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In-vitro kiiltiir yontemleri

*Direkt mikroskopik taninin yetersiz kaldigi durumlar
*Serolojik testler icin antijen hazirlanmasi
*llag arastirmalari

*Biyokimyasal ozelliklerin belirlenmesi




*Detayl

eZaman alici

eKalite kontrollerinde zorluklar

RUTIN LABORATUVARLARDA
UYGULAMAK ZOR !




Ksenik kiiltiir: Bilinmeyen mikroorganizmalarin bulundugu
ortamda cogalan parazit kiiltiirleri

E.histolytica

*B.hominis

D.fragilis

*B.coli




Monoksenik kiiltiir: Bilinen tek bir bakteri ile tiretilme

E.histolytica

*B.coli




Aksenik kultiir: Bakterisiz saf kiltur

*G.Intestinalis

E.histolytica

*B.hominis

Q
1]



Ornekler

*Diski

*Mukus ya da karisim

*Rektal biyopsi
*Duodenum aspirasyon sivisi

*Taze ornek (2-3 saatlik, 24 saatten fazla bekletiimemeli !)




Entamoeba histolytica

*Rutin diski incelemelerinde parazit
saptanamadiginda

Ksenik-Monoksenik-Aksenik kiiltir

*Rutin uygulamada onerilen ¢calismalar

*Mikroskopik bakida negatif bulunan siipheli olgular




Kiltiirde

ureme yoksa

Basari oram : % 50-70

Diskida Kist fazla ise

>

Kisinin enfekte olmadigi
anlamina gelmez !

SANS ARTAR !




Besiyerleri

Protein kaynagi > Yumurta, besleyici maddeler, serum
*Ksenik kiiltur > ROBINSON Besiyeri
(KH kaynagi pirin¢ unu)
E.histolytica
E.hartmanni
o
E.nana , 28
D.fragilis . N W N
frag kY Xy

B.coli




Entamoeba histolytica

Ksenik kiiltiir
*Boeck-Drobohlav’in Locke-Egg-Serum LE besiyeri

*TYSGM-9 :Trypticase, yeast extract, serum, gastric mucin
Ksenik-Aksenik gecisini kolaylastirir

( mukusun i¢erdigi bazi elementler E.histolytica’nin iiremesini
destekler)



*B.hominis gibi iireyen mikroorganizma eliminasyonu onemli !

*B.hominis baskinsa Yanlis negatif sonug

B.hominis eliminasyonu Akriflavin

Hidroklorik asit uygulamasi

Taze besiyerine seri pasajlar




Entamoeba histolytica
Ksenik Kkiiltiir

Diski (Tercihen mukuslu-kanh kisimlar) + SF

Ksenik kiiltiirde en onemli
Besiyerlerine ekilir durum amip-bakteri dengesini
kurmaktir.

Penisilin + Streptomisin + Eritromisin

eklemesi
*L_E besiyeri primer izolasyonda EN iYi SONUC !
*TYSGM-9 besiyeri Ureyen amip sayisi fazla
» Primer izolasyon Robinson

LE besiyeri



Entamoeba histolytica ; Monoksenik Kkiiltiir

Bakteri-Trypanasomid kullanimi 6nerilir !

*TYI-S-33

*YI-S

LYI-S-2 &




Aksenizasyon ; Uzun siiren bir yontem
Besiyerleri monoksenik kualtur ile ayni

Viriilan aksenik suslar ———s Memeli hiicre kiiltiiriinde
sitolitik etki

Hiucre kulturiinde aderans ve .
Fe etkili

sitotoksisite



Karisik enfeksiyonlarda baskin iireyen tiir

- SONUCUETKILER!

E.dispar ;
Ksenik kiiltiir > Kolay lireme
Monoksenik kiiltiir . Zayif lireme

Aksenik kiltiir > Basar1 sans1 ¢ok az



Giardia intestinalis

Karapetyan (1960) C.guilliermondii-civciv fibroblasti

9-

*Meyer (1976) Ilk aksenik kiiltiir
HSP-1

Duodenum sivisindan alinan trofozoit tiretimi




Olgun kist eksistasyonu Aksenik kiiltiir

Kistlerin diskidan saflastirilmasi

_

In-vitro eksistasyon (Duistik pH’li cozeltilerde)
pH 2 %1’lik pepsin u;ﬂre.qsolusyon

pH 2 Hank’s solusyoﬁb—pH 8 tripsinli ortam™

Aksenik kiiltiir (antibiyotik ve antimikotik soliisyonlar



Arastirmalarda onerilen besiyerleri

*TYI-S-33

*Y1-S -

*HSP-1

*HSP-2

*HSP-3
-TPS-1

*Karapetyan



Giardia intestinalis

Genotip A; in-vitro aksenik kultlir icin daha avantajli
Genotip B; Daha yavas lirer. in-vitro kiiltiiriinii yapmak daha zor

*Genotip A ve Genotip B arasinda protein farkhliklari (a-2- giardin;
Genotip A’ya ozgiil)

*Genotip B, kronik enfeksiyonlarla iliskili




Blastocytis hominis

LE LE

Robinson IMDM (Iscove’s Modified

TYSGM-9 Dulbeco medium (at serumu ile
birlikte)

Aksenizasyon 3-5 hf.












*Diskida B.hominis miktari fazla olunca kilttr basarili

Kati/ yari kati besiyerinde koloniler

l Genetik ve biyokimyasal

calismalar




B.hominis kolonileri
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Dientamoeba fragilis

*In-vitro en kolay treyebilen PROTOZOA =3

*Kist formu yok. Taze diskida izolasyon BASARILI

*Ksenik kulttir —>  ONERILIR

*Aksenik kaltur yapilamamakta

< KULTUR, MIKROSKOPIDEN DAHA DUYARLI >
TANI SANSI ARTAR




Dientamoeba fragilis
LE
Robinson

Loeffler (at serumu, glikoz, adi buyyon)

Modifiye BD (Boeck & Drbohlav’s)
B.hominis kontaminasyonu fazla
Medium 199
TYGM-9
*37-42°C Mikroaerofilik sartlar tv
*C.perfringens- monoksenik kultur
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Balantidium coli

°LE

s e :I» Ksenik-Monoksenik kulttirler

*25-40° C arasinda lGreme
*Diislik 1s1 bakteriyel lireme riski nedeniyle
onerilmiyor !

*Kismi anaerobik sartlar



Cryptosporidium tirleri

l

Ookistlerin saflastiriimasi

l

Eksistasyon islemi

l

Huicre kiilturlerinde in vitro lireme
(insan rektal tiimor hiicreleri HRT, Ca Co-2
kolonik tiimor hiicreleri HCT 8)




In-vitro kiltiir;
«Ookist yapilabilir
*Serbest sporozoitler

Sodyum hipoklorit uygulamasi

Sporozoitlerin salgiladigi proteolitik enzimler

Eksistasyonu
Isi etkiler

Enterosit ylizeyindeki sialik asit

Safra tuzlari




24 saatlik kultir

parasite lab.4 by |.wafaa
menawi
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parasite lab.4 by |.wafaa
menawi

48-72 saatlik kultur
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parasite lab.4 by |.wafaa
menawi

48-72 saatlik kultur
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parasite lab.4 by |.wafaa
menawi

6 gunluk kaltar
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7-8 gunluk kaltar

* Fertilizasyon ve Zigot

parasite lab.4 by |.wafaa
menawi
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parasite lab.4 by |.wafaa
menawi

21 gunluk kaltar
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Kultur;

*Su orneklerinden enfeksiyoz ookist ayirimi
*Dezenfeksiyon ¢alismalari

*llag arastirmalari




"l

Enterocytozoon bieneusi

Encephalitozoon intestinalis /

*Duodenal aspirat, biyopsi ornekleri £
*Sporlar kiiltiirde 8hf.dan sonra (bulaniklik seklinde) goriiliir.

*Molekiler analiz ve parazit DNA’sinin izolasyonu igin kiiltlirler
kullanilir.

*Hiicre kiiltiirti (CaCo-2; insan AC fibroblast, maymun bobrek,
insan adenokarsinoma, vb.)
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NE MUTLU TURKUM DIYENE !
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