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Biyoguvenlik, laboratuvarlarin potansiyel
olarak bulasici bir malzemeye maruz kalma
riskini azaltan, calisma ortaminin ve
nihayetinde toplulugun kontaminasyonunu
sinirlayan guvenlik dnlemlerinin
uygulanmasidir.
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Biosafety Level 2



Why we need
biosafety ????

1. Lab has hazards of
processing infectious agents

2. Accidental threat to workers
and environment

3. To have adherence with
safety regulations while
dealing with highly
infectious agents




BSL-4 Microbes are dangerous and Ebola and
exotic, posing a high risk of Marburg viruses
aerosol-transmitted infections,
which are frequently fatal without
treatment or vaccines. Few labs
are at this level.

BSL-3 Microbes are indigenous or Mycobacterium
exotic and cause serious tuberculosis
or potentially lethal diseases
through respiratory transmission.

BSL-2 Microbes are typically Staphylococcus
indigenous and are associated | aureus
with diseases of varying severity.

They pose moderate risk to
workers and the environment.

BSL-1 Microbes are not known to Nonpathogenic
cause disease in healthy hosts | strains of
and pose minimal risk to Escherichia coli

workers and the environment.

high-risk
microbes

low-risk
microbes




Biyoguvenlik Seviyesi 1(BSL-1)

BSL-1, cogu arastirma ve klinik
laboratuvarinda ortak olan temel koruma
seviyesidir. Normal ve saglikh insanlarda
hastaliga neden oldugu bilinmeyen ajanlar

icin uygundur.




Biyoguvenlik Seviyesi 2(BSL-2)

e BSL-2, degisen siddette insan hastaligina neden
oldugu bilinen orta riskli ajanlar icin uygundur. Bu
ajanlar; yutmayla, perkitan yolla veya mukoza
zarina maruz kalma yoluyla bulasir.

e Cogu hucre kilturu laboratuvari en az BSL-2
seviyesinde olmalidir ancak kesin gereksinimler
kullanilan hicre hattina ve yapilan isin turline
baghdir.



Biyoguvenlik Seviyesi 3(BSL-3)

BSL-3, aerosol iletimi icin bilinen bir potansiyele
sahip ajanlar icin uygundur. Bu ajanlar ciddi
enfeksiyonlara ve hatta potansiyel olarak
dlumcul enfeksiyonlara neden olabilir.



Biyvoguivenlik Seviyesi 4(BSL-4)

e BSL-4, enfeksiyoz aerosoller tarafindan yasami
tehdit eden yuksek bir hastalik riski tasiyan ve
tedavisi mumkiin olmayan egzotik ajanlar icin

uygundur.

* Bu ajanlar ancak ylksek onleme sahip
laboratuvarlarda calisilabilir






BSL-4 Uygulamalari:

Laboratuvara girmeden 6nce kiyafetleri
degistirmek
Ciktiktan sonra dus almak

Cikmadan 6nce tim malzemeleri dekontamine
etmek

Class Il Biyoguivenlik Kabini(Class Il BSC)
kullanmak

Laboratuvar binasini diger binalardan ayirmak

Vakum hatlari ve dekontaminasyon sistemleri
olusturmak



Ekipman:

e Biyoglivenlik Kabini(BSC)
 Inkibator

* Su banyosu

e Santriflj

* Buzdolabi ve dondurucu(-20 °C)

* Hiicre sayici(Otomatik hiicre sayaci veya
hemositometre)

* Ters mikroskop
* SIvi nitrojen
* Otoklav



Genisletilmis Ekipmanlar

Aspirasyon pompasi(Vakum)
PH metre

Konfokal mikroskop

Akis sitometresi



Ek Gerecler:

Hicre kaltur kaplari(érn., Siseler, petri kaplari,
rulo siseleri, cok oyuklu plakalar)

Pipetler ve pipetleyiciler
Siringalar ve igneler

Atik kaplari

Medya, serumlar ve reaktifler
Hlcreler



GIRIS

* Biyoguvenlik kabinleri, bulasici
mikroorganizmalarla gtvenli bir sekilde calismak
icin gelistirilmis birincil muhafaza araclaridir.

* Biyoguvenlik kabinleri, biyoglvenlik programinin
genel parcasidir. Bu kabinlerin sirekli kullanimi

-iyi mikrobiyolojik uygulamalar
-birincil koruma ekipmanlari
- birincil koruma tesisi tasarimi gibi basliklari icerir.



To be precise,

Biyoguvenlik kabinleri, uygun uygulamalar ve
prosedurler uygulandiginda personelin, cevrenin
ve Urunun korumasini saglayacak sekilde
tasarlanmistir.

Adapted from CDC-BMBL- 5" Edition/1999
Appendix A - Primary Containment for Biohazards: Selection, Installation and
Use of Biological Safety Cabinets



HEPA FILTRE

 HEPA(High Efficiency Particulate Air filter) -
Yuksek Etkinlikte Partikul Hava Filtresi

* 0.3 um’ye kadar olan partikul boyutunu en az
%99.97 verimlilikle temizler.

* Tipik HEPA filtre, suya direncli(su itici)
baglayici ile tek katmanli borosilikat
ipliklerinden olusur.



Hepa filtre

Interception  (cio0nm

minium
‘arator




Biyogiivenlik Kabinlerinin Onem;

* Biyogulvenlik Kabinleri;
— Bulasici materyal ile calisan personel
— Mikroplarin salinmasini 6nleyerek cevre
— Urtn (Hicre Kalttrinin) icin
koruma saglar.



Biyoguvenlik Kabinlerinin
Siniflandirilmasi

Class | Class Il Class Il

Class Il A

Class II B




Sinif | Kabinler

* Sinif | Kabinler; iyi mikrobiyolojik tekniklerle
kullanildiginda laboratuvar personeline ve
cevreye onemli duzeyde koruma saglar.

 Ancak bu kabinler kulturler icin
kontaminasyondan koruma saglamazlar.

* Tasarim ve hava akis 6zellikleri bakimindan
kimyasal ceker ocaklara benzerler.



CLASS | cabinet
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Sinif 1l Kabinler

 Sinif Il Kabinleri; biyoguvenlik seviyesi 1, 2 ve 3
materyallerini iceren isler icin tasarlanmistir.
Ayrica Bu kabinler hlicre kultird deneyleri icin
gerekli aseptik bir ortam saglarlar.

* Potansiyel olarak tehlikeli maddeler (6rn., Primat

turevli  kulturler, viral enfekte kdulturler,
kanserojen veya toksik reaktifler) ile calisiimasi
durumunda Sinif Il biyoguvenlik  kabini

kullaniimalidir.
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Sinif 11 A

* HEPA filtreli tek yonli hava akisi

* % 30 oraninda laboratuvar icerisine gonderilen
HEPA filtreli egzoz havasi

* Havanin % 70'i tekrar kabin icinde devir daim
edilir

* Radyonuklidler veya ucucu maddelerle
calismaya uygun degildir



Class I, Type B2 *
S I n I f I I B Air In-flow 0% Recirculated vs. 100% Exhausted f
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Sinif 1l Biyoguvenlik Kabinleri

* Sinif lll biyoguvenlik kabinleri gaz sizdirmazdir.
Bu kabinler, personel ve cevre icin mumkun
olan en yuksek seviyede koruma saglar.

* Bilinen insan patojenlerini ve diger BSL-4
malzemelerini iceren calismalar icin Class Il
biyoglvenlik kabini gereklidir.
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Biyoguvenlik kabinlerinin hava akis
karakteristigi

* Biyogulvenlik kabinleri; calisma alani Gzerinde
sabit ve tek yonla bir HEPA filtreli hava akisi
saglayarak calisma ortamini tozdan ve diger
hava kaynakli kirleticilerden korur.

* Akis yatay olabilir, calisma ylzeyine paralel
olarak Uflenebilir veya kabinin Gstlinden
calisma yuzeyine Uflenerek dikey olabilir.



Biyoguvenlik kabinlerinin hava akis
karakteristigi

e Tasarimina bagli olarak, yatay bir akis basligi
kulttire (eger hava kullaniciya dogru akiyorsa)
veva kullaniciya (hava, icindeki negatif hava
basinci ile kabinin dntunden iceri ¢cekilirse)

Koruma saglar.

* Dikey akis kabinleri ise hem kullaniciya hem de
Wucre kultirune énemli bir koruma saglar.




Laminar flow hood (Biological safety cabinet)

Vertical Hood
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* Tryptose Soya Broth agar kullanilarak
kontaminasyon kontrolu yapilir.

* Plaklar en az dort saat boyunca kabin icinde
tutulur. Bu yontem kabinin ne kadar temiz
oldugunu belirler.

* Bu tur plakalarda inkiibasyondan
— 3 glin sonra «Bakteri»
— 5 glin sonra «Mantar» Uremesi olmamalidir.
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* Cogu durumda, Class Il biyogluvenlik kabini
hayvan hucre kultari icin yeterlidir.

* Bununla birlikte, her calisma tehlike riski
acisindan ayri ayri degerlendirilmelidir. Bilinen
bir virls enfeksiyonu veya belirsiz bir koken
gibi ek faktorlerin daha yuksek dizeyde onlem
gerektirmesi mumkundadar.
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Biosafety Cabinet (Area Classification)

* Offer signification levels

of protection to
laboratory personnel
and to the environment
when used with good
microbiological
technique.

But they do not provide
cultures protection from
contamination. They are
similar in design and air
flow characteristics to
chemical fume hoods.

Used in general
microbiological research
with low and moderate
risk agents.

* Designed for work
involving BSL-1,2, and
3 materials, and they
also provide an aseptic
environment necessary
for cell culture
experiments.

* Used for handling
potentially hazardous
materials (e.g. primate-
derived cultures, virally
infected cultures,
radioisotopes,
carcinogenic or toxic
reagents.

* Gas-tight, and they
provide the highest
attainable level of
protection to personnel
and the environment.

* A class III biosafety
cabinet is required for
work involving known
human pathogens and
other BSL- 4materials.

\




Wrapped
Disposable
Pipettes

Glass Pipettes Waste Liquid

(if using) 5
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Depolama

* Bir hucre kulturu laboratuvari;
— media ve reaktifler gibi sivilar,
— ilaclar ve antibiyotikler gibi kimyasallar,

— tek kullanimlik pipetler, kaltur kaplari ve eldivenler
gibi sarf malzemeleri,

— medya siseleri ve cam pipetler gibi cam esyalar

— dokular ve hicreler icin depolama alanlari
icermelidir.



 Cam esyalar, plastik ve 6zel ekipmanlar oda
sicakhginda raflarda ve cekmecelerde
saklanabilir;

 Bununla birlikte tim mediayi, reaktifleri ve
kimyasallari etiketteki talimatlara gore
saklamak onemlidir.



Buzdolaplari

e Kucuk htucre kultura laboratuvarlariicin, ev tipi
bir buzdolabi (tercihen bir otodefrost
dondurucu olmadan), reaktifleri ve mediayi
2-8 ° C'de saklamak icin yeterli ve ucuz bir

ekipman parcasidir.



* Daha buyuk
laboratuvarlarda,
sadece hucre kulturu
calismalariicin
kullanilan soguk bir oda
daha uygundur.

* Kontaminasyonu
dnlemek icin buzdolabi
veya soguk oda duzenli
olarak temizlenmelidir.




Dondurucular

 Cogu hucre kalttrud reaktifleri =5° Cila—=20°C
arasinda saklanabilir; bu nedenle, cogu reaktifin
depolanmasi icin kullanilan ultra derin dondurucu
(yani -80 ° C derin dondurucu) istege baglidir.

* Ev tipi bir dondurucu laboratuvar tipi
dondurucuya ucuz bir altenatiftir.

* Cogu reaktif otodefrost (yani kendi kendine
cozulen) dondurucudaki sicaklik degisimlerine
dayanabilse de, antibiyotik ve enzim gibi
reaktifler otodefrost olmayan bir dondurucuda
saklanmalidir.



Buzdolabi ve Dondurucular( -20 °C)

* Her iki cihaz da sivi ortamin 4 ° C'de; enzimlerin
(Orn. Tripsin) ve bazi ortam bilesenlerinin (6rn.
Glutamin ve serum) - 20 ° C'de depolanmasi icin cok
onemlidir.

* Ortami ve tamponlari saklamak icin bir buzdolabi
veya soguk oda gereklidir. Onceden alikotlanmis
serum, besin ve antibiyotik stoklarini tutmak icin bir
dondurucu gereklidir. Reaktifler -20 ° C'de
saklanabilir.

e Uzun sureli koruma icin, hucreler sivi azot veya -70 °
C'lik bir dondurucuda muhafaza edilebilir.



Fridges and freezer (-20 °C)




InkUibatorler

e Hucre kulttrleri buyimek icin siki kontrol
edilen bir ortam gerektirir.

e Ozel inkiibatorler, sicaklik, nem derecesi ve
CO2 seviyeleri gibi dogru bluyume kosullarini
kontrollG ve kararli bir sekilde saglamak icin
rutin olarak kullanilir.



* Genel olarak, 28 ° C (bocek hiicre hatlari icin)
ila 37 ° C (memeli htcre hatlari icin) arasindaki
sicakliklarda calisacak sekilde ve gereken
seviyede CO2(orn.% 5-10) temin edecek
sekilde ayarlanabilir.

* BaziinkUbatorler O2 seviyelerini kontrol etme
imkanina da sahiptir.



Temel olarak 2 tipte inktibator vardir.
1. Kuru Inkiibator
2. Nemli CO2 inkiibatorii 37,00,

€02 5.0

) 0.6x




Kuru inkubatorler daha ekonomiktir, ancak hicre
ktlturlerinin buharlasmasini 6nlemek icin kapali
siselerde inkibe edilmesini gerektirir.

Bir su kabini kuru bir inkUbatore yerlestirmek
biraz nem saglayabilir, ancak inkibatordeki
atmosferik kosullarin kesin kontroltne izin
vermez.

Nemli CO2 inkUbatorleri daha pahalidir, ancak
kultur kosullarinin Gstdn kontroltne izin verir.

Yuksek nem ve artan CO2 sayesinde kontrolll bir
atmosfer gerektiren petri kaplarinda veya cok
oyuklu plakalarda kultlirlenen hicreleri inktbe
etmek icin kullanilabilirler.




Kriyojenik Depolama

* Surekli kultarlerdeki hlicre hatlarinin pasaj sayilari

arttikca genetik kararsizlik gostermeleri
muhtemeldir;

* Bu nedenle hicrelerin calisma stoklarinin
hazirlanmasi ve kriyojenik depoda muhafaza
edilmesi 6nemlidir.

e Hicreler -20 ° C wveya —-80 ° C derin
dondurucularda saklanmamalidir. Cunkli bu
sicaklik araligi hucrelerin canliligini azaltir.




i CRITICAL EQUIPMENT

(Cryogenic Storage)

Cryogenic Storage

® Two main types of liquid-m'trogen storage
systems, vapor phase and liquid phase.

* Vapor phase- minimize the risk of explosion
with cryostorage tubes, and are required for

storing biohazardous materials.

e Liquid phase- usually have longer static

holding times, more economical.

* Narrow-necked containers- slower

nitrogen evaporationrate, economical.

* Wide-necked containers- allow easier
access and have a larger storage capacity.

Liquid Phase




Sogutucu Santrifuj

e Santriflj, partiktlleri merkezkac kuvveti
prensibini kullanarak boyutlarina, sekline,
vogunluguna, ortamin viskozitesine ve
rotor hizina gore bir ¢ozeltiden ayirmak
icin kullanilan bir alettir.

e Sogutmali santriflj, hlcreleri j

kriyoprezervasyona hazirlamak icin | "":
kullanilir. o



Ters Mikroskop

* Ters mikroskop, 1stk kaynaginin ve mercegin

numuneye gore Ust tarafta, objektiflerin ise alt
tarafta yer aldigi bir mikroskop turudur.

* Ters mikroskoplar, geleneksel mikroskopta
oldugu gibi bir cam slaytta daha dogal kosullar
altindaki htcreleri degil buyuk bir kabin
dibindeki canli hicreleri gézlemlemek icin
yararhidir.



Inverted Microscope

Inverted microscope Fluorescent inverted microscope

Stereo or dissecting
microscope







Otoklav

e Otoklav, yukseltilmis sicaklik ve basinc altinda
sterilizasyon islemini gerceklestirmek icin
kullanilan bir basin¢ bélmesidir.




Ek Ekipman

* Aspirasyon pompasl
* pH metre

* Aspiration pump pH meter



Konfokal Mikroskop

Konfokal mikroskop, bir mikrografin optik cozunurluginu
ve kontrastini arttiran optik bir gérintuleme teknigidir.
Elde edilen goruntiulerden ¢ boyutlu yapilarin yeniden

olusturulmasi saglar.




Confocal microscopy
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Hicre Sayici( Hemasitometre)

e Kantitatif buylme kinetigi icin bir hlicre sayaci
gereklidir ve laboratuvarda iki veya lcten fazla
hicre hatt ktlturlendiginde biyuk avantaj

saglar.




The two semi-
reflective
rectangles are the
counting
chambers.

Load a chamber




Close up view of a grid with cells




Counting system to ensure accuracy

and consistency
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Akis Sitometresi

e Akis sitometrisi, hiticreleri bir akiskan araciligiyla

suspanse hale getiren ve bunlari bir elektronik algilama
aparatindan geciren hicre sayimi, hticre ayristirma,
biyomarker belirleme ve protein mihendisliginde
kullanilan lazer tabanli bir biyofiziksel teknolojidir.

sample

> physical separation of defined cell
Il sheath fluid populations withowt cultivation

detectors
l] data aquisition




Polystyrene Flasks for tissue culture




Hucre Kultur Kaplari

Flasklar

— Plastik flasklar, birkac farkli boyun tasarimina sahip
farkli yizey alanlarinda ve sekillerde bulunabilir.

— Flasklarin ytzeyi adherent hiicrelerin tutunmasi icin
Ozel olarak tasarlanmistir.

el

<
--- A=

T-25 5-10 25x 108 y‘\
T-75 15-25 7.5x 108 L/
T-150 150 30- 50 15 x 108
T-175 175 35 - 60 17.5 x 108
T-225 225 45-75 22.5x 106

*Cell line dependent. Based upon a density of 1 x 10 ¢ cells/cm?.



Hucre Kultur Kaplari

e Plaklar

— Plaklar, hucre kiltiri icin en iyi ekonomiyi ve
blyume ylzeyine erisimi sunar.

— Yuzeyleri adherent hicrelerin tutunmasi icin 6zel
olarak tasarlanmistir.

---- ®-o
volume (mL)
0.8 x 108
2.1x 108
100 55 10-12 5.5 x 108 Q

150 148 28 - 32 14.8 x 106
*Cell line dependent. Based upon a density of 1 x 10  * cells/cm?®.




Hucre Kultur Kaplari

e Kuyucuklu Plakalar

— Kuyucuklu plakalar; tek bir plakaya kiyasla 6nemli
Olcide yer, medya ve Ucret tasarrufu saglar.




Pipette aid







Iki veya Ui¢ kisi tarafindan kullaniimasi énerilen doku kultiir laboratuvari

Regular incubator Air intake or location of Laminar-flow hood
\ air conditioner / (class Il biological
Humid CO, incubator S e safety cabinet) with
total extract
Coz supply | [ Service cart
Refrigerator
Storage rack
Freezer
Bench with shelf over —
—— Sterilizing oven
'E] @__Water
o . bath
Liquid CO, cylinders —
with automatic - —— Autoclave
changeover Deionised
water supply | > Air extract
Main entfy! double Two-tiered high
s —_— - g - &
asymmetric doors A . % .— low-temperatire
drying oven
m

= Soaking sinks Washing sinks



Orta boy doku kultlirG laboratuvari ile bitisik bir hazirlhk odasi ile doku kulttr laboratuvari

Bench-lop  Sterilizing and Laminar-flow (biohazard) cabinets with total extract
autoclave  drying oven
Service
‘ PREPARATION can MICROSCOPE
<—- Water AREA Reagent shelving ROOM
-. purifier (sterile fluids)
C Inverted Cell
L microscope counter
* <€ Washup _ Air intake or
o < Sinks Liquid location of air Two-tier
Storage __ nitrogen conditioner at incubator
| rack storage high level »
ater
<« Wash- Liquid CO, Sink bath
up cart cylinders with (i
automatic Refrigerator A
changeover Freezer i
Storage Co,
rack incubators 37°C
ROOM
Refrigerator Washup cart STK Centrifuge
Freezer Cco, m SR
Supply A sl
1 Soaking Collection Cryo-  CO, Supply
im | bath tray Air extract  freezer ‘
Main entry: double (below)

asymmetric doors



