buzda tutulmalidir. HAU’ nun,
RBC tiiriine gore degistigi deneylerimizle test edilip goriilmistiir. Viriis
siispansiyonu ile temas eden tiim ekipman ve malzemeler steril olmali ve uygun steril
teknikler kullanilmalidir. FBS viral girisi engeller ve hiicrelerin etkin enfeksiyonu
icin ¢ikarilmasi gerektigi unutulmamalidir. > 1 saat kulugka siiresi MDCK hiicre
tabakasinin kurumasini ve azaltilmis hiicre canliligi ile sonuglanabilir. Plak testinde
diisiik virlis seyreltmeleri yapilirsa, hiicre katmani virlis tarafindan tamamen
yokedilebilir, bu da kuyularda hi¢ veya en az mor renklendirmeye neden olabilir.
MDCK hiicrelerinin pasaj numarasi 25’ten fazla olmamalidir. Hiicreleri yeterince
enfekte etmedigini ve hiicre morfolojilerinin bozuldugu goézlemlenmistir. Kullanilan

hiicre hattina uygun verilere dayanarak pasaj sayis1 ayarlanmalidir.

EID 50, embriyonlu tavuk yumurtalarmin ya da Madin-Darby Koépek Bobrek
(MDCK) hiicre hattinin% 50'sine enfekte olabilen numune viriisiin en yiiksek
seyreltmesini belirleyerek bir numune viriisteki bulasic1 viriis miktarini belirlemek
icin kullanilan biyolojik bir yontemdir.% 50 pozitif sonug iiretmek i¢in gereken
seyreltmeyi belirleyebilmek igin,Reed-Muench yontemi kullanilir, Reed ve Muench,
(61).

Plak tahlili, influenza viriisiiniin, agar veya agarozla kapli hiicre tabakasinda plaklar
olusturma kabiliyetine dayanan bir yontemdir demislerdir, Tobita ve ark. (62),
Tobita, (63). Plaklar, viriisiin sebep oldugu sitopatik etki (CPE) ve enfekte olmus
hiicrelerin 6liimili nedeniyle olusur. Boylece hiicre {izerinde lize edilmis hiicrelerin
dairesel bolgelerinin olusumuna neden olur. Sadece enfeksiydz viriis partikiilleri,
konak¢1 hiicreyi enfekte eder ve plak iiretebilmektedir.Plak olusturma iiniteleri
(PFU), bir hiicre katmaninda (genellikle MDCK hiicreleri kullanilir) olusan plaklarin
sayisint belirleyerek bir numunedeki bulasici virlis miktarinin nicel bir dl¢limiini
vermektedir.Yiiksek miktarda viriis seyreltmesinde, her plak, tek bir viriis pargacigi
tarafindan enfekte edilmis hiicrelerin bolgesini temsil eder. Bdylece, bir viriis
stogunun titeri, mililitre basina PFU cinsinden hesaplanabilir.Plak deneyi, on katli
seri seyreltme yaparak ve daha sonra hiicre tabakasini1 enfekte ederek gergeklestirilir.

Enfekte olmus hiicre tabakas1 bulunduran kuyular agaroz kaplama ile ortiiliir.Agaroz
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cikarilir; virlisleri inaktive etmek ic¢in hiicre katmanina etanol eklenir ve plaklar

gorsellestirmek i¢in ise kristal mor ilave edilir.

Herpes viriisleri ve poxviriisler gibi bazi viriislere standart siv1 kiiltlir ortami1 altinda
plak tahlili yapilabilir ¢iinkii bu viriislerin direkt hiicre-hiicre dagilimi lokalize
plaklarin olusmasini saglar. Fakat, influenza gibi bir¢ok viriis s1vi ortamda lokalize
plaklar olusturmaz. Bunun nedeni, bu viriislerin enfekte ettikleri hiicrelerden etkili
bir sekilde ayrismasi ve kiiltiir kaplarindaki sicaklik gradyanlarindan kaynaklanan
stvi ortamin konveksiyonel akist ile hiicre tabakasi iizerinde yayilmasidir. Bu
durumda, enfekte hiicrelerin biiylik piiriizlii odaklar1 olusur ve bu da sayilamaz.
Kiiltiir kaplarinda sivi hareketini 6nlemek ve viral yayilimi kontrol etmek i¢in 6zel
kaplama maddeleri kullanilir. En yaygin yontem, kiiltiir ortamini bir agar (veya
agaroz) jel ile katilagtirmaktir. Bununla birlikte, kati jel kaplamalar, yiiksek verimli
analizler i¢in gerekli olan 48 ve 96 gozlii kiiltiir plakalarinda kullanilamaz. Kati
jellere alternatif olarak, c¢oziinebilir hidrofilik polimerler, metilseliiloz (MC),
karboksimetilseliiloz, kitre sakizi vb. gibi viskoz c¢ozeltileri kullanilabilir,

Maramorosh ve ark. (29).

Bu ¢alismada plak olusumunda kullanilan kaplamalarin 6nemini test etmis olduk.
Ayrica literatiire baktigimizda influenzanin HIN1 susuna ait bu tarz bir ¢alismaya
rastlamamigstir. Agar kaplamanin kullanildig1 plakalarda hiicrler sicaklia olan
duyarlilig1 sebebi ile oOldiikleri i¢cin enfeksiyon hi¢ gozlenemedi. Fakat farkli iki
polimer kaplama olarak test edildiginde her iki polimerinde plak testinde 1yi bir
sekilde calistigini gordiik. CMC kaplama ortamina kiyasla, Avicel i¢eren ortamda
onemli Olgiide daha biiyiik plaklar olustu.Plak boyutu Avicel konsantrasyonunda
azalma ile artti, ¢ok seyreltilmis Avicel kaplamalar1 bile lokalize plak olusumunu
sagladi. Bu sebeple, diisiik viskoziteye sahip olduklari i¢in Avicel kaplamalari,
ozellikle 96 oyuklu kiiltiir plakalarinda metilseliilloz kaplamalara gore daha kolay
kullanilabilir. Ustelik, Avicel kaplamasi viriis inokulumunun énceden ¢ikarilmasina
gerek kalmadan uygulanabildigi i¢in (CMC’nin aksine) deneyi kolaylastirabilir ve
capraz kontaminasyon sansini azaltabilir.Avicel iceren kaplama ortami altindaki plak
testi, agar ve karboksimetilseliiloz kaplamalar altindaki testlerden daha kolay

uygulanmakta, daha hizli ve daha duyarli oldugu da deneylerle test edildi. CMC
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kaplama kullanarak uygulanan testte plaklarin ¢ok kiiciik olusundan 6tiitli sayimi zor
oldu. Deney, 96 oyuklu bir plaka formatinda kolayca gergeklestirilebilir ve yiliksek
verimli (high-throughput) viriis titrasyonlar1, serolojik ¢alismalar ve viral ilag
hassasiyeti deneyleri i¢in 6zellikle uygun gibi goriinliyor. Ayrica, biyogiivenlik
laboratuvarlarinin engelli kosullarinda gergeklestirilen yiiksek patojen ajanlarla

calismay1 kolaylastirabilir.

Viriis kiiltiirlerinin kisa siireli depolanmasi ig¢in 4°C tatmin edicidir. Enfektivitenin
yavaglatilmis inaktivasyonu 4°C'de birka¢ haftalik depolama sonucu meydana gelir,

Webster ve ark. (64). Uzun vadeli depolama igin viriis kiiltiirleri -70 © C'de saklanir.

Realtime PCR gibi molekiiler testlerle influenzanin teshisi, deneyimli olmayan
personel tarafindan  yapilmamalidir. Bu tahliller ig¢in kullanilan  6zel
ekipmaningalismast igin egitim gereklidir. influenza tiirii veya alt tipi i¢in molekiiler
analizin 6zgiilliigl, primerler ve problarin genomik hedefi tarafindan belirlenir.Cogu
influenza A saptama tahlili matriks genini hedefleyen primer/prob kombinasyonlarini
kullanirken alt siniflama testleri genelde hemagglutinin genlerini hedef alir.influenza
testleri i¢in ¢ok sayida primer ve prob sekansi hakemli literatiirde yayinlanmistir ve
halka agiktir. Primer ve probkonsantrasyonlari optimize edilmelidir ve reaktiflerin
her bir lotunun, reaktivite i¢in 6nceki parti ile karsilastirarak kontrol edilmesi gerekir.
Farkli master mix reaktifleri, testlerinoptimizasyonu i¢in tek tek primer / prob setleri

ve PCR aletleri ile test edilmelidir.

Real-time RT-PCR’in sonuglart dogal olarak niceliksellik igerir, ve dolayisiyla,
numunelerin mutlak bir sekilde niceliklestirilmesi igin, bir 6rnek ile ¢alisma sirasinda
titresi bilinen bir viriisiin seri diliisyonlarindan yararlanarak standart bir egri elde
edilebilir ve karsilastirma bu sekilde yapilir. Her bir viriis titresinin Ct degerlerinle
olan korelasyonu, viriis izolat1 ve hatta virlis hazirlanmasinda (bozuk partikiiller de
dahil olmak {izere birgok faktdre bagli olarak)ayni virlis izolatindan RNA'nin
kullanilmast ve numunedeki virilisiin standart egri ic¢in tiiretildigi ayni stoktan
optimum diizeyde kullanilmasi ¢ok onemlidir.iki adimli yéntemle yapilan bir RT-
PCR reaksiyonunun c¢apraz bulasma riski tagimasi nedeniyle yalnizca bir adimli RT-
PCR reaksiyon prosediirii kullanilmasi bu sebepten otiirii onerilmektedir. Enzim

miktarinin, siklus kosullarinin ve diger bilesenlerin optimizasyonu gerekmektedir.
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Tim RT-PCR kitleri kabul edilebilir bir performans sunmaz ve 5 'ekzoniikleaz
aktivitesine sahip bir polimeraz icermelidir.Smart Cycler II ve AB 7500 Fast icin
onerilen boyalar FAM (6-karboksifloresensin) ve BHQ-1 (BlackHoleQuencher-1)
olup ¢ogu aletle uyumludur. Farkli realtime PCR enstriimani kullaniliyorsa, alternatif
boyalarin kullanilmast gerekip gerekmedigini kontrol edilmelidir.Pozitif kontrol
RNA, belirli bir dongii esigi degerine sahip olacak sekilde seyreltilmis biitiin viriis
RNA's1 olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol RNA's1 genellikle esik degeri 21-29
arasinda bir dongii ile kalibre edilmesi yeterlidir. Pozitif kontrol, beklenenden daha
yiikksek veya diisiikse, reaksiyonlarla ilgili olast bir problem aragtirilmalidir.Ancak

varyasyonda 1-2 dongii daha gérmek nadirdir.

Influenza A viriisii genomu (~ 13.5 kb) 0.89 ila 2.3 kb biiyiikliigiinde ve 11 proteine
kadar kodlayan sekiz negatif anlamda VRNA'dan olusur, Knipe ve ark. (65).Grip A
virlisii teshisi, biyoenformatik/genomik analiz, temel arastirma ve tersine genetik ile
ast olusturulmasi, ¢esitli molekiiler viroloji teknikleriyle kolaylastirilmistir.Bu
teknikler, yiiksek kaliteli vRNA'min saflastirilmasini, VRNA'lari dsDNA'lara
dontistiiren ve dsDNA'yr c¢ogaltanRT-PCR prosediirleri, ¢esitli downstream
uygulamalar i¢in RTPCR amplikonlarin1 klonlamak (6rn. Sekanslama, protein
ekspresyonu veya tersine genetik), ve hizli niikkleotid sekans analizini miimkiin kilan
yontemlerdir. RTPCR amplifikasyonu ve/veya spesifik bir VRNA'nin veya bir vVRNA
icindeki kiiciik bolgelerin saptanmasi i¢in bir takim bol yaklasimlar gelistirilmis
olmasina ragmen, Influenza A viriisleri arasinda bulunan genis dizi ¢esitliligi, viral
genomu olusturan sekiz VRNA'nin tam uzunluktaki amplifikasyonu i¢in tek bir
yontem gelistirilmesini engellemektedir. Tek reaksiyonlu genomik amplifikasyon,
Adeyefa ve ark. (66), Wang ve ark. (67) veya tersine genetik plazmidlerine hizli
klonlama i¢in birkag yaklagim gelistirilmistir, Hoffmann ve ark. (68), Stech ve ark.
(69). Bu giicliiteknikler, Adeyefa ve ark. (66), Stech ve ark. (69), gelistirilmis
influenza A virlisii VRNA amplifikasyonu, klonlama ve tersine genetige sahip 6nemli
ilerlemeleri temsil eder; bununla birlikte, her birinin, bircok farkli oligoniikleotid
primerini ¢ogaltmaya ihtiyaci vardir veya en az sekiz ayrt RT-PCR reaksiyonu kabi
gerektirmektedir. Tek bir RT-PCR reaksiyonunda (Multisegment-RT-PCR) herhangi
bir influenza A virlisiiniin tim genomunun amplifikasyonunu miimkiin kilan

teknikler ve bu amplikonlarin niikleotid dizilimi i¢in veya ticari olarak temin
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edilebilen plasmidlere klonlanmasi iginkullanimi, veya modifiye edilmis tersine
genetik plazmidleri kullanarak hizli bir sekilde rekombinant influenza virisleri

yaratabilmesi hakkinda bilgi edinmek i¢in bu makale okunmalidir, Zhou ve ark. (70).

Tiiminfluenza viriis 6rnekleri iizerindeki laboratuar ¢alismalar1 bir BSL3 laboratuvari
igerisinde yapilmistir ve tiim 6rnek manipiilasyonlar1 biyogiivenlik kabini igerisinde
yapilmigtir, BMBL (71), de bu sekilde 6nermektedir.Molekiiler test i¢in, numune
alikotu numunede bulunan herhangi bir virlisii etkisiz hale getirmek i¢in lizis
tamponuna aktarilipdaha sonra kabin disarisina c¢ikarilmalidir. Yiiksek patojen
ozellikte olan kus gribi gibi siiphelenilen yeni influenza olgularindan alinan
numuneler i¢in ilave olarak yiiksek seviyede koruma ve Onlem alinmalidir ve
laboratuvarabu patojen ile ¢alismaya uygun bir ruhsat verilmedikge viriis kiiltiirii bu

tiir numunelerle yapilmamalidir.
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8. SONUCLAR

Yapilan testler sonucunda;

-Plak Testinde her bir plaktaki mililitredeki PFU belirlemek igin;

PFU/mL= Plak Sayis1 x Diliisyon x 10 formiilii ile bulundu.

=200ul’de 2 plak yani ImL’de 10 plak olustu. 10 x 10
=1.000.000pfu/mL

-Hemaglutinasyon Testinde IHAU= 16’dur.

-Realtime RT-PCR’da ct=10"dur.

Coklu metodlarin ayni anda viriis 6rneginin miktar ve kalite tayininde kullanilmasi
calismalarin devaminin kalitesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Tekrarlanan deneyler sonucunda
optmize edilen yontemlerle ayni korelasyona ulastik. Bu da yukarida sonuglari
belirtilen {i¢ testte gosterilmisitr. Yedi pasajlama sonucu elde edilen virlis bu

degerleri vermektedir.

Tiim bu testler ¢ogaltilan viriisiin 7. Pasajimin 1mL’lik alikotlariyla defalarca test
edilmistir. Hemagglutinasyon {initesi 16 olarak hesaplanmig bundan sonraki
tanimlama testi olan inhibisyon testinde bu deger kullanilarak serum icerisindeki ne
kadar miktar antikorun aglutinasyonu engelleyebildigi calismalar1 yapilabilir. Real-
time RT-PCR testi elde ne kadar viriis patikiili mevcut enfekiyoz yada non-
enfeksiydz bize net sonug verdi. Elimizdeki viriis slispansiyonuna ait her alikotta

enfeksiyoz viriis miktarini dogruladik.

Su zamana kadar As1 Teknolojileri Laboratuvar1 ve BSL-3 imkanlar1 dahilinde viiis
titrasyonunu arttirma odakli olarak dokuz pasaja kadar ¢alismalar siirdiirtildii. Bu
tezde 7. Pasaj sadece calisildi. Anlamli sonuglar alabilmek i¢in daha kapsamli
calismalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismalar elde edilen dokuz pasajin her
birinin {i¢ farkli testle ¢alisilarak standart sapma ve logaritmik egrilerinin
hesaplanmasim igerir. imkan dahilinde bu konuda calismay:r doktora tezim icin

diistinmekteyim
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