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HANDLING AND PROCESSING OF BLOOD SPECIMENS FROM PATIENTS WITH COVID-19 FOR
SAFE STUDIES ON CELL PHENOTYPE AND CYTOKINE STORM
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GIRIS:

Calisma, Modena Covid-19 Calisma Grubu (MoCo19) tarafindan gerceklestirilmistir. Bir
kag yil 6nce Uluslararasi Sitometri Gelisim Dernegi “insan 6rneklerini glvenli bir sekilde analiz
etmek ve siniflandirmak” icin kilavuzlar yayinlamis ve bu kilavuzlar bugiinlerde tekrar gézden
gecirilmistir. Bu calismada italya’da ilk hasta ortaya ciktigindan beri takip ettigimiz prosediirler
tarif edilmistir. Bu proseddrler standart prosedirlerin biraz degistirilmis halidir.

Modena (italya)'da Mart 2020 sonunda 1.500'den fazla vaka tespit edilmis ve yaklasik
beste biri hastaneye kaldirilmistir. Asemptomatik olanlar, yeni tedavi alanlar, yogun bakim
gerektiren hastalar dahil hastaligin farkli asamalardaki hastalarin bagisiklik sistemi
gdzlemlenebilmistir. izlem, T helper tip 1 veya T helper tip 2 farklilasmasini dogru tanimlamak
icin birkac fonksiyonel testle ve lenfosit fenotiplendirme analizleriyle gerceklestirilmistir. Bu
¢alismada Covid-19 hastalarinin kan orneklerinde flow sitometri uygulamasi yapan ekibin ilk
deneyimleri anlatiimis ve enfekte periferik kan mononikleer hiicrelerinin arastiriimasinda
kullanilan prosediirler tarif edilmistir.

LABORATUVAR BiYOGUVENLIGi

Risk degerlendirmesi: Glvenlik risklerini ele almak igin yerel bir risk degerlendirmesi
yapitlmistir. Riskler tanimlanmis, karakterize edilmis ve bu dogrultuda hafifletici 6nlemler
alinmustir. Kullanilan yerler, prosediirler ve ekipman dahil tim laboratuvar sirecleri tartisilmis
ve tanimlanmistir. Laboratuvar calisani olmayan ancak ayni alanda calisan personele, givenlik
prosedirlerine nasil uyulacaginin aciklanmasi ve giivence verilmesi gerekmektedir.
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Solunum o6rnekleri, diski, kan, idrar gibi farkli numunelerde SARS-CoV-2 RNA varligi RT-
PCR ile arastirilmistir. Kan orneklerinin kiigik bir ylzdesinde (% 1) viral RNA tespit edilmistir.
Bildirilen ortalama PCR dongusu esik degeri 34.6 (aralik: 34.1-35.4,% 95 guven arahgi [CI]: 0.0-
36.4)'dir, bu da kanda duslik konsantrasyonda viral RNA bulundugunu dusindiirmektedir.
Prensipte, bir sivida viral RNA bulunmasi, RNA'nin enfektif oldugu ya da olmadigi anlami
tasimaz. Kandaki enfektif SARS-CoV-2 partikillerinin saptanmasi veya plazmada mevcut olan
viral RNA'nin gergek anlami hakkinda su anda higbir kesin bilgi mevcut degildir. Enfeksiyon
oncelikle dogrudan temas yoluyla veya enfekte olmus kisilerden 6ksiirme ve hapsirma yoluyla
yayillan damlaciklar yoluyla ortaya ¢ikmaktadir. Laboratuvar enfeksiyonlari ile ilgili herhangi bir
rapor bulunmamaktadir. Ancak, yakin tarihli bir ¢alisma, asemptomatik bir hastadan gelen
burun ve bogaz cubuklarindaki viral ylikiin, semptomatik hastalarinkiyle benzer oldugunu ve
asemptomatik enfekte kisilerin ayni enfektiviteye sahip virtisii bulastirabildigini bildirmektedir.
Yine SARS-CoV-2'nin stabilitesini ve bulasiciligini, aerosollerde saatlerce, yiizeylerde ise glinlerce
sirdurebildigi ‘bildirilmistir. Dolayisiyla ylizeylerin hipoklorit ve etanol ile dogru bir sekilde
temizlenmesi gerekmektedir.

Laboratuvarda calismalar sirasinda eger bireyler birbirine yakinlarsa veya ayni odada
birden fazla kisi varsa, herkes her zaman basit bir cerrahi maske (FFP2 maske olmamali)
takmalidir.

Laboratuvar Calisma Alanlari: Covid-19 hastalarindan alinan kan érneklerinin her turli
eldesi, islenmesi ve test edilmesi, daha 6nce teknik ve glivenlik prosediirleri konusunda egitilmis
yetkili personel tarafindan uygun sekilde donatilmis laboratuvarlarda gergeklestiriimelidir.
Laboratuvar biyoglvenligi ile ilgili ulusal kilavuzlara uyulmalidir ve genel bilgiler Diinya Saglk
Orgiiti (WHO) Laboratuvar Biyogiivenlik Kilavuzu'nda da mevcuttur. Modena’da, Covid-19
hastalarindan alinan kan o6rnekleri Biyolojik Glvenlik Seviye 2 (TYD) laboratuvarda Class Il
biyolojik giivenlik kabinleri (BSC)’ de islenmektedir. Bu kabinler giinliik olarak kirlenmis biyolojik
materyalin atildig dahili bir atik sistemi ile (% 0.5 camasir suyu igerir) donatilmistir.

Tum Laboratuvar galisanlarn kisisel koruyucu ekipman giymelidir. Laboratuvar alaninda
calisirken, personelin istenmeyen damlaciklarin yayilmasini 6nlemek icin gerekli olan tek
kullanimhk eldiven, laboratuvar 6nlGglu ve cerrahi maske takmasi gerekir. Bu 6nlem, bir
arastirmacinin asemptomatik olarak enfekte olmasi durumunda enfeksiyonun yayillmasini
onlemek icin de dnemlidir. Laboratuvar giysileri laboratuvarda muhafaza edilir ve asla disarida
kullanilmamahdir.

Devam eden tim deneyler sirasinda laboratuvar kapilari kapah tutulur. Laboratuvar
icindeki insanlar arasinda en az 1 metrelik bir mesafe bulunmalidir. Miimkiinse her odada
yalnizca bir kisi bulunmali, bu mimkin degilse, ayni cihazda iki kisi calismamalidir.
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COVID-19 Hastalarindan Kan, Analiz ve PBMC'lerin Yonetimi

Paketleme ve Tasima: Dogrulanmis COViD-19 vakalarindan, koruyucu &nlemlerini almis
egitimli kisilerce hasta yataginda alinmis kan numuneleri, UN3373, “Biyolojik Madde, kategori
B” olarak laboratuvarlara ve laboratuvarlar arasinda tasinir ve kirilma ihtimalini en aza indirmek
icin iki tane ikincil kaba yerlestirilir. Kaplarin agilmasi ise, istenmeyen bir numune salimina
maruz kalma riskini azaltacak sekilde sertifikal bir Sinif [l BSC icinde gergeklestirilir.

Kullanim ve isleme: Sinif Il BSC'de numune calisiimasinda, personel iki cift tek
kullanimlik eldiven, laboratuvar énliigii, cerrahi maske ve géz korumasi kullanir. iki ¢ift eldiven
kullanilmasi zorunludur. Boylece BSC'deki ¢alismalarda, islemin sonunda, dis eldiven tabakasi
cikarihr ve BSC'nin icindeki atiga atilir. FFP-2 maskeleri hiicre siniflandirmasi veya canl
hiucrelerin uyarilmasi/aktivasyonu dahil belirli prosedirler sirasinda personelin korunmasi igin
kullantlir. Bu prosedirlerin tek basina uygulanmasi daha uygun oldugu icin bu tiir maske
kullanilabilmektedir.

WHO Laboratuari Biyogtivenlik Kilavuzuna gore, aerosol/damlacik (6rn. Vorteksleme,
karistirma, sonikasyon veya santrifijleme) Uretme olasiigi yiksek olan prosedirler icin
sertifikali bir Sinif Il Tip A1 veya A2 BSC kullaniimahdir. Periferik kandan PBMC'lerin izolasyonu
islemi sirasinda, santrifijleme asamalari nedeniyle aerosol/damlacik olusturma riski yuksektir.
Bu nedenle santriflij kovalari santriflijleme icin kapatilir ve 6rnekler Sinif Il BSC'ye yiiklenen
kapal polipropilen tliplerde santrifiijlenir. Ek dnlem olarak, prosediiriin her adimi, istenmeyen
bir 6rnek saliniminin engellenmesi igin Sinif Il BSC'de gergeklestirilir. Sadece tek kullanimlik
plastik malzemeler ve pipetler kullanilir ve dahili atik sisteminde dekontamine edilerek atilirlar.
is bittikten sonra, i¢ atik kapatilir ve bir biyogiivenlik atigina atilir. Yiizeyler % 0.5 agartici ve
daha sonra % 70 etanol ile dekontamine edilir.

Fenotip Analizi icin PBMC'lerin Kullanimi: Simdiye kadar, SARSCoV-2'nin PBMC'leri
enfekte etme kabiliyeti hakkinda veri mevcut degildir. Eger SARS-CoV-2 diger solunum yolu
virUsleri gibi davraniyorsa, Covid-19 hastalarindan alinan kan enfektif partikiller icermemelidir.
Yine de, plazmanin ve kandan elde edilen mononikleer hiicrelerin bulasici enfeksiy6z ajanlar
icerebilecegi hesaba katilarak, standart onlemlere uyulmali, bu érnekler Sinif Il BSC' de isleme
koyulmahdir.

Bildigimiz gibi, hlicre fenotipinin akis sitometrisiyle analizi icin 6rnek hazirlama;
PMBC'lerin izolasyonunu, monoklonal antikorlarla (mAb) boyanmasini, kisa bir siire
inklibasyonu, yikamayi ve fiksasyonu icerir. Daha sonra, fikse edilmis 6rnekler, kilitli bir BLS-2
odasinda bulunan bir alet kullanilarak alinir. Numune hazirlamada yer alan personel, PBMC
numunelerini bir sinif Il BSC'de isler ve laboratuvar 6nligu, eldiven, cerrahi maske ve goz
korumasi kullanir.
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Bunlara ek dnlem olarak, gerekli olmasa bile, numune aliminda yer alanlar cerrahi maske
yerine FFP2 bile takabilirler. Kullanimdan sonra, akis sitometresi % 0.5 agartici ile 15 dakika,
temizleme ¢ozeltisi ile 15 dakika ve son olarak deiyonize su ile 15 dakika yikanir. Kullanimin
sonunda, tim c¢alisma alani dezenfektan ¢ozelti (hacmen 1/10 seyreltilmis 0.71 M sodyum
hipoklorit, sonra %70 etanol) kullanilarak temizlenir. Tek kullanimhk malzemeler (toplama
tipleri, eldivenler, pipetler, uglar) hipokloritli uygun biyolojik tehlike konteynirlarina atilir ve
tiim ¢alisma yuzeyleri silinir.

Enfeksiydz materyale potansiyel bir maruziyet veya herhangi bir kaza, degerlendirilmek
Uzere derhal laboratuvar sorumlusuna bildirilmelidir. Calisma alanlarinda yeme, icme, sigara
icme, kontakt lens kullanimi, kozmetik uygulama, telefonla oynama veya sosyal medyada
sohbet etme gibi aktiviteler yasaktir. Tablo 1'de, ana kisisel koruyucu ekipman ve kolektif
koruma cihazlari 6zetlenmistir.

SITOKIN FIRTINASINDAN SORUMLU HUCRELERIN TESPITi

Kisa slreli uyarim, Covid-19 ile micadelede artik cok onemli bir 6neme sahiptir.
Gergekten de, bazi raporlar, SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hastalarda bakteriyel sepsistekine
benzer sekilde, "sitokin firtinasi" olarak tanimlanan plazmada anormal derecede artmis sitokin
dizeyleri olustugunu goéstermistir. Bu durum iltihaplanmanin hem nedeni hem de sonucudur.
interlékin (IL)-1, timér nekroz faktodri (TNF)-alfa ve 6zellikle IL-6 gibi molekiiller gesitli hiicreler
tarafindan glicli bir sekilde Uretilir. Cogu hastanin enfeksiyonu asemptomatik gecirmesinden
yola ¢ikilarak her hastada bu durumun gerceklesmedigi séylenebilir. ilging bir sekilde, cocuklarin
ve hamile kadinlarin tamamen asemptomatik olmasa da genellikle hafif bir Covid-19 formu
gecirdikleri bilinmektedir. Bu kisilerde, T helper tip 2 aktivitesi ile IL-4 ve IL-10 gibi sitokinlerin
Uretimi ile karakterize bagisiklik tepkisi olusur. Normalde yukarida adi gegen enflamatuar
sitokinlerin Uretimi, T helper tip 1 hicrelerinin bir 6zelligidir. Bu nedenle, bagisiklik hiicrelerinin
TH1 veya TH2 tip sitokinleri Gretme yeteneklerine gore incelenmesi COVID-19 hastalarinin
tedavisinde faydali olabilir. Bu in vitro analiz, PBMC'lerin izolasyonuna, farkli uyaranlarla (yani
miristat asetat plus iyonomisin, peptid havuzlari ve Staphylococcus aureus enterotoksinler gibi
anti-CD3/CD28 superantijenleri) uyariimalarina ve hiicre ici sitokinlerin kantitatif 6lcimine
dayanir.

Son haftalarda grup calismamizda bu tahlil CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini incelemek igin
yaygin olarak kullanilmistir. izledigimiz prosediirler; PBMC'lerin %5 CO, ile nemlendirilmis bir
atmosferde 37°C'lik inklibatorde birkag saat (veya bazi durumlarda 2 giin boyunca) muhafaza
edilmesini gerektirir. Hicre ici sitokin Gretiminin saptanmasiyla cok islevliligi analiz edebilmek
icin, PBMC'ler kapakh tiplerde farkli uyaranlarla inkiibe edilir. Bu kosullarda, tipiin icinde
aerosol pargaciklari/damlaciklar tretilebilir. Tlpler Sinif 1l BSC'ye yuklenir, inkGibatore aktarilir,
birkag saat bekletilir, bosaltilir ve daha 6nce agiklandigi gibi BSC kapsaminda Brefeldin A ile
isleme tabi tutulur ve yeniden inkibe edilir. Son inkiibasyondan sonra, tlipler BSC'ye bosaltilir.
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Daha sonra hiicreler fikse edilir, gegirgen hale getirilir, mAb'ler ile boyanir ve cihazdan alinir.
Sekil 1'de bildirilen vakada ( 10 Mart 2020'de "Area Vasta Emilia Nord" Etik Komitesi tarafindan
onaylanan bir calismadan), Attune NxT akustik akis sitometresi (ThermoFisher Scientific,
Eugene, OR) kullanilmistir. Bu analiz igin ilk olarak hiicre i¢i boyama ve nadir olay tespiti igin
klasik yontemler uygulanmistir. Daha sonra, COVID-19 pndmonisi olan bir hasta ile yas ve
cinsiyet uyumlu bir dondriin CD8 T hiicrelerinin sitokin Gretimleri arasinda anlamh bir fark tespit
edilmistir. Hastadan alinan CD8 T hiicrelerinin ¢ogu Granzim B lretebilirken interferon-Gamma
veya TNF-Alfa Uretememis ve CD107a negatif bulunmustur. Bu tahlil, HIV gibi viral
enfeksiyonlarda savunmada biiyik rol oynayan ¢oklu fonkiyonel yanitlarin klinik 6nemini ve
enfeksiyon seyrinin kismen tahmininde 6nemini anlamak icin derinlemesine arastiriimaktadir.

Son olarak, Covid-19 hastalarindan alinan hiicrelerin siniflandirilmasinin tamamen farkl
bir yaklasim gerektirdiginin altini gizilmektedir. Aslinda, yukarida tarif edilen basit prosediirler,
hiicre fenotipi, hiicre ici molekillerin tespiti gibi htcrelerin fikse edildigi deneylerde
uygulanabilir. Fikse edilmemis canli hiicreler icin (6rnegin, farkli organellerin veya kalsiyum
akiglarinin islevselliginin analizi gibi ¢alismalarda) hiicre siniflandirmasi igin ayni yontemlerin
kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu baglamda, ISAC Biyoglivenlik Komitesi, yakin zamanda NIH-CoV-
2 hicre siniflandirmasi igin Kurumsal Biyoglvenlik Komitesi tarafindan onaylanan yeni
prosedirleri yayinlamistir (26 Mart 2020). Prosedirler son derece agik ve iyi yazilmistir ve
ilgilenenler ISAC web sitesi ziyaret edilebilir (https://isac-net.org/page/Biosafety).
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