HUCRE KULTURLABORATUVARINDA DiKKAT EDILMESI
GEREKEN KONULAR

» Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

» Sivilarin filtrasyonu

» Sarf malzemenin hiicre kiiltliriine uygun saflikta ve yeni hazirlanmis

olmasi
» Otoklavlanmis bidistile, deionize veya ultra saf su kullaniimasi
» Laboratuvar sicakliginin 18-22 °C olmasi
» Kontaminasyon
» Hicrelerin karanlikta inktibasyonu
» Glvenlik dnlemleri



HUCRE KULTURU LABORATUVARINDA DUZENLI
OLARAK YAPILMASI GEREKEN KONTROLLER

v GlUnluk Kontroller
v’ Haftalik Kontroller

v Aylik Kontroller

Fumigasyon, bir tur zararllardan korunma
metodudur. Zararli oldugu distnilen hasere, bocek ve
bakteriler, kapali bir ortamda gaz halde kimyasal

maddeler (fumigant) verilerek bogulur.



YIKAMA VE STERILIZASYONA HAZIRLIK

»Hic kullanilmamis yeni cam malzemenin
yikanmasi

» Kirli cam malzemenin yikanmasi

» Paslanmaz celik malzemenin asit-distile su

bilesimi ile Temizlenmesi



DOKU KULTURU LABORATUVARINDA TEMIZLIK VE
ASEPTIK SARTLAR

v Kiltir ve medyum siselerinin kapaklari,
agizlari, pipetler, santriflij ttpleri, pens, makas
ve tlupler her kullanimdan 06nce alevden

gecirilmelidir.



STERILIZASYON

v Hicre kaltarleri virusleri de iceren
mikroorganizmalarin buylUmesi icin ideal bir
ortam olusturur.

v'Bundan dolay! kiltirde kontaminasyona sebep
olabilecek mikroorganizmalarin yok edilmesi icin
sterilizasyon yontemleri kullanilir.

v’ Sterilizasyon ile birlikte antibiyotik kullanimi da

sarttir.



STERILIZASYONUN TEMEL PRENSIPLERI

Mikroorganizmalar sterilizasyon tekniklerine karsi da degisik

hassasiyet gosterirler.

v’ Sporlu bakteriler isiya karsi direnclidir.

v’ Hastallk yapan ajanlar isiya, radyasyona ve deterjanlara karsi
direnclidir.

v’ Etrafinda kilif olmayan virlsler, organik coziictilere ve deterjanlara
karsi direnclidir.

v' Mikoplazmalar, virisler ve hastalik yapan ajanlar 0,2 pum lik

filtrelerle ortamdan cikarilamazlar.



STERILIZASYON TIPLERI

FiZIKSEL YOLLA YAPILAN STERILIZASYON

1. SICAKLIK ILE STERILIZASYON
A-STERILIZATOR

B-OTOKLAV

Herhangi bir sekilde kontamine olmus kultir kaplari veya medyum
siseleri, kapaklari kiltir odasinda acilmamak sartiyla %70 lik alkol ile
doldururulup bir gece bekletildikten sonra otoklavda 24 saat ara ile 2 defa
mikroorganizmalarin vejatatif ve spor sekillerini 6ldirmek icin steril

edilirler.

Hastalik yapan ajanlar sicakliga karsi cok direnclidirler, bunlara

ekstrem sartlar gerekir. Ornegin 132 °C de 1 saat tutulurlar.



2. RADYASYON iLE STERILIZASYON
A- UV ILE STERILIiZASYON
B- GAMMA RADYASYONU

3. FILTRE ILE STERILIZASYON
» Porlu cam filtreler
» Porlu selllloz asetat veya seliloz Nitrat membran
filtreler

» Asbest veya kagit filtreler



KIMYASAL YOLLA YAPILAN STERILIiZASYON

1. DUMANLA STERILIZASYON

v
v

Bu is icin formaldehit gazi veya etilen oksit kullanilabilir.

Her ikisi de virtsleri de iceren bitin mikroorganizma

tiplerine karsi etkilidirler.

Bu dumanlar alkali ajanlar gibi etki vyapar ve
mikroorganizmalarin hem proteinlerine hem de nukleik

asitlerine etki ederler.



2. SIVI DEZENFEKTANLARLA STERILIZASYON

v’ Aldehitler, hipokloritler, Fenolikler; mantar,
bakteri ve viruslere etki ederken,

v" Alkol sadece bakterilere icin etkilidir.

v'Bu saydigimiz sterilizasyon islemlerinin disinda
hicre kulturlerinde kullanilan medyum, BSS gibi
eriyiklerin mikroorganizmalar tarafindan
kontamine edilmesini 6nlemek icin ayrica

antibiyotik kullanilir.



KONTAMINASYON



»Doku kiltlrd; bakteri, mantar, mikoplazma, virlis
ve hatta bazi protozoa tiarleri gibi mikro-
organizmalar tarafindan enfekte edilebilir. Bu olaya

kontaminasyon denir.

»Olusan kontaminasyon, makroskobik ve

mikroskobik olarak gozlenebilir.



KONTAMINASYONLAR

Bakteri Kontaminasyonlari
Maya Kontaminasyonlari
Fungal Kontaminasyonlar
Mikoplazma Kontaminasyonlari
Viral Kontaminasyonlar

Hicre-Hlicre Kontaminasyonlari



BAKTERI- KUF-MAYA KONTAMINASYONLARI

Kaynak

v'Secilen dokunun normal florasinda bulunan
bakteri, kif veya mayalar

v’ Hatali sterilizasyon

v'Organ, doku alimi sirasinda ki uygulama hatalari,
cevre kosullari

v’ Teknik calisan hatalari



Doku veya organin organizmmadan ayrilmasi islemi azami asepsi ve
antisepsi kurallarina uyularak yapilmal

Kicuk laboratuvar hayvani kullaniliyorsa Class Il laminar akimli
kabinlerde calisiimalidir.

Alinan doku veya organ hemen 4X antibiyotik/antimikotik iceren
tasima solluisyonuna transfer edilmeli ve kabin agzi sikica kapatiimali
Antibiyotik kullanimi, stpheli bir durum s6z konusu olmadigi sirece,
kaltirin 15. glinunden itibaren sonlandirilmali, cok gerekli ise
daha genis spektrumlu, yari 6mri daha uzun ve htcrelerin daha
toleransli oldugu bir madde (6rnegin gentamisin) ile bir siire daha
muamele edilmelidir. Ancak bu isleme ilk subkiltir ve stoklama

islemine kadar devam edilebilir.



Tani

e Mikroskobik Inceleme

e Klasik Mikrobiyolojik Ekim
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MIKOPLASMA KONTAMINASYONLARI

AN

Mikoplazmalar 0.3um buyukluginde cok klcik organizmalardir.
Cogunlukla ters mikroskopta gozlenmezler. Hicre duvarlari yoktur ve bu
nedenle antibiyotikten etkilenmezler. Ozel boyama vyollari ve tekniklerle
varliklari tespit edilebilir. Enfeksiyon agir ise hlicre hasari da enfeksiyonun

varligini gosterecektir.

Kaynak
Teknik ¢alisan hatalari
Serum ve diger hayvansal orijinli katkilar

Diger kontamine huicre kilturleri



Onlem
v’ Puar ile pipetleme
v Materyalin test edilmesi

v’ Farkli kalttrlerin ayri ayri calisiimasi

Tani

v’ Klasik mikrobiyolojik ekim
v’ Floresan DNA boyama

v DNA hibridizasyon

v' PCR vb



Cell Debris

>
L —
d'"
-
. 'y
- ”
.

—




VIRAL KONTAMINASYONLAR

Kaynak
v’ Teknik calisan hatalari
v’ Serum ve diger hayvansal orijinli katkilar
v’ Diger kontamine hicre kultirleri
Onlem
v’ Puar ile pipetleme
v’ Materyalin test edilmesi

v’ Farkh kalttrlerin ayri ayri calisiimasi



X X X X X X X X

Tani
Immunperoksidaz Testi
Sitopatojenik etki incelenmesi (Mikroskobik inceleme)
Hemaglutinasyon-inhibisyon testi
Hemadsorbsiyon testi
Immun floresans testi
Inklusyon cisimciklerinin aranmasi
Elektron mikroskobi
ELISA
PCR



HUCRE HUCRE KONTAMINASYONU

Kaynak

v'Hizli cogalan, ortama adapte olabilen hicre
digerini baskilar

v’ Karisik kaltarler (Laminar akisli kabinde farkl
hiicre kalturlerinin ayni zamanda calisiimasi)

v'Ayni malzeme kullanilarak hazirlanan farkl

kultUrler



Onlem

v’ Farkh kalturler icin farkh ortamlar ve malzeme
kullanilmali
v'Iki hiicre ayni zamanda calisiimamal
Tani
v'Izoenzim analizi

v’ Karyotip Analizi



KAREKTERISTIK KONTAMINASYON BELIRTILERI

v Ani pH degisiklikleri- genellikle bakteri enfeksiyonunda
pH artmasi gorular.

v’ Medyum da bulanma- medyum berrakhigini kaybeder
ve medyum uzerinde ince bir tabaka olusur.

v’ Bakteri kontaminasyonu- kicuk blyutme (x100) ile
mikroskopta hiicreler arasinda ve ylizeyinde ylizen, toz

gibi ufak granuller veya isik kirilmalar seklinde goralur.



v'Mantar kontaminasyonunda, mantarlarin
olusturduklari ince flamentler gorullGr ve
enfeksiyon sonucunda toksik nedenlerle

hicrelerde morfolojik olarak bozulmalar

gozlenir.



v'Mikroskopta daha biyiuk biayutme ile (X400)
cubuk ve kuresel bakteriler ayirt edilebilir. Bu
buyitme de enfeksiyona sebep olan

bakterilerin titresim hareketi gorulebilir.



v Eger kontaminasyon ortaminda bir preparat
hazirlanir ve x1000 buyutme ile incelenirse
bakteri ve  diger  mikro-organizmalari

tanimlamak kolay olur.



v'Mikoplazma kontaminasyonu kulturde ki
hiicrelerin genel seklinin bozulmasindan

baska bir belirti ile ciplak gézle tanimlanamaz.

v'Mikoplazma  kontaminasyonundan  siphe
edildiginde kultur 6zel olarak test edilmelidir.

v'Bunlar fluoresan boya, orsein veya giemsa ile
boyama, otoradyografi ve mikrobiyolojik

yontemler gibi testlerdir.



v' DNA nin fluoresan (Hoechst 33258) boya ile boyanmasi,
mikoplazma enfeksiyonunu gdsteren en kolay ve guvenilir
metodtur.

v' Bu metod ile hiicre sitoplazmasinda ki mikoplasma, ufak
partikiller ve ince flamentler seklinde x500 buylutme ile
gozlenebilir.

v Bircok mikoplazma kontaminasyonunun, kismen baazi
devamli hicre soylarinda yavas cogaldiklari ve bu nedenle
de hicrede tahribat meydana getirmeleri geciktiginden

tanimlanmalari guctdar.



v Boyle enfekte olmus kulttrler, 3H-Thymidine
ile otoradyografide normalden cok
damgalanma vyuzdesi gosterirler, cuUnkd
mikoplazmalarin medyumdan Thymidine alimi

cok yuksektir.



KONTAMINASYONUN KONTROLU VE TEMIZLENMESI
NASIL YAPILIR?

v Kialtir kabir her ele alindiginda gozle ve
mikroskopla kontrol edilmelidir.

v Eger kontaminasyon meydana gelmis ise enfekte
olan her sey yok edilmelidir.

v'Hatta  diger  kultirlere  kontaminasyonun
bulasmasini onlemek icin stok medyum ve diger

cozeltiler atilmahdir.



v’ Kontaminasyon oldugu zaman laboratuvar ve

calisilan kabin alkol veya fenolik bir dezenfektan

ile silinmeli ve steril edildikten sonra bu alanlar en

az 30 dakika kullanilmamalidir.
v Eger kontaminasyon cok yaygin ise, sterilizasyon
islemleri vyani etuvler, otoklav, stok saklama

alanlari kontrol edilmelidir.



v' Eger kontamine olmus kultiri yenilemek mumkin degil ise, o zaman

dekontaminasyon islemi yapilmalidir.

A) Kultir 5 defa normalden yliksek konsantrasyonda antibiyotik iceren BSS

ile yikanir.

B) Normalden fazla antibiyotik iceren medyum da 3 defa alt kiltir yapilir.

C) antibiyotikli medyumdan sonra 3 defa da normal medyumla alt kaltir
yapilir.

D) b ve c siklari 2 defa tekrarlanir.

E) Kiltdr 2 ay antibiyotiksiz medyumda vyetistirilir ve kontaminasyonun

temizlenip temizlenmedigi kontrol edilir.



v’ Kontaminasyonun  temizlenmesi  oldukca
zordur ve hicrelerin tam vitalitesini kontrol
etmek glctur.

v Kontaminasyon, kaltar laboratuvarinda
calisirken, pasaj sirasinda yapilan hatalardan
ve sterilite ile aseptik sartlara

uyulmamasindan kaynaklanir.



vV V V V vV V VYV V V VYV V V VY

Kontaminasyona sebep olan nedenler:

Hatali pipet kullanma ve siispansiyon yapma

Medyum ve diger ¢ozeltilerinin kapaklarinin hatali acilmasi
Kaltur ve diger cozeltilerinin kapaklarinin hatali kullanimi
Metal esyanin hatali kullanimi

inkiibatér havasi ve nemi

Kabin ve laboratuvar havasi

Calisma ylzeyi

Calisanin el, sag, giyim ve saglk durumu,

Pasaj sirasinda asiri konusma ve laboratuvar icinde ki trafik
Hlcresi alinan doku 6rnekleri

Hayvanlar ve diger objeler

Disaridan temin edilen hicre irklari

Ve laboratuvara giren diger canlilar



e Kiltlrdn kontaminasyonu sadace
mikroorganizmalardan kaynaklanmaz.

* Eger laboratuvarda birden fazla hicre irki ile
calisthyorsa, bir hicre irki digerini kontamine
edebilir. Buna capraz kontaminasyon denir

* Bu tip kontaminasyon calisanin hatasindan

kaynaklanir. Genelde pipetten bulasir.



Kullanilan hucreler, belirli hicre banklarindan ve ozellikleri
belirlenmis olanlar temin edilmeli, eger o l|aboratuvarda
turetilmislerse hicrelerin tanimlanmalari yapiimalidur.

Ayni anda birden fazla kultir hiicresi irki ile calisiimamalidir.
Tercihen cabuk Ureyen ve tanimlanmis hicre soylari veya irklari
kullaniimali. Hela, L.Strain gibi

Calisirken cok sayida pipet kullanilmali ve pipetler pamuklu
olmalidir.

Hiicerelerin 6zellikleri; morfolojileri, biylime hiz, kromozom sayilari

gibi zaman zaman kontrol edilmelidir.



Kontaminasyon bakteri, kiif, mantar, mikoplazma veya baska
hlicre kiltarlerinden kaynakli olabilir.
Makroskopik olarak

— Bulutsu gérinum

— Besiyerinin renk degisimi

— Koku: Flask kapagi acilip koklanmaz stiphesiz ancak ilerlemis
kontaminasyon inkldbatorin kapisi  acilir acilmaz  kendisini
hissettirecektir.
Mikroskopik olarak

— Diger organizmalarin varhgi bakteri veya kuf gibi kendisini hemen

gosterecektir.

— Hasar gormus hucreler mikroskop altinda kolayca gozlenir.



SPEKTROFOTOMETRE




ULTRAVIYOLE (UV)LAMBASI




OTOKLAV




PASTOR (KURUTMA) FRINI
(STERILIZATOR)




SU ARITMA SISTEMI




BIYOREAKTORLER

v Cesitli amaclarla hicrenin cogaltilmasi veya hicre Grinlerinin
eldesin de kullanilan fermentorler nem ve su icermeyen bolimler
de muhafaza edilmelidir.

v’ Kapasitesine gore laboratuvar da veya ayri bolumlerde de
tutulabilirler.

v’ Aparatlarin iyi muhafaza edilmesine, kullanim sonrasi sterilizasyona
hazir halde birakilmis olmasina, karistirma, havalandirma, sensor,
elektrod vb sistemlerin kontrolu, kalibrasyonu ve bakiminin duzenli

olarak yapilmasina dikkat edilmelidir.



BIYOREAKTORLER




