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LABORATUVARDA CALISMA KURALLARI

Calismalarimizi etkili ve basarili bir sekilde yiiriitebilmek i¢in laboratuvarda ¢aligma kurallarini
bilmeniz, laboratuvar araglarini tanimaniz ve onlar1 en verimli sekilde kullanmaniz, bunun igin
gerekli beceriyi kazanmaniz gerekmektedir.

Laboratuvar ¢alismalarinda uyulmasi gereken baslica kurallar1 sdyle siralayabiliriz:

1.

o

12.
13.

14.
15.

Laboratuvara gelmeden Once yapacaginiz deneyle ilgili teorik ve pratik bilgileri
okuyunuz. Bdylece deney saatinin tiimiinii deney yapmaya ayirabilirsiniz.

Mutlaka laboratuvar onliigii giyiniz. Saglariniz uzun ise toplamalisiniz.

Laboratuvar araglarin1 kullanirken diisiirmemeye ve c¢arpmamaya dikkat ediniz.
Malzemeleri kullandiktan sonra kirli bir sekilde kurumalarina izin vermeden deterjan
ile iyice yikayimiz.

Calismanin sonunda ¢alisma alanini temizleyiniz.

Kullandiginiz arag-geregleri yerlerine koyunuz.

Steril metod gerektiren deneylerde calisgirken bulagmalardan sakininiz ve gerekli
onlemleri aliniz.

Bistiiri ve jilet gibi kesici aletleri kullanirken dikkatli olunuz

Atiklariniz1 kurallar dogrultusunda dogru kaplara dogru sekillerde atiniz.
Laboratuvarda bir sey yiyip i¢meyiniz ve bulundurmayiniz.

. Calismalardan sonra ellerinizi sabunla yikayiniz.
. Amonyak, eter, kloroform, alkol vs. gibi zehirli ve ugucu maddeleri kullanirken kaplarin

agzin1 hemen kapatiniz.

I¢inde kimyasal bulunan kaplara yiiziiniizii yaklastirmayiniz.

Calismalarimizda tutumlu olunuz, ekonomik davranimiz. Kirip dokme ve israftan
kacininiz.

Tehlikeli maddeleri lavaboya dékmeyiniz.

Bir laboratuvar defteri tutunuz. Deney sirasinda yaptiginiz islemleri, elde ettiginiz
verileri bu deftere kaydediniz. Deneylerin sirasini, bashigini, amacini, gereglerini,
gozlem ve Olgmelerini, yorumunu, varilan sonu¢ ve genellemeleri yaziniz. Gerekli
durumlarda bulgularinizi ¢izim ve tabloya doniistiiriiniiz.
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Laboratuvar Raporu Degerlendirme Semasi

Rapor Kism Degerlendirme Puam
Kapak Tasarimi 5
Amag 5
Giris 20
Materyal-Metod 20
Deney Verileri ve Cizim 10
Sonug ve Tartisma 30
Kaynakg¢a 10

Donem Sonu Not Degerlendirme Dagilimi

Laboratuvar Raporu % 40 (Her bir rapor %4)
Ara smav %20
Final %40




1.HAFTA: Laboratuvar Tanitimi, Giivenlik Protokolleri ve Dersin isleyisine Yonelik
Bilgilendirme

Dersin Degerlendirilme Sistemi:

Dersin degerlendirilmesinde 1 ara sinav, 1 final yapilacak ve her hafta grupca yazilan deney raporlari 2.
ara sinav yerine gececektir.

1. Ara Smav: %20
2. Ara Sinav (Haftalik deney raporlarinin ortalamalari): %40
Final: %40

oranlarinda yi1l sonu notuna etki edecektir. Her rapor %4 oranda etki yapacaktir ve toplamda 10
rapor yazilacaktir.
Derse %80 devam zorunlulugu bulunmaktadir.

Calismalarimiz1 etkili ve basarili bir sekilde yiiriitebilmek i¢in laboratuvarda ¢alisma kurallarim

bilmeniz, laboratuvar araglarini tanimaniz ve onlar1 en verimli sekilde kullanmaniz, bunun i¢in gerekli
beceriyi kazanmaniz gerekmektedir.

Laboratuvar ¢alismalarinda uyulmasi gereken baslica kurallar1 sdyle siralayabiliriz:

16.

17.

18.

19.
20.
21.

22.

23.
24,

25.
26.

217.
28.
29.
30.

Laboratuvara gelmeden once yapacaginiz deneyle ilgili teorik ve pratik bilgileri okuyunuz.
Boylece deney saatinin tiimiinii deney yapmaya ayirabilirsiniz.

Laboratuvarda mutlaka beyaz, uzun ve temiz bir 6nliikk giyilmeli, 6nliigiin 6nii kapali olacak
sekilde calisilmalidir. Saglariniz uzun ise toplamalisiniz. Calismay1 engelleyecek ve tehlike
olusturabilecek taki ve aksesuarlar ¢ikariimalidir.

Laboratuvar araglarin1 kullanirken diisiirmemeye ve carpmamaya dikkat ediniz. Malzemeleri
kullandiktan sonra kirli bir sekilde kurumalarina izin vermeden deterjan ile iyice yikayiniz.
Caligmanin sonunda ¢alisma alanini temizleyiniz.

Kullandiginiz arag-geregleri yerlerine koyunuz.

Steril metot gerektiren deneylerde galisirken bulagsmalardan sakininiz ve gerekli onlemleri
almiz.

Bistiiri ve jilet gibi kesici aletleri kullanirken dikkatli olunuz. Ellerde kesik, yara vb durumlar
varsa bunlarin tizeri giizelce kapatilip sarilmali veya daha sonra ¢aligilmalidir.

Atiklarimizi kurallar dogrultusunda dogru atik kutularina atiniz.

Laboratuvarda bir sey yiyip i¢gmeyiniz ve bulundurmaymiz. Sakiz ¢ignenmemeli, sigara
icilmemeli, ¢aligirken eller yiize, goze, agza temas ettirilmemelidir.

Calismalardan sonra ellerinizi sabunla yikayiniz.

Amonyak, eter, kloroform, alkol vs. gibi zehirli ve ugucu maddeleri kullanirken kaplarin agzini
hemen kapatiniz.

Icinde kimyasal bulunan kaplara yiiziiniizii yaklastirmayiniz.

Caligmalarinizda tutumlu olunuz, ekonomik davraniniz. Kirip dékme ve israftan kagininiz.
Tehlikeli maddeleri lavaboya dokmeyiniz.

Bir laboratuvar defteri tutunuz. Deney sirasinda yaptiginiz islemleri, elde ettiginiz verileri bu
deftere kaydediniz. Deneylerin sirasini, bagligini, amacini, gereglerini, goézlem ve 6lgmelerini,
yorumunu, varilan sonug ve genellemeleri yaziniz. Gerekli durumlarda bulgularinizi ¢izim ve
tabloya donustiirliniiz.



2.HAFTA: Mikrobiyoloji ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda Kullanilan Cihazlar ve
Malzemeler, Aseptik Teknikler ve Sterilizasyon

Mikrobiyoloji lablarinda yapilan ¢alismalar daima «aseptik teknikler» kullanilarak «aseptik kosullar»
altinda yapilmaktadir. Bunun iki sebebi vardir ;
* Laboratuvarda incelenecek olan o6rnek ve mikroorganizma kiiltlirlerine istenmeyen ve
incelemeyi yaniltacak diger mikroorganizmalarin bulagmasini 6nlemek
* Laboratuvarda incelenecek 6rnekteki veya mikroorganizma kiiltlirlindeki mikroorganizmalarin
(6zellikle patojen olabileceklerin) ¢cevreye ve laboratuvar ¢aligsanlarina bulasmasini engellemek.
Mikroorganizmalarin dolayli veya dolaysiz bir sekilde bulunduklari ortamdan canli veya cansiz bir
materyal ve ¢evreye bulagmasina kontaminasyon denilmektedir. Mikroorganizmalarin canli bir
organizmaya bulagmasi daha ¢ok enfeksiyon olarak adlandirilir.

Aseptik tekniklere d6rnekler

-Calismalarda kullanilacak besiyeri, diliisyon sivilari, materyalin (ependorf, pipet, pipet ucu ..) uygun
uygun yontemler ile steril edilmesi

-Bench iizerinde alev ile calismak (Bunzen beki alevi)

-Kiiltiirleri veya besiyerlerini iceren kaplarin igerisine havada taginan mikroorganizmalarin girigini
engelleyecek onlemler almak

-Ellerin, ¢caligma dncesinde uygun bir dezenfeksiyon malzemesi ile temizlenmesi ve ¢aligmalarin eldiven
kullanilarak gerceklestirilmesi

-Kiiltiirlerin biyogtivenlik kabini igerinde agilip kapatilmasi

Deney tiipleri Falkon tiip Mikrosantrifiij (Eppendorf) tiip Puar
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Vorteks Bek alevi Ispirto ocagi pH Metre

Rack Su banyosu (benmari)

~-20°C

~+4°C

Otoklav Biyogiivenlik kabini Distile su cihaz1  -80°C dondurucu  Buzdolab:

10



Sterilizasyon

Sterilizasyon; bir ortamdaki biitlin mikroorganizmalar1 «6ldiirme» veya ortamdan «uzaklagtirma»
islemidir. Laboratuvardaki cesitli ara¢c ve geregler ile ekipmanlarin, besiyerlerinin ve isi bitmis
mikroorganizma kiiltiirlerinin bilinen herhangi bir yontem ile iizerinde veya igcinde bulunan
mikroorganizmalarin vejetatif sekillerinin ve dayanikli (direngli) sporlarinin o6ldiiriilmesi ya da
ortamdan uzaklastirilmasi iglemine denir. Sterilizasyon islemi uygulanmis materyal sterildir.

Sterilizasyon Yontemleri
1. FIZIKSEL YONTEMLER
a. Is1l Islem Uygulanmas1
b. Isinlama
b. Mekanik Yontemler
2. KIMYASAL YONTEMLER

Isil islem Uygulanmasi
-Kuru sicaklik uygulamalariyla:

a. Alevden gecirmek
Bunzen beki alevi, ispirto ocagi, cakmak vb. alev saglayan bir kaynaktan yararlanilabilir. Steril tiip,
erlen, falkon gibi tiiplerin agizlarinin agilip kapatilmasi esnasinda ayrica steril bistiiri, bigak, pens ile
sterilize edilmis pipetler kullanilirken ¢evreden kaynaklanacak yiizey kontaminasyonlarindan korunmak
icin yapilir.
Diger yandan bistiiri, bigak, pens, drigalski, metal 6ze gibi araglarin uglari alkole daldirildiktan sonra
alevden gecirilir ve alev catis1 altinda tutularak alevin kendi halinde sénmesi beklenir. Yiizey
sterilizasyonu saglanmis olur.

b. Alevde tutmak
Oze (metal) kullanilmadan 6nce ve sonra alevde ucu akkor olana kadar tutulabilir.

¢. Kuru sicak havada bekletmek
Pasteur firminda (kuru sterilizator) bos, temiz ve sterilizasyon hazirligi yapilmis tiip, petri kutusu, erlen,
bistiiri, pens gibi yiiksek sicakliga dayanikli malzemelerin belli sicaklikta (160-180°C) 1.5-2 saat
tutulmasi ile gerceklestirilir. Istya duyarli malzemelerin sterilizasyonunda kullanilmaz.
-Nemli 1s1 uygulamalariyla sterilizasyon

a.Basin¢h Buhar (Otoklav)
Buharla doymus bir ortamda, basing altinda ve 100°C nin tizerindeki 1silarda yapilan sterilizasyondur.
Otoklav, ¢ift katli ceperi ve igindeki suyun 1sitilmasi igin gerekli 1s1itma kaynagi olan, izolasyonlu 6zel
kapag ile gerekli 1s1, zaman ve basing kontrol gostergeleri bulunan bir cihazdir. Otoklav; 1s1 ile elde
edilen buharin kontrollii basing altinda kullanimini saglar. Doymus su buhari elde edilir, basing altinda
uygun bir sicakliga ¢ikarilir ve belli bir siire bu sekilde kalmasini saglar.
Vakumlu otoklavlarda 6n vakum sistemi devreye girer ve otoklavin igerisindeki hava tamamen
bosaltilir. Daha sonra buhar girisi baslar ve yaklasik 134°C de 2 atm basingta ortalama 3,5 dakikada
sterilizasyon tamamlanir. Vakumsuz otoklavlarda, doymus buhar ile 1 atm basingta 121°C de 15-20
dakikada sterilizasyon tamamlanir .
Otaklavda esas olarak; besiyerleri, ¢ozeltiler, erlen, pipet uglari, tiip, falkon, siseler.. gibi kullanilacak
olan malzemeler ve atilacak olan mikroorganizma kiiltiirleri sterilize edilir. Genellikle bu iki tiir ayr
ayr1 otoklavlanir.

b.Basin¢siz Buhar:
*Kaynatma

Kaynar su banyosundan veya benmariden yararlanilir. 100°C’de 20-30 dakika tutularak gerceklestirilir.
Yiiksek sicaklikta bozulan sivilar ve belirli besiyerleri (enzim, as1, serum, antibiyotik, jelatin veya seker
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iceren bazi besiyerleri) ile enjektor, enjektor ignesi, tiip, pipet, pens ve makas gibi baz1 cam ve metal
malzemelerin sterilizasyonunda tercih edilir. 100°C’de kaynatma ile vejetatif hiicreler iiliirken sporlar
O6lmemektedir. Dolayist ile kaynatma ile tam bir sterilizasyon saglanamaz, vejetatif hiicrelerin 6lmesinin
yeterli oldugu durumlarda kullanilabilir.

*Doymus su buharinda tutmak
Doymus su buhari elde edilen 6zel kazan sistemlerinden yararlanilir. Sistemdeki su kaynatilarak elde
edilir. Malzeme raf iizerine yerlestirilir ve burada belli bir siire tutulur. Bu yontem 6zellikle kaynar su
banyosuna daldirilamayacak 6zellikteki malzemeler i¢in kullanilir.

*Tindalizasyon
Tyndal tarafindan gelistirilmis 6zel bir sterilizasyon yontemidir. Hem vejetatif formlari hem de spor
formlar1 oldiiren bir yontemdir. Aslinda kaynatma igleminin birbirini tekrar eden 3 giin ard arda
100°C’de 20-30 dakika tutularak gergeklestirilir. Her islem arasinda malzemeler 1 gece oda isisinda
bekletilir. Kaynar su banyosundan veya 100°C’ye ayarlanmis benmariden yararlanilir.

Mekanik Yontemler

-Filtrasyon

Sivi  Ornekte (siit, igme suyu, meyve suyu gibi ¢ozeltiler) silispansiyon halinde bulunan
mikroorganizmalarin belli gbézenek c¢aplarina sahip 06zel filtrelerden gegirilerek ayrilmasi
(uzaklastirilmasi) islemidir. Filtrasyon daha ¢ok yiiksek sicakliklara dayaniksiz ¢ozeltileri sterilize etme
amaciyla kullanmilir. Yiiksek sicaklik uygulamalar1 kan serumlarmin koagiilasyona, enzimlerin
inaktivasyonuna, bazi antibiyotiklerde etkinligin kaybolmasina ve bazi sekerlerde yapinin bozulmasi
ve/veya karamelizasyona neden olabilmektedir. Filtrasyon amaciyla kullanilan gesitli tipte filtreler ve
filtre diizenekleri bulunmaktadir:

*Membran filtreler

*Diatom topragi filtreleri (Berkefeld, Mandler)

* Asbest siizgecli filtreler (Seitz filtreleri)

*Porselen filtreleri (Chamberlend, Pasteur, Daulton)

*Cam tozlu filtreler

-Santrifiigasyon

Sivi bir ornekte (6zellikle sivi mikroorganizma kiiltiirii vb. ¢ozelti 6zelligi gdsteren materyal) kati
partikiiller

halinde bulunan mikroorganizmalarin yiiksek donme hizina sahip santrifiijlerde belli siirelerde
dondiiriilerek

¢oktiiriilmesi prensibine dayanir. Santrifiijleme isleme genel olarak 6000-1000 rpm’de 10-30 dakika
olacak sekilde gerceklestirilir. Santrifiijden sonra tiipiin dip kisminda mikroorganizma hiicrelerini igeren
bir ¢okelti (pelet) elde edilir. Ustteki berrak s1v1 (siipernatant) ise genel olarak mikroorganizma icermez.

Kimyasal Yontemler

-Dezenfektanlar

Dezenfeksiyon, sterilizasyondan sporisid aktivitesinin olmamasi ile ayrilir. Dezenfektanlardan farkli
olarak endosporlara da etkili olan sterilanlarin kullanima girmesiyle giinlimiizde dezenfeksiyon terimi,
mikrobiyal kontaminasyonu minimal diizeye diisiirmekten, sterilizasyona kadar uzanan genis bir
kavrami igine alir. Sorun olabilen patojen mikroorganizmalar i¢in Onerilen dezenfektanlar etki
seviyelerine gore li¢ grupta toplanir: “yiiksek, orta ve diisiik seviyeli” dezenfektanlar.
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Yiiksek Seviyeli Dezenfekianlar

Bakteri sporlan haric DEZENFEETAN EKULLANIM EONSANTRASYONU
. . e Gluteraldehit 062032
mikroorganizmalarn timiini 20 -
dakikada, 6-10 saatte bakteri Formaldehit %6080
sporlarini da 6ldiirdiigiinden, Sodyum hipoklorit 100-1000 ppm sexrhest klor
yiksek seviyeli dezenfektan olarak Perasetik asit <010
degerlendirilir. Hidrojen peroksit %06.0-25.0
Ora Seviyeli Dezenfekianlar
Orta seviyeli dezenfektanlar DEZENFEKTAN KULLANIH KONSANTRASYONU
Bakteri sporlar haric Tiberkiiloz Etil veya isopropil alkol 0060.95
basili ve diger mikroorganizmalara Fenol ve fenol hilesikleri 0%04.50
32';5,?;;&2,3?:"‘”3 etkili iyu doforlar 30-50 ppm serhest iyot
Glikoprotamin %40
Diguk Seviyeli Dezenfekiankar
DEZENFEETAN EULLANIM EONSANTRASYONU
Vejetatif bak.lerin cogunu, bazi Etil veya isopropil alkol 20450
mantarlan ve yaklasik 10 dicda bazi | g o1 ol bilesikler %0450
viruslarn oldirebilen dezenfektanlar '
Bakteri sporlar ve Thc basiline etkili Iyodoforlar 30-50 ppm sexbest iyot
desgil Sodyum hipoklorit 100 ppm serhest klor
Kuarterner amonyum hilesikleri %04-16

-Kemoterapotikler
a.Antibiyotikler
Mikroorganizma iizerindeki etki mekanizmalarina gore:
*  Hiicre duvar sentez inhibitorleri (B-Laktam antibiyotikleri, glikopeptitler, fosfomisin),
+ Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar (Polipeptit antibiyotikler),
* Protein sentez inhibitdrleri (Aminoglikozitler, tetrasiklin, kloramfenikol, makrolitler,
linkomisin)
b.Sentetikler (Siillfonamidler)
* Niikleik asit sentez inhibitdrleri (Rifampisin, siilfonamitler)
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3.HAFTA: Mikrobiyoloji, Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinde Kullanilan Besiyerleri
Ortam, vasat, besi ortami
Mikroorganizmalarin, hiicrelerin, dokularin iiretilmesi, canliliklarinin devam ettirilmesi, kiiltiirlerinin
elde edilmesi, makroskobik morfolojilerinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, biyolojik ve
metabolik iiriinlerinin elde edilmesi vb. amaclarla, onlar1 bulunduklar1 ortam disinda
iiretmek/gelistirmek i¢in kullanilan ve amaca uygun olarak genelde organizmalarin gereksinim duydugu
besin 6gelerini ve ozellikleri igeren «besleyici ortamy»lara besiyeri denir.

broth
agar

Besiyerlerlerinde Bulunmasi Gereken Besin Ogeleri

Karbon ve enerji kaynag1 maddeler

Cesitli kaarbonhidratlar (6zellikle glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritler), karbonhidratlarin yoklugu
ve yetersizligi durumlarinda proteinler, amino asitler, yaglar, yag asitleri, alkoller vb maddeler

Azot kaynag1 maddeler

Proteinler, peptonlar, aminoasitler, vb. organik maddeler ile KNO3 ve (NH.).PO, gibi azotlu inorganik
tuzlar

Vitaminler

Niyasin, riboflavin (B2 vitamini), tiamin (B1 vitamini), piridoksin (B6 vitamini), siyanokobalamin (B12
vitamini), folik asit, pantotenik asit, vb.

Ureme faktorleri

Cesitli vitaminler, amino asitler, piirin ve pirimidinler vb.

Inorganik maddeler

Na, K, ClI, P, S, Ca, Mg, Fe gibi makroelementler ile Zn, Mn, Br, B, Cu, Co, Mo, V, Sr gibi iz elementler
Su

Besiyeri Hazirlamirken Kullamilan Temel Maddeler

-Su: Besiyeri hazirlanirken distile (saf) su ya da deiyonize su kullanilmalidir.

-Peptonlar: Cesitli proteinlerin pepsin, tripsin, papain gibi enzimlerle hidrolize edilmeleri sonucunda
suda kolayca eriyebilen ve 1sitildiginda yeniden koagiile olmayan polipeptid, dipeptid ve aminoasit gibi
maddelerden olusur. Besiyerine eklenen bu maddelerin karisimi bakteriler tarafindan azot kaynagi
olarak kullanilir.

-Kimyasal maddeler ve tuzlar: Besiyerine eklenecek olan maddeler kimyasal olarak saf olmalidir. Bu
maddeler uygun ¢oziiclilerde ¢oziilerek besiyerine eklenir.

-Maya oziitii: Maya eckstrakti (maya Oziitli, yeast extract), proteolitik olarak otolize edilmis
(pargalanmis) bira mayasimin (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir. Ozellikle,
yiksek B kompleks vitamini konsantrasyonu sayesinde ¢ogu mikroorganizmanin iyi bir sekilde
gelismesini saglar.
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-Et oziitii (Beef extract): Protein icermez ancak suda ¢oziinen azotlu maddeler (aminoasitler, ¢esitli
peptitler) ile suda ¢dziinen minaraller, iz elementler, lireme faktdrleri ( B vit., aminoasitler, piirinler) ile
az miktarda karbonhidrat igerir.

-Kan: Besiyerlerinin zenginlestirilmesi amaciyla tavsan, koyun veya at kani kullanilabilir. Besiyerine
eklenecek olan kanlar steril ve pithtilasmamis olmalidir.

-Tampon maddeler (Buffer): Besiyeri veya ¢ozelti igindeki ani ve hizli Ph degisimlerini kontrol almak
icin kullanilirlar. Fosfatlar (KoHPO., KH,PO4, NaH.PO, vb.), karbonatlar (Na,COs3 vb.), asetatlar ve
sitratlar besiyerinde en sik kullanilan tampon maddelerdir.

-Agar (Kat1 besiyerlerinde)

Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

Kat1 Besiyeri (%3-5 agar)

I¢inde katilastirict bir maddde bulunur. «Agar»
Kat1 besiyerleri, agarli besiyeridir.

Yaklastk olarak 85-90 °C’da erir, 40-45 °C’da jellesir. \\5\_/;

Nutrient Agar (NA), Luria Bertani (LB) Agar, Endo Agar

Yar1 kat1 besiyeri = (Genelde %1-1.5 agar)

Siv1 Besiyeri soePe =

I¢inde katilastirict madde bulunmayan s1vi formdaki besiyerleridir. T
Nutrient Broth 0 ¥
Luria Bertani Broth, GN Broth

Kullanom Amacina Gore Besiyerleri

Genel (Temel) besiyerleri:

Herhangi bir inhibitér madde igermeyen, besin maddelerince yeterli veya zengin, herhangi bir
mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak desteklemeyen, bazi zor gelisenlerin de dahil oldugu
cok sayida mikroorganizmanin gelismesini saglayan besiyerleridir.

Nutrient Agar ve Nutrient Broth, CASO (Tryptic Soy) Agar ve CASO (Tryptic Soy) Broth en sik
kullanilan genel besiyerleri iginde yer alirlar.

Selektif (Ozel) besiyerleri:

Belirli mikroorganizma veya belli bir amag i¢in kullanilan besiyerleridir. Selektif besiyerleri, karigik bir
mikrobiyal floradan geligsmesi istenmeyenleri olabildigince fazla baskilamak, ancak gelismesi istenenler
icin -tersine olarak- minimum diizeyde olumsuz etki yapmak iizere formiilize edilir. Bu amagla
genellikle ¢esitli inhibitér maddeler kullanilir. Bir besiyerine selektivite kazandirilmasi sadece inhibitor
madde ilavesi ile yapilmaz. Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak refakatci
mikroflora tarafindan kullanilamayan besin maddeleri besiyerine karbon ve azot kaynagi olarak
verilerek de selektivite saglanabilir.

Diferansiyel (farklara doniik) besiyerleri:

Bu besiyerlerinde gelismesi istenen mikroorganizma yaninda diger mikroorganizmalar da gelisebilir.
Ancak basta koloni morfolojisi olmak iizere ¢esitli farkliliklar ile hedef mikroorganizma digerlerinden
ayrilir. Bu tanimlamaya gore diferansiyel besiyerleri, zayif ve orta giicte selektivite gosteren selektif
besiyerlerinin modifikasyonu olarak nitelendirilebilir. Ayirt edici koloni 6zelligi, ¢esitli Ph indikatorleri,
boya maddeleri, indirgeyiciler, diger indikatorler vb. maddelerin besiyerine ilavesi ile yapilir. Ornegin;
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Kanl1 Agar besiyeri, hemolitik ve non-hemolitik bakteri tiirlerinin ayirt edilebildigi i¢in diferansiyel bir
besiyeridir.

MATERYAL-METOT
*GN Broth Hazirlanmasi

Cihazlar/Malzemeler:
GN Broth, Distile su, Balik, Olta, Manyetik karistirici, erlen veya otoklav sisesi

Metot:

1,95 gram GN Broth tartilir. Otoklav sigesine veya behere konulur.

50 mL distile su eklenir.

Icerisine balik atilip manyetik karistiriciya konulur.

Kariginca olta ile balik alinarak hazirlanan besiyeri otoklavlanmak iizere kenara alinir.

*Agar Besiyerinin Petri Kaplarina Dokiillmesi

Cihazlar/Malzemeler:
Agar besiyeri (sicak ve sivi formda iken), Meziir, Polistiren petri kabi, Biyogiivenlik kabini

Metot:

Biyogiivenlik kabininde calisilir.

Otoklavlanmig agar besiyerinden meziir ile 10-15 mL oSlgiilir.
Besiyerinin sicak ve s1vi formda olmasina dikkat edilir.

Steril polistiren petri kabina dokiiliir.

Besiyerinin donmasi i¢in bekletilir.
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4.HAFTA: Mikroorganizma Kiiltiirleri ve Bakteri Kiiltiirii Hazirlama

Kiiltiir: Uzerinde veya icinde mikroorganizma iiretilmis (veya iiremis) besiyerlerine kiiltiir denir.

Saf kiiltiir: Besiyerinde yalnizca tek bir mikroorganizma tiirii tiretilmis kiiltiirlerdir.

Kansik kiiltiir: Besiyerinde iki veya daha fazla ¢esitte mikroorganizma tiirii iiretilmis kiiltiirlerdir.
Kiiltiir yapma (Kiiltivasyon): mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan belirli tekniklerle alinarak
uygun bir besiyerine aktarilmasi ve burada gelismelerinin saglanmasi i¢in agamalarini igeren bir islem
serisidir.

Inokiilasyon: Mikroorganizmanin besiyerine ekilmesi ya da iiremesi igin besiyerine birakilmasi
(ekilmesi) dur.

Inkiibasyon: Mesiyerine ekimi yapilmis mikroorganizmalari, {ireyebilecekleri optimum sicaklikta, etiiv
ya da inkiibator ad1 verilen cihazlarda, belirli bir siire tutma islemidir.

Kiiltiir elde etme asamalari

Besiyerine inokiilasyon
(s

Ornek alma
=) (ekim, asilama)

inkiibasyon =) KULTUR

On hazirhklar:
Mikroorganizmaya uygun besiyeri secilir. Besiyeri uygun bir yontem ile steril edilir. Kiiltiirii
hazirladigimiz materyalin (petri, erlen, cam tiip falkon.. vs) steril edilmesi gerekir. Silinmeyecek (cam
yazar) bir kalem ile kiiltiiriin {izerine bilgileri yazilir.
-Mikroorganizmanin ad1 ve/veya kodu

-Tarih

-Diliisyon yapilmis ise orani

-Besiyerinin adi

-Inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi
-Stoga alan kisinin ismi

Koloni: Bir bakteri hiicresinin kati bir besiyerinde diistiigli herhangi bir noktada, inkiibasyon siiresince
cok sayida boliinmeler gegirerek olusturdugu ve ¢iplak gozle goriilebilen hiicre toplulugudur.

Tiipteki Sivi Besiyerinden Inokiilasyon

[k asamada aktarilacak olan s1v1 (s1v1 kiiltiir, siit, kan.. vs) bulundugu yerde ¢alkalanir (vorteks, parmak
ile vurma, pipetaj gibi islemler ile) ki mikroorganizmalarin homojen dagilimi saglansin. Sivi érnekten
aktarim yaparken tiipe dze veya mikropipet ile girilebilir. Ozenin ucuna gelen veya pipet ile ¢ekilen
mikroorganizmalar baska bir s1v1 besiyerine veya kati agara aktarilabilirler.
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broth to broth

broth to slant

broth to plate

Kati Besiyerine Ekim

Siirme Yontemi (Tek koloni diisiirme teknigi)

Oze kullanilir. Ozeye alinan 6rnek baska bir petriden alinan koloni veya siv1 besiyerinden alinan bir
ornek olabilir. Siirme ilerledik¢e 6zenin ucundaki mikroorganizma sayist azalacagindan son alanlarda
tek koloniler diisiiriilmiis olacaktir.

Ornek 6zenin ucuna alindiktan sonra petri kutusu sol ele veya tezgah iizerine yerlestirilir. Oze, agar
yiizenine nazikge temas ettirilir. Saga sola hareket ettirilerek petrinin yaklasik yarisina kadar 6zenin
ucundaki 6rnek siki bir sekilde dagitilir. Bu iglem kesintisiz (6ze besiyerinden kaldirilmadan) yapilir.
Birinci stirme alani elde edilmiz olur. Birinci siirme alani sol tarafa alinacak sekilde petri kutusu 90
derece gevirilir. Oze burada degistirilebilinir veya steril edilebilinir. Birinci siirme alanina degdirilip
saga dogru bir kez cekilir, 6ze kaldirilmadan bir kez daha birinci siirme alanina girilir ve bir daha hig
birinci siirme alanina girilmeden agar yiizeyinde saga sola dogru hareket edilerek asagi dogru ikinci
siirme alan1 olusturulur. Petri kutusu ayni sekilde 90 derece dondiiriilir. Oze burada yine
degistirilebilinir veya steril edilebilinir. Ozenin ucu ikinci siirme alanindan bir kere bos agar yiizeyine
dogru cekilir ve bir daha ikinci slirme alanina girilmeden bog agar yiizeyinde sag sola hareketler ile
6zenin ucundaki 6rnek yayilir. Dilenir ise dordiincii bir siirme alani da olusturulabilir.

Oze, swab (ekiivyon) veya drigalski kullanilarak yapilabilir.

Colonies”

Yiizeye Yayma Teknigi

Drigalski veya swab (ekiivyon) kullanilarak yapilir. Sivi bir 6rnekten alinan genellikle 0.1 mL 6rnek
(100 mikrolitre) petri kutusunda kat1 agar ylizeyinde bir noktaya birakilir. Steril bir drigalski kullanilarak
besiyeri lizerine Ornek yayilir. Drigalski eger cam ise alkole daldirilarak alevden gegirilir ve
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uzaklagtirilarak drigalski tlizerindeki alev sonene kadar bekletirlir. Soguyuncaya dek besiyerine
stirilmez. Yayma islemi, drigalski bir el ile tutulurken diger elin petri kutusunu dondiirmesi ve
drigalskinin agar yiizeyine ileri geri hareketler ile siiriilmesi ile yapilir. Cok bastirilmaz. Drigalski zor
hareket edene yani 6rnek agar {izerinde kuruyana kadar igleme devam edilir.

Swab (ekiivyon) kullanilarak yiizeye yapma yaparken, agar iizerine aktarilan s1v1 rnek besiyerinin her
yerine yayilacak sekilde araliksiz siiriilebilir. Bir bolgeden 6rnek aliminda da swab kullanilabilir.
Mikroorganizmanin saklanmasinda da agarli swablar kullanilabilir.

Dik Agarh Besiyerine Saplama Ekim

«Saplama ekimyler dik agarli besiyerleri kullanilarak gergeklestirilir. Ozellikle hareket muayenesi
calismalarinda kullamilir. Tiiplere dagitilan yumusak agarli besiyerinin sterilizasyon sonrasi dik
tutularak katilagmasi saglanir. Bu besiyerine, incelenecek sivi bakteri kiiltiiriinden igne 6ze ile saplama

ekimi yapilir.

N

Batirma Ekimi

Kati Besiyeri

Tiipte Yatik Besiyerine Ekim

Tek koloniden 6rnek alinarak tiipte yatik besiyerine ekim yapmanin amaci bakterinin;

Saf kiiltiiriinii elde etmek,

Pigment olusumunu saglamak,

Karbonhidratlh besiyerilerinde gaz olusturmasini saglamak,

Bakterilerin yayilarak tiremesiyle hareketlerini incelemek vb. ¢aligmalari yapmak amaciyla uygulanan
bir ekim yontemidir.
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TUPTEKI YATIK
BESIYERINE

Sekil 2.1: Yatik besiyerine sizgi ekimi Sekil 2.2: Tiipte yatik besiyerine yiizey ekimi

Saf Kiiltiir Elde Etme

Saf kiiltiirler, besiyerinde yalnizca tek bir mikroorganizma tiirii iiretilmis kiiltiirlerdir. Saf kiiltiir eldesi
genellikle iki asamada gergeklestirilir:

-Izole kolonileri elde etmek (Petride uygun bir kat1 besiyerinde)

-Belli bir izole koloniyi ayirarak, bunu ayr1 bir besiyerine aktarmak (inokiile etmek)

(Genelde once s1v1 besiyerine, daha sonra da elde edilecek siv1 kiiltiirden kat1 besiyerine)

Bu amagla ilk olarak incelenecek ornekten petri kutusundaki uygun agarl bir besiyerine ekim yapilir,
daha ¢ok tek koloni diisiirme veya yayma teknigi kullamlir. ikinci asamada segilen kolonilerden dze
kullanilarak dnce s1v1 bir besiyerine canlandirma i¢in aktarma yapilir. Inkiibasyonu takiben elde edilecek
kiiltiirden uygun bir kat1 besiyerine tekrar aktarma yapilir ve inkiibasyon gergeklestirilir. Inkiibasyon
sonrasi da saf kiiltiir elde edilmis olur.

Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Muhafazasi

Stok Kkiiltiir: Mikroorganizmanin birka¢g ay veya birka¢ yil gibi uzun siireler dahilinde muhafaza
edilmesi amaciyla hazirlanir. Genellikle «yatik kiiltlir», «dik kiiltiim» ve «liyofilize kiiltlir» seklinde
hazirlanir.

Giinliikk kullamm Kiiltiirleri: Mikroorganizmalarin giinliik kullamimlart igin birkag giin siireyle
muhafaza altinda tutulmasi amaciyla hazirlanir. Genellikle «yatik kiiltiir», «s1v1 kiiltiir» ve «petri kutusu
kiiltiir» olarak hazirlanir.

Mikroorganizma Kkiiltiirlerinin muhafaza altinda tutuldugu ortamlar:

Buzdolabr (0-5°C): Yatik, dik, sivi ve petri kiiltiirleri genellikle buzdolabinda muhafaza edilir.
Genellikle hava ile temas1 kesmek i¢in genelde kapakla parafilm ile sarilir.

Donma sicakliklarinda (-20°C ve -80°C): Uzun siire muhafaza edilebilir. Sivi kiiltirler muhafaza
edilir. Genelde kiiltiirler %20-30 (v/v) gliserol igerecek sekilde hazirlanir. Gliserol, buz kristallerinin
olusumunu engelledigi ve hiicre hasarin1 6nledigi i¢in bir kriyoprotektan gorevi gortir.

Liyofilize kiiltiirler: Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) iglemi ile hiicreler kuru formda birkag yil
saklanabilir.

Anaerobik Mikroorganizmalarin Kiiltiirleri

Anaerobik mikroorganizmalar: oksijen (hava) varliginda iireyip gelisemezler. Oksijen bu organizmalar
iizerine toksik etki yapar.

Zorunlu anaerobik mikroorganizma: Oksijen varliginda iiremeleri miimkiin degil.

Aerotolerant anaerobik mikroorganizma: Ortamdaki bir kisim oksijeni tolere edebilmekte ve ¢ok az
miktarda oksijen i¢eren ortamlarda tireyebilmektedir.

Fakiiltatif anaerobik mikroorganizma: Hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda tireyebilmektedir.
Aerofilik mikroorganizma: Oksijenli ortamda ireyebilir.
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Mikroaerofilik mikroorganizma: Havadakinden biraz daha az miktafdaki oksijenli ortamlarda
tireyebilirler.

Anaerobik mikroorganizmalarun kiiltiiriinde oksijenin uzaklastirilmasi gerekir. Anaerobik jar’lar
ozellikle zorunlu anaerobik mikroorganizmalar ile mikroarofilik  mikroorganizmalarin
kiiltivasyonlarinda tercih edilir. GasPak gibi sistemler de kullanilmaktadir.

Inkiibasyon
Kiiltiir elde etme siirecindeki son asamadir. Inkiibasyon, inokiilasyon (ekim, asilama) yapilmis
besiyerini i¢eren kabin uygun bir inkiibatorde belli sicakhikta ve belli siirede tutulmasi islemidir.
Inkiibasyon icin genellikle «etiiv» veya «su banyosu» gibi sicakligi ayarlanabilen «inkiibator»lerden
yararlanilir.

MATERYAL-METOT

*Agar Besiyeri Uzerine Bakteri Inokiilasyonu Yapilmasi

Cihazlar/Malzemeler:
Agar besiyeri iceren petri, cam tiip, bakteri kiiltiirii, sivi besiyeri, 6ze, drigalski, bunzen beki,
biyogiivenlik kabini

Metot:

Biyogiivenlik kabini igerisinde ¢aligilir.

Sivi bakteri kiiltiiriinden otomatik pipet ile 100 uL o6rnek alinarak petrideki agar besiyeri tizerine
konulur.

Cam drigalski once saf etanole sokulur ardindan alevden gegirilerek sterilize edilir.

Drigalskinin sogumasi i¢in beklenir.

Bakteri kiiltiirii petriye yayilir.

VEYA

Petride gelistirilmis olan bakteri kolonilerinden bir tanesi plastik 6ze ile alinir.

Kat1 besiyeri iizerine ¢izgi ekimi yapilir.
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5.HAFTA: Hiicre Morfolojisi ve Boyama Yontemleri / Gram Boyama ve Endospor Boyama
Deneyleri

Bakteri Morfolojisi

Makroskobik morfoloji: Bakterinin kati ve sivi besiyerinde iirerken olusturduklari, ¢iplak gozle
gozlemlenebilen olusumlardir.

Mikroskobik morfoloji: Bakterilerin mikroskop altinda incelenirken go6zlemlenen «hiicre
morfolojilerindir.

Bakterilerin kat1 besiyerindeki makroskobik morfolojisi daha ¢ok «koloni morfolojisi» olarak bilinir.
Koloni: Bir bakteri hiicresinin kat1 bir besiyerinde diistiigli herhangi bir noktada, inkiibasyon siiresince
¢ok sayida boliinmeler gegirerek olusturdugu ve ¢iplak gozle goriilebilen hiicre toplulugudur. Bu
durumda bir kolonide yalnizca belli bir bakteri tiirline ait hiicreler bulunur. Her bakteri belli bir
besiyerinde, kosullar degistirilmedigi siirece kendine 6zgii karakterde koloniler olusturur. Farkli bir
besiyerine ayni bakteri ekildiginde farkli bir koloni morfolojisi gosterebilir.

Kolonilerin petri lizerindeki degisik morfolojileri soldaki sekilde gosterilmistir. Ancak koloniler bu
ozelliklerinin yani sira biiyiikliik, renk, saydamhk, parlakhk, viskozite, kuruluk, ¢oziiniirliik
durumu ve koku yénleriyle de incelenmektedir. Kenar 6zelliklerine gore bakteriler genel olarak S-
koloni ve R-koloni olarak ikiye ayrilabilir S-koloniler kenarlar1 diiz (smooth), R-koloniler kenarlari
dalgali (rough) olanlardir.

Sivi besiyerinde incelendiginde ise gelisme durumlarina gore degisiklik gosterebilirler. Cogunlukla
bulanik, yiizeyde zar ve dipte tortu olusturma seklinde makroskobik 6zellikler sergilerler.

Bakterilerde Mikroskobik Morfoloji

Bakteriler mikroskop altinda incelenirken gozlemlenen hiicre morfolojilerinde; sekil ve biiyiik, dizilig
diizeni, sahip oldugu spor gibi hiicresel yapilar1 ve boyama 6zellikleri dikkate alinir.

Bakteri Hiicre Sekilleri

Kok: Yuvarlak sekillidirler.

Cubuk-¢omak-: Bu hiicre sekline «basil» denir. Cubuk sekillidirler.
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Bazi gubuk sekilli bakterilerin enleri boylarina yakindir ve mikroskop altinda yanilgiya disiilebilir. Bu
Ozellikteki ¢ubuk sekilli bakterilere «kokobasily» denir.

Kivrik (virgiil) sekilli bakteriler virgiile benzerdirler. Vibrio veya Comma adi da verilir.

Spiral sekilli bakteriler.

Heliks sekilli bakterilere «spiroketler» adi da verilir.

P Q " 4 C—.—)

KOK KOKOBASIL VIRGUL CUBUK
) O , >
SPIRAL HELIKS

Bakterilerin Hiicre Diizenleri

Kok Sekillilerin Hiicre Diizeni:

Monokok: Tek tek gortiniirler.

Diplokok: ikili ikili gériiniirler.

Streptokok: Zincir gibi gortintirler.

Stafilokok: Uziim salkimi gibi goriiniirler.

Tetrat: Dort hiicre bir kare olusturur sekilde bir araya gelir.

Sarsina: Hiicreler paket goriiniimii gibi bir araya gelir.

Cubuk Sekillilerin Hiicre Diizeni:

Tek ¢ubuklar: Tek tek goriiniirler.

Streptobasiller: Zincir gibi goriiniirler.

Difteroid basiller (palisades —¢it-): Hiicreler birbirine paralel olacak sekilde ¢it gibi bir araya gelir. Bu
bakteri grubuna difteroid veya koryneform grubu bakteri denir.

Kivrik, spiral ve heliks sekilli bakteriler genelde daginik ve tek tek goriiniirler.

Bakterileri Boyama Yontemleri

Bakteriler genel olarak saydamdir bu nedenle boyayarak incelemek bakterileri tanimlamada iyi bir
yontemdir. Bakteriler boyalara ve boyama yontemlerine kars1 gosterdikleri davranislara gore «Gram
negatifh, «Gram pozitify, «aside direnc¢li» bakteriler gibi gruplara ayrilabilmektedir.

Boyalar:

Boya, bir benzen halkasina (CsHs) bagli «kromofor» ve «oksokromy gruplari tastyan organik bir
bilesik olarak tanimlanabilir. Benzen halkasindaki H atomlar1 yerine farkli element veya gruplarin
gelmesiyle degisik boyalar olusur.

Kromofor grubu boya molekiiliine renk 6zelligini verir. Oksokrom grubu boyaya elektrolitik ¢ozlinme
ozelligi veren tuz kisimdir, boyanin asidik mi bazik mi oldugunu belirler. Tuz olusturup baglanmay1
saglar. Boyalar, boya molekiiliiniin elektrik yiikiine gore asidik, bazik ve nétr boyalar olarak
ayrilabilirler.

Bazik Boyalar: Pozitif, katyonik olarak bulunurlar. NH.", (CH3)." oksokrom gruplarini igerirler.
Metilen mavisi, Kristal violet, Bazik fuksin, Safranin ..vb.
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Asidik Boyalar: Negatif, anyonik olarak bulunurlar. OH", SOsH ve COOH-" gibi oksokrom gruplarini
icermektedirler.

Asit fuksin, Cini miirekkebi, Nigrosin, Malasit yesili ..vb.

Nétr Boyalar: Iyonik degillerdir. Asidik ve bazik boyalarin uygun oranda karisimindan elde edilir.
Giemsa, Wright, Leishman..vb.

Dogal boyalar: Yukarida belirtilen sentetik boyalara gére daha az kullanilirlar. Indigo, karmin, litmus,
orsein ..vb.

Mordant: Boyanacak madde ile boyanin birlesmesini kolaylastiran veya kuvvetlendiren maddelerdir.

Basit Boyama Yoéntemi

Tek bir boya kullanilir. Metilen mavisi, kristal violet, sulu fuksin, safranin gibi boyalar kullanilabilir.
Bakteriler, boyamada kullanilan boyanin rengini alirlar.

izlenebilecek yol:

-Preparat hazirlanir.

-Preparatin iizeri kullanilacak boya ¢ozeltisiyle kaplanarak 1 dk beklenir.

-Boya dokiilerek, preparat damitik su ile yikanir.

-Kurutulan preparat mikroskopta incelenir.

Basit Boyama

A. Smear loopful of B. Air-dry C. Drip methanol
microbes onto slide onto specimen /"

to fix

1. Ilk olarak fiksasyon
islemi yapilir.

2. Sonra bir gesit
boya eklenir.

- 3. Inkiibasyon
F. Examine with . ..
X100 objective siiresinin ardindan

(oil immersion)

i boyanin fazlasi

' ytkanir.
\ _~=- \| 4. iInceleme yapilir.

L

-

D. Flood slide
with stain

Diferansiyel Boyama

Iki farkli renkte boyanin ayni preparat iizerine belli tekniklerle ve ard arda uygulanmasiyla
gergeklestirilir. Hiicreler birinci boya ile bu boyanin rengini alirlar. Bunun ardindan genelde preparata
bir «renk giderici (¢ogunlukla etil alkol)» uygulanir. Renk giderme : dekolorizasyon

Gram boyama, bir diferansiyel boyama teknigidir. Gram boyama 6zelliklerine gore bakteriler Gram
negatif ve Gram pozitif olarak ikiye ayrilirlar. Gram boyama isleminde ve diger diferansiyel
boyamalarda bakterilerin birbirinden ayirt edilmesinde dekolorizasyon ozelliklerindeki farklardan
yararlanilir. Gram negatif bakteriler daha kolay dekolorize olur. Dekolorizasyon isleminden sonra ikinci
boya preparata damlatilir, buna karsit boya denir. Dekolorize olmus hiicreler bu sefer karsit boya
renginde boyanirlar.

Gram boyama sonucunda Gram pozitif bakteriler mor, Gram negatif bakteriler pembe-kirmiz
goziikiirler. Gram boyama, Ziehl-Neelsen boyama, spor boyama, flagella boyama, kapsiil boyama, yag
boyama teknikleri diferansiyel boyama tekniklerindendir.
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[]Alkol
Sulu Fuksin

/ B Kristal Viyolet
// B Lugol

Gram Poxzitif

s Gram Negatif

® He®
ve ™Y *
Kristal Viyole (Mor Boya) Lugol Uygulamasi Alkol Uygulamasi Sulu Fuksin veya Safranin
° UygulamyaSI Y © (Mgrdazt © (Dekolglr?zasyon) ° (Pembe Kll’mIZ)l/ Boya) Uygulamasi
Negatif Boyama

Hiicreler boyanmaz, hiicrelerin yayildig1 preparat ortami (lam) boyanir. Boyama i¢in ¢ini miirekkebi
veya nigrosin boya c¢ozeltisi kullanilir. Bu yontem genellikle bakterilerde kapsiil varligini ortaya
¢ikartmada kullanilir.

Gram Boyama

Diferansiyel boyama yontemidir. 1884 yilinda Christian Gram tarafindan gelistirilmistir. Teknik
sayesinde bakteriler Gram pozitif ve Gram negatif olarak ikiye ayrilmistir. Ancak bazi bakteriler Gram
boyama yontemi ile boyanamaz. Ornegin Mycobacterium cinsi bakteriler Ziehl-Neelsen yontemi ile
boyanuirlar.

Izlenebilecek yol:

Preparat hazirlanir: Lam, temiz bir bez ile silinir. Siv1 kiiltiirden analiz yapilacak ise dze ile kiiltiire girilir
ve alian drnek preparat iizerine bir noktaya ince bir film halinde siiriiliir. Ornegin siiriildiigii yerin arka
kismi alevden 2-3 kere hizlica gegirilir. Bakterilerin lam iizerine tespiti (fiksasyon) yapilmis olur. Bu
islem bakterilerin lam iizerine yapigsmasini ve yikamada akip gitmemesini saglar.

Bakterilerin tizerine kristal violet damlatilir. 1 dakika beklenir.

Boyay1 akitmak i¢in preparat akan su ile yikanir.

Ornek {izerine lugol (Gram iyot ¢ozeltisi) damlatilir. 1 dakika beklenir. Lugal burada mordant olarak
islev goriir.

Preparat akan su ile yikanir.

Ornek {izerine %9611k etil alkol damlatilir ve 10-15 saniye beklenir. «dekolorizasyon»

Preparat akan su ile yikanir.

Ornek {izerine karsit boya olarak sulu fuksin veya safranin damlatilir. 30 -60 saniye bekletilir.

Preparat akan su ile yikanir.

Mikroskop ile incelenir.

Gram Boyama Mekanizmasi

Bakterilerin Gram pozitif ve Gram negatif olarak ayrilmasi, onlarin «hiicre duvarlari»ndaki
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Kristal violet’i hiicre icinde tutabilenler Gram pozitif,
tutamayanlar Gram negatif bakterilerdir.

Gram boyama sirasinda liigol ile muameleden sonra bakteri hiicresi i¢inde «kristal violet-iyot
kompleksi» meydana gelmektedir. Gram pozitif bakteriler, alkol ile dekolorizasyon sonrasi bu
kompleksi hiicre disina atamazlar. Bu sebeple mor renkli goziikiirler. Gram negatif bakterilerde hiicre
duvarinda yag oran yliksek oldugundan, alkol hiicre ¢eperindeki yagi belli bir miktarda ¢ozerek hiicre

25



duvarinda bosluklar meydana gelmesini saglar. Kristal violet ise bu bosluklardan disar1 ¢ikar. Bu
asamadan sonra bakteriler karsit bir boya olan sulu fuksin ile boyandiklarinda renkleri pembe-kirmiz
olur.

gram negatif bakteriler gram pozitif bakteriler

TR

_— dig zar

w - Peptldogllkan/

— hiiCrezar —___ mm

WW i

Endospor Boyama

Bakteri Sporlari

Bazi bakteriler belirli kosullarda, hiicre icerisinde dis etkenlere kars1 daha direncli olan ve «endospor»
olarak isimlendirilen 6zel yapilar olustururlar. Endospor olusumundan sonra bakteri 6lebilir veya lize
olup dagilabilir. Bu durumda endosporlar serbest hale gegerler. Bunlara serbest spor veya sadece spor
denir.

Sporlar, c¢evreye yayilarak uzun siire (yillarca) dormant halde (uyku halinde) canliligin
stirdiirebilmektedir. Kosullar uygun oldugunda (uygun sicaklik, nem, besin ortami1) ¢cimlenerek tekrar
yeni birer bakteri hiicresi haline doniigebilmektedir. Bu bir bakteri tireme sekli degildir !

Ciinkii bakteriler ikiye boliinerek ¢ogalirlar. Buna gore de endosporlar, bu tip bakterilerin neslini devam
ettirme ¢abasindan kaynaklanan genetik bir 6zellik veya form olarak kabul edilebilirler.

@ -Hucre buyimeyi
\, durdurur; . o
-DNA eslenir. Spor olusumu Bacillaceae ailesinin tipik bir

ozelligidir. Spor olusumu bu familyanin {iyeleri

olan Bacillus, Clostridium ve Desulfotomaculum

&) } ERCOSPON cinsi bakterilerde goriilir. Bunlar cubuk sekilli

olusturan gen . . .
\ / FRAEArs (basil) bakterilerdir.

} Kok, virgiil, spiral, heliks sekilli bakteriler spor
@ olusturma yetenegine sahip degillerdir (istisna:
\' ~Spor kilrfi olusur. Sporolactobacillus ve Sporosarcina).

Sporlu bakteriler endosporlarini iiremelerinin

Spor kilifa -Peptidoglikon erken evrelerinde yapmazlar. Endospor olusumu
@ materyazlleri logaritmik {iremenin bitiminde baslar.
: olusur.
Korteks Ana hicre
|

@ Ana hicre
- bozulur ve
5 Q g endospor
S A e serbest kalir.
Endospor
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Sporlu bir bakteri, belli kosullarda, hiicre iginde kendine 6zgii konumda, bicimde ve biiyiikliikte
endospor olusturmaktadir. Sekilde bakteri endosporlarinin hiicre igindeki farkli konumlart ve bunlarin
isimleri gosterilmistir. Endospor bulundurmayan bakteri hiicresine “vejetatif hiicre”, endospor olusmus
hiicrede endosporu g¢evreleyen hiicre kismina “sporangium” adi verimektedir. Serbest sporlar ¢ok
hafiftirler ve hava akimiyla toz partikiillerine tutunarak hemen her yere rahatlikla taginabilmektedirler.
Bu nedenle de, sporlar 6nlem alinmadig takdirde besiyeri ve kiiltiirlere 6nemli bir kontaminasyon

kaynagi haline gelmektedir.

Bakteri Sporlarinin 3 Onemli Ozelligi
-Kimyasal maddelere kars1 gecirgensizlik
-Sicakliga dayaniklik

-Kirilma indisinde artma

Endosporlarin Mikroskobik incelenmesi

Bakteri sporlar1 6zel «spor boyama» yontemleriyle boyanarak mikroskopta gozlenebilir hale
gelmektedir. Ancak bakteri sporlar1 «basit boyama» veya «Gram boyamay» uygulamasini takiben de
mikroskobik olarak gozlenebilir hale gelebilmektedirler. Spor boyama yontemleri, sporlarm kimyasal
maddelere kars1 gecirmezlik 6zelliginin yiiksek sicaklik (kaynar su sicakligi gibi) uygulamalariyla
bozulmasi prensibinden hareketle gelistirilmistir. Basit boyama veya Gram boyama sonrasinda sporlarin
gozlemlenebilir hale gegmesi ise, sporlarin kimyasal maddelere (boyama esnasinda kullanilan boyalara)
kars1 gecirmezlik 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

MATERYAL-METOT
*Gram Boyama

Cihazlar/Malzemeler:
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakteri kiiltiirleri, lam, lamel, kristal viyole, liigol, etil alkol,
sulu fuksin, Pasteur pipeti, 6ze, 151k mikroskobu

Metot:

Lam, etanol ile temizlenir.

E. coli ve S. aureus bakteri kiiltiirlerinden 2 mikrolitre alimir ve lamin iki tarafina damlatilir. Oze ile
ince bir film olusturacak sekilde kiiltiirler yayilirlar (birbirlerinden uzak olmalilar).

Lamin alt kismi alevden 2-3 kere hizlica gegirilir.

Pasteur pipeti ile kristal violet bakterilerin {izerine 1 damla damlatilir. 1 dakika bekletilir.
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Boyay1 akitmak i¢in preparat akan su ile yikanir.

Bakterilerin iizerine lugol (Gram iyot ¢ozeltisi) 1 damla damlatilir. 1 dakika beklenir. Preparat akan su
ile yikanir.

Bakterilerin iizerine %96’lik etil alkol damlatilir ve 10-15 saniye beklenir. «dekolorizasyon»

Preparat akan su ile yikanir.

Bakterilerin tizerine karsit boya olarak sulu fuksin veya safranin damlatilir.

30 -60 saniye bekletilir.

Preparat akan su ile yikanir.

Mikroskop ile incelenir.

*Endospor Boyama

Cihazlar/Malzemeler:
Bacillus subtilis bakteri kiiltiirii, lam, lamel, metilen mavisi, Pasteur pipeti, 6ze, 151k mikroskobu

Metot:

Basit boyama ile sporlarin incelenmesi amaglanmaktadir.
Kullanilacak boya = Metilen Mavisi

Lama bir damla bakteri kiiltiiriinden (Bacillus subtilis) damlatilir.
Lamun alt kismi1 2-3 kez alevden gegirilir.

Kuruduktan sonra 1 damla Metilen Mavisi damlatilir.

1 dakika beklenir. Lam su ile yikanir.

Kuruduktan sonra mikroskop ile inceleme yapilir.
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6. HAFTA: Antibiyotik Duyarhlik Testleri / Disk Difiizyon ve Agar Kuyucuk Yoéntemi

Antimikrobiyal Maddeler (AMM)

Mikroorganizmalar1 6ldiiren (mikrobisid etki) veya onlarin iiremesini/gelisimini engelleyen
(mikrobiyostatik) maddelerdir. Dezenfektanlar, antiseptikler, antibiyotikler, inhibitdr etkili diger bazi
maddeler..vs bu gruba girmektedirler.

Dezenfektanlar: hipokloritler, kloraminler, iyodoforlar, kuaterner amonyum bilesikleri, amfoterik
bilesikler, oksidan maddeler (hidrojen peroksit, parasetik asit, ozon..), alkaliler (sodyum hidroksit;
kostik, potasyum hidroksit..), asitler (HCI, asetik asit, benzoik asit..), alkoller, aldehitler, fenol ve
tiirevleri, sabunlar, agir metal iyonlar1 ve tuzlar gibi

Antibiyotik: penisilin, streptomisin, tetrasiklinler, siilfonamidler, aminoglikozidler .. Gibi

Inhibitor etkili mikrobiyostatik bazi boyalar: Metilen mavisi, kristal viyole gibi..

Bazi1 gida katki maddeleri: Sodyum kloriir, sodyum nitrit, nisin gibi..

Antimikrobiyal Maddelerin Etkinligini Etkileyen Faktorler

AMM’lerden temizlik, dezenfeksiyon ve antisepsi yaratma amaciyla veya enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ila¢ (antibiyotik) olarak ya da gidalarda «koruyucu katki maddesi» olarak
yararlanilmaktadir. AMM’lerin etkinligi bircok faktoérden etkilenebilmektedir. Bu etkiler iki sekilde
gruplanabilir:

AMM ve uygulanisa ait faktorler:

AMM’nin kimyasal 6zelligi Mikroorganizmalara ait faktorler:
AMM’nin konsantrasyonu Mikroorganizmanin karakteri
Uygulama sicakligi Mikroorganizma yasi
Uygulama stiresi Canli mikroorganizma sayisi
pH Mikroorganizma cesidi

Ortamdaki diger kalintilar

Antimikrobiyal Madde Etkinligi Test Yontemleri

Spesifik ve duyarli test mikroorganizmasinin se¢imi ve kullanimi bu testlerin ilk ve en &nemli
basamagidir. AMM’nin belli bir mikroorganizma {izerinde etkisi «minimal inhibitdr konsantrasyon
(MIK)» veya «minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK)» seklinde belirlenebildigi gibi, s6z konusu
herhangi bir mikroorganizma susunun belli bir AMM’ye kars1 duyarliligi da ortaya konulabilir. Diger
taraftan bu testlerden yararlanilarak herhangi bir ortamdaki (yiizey, gida..) AMM varlig1 da nitel ya da
nicel olarak ortaya konulabilmektedir.

Tiip Diliisyon Yontemi

Yéntem daha cok AMM’nin MiK ve/veya MBK degerlerinin belirlenmeye calisiimasinda kullanilir.
MIK degeri; denenen test mikroorganizma kiiltiiriinde, test kosullarinda iiremeyi (mevcut canh hiicre
sayisinin artigini) inhibe eden (engelleyen) en diisitk AMM konsantrasyonudur.

Agar Difiizyon Yontemleri

Pek cok AMM  nin etkinligi «agar difiizyon» yontemi ile kolay ve kisa siirede ortaya konulabilmektedir.
Bu yoOntemden yaralanilarak test edilecek mikroorganizmanin AMM’lere duyarliligimin yani sira
herhangi bir ortamdaki bir AMM nin varlig1 da belirlenebilmektedir.

Yontem; uygun sekilde ekimi yapilmis test mikroorganizmasi bulunan bir petri kutusundaki agarl
besiyerine uygun sekilde eklenen AMM’nin besiyerine difiize olmas1 ve difiize oldugu alanda
mikroorganizmanin gelisimini engelleyip engellemediginin belirlenmesi prensibine dayanir.
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Eger AMM test mikroorganizmast iizerinde etkiliyse; AMM 'nin eklendigi yerin ¢evresinde inkiibasyon
sonrasinda mikroorganizma gelisiminin olmadig1 bir «inhibisyon zonuy olusur.

En yaygin uygulanma sekilleri «kagit disk agar difiizyon/disk difiizyon» ve «delik agar disk
difiizyon/agar kuyucuk difiizyon».

BEFORE GROWTH AFTERGROWTH

Growth Time
_
~24 hours

No bacterial growth
Agar media, spread {Zone of inhibition)

Antibioticdisks on Petri dish

Bacterial growth

MATERYAL-METOT
*Disk Difiizyon Yoéntemi

Cihazlar/Malzemeler:
Antibiyotik diski, antibiyotik soliisyonu, agar petri, sivi bakteri kiiltiirii, drigalski

Metot:

Antibiyotik stogundan 1 mL hacminde '%’lik diliisyonlar hazirlanip (3 diliisyon) MIK degeri
belirlenmesi i¢in test (broth mikro diliisyon) yapilacak:

Stok: 1 mg/mL ampisilin

Diliisyonlar: 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL ampisilin

96 kuyucuklu plate ile ¢alisilacak. Her kuyuya 0.1 mL (100 pl) bakteri kiiltiirii eklenecek. Uzerine 0.1
mL (100 pl) diliisyon 6rnegi eklenecek. 37°C’de 1 gece inkiibe edilecek.

*Agar Kuyucuk Difiizyon

Cihazlar/Malzemeler:
Antimikrobiyal etkinligi test edilmek istenen drnekler (68renciler tarafindan getirilecek), agar petri, sivi
bakteri kiiltiirii, drigalski

Metot:

Agar besiyerine antimikrobiyal testi yapilacak o6rnek sayisinca kuyu agilacak. Her kuyuya 50 pl 6rnek
eklenecek. 37°C’de 1 gece inkiibe edilecek.

Not: Bu deney i¢in antimikrobiyal aktivitesine bakilmak istenen herhangi bir numune kullanilabilir
(antibiyotik, deterjan, alkol vs..).
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7.HAFTA: Mikrobiyolojik Sayim Yontemleri / Thoma Laminda Hiicre Sayma ve Seri Diliisyon
Hazirlama

Mikrobiyolojik Sayim ve Onemi

Incelenmekte olan drnekte hangi cesit, grup, cins veya tiirde mikroorganizma oldugunun bilinmesi yani
mikroorganizmalarin 6rnekten izole edilmesi ve tanimlanmasi 6nemlidir. Bunun yani sira incelenen
Ornege ait bazi mikrobiyolojik problemlerin ¢6ziimiinde, deneylerin tasariminda Ornekteki
mikroorganizmalarin sayisini bilmek de dnemlidir.

Sayim sonuglar1 incelenen 6rnegin kat1 veya sivi ortamda olmasina gore genel olarak sayi/mL, say1/g
veya sayi/cm® olarak verilmektedir. Kati besiyerinde koloni sayimina doniik sayim yontemlerinde
sonuclar genelde CFU/ml ile ifade edilir. CFU: Colony Forming Unit (Koloni Olusturan Birim:
KOB)

Sayim yontemleri 2’ye ayrilabilir:

«Direkt saymm yontemleri» direkt olarak mikroorganizma hiicrelerinin veya kolonilerinin sayildig
yontemlerdir.

«indirekt sayim yéntemleri» mikroorganizma sayilarinin; mikroorganizmalarin belirli baz1 hiicresel
ozellikleri (hiicrelerin kimyasal kompozisyonu vb.), metabolik faaliyetleri (kiiltiir ortaminda asitlik artig
gibi) ve besiyerinde olusturdugu degisiklikler (siv1 besiyerinde bulaniklik derecesinde artis, Durham
tiipiinde gaz olusumu vb.) gibi durumlaridikkate alinarak dolayli bir sekilde belirlenmesine ya da tahmin
edilmesine yonelik yontemlerdir.

Kiiltiirel Sayim Yontemleri

Bu yontemlerde kati besiyeri kullanilir ve inkiibasyonu takiben besiyerinde gelisen mikroorganizma
kolonileri sayilir. Bu sebeple kiiltiirel sayim yontemleri koloni sayimi olarak da bilinir. Yalnizca canli
mikroorganizmalar sayilmis olur.

Orneklerin ekime hazirlanmasi
Seri diliisyonlarin hazirlanmasi
Uygun agara ekim

Inkiibasyon

Mo

Orneklerin Ekim icin Hazirlanmasi

Ornek homojenizasyonu islemidir.

Siv1 6rneklerin hazirlanmasi: Ornegi bulundugu tiip, sise..vb iyice karistirilmalidir. Karistirilns
ornekten bir miktar pipet ile alinarak uygun steril bir siviya (su, besiyeri..vs) aktarilabilir boylece ilk
diliisyon da hazirlanmis olur.

Kat1 veya yar1 kati érneklerin hazirlanmasi: Ornekler, steril arag-gerecler kullanilarak kiiciik
parcalara ayrilabilir veya ezilebilir, ufalanip toz haline getirilebilir. Sonra belli bir miktar tartilarak
uygun steril bir stviya (su, besiyeri..vs) aktarilir. Ornek ile aktarilan sivinin homojen karismasi igin
karigtirilabilir.

Orneklerin Seri Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kiiltiirel sayim yapilacak 6rnegin mL’sinde veya graminda binlerce hatta milyonlarca mikroorganizma
olabilir. Bu sebeple diliisyonlar hazirlanip ekim yapilmasi, sayim yapilmasinmin saglanmasi agisindan
onemlidir.

Diliisyon hazirlama: mikrobiyolojik ydnden incelemeye alinacak olan orijinal 6rnek igindeki
mikroorganizma sayisinin belli oranlarda sulandirilarak (diliie edilerek) daha aza indirmeyi amaglayan
islemdir.
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Diliisyon sivilari: serum fizyolojik, damitik su, fosfat tampon (pbs), besiyeri..—>steril olmali.

Diliisyon serileri farkli oranlarda hazirlanabilir.

Desimal (ondalikh) diliisyon serileri:

1/10 (10'), 1/100 (10%), 1/1000 (10%), 1/10.000 (10%)....
iki kath diliisyon serileri:

Yo, Ya, 1/8, 1/16, 1/32...

Dort kath diliisyon serileri:

Ya, 1/16, 1/64, 1/256...

Koloni sayisi x diliisyon faktorii= Ana stoktaki canli bakteri sayis1 (cfu/ml)
En son tiipten 0.1 mL &rnek alinip ekim yapildiginda, stok kiiltiirden 1/100.000 oranda daha az koloni

olusacaktir. Bu da sayilabilir oldugundan ana stokdaki veya her diliisyon sivisindaki bakteri sayisi
belirlenebilecektir.

Desimal (ondalikli) diliisyon serileri:

1.0mL

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

CN Y Y

9.0 mL TSOmL 790"“.

[ X \
( CIOO (1:1 1:10,000 1:100.000
Stok
kiiltir OOlmL 0.1mL 0.1mL QOlmL QOlmL Ekimler

9.0mL

Too numerous  Too numerous 389 colonies 50 colonies 2 colonies
10? 102 103 104 10° Diliisyon orani
10t 102 10% 104 10° Diliisyon faktérii

32



Sayim Sonug¢larinin Hesaplanmasi

Ornek Diliisyon

10 107 10® 10°
1. Deneme 286 29 3 1
2. Deneme 246 25 3 0
Ortalama 266 27 3 <1

Canl aerobik bakteri sayisi: 266x10% CFU/mL
Genelde virgiilden sonra iki basamak ve bir tam sayi olacak sekilde yazilir.
Canli aerobik bakteri sayisi: 2.66x108 CFU/mL

Direkt Mikroskobik Sayim Ydntemleri

Direkt mikroskobik sayimda genelde bu amaca gore iiretilmis 6zel lamlar kullanilir (Thoma, Howard,
Malessez, Neubauer gibi). Sayim yapilacak sivi 6rnek lamlarin tizerine usuliine uygun olarak yayilir ve
daha sonra ya direkt olarak ya da boyama yapilarak mikroskopta hiicre sayimina gegilir.

Basit, hizli bir yontemdir. Hem canli hem 6lii hiicrelerin sayiminda kullanilir.

Thoma Lamu ile Direkt Mikroskobik Sayim

Sayim sonucu (say/mL)= Toplam hiicre (veya spor) x 10*x diliisyon faktorii

Bu direkt mikroskobik sayim yonteminde "Thoma lam1" ad1 verilen 6zel lam'lar kullanilir. Thoma lam1
mikrobiyolojide daha ¢ok maya hiicrelerinin saymminda kullamilmaktadir. Thoma lamiyla
"mikroorganizma spor saymm" da gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle kiif sporlarin1 bu yolla saymak
miimkiin olabilmektedir. Bu yolla bakteri sayimi oldukga gii¢ olup 6nerilen bir yontem degildir. Thoma
laminin bulundugu durumlarda, kan hiicre sayimlarinda kullanilan "hemositometre"lerden de ayni
amagla yararlanilabilir.

Thoma laminin esast 0.1 mm?'liik bir hacimde (yani 0.1 ml'lik bir hacimde) sayim yapilmasidir. Ancak
bu yontemde sonuglar incelenen sivi 6rnegin ml'sindeki toplam maya hiicre sayis1 (canl ve 6li) veya
spor sayisi olarak hesaplanir ve rapor edilir.

Thoma laminin {izerinde dik yonde iki ¢ukur kanal bulunmaktadir. Bu iki kanal birbirine tam ortadan
dik kesecek sekilde diger bir kanalla baglanmistir (H harfi olusturacak sekilde). Bu H seklinin {ist ve alt
kisminda iki ayr1 sayim sahasi bulunmaktadir. Sayimlar bu iki sahada gergeklestirilir ve ortalama
almarak sayim sonuglar verilir.

Bir sayim sahasinda 16 biiyiik kare, her biiyilik kare i¢inde de 25 kiiglik kare vardir. Buna gore de bir
sayim sahasinda 16 x 25 = 400 kii¢iik kare bulunmaktadir.
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Sekil 2.3: Thoma laminin sayim yapilan Kareleri (toplam goriis sahasr)

Bu islem i¢in Thoma lamu tizerinde bulunan sayim bolgelerinden faydalanilir. Sayim
bolgesinin toplam alan1 1 mm’dir. Lamel yapistirildiginda sayim bolgesinin yiiksekligi de
0,1 mm’dir. Sayim islemini kolaylastirmak amaciyla her bir sayim bolgesi de kendi

icerisinde karelere bolunmistiir.

MATERYAL-METOT
*Thoma Lamiyla Maya Hiicrelerinin Sayimi

Cihazlar/Malzemeler:
Thoma lami1, maya kiiltiirii, otomatik pipet, lamel

Metot:

Maya hiicre kiiltliriinden eger gerekli ise diliisyon hazirlanir.

Kiiltiirden 10 pl alinir ve thoma lamina eklenir.

Inceleme yapilir ve hiicreler sayilir. Ana stoktaki hiicre miktari hesaplanir.
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8.HAFTA: Mikrobiyolojide Biyokimyasal Testler/ Okaryot Hiicre Kiiltiirii Temel Teknikleri,
Pipet Kullanimi

Mikrobiyal Beslenme

Mikroorganizmalar da (viriisler hari¢) her canli gibi beslenmek ve besinlerini metabolize etmek
durumundadir. Mikroorganizmalar gelistikleri besi ortamindan kiiclik molekiil agirlikli besin 6gelerini
(glukoz, fruktoz gibi monosakkaritler, aminoasitler, yag asitleri, alkoller vb.) hiicre igerisine direkt
olarak tasiyabilir. Besi ortamindaki proteinler, polisakkaritler (nisasta, seliilloz, glikojen vb.),
oligosakkaritler (rafinoz vb.), disakkaritler (laktoz, maltoz, sakkaroz vb.) ve yaglar gibi biilyiik molekiil
agirlikli besinleri ise direkt olarak hiicre igerisine tastyamaz. Bu maddelerin hiicre igerisine tasinmasi
icin besiyeri ortaminda kendilerini olusturan kii¢iik molekiil agirlikli bilesenlerine hidroliz edilmeleri
(su varliginda pargalanmalar1) gerekmektedir. Bu bilesenlerin hidrolizi, mikroorganizmalarin besi
ortamina saldiklar1 spesifik «ekstraseliiler enzimler» aracilig1 ile olmaktadir.

Proteazlar, lipazlar, amilazlar mikroorganizmalarin besiyeri ortamina saldiklari ekstraseliiler enzim
ornekleridir. Her mikroorganizma ancak belirli bazi ekstraseliiler enzimleri tiretip hidroliz amach disart
salgilayabilmektedir.

Mikrobiyal Metabolizma

Metabolizma, mikroorganizma hiicresi igerisinde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarin timidiir.
Hiicre icerisinde «katabolizma (yikim)» ve «anabolizma (biyosentez; yapim)» adi verilen iki tip
metabolizma olay1 gerceklesmektedir. Katabolizma (katabolik reaksiyonlar) sonucunda «enerji» ve
birtakim «katabolizma iiriinii maddeler» elde edilir. Katabolizma, hiicre igerisinde fonksiyon gosteren
intraseliiler nitelikteki «katabolik enzimler» tarafindan gergeklestirilir. Anabolizma (anabolik
reaksiyonlar) sonucunda birtakim «biyosentetik anabolizma firiini maddeler» elde edilir.
Anabolizmanin ger¢eklesmesi i¢in enerjiye ihtiya¢ vardir, bu amagla katabolizmadan saglanan enerji
kullanilir. Katabolizma, hiicre igerisinde fonksiyon gosteren intraseliiler nitelikteki «anabolik enzimler»
tarafindan gerceklestirilir.

Her mikroorganizma ancak belli baz1 anabolik ve katabolik enzimleri {iretebilir. Buna bagli olarak belirli
bazi anabolizma iirlinii maddeler olusturabilmektedir.

» Monomers

ex wtracellular
eNnzymes

* roler'

0 ¢&——

m+r'aceliulor
enzym f

070

Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal testler; mikroorganizmalarin spesifik enzim (ekstraseliiler enzimler, intraseliiler katabolik
ve anabolik enzimler) varliklarinin veya aktivitelerinin ortaya konmasi veya gesitli yikim (katabolizma)
ya da yapim (anabolizma) iriinii maddelerin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen testlerdir.
Biyokimyasal testlerin, bakteri ve mayalarin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli yerleri vardir. Ciinkii her
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mikroorganizma kendine 6zgili enzimlere sahip olup, belirli maddeleri yine kendine 6zgii bir bigimde
metabolize ederek, ¢estli yikim ve yapim iiriinleri meydana getirmektedir.
Bilinen bakterilerin tiimiinii, belli taksonomik gruplar i¢inde ele alinmis, biyokimyasal 6zellikleri de
dahil olmak tizere pek ¢ok 6zelligini tek tek veya listeler halinde agiklanmistir (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology). Bilinmeyen ve tanimlanmak istenilen bakteri veya mayalara belirli
biyokimyasal testler uygulanir ve elde edilen sonuglar kaynaklara aktarilir.

Tests E.coli  P.aeruginosa S.dysenteriae  S.typhimurium S.aureus K.pneumoniae
TSI + - + - + +
Methyl Red + - - - -
Indole + - - - -
Catalase + + - - - -
Citrate - + - - + +

Utilisation

Urease + + - - + +

Katalaz Testi

Katalaz=> Enzim

Genellikle aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulur. Ortamdaki hidrojen peroksiti, su ve
oksijene ayristirir.

Aerobik mikroorganizmalar ile bazi fakiiltatif anaerobik ve mikroaerofilik mikroorganizmalar katalaz
enzimi iretebilir. Staphylococcus, Micrococcus, Proteus, E. coli, Pseudomonas ve Bacillus katalaz
pozitif bakterilere drnektir. Siv1 veya kati bakteri kiiltiirlerine H>O5 ilave edildiginde, serbest oksijenin
gaz kabarciklar1 halinde gozlenir hale gelmesi, hidrojen peroksitin ayrigsmasini, dolayisiyla da katalaz
enziminin varli§ini gosterir.

H,0, katalaz . H.O+%0,

Koagiilaz Testi

Koagiilaz enzimi bircok bakteri tarafindan olusturulmasina karsilik, koagiilaz testine daha ¢ok
«toksijenik S. aureus suslari» ve «toksijenik olmayan S. aureus suslari» birbirinden ayirmak igin
kullanilir. Toksijenik S. aureus suglart hemolitiktir (kan1 belli bir tarzda hemoliz eder) ve koagiilaz ve
termostabil Dnaz enzimlerini liretme yetenegindedir. Sitafilokoklar i¢in toksisitenin en 6nemli Sl¢iitii
koagiilaz enziminin varligidir. Diger 6nemli 6lgiitleri ise hemoliz 6zelligi, termostabil Dnaz varligi ve
mannitolii fermente etmesidir. Koagiilaz enzimi «kan plazmasi»ni koagiile eder (pihtilastirir). Bu
nedenle koagiilaz testi i¢in kan plazmasi kullanilir.

Indol Testi
Bakterinin triptofan bulunan besiyerinde triptofandan indol olusturup olusturmadigini ortaya koymak
amaciyla uygulanir. Bazi bakteriler ortamdaki triptofan1 enzimatik hidrolize ugratarak indol
olustururlar.

triptofanase

[

1, L

[riptofan » Indol + pirtivik asit + NH,

deaminasyon

Metil Kirmizis1 Testi
Bakterinin glukoz bulunan besiyeri ortaminda glukozdan organik asitler olusturup olusturmadigini
ortaya koymak amaciyla uygulanir. Bazi bakteriler ortamdaki glukozu metabolize ederek ¢esitli organik
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asitler olustururlar. Organik asitler ortamin pH’sim1 diigiirmektedir. Besiyeri ortamimin pH’sindaki bu
diisiisii belirlemek i¢in, kiiltiire «metil kirmizisi indiikatoriiy eklenmektedir. Glikozun fermentatif
metobolize olmasi sonu besi yerinde organik asitlerin meydana gledigini ve pH'nin diistiigiinii ortaya
koymak i¢in yapilir.

Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer testi bakterileringlukoz bulunan besiyerinde glukozdan nétral {iriinler (asetoin: asetil
metil karbinnol ve bunun rediiksiyon iriinii olan 2,3-biitilen glikol gibi) olusturup olusturmadigini
ortaya koymak amaciyla uygulanir. Bazi bakteri tiirlerini (K. pneumoniae (+), E. coli (-) belirlemede
kullanilir. Glikoz, 6nce piriivik asite metabolize olur. Piriivik asidin ayrigmast, bakterilerin tiirlerine gore
aerobik veya anaerobik yolla olur. Glikozun fermentasyonu sonu asetoin ve bunun bir nétral rediiksiyon
iriinii olan 2,3 -butanediol meydana gelmektedir. Asetoin, ortama alkali bir madde eklendiginde
oksidasyona ugrayarak diasetil’e doniisiir. Diasetil peptondaki kreatin, arjinin veya kreatinin ile
birleserek pembe-kirmizi bir renk olusumuna sebep olur.

Sitrat Testi

Bakterilerin sitrat bulunan besiyerinde sitrati tek karbon kaynagi olarak kullanip kullanmadigim
belirlemek amaciyla basvurulmaktadir. Bazi bakteriler karbon ve enerji kaynagi olarak sitrati, azot
kaynag1 olarak da amonyum tuzlarini kullanabilirler.

indol Metil Kirmizisi  Voges-Proskauer Sitrat

IMViC Testi
Indol, Metil Kirmizis1, Voges-Proskauer ve Sitrat testlerinden olusan kombine bir testtir. Dort farkls test

yapilir, dort farkli sonug aliir ve bir biitiin olarak degerlendirilir.

Ozellikler «koliform grubu» bakterileri birbirinden ayirmakta kullamlan bir testtir.

Koliform grubu bakteriler:

Insan viicudu sicakliginda (35-37°C) laktozdan asit ve gaz olusturan, cubuk sekilli, Gram negatif
bakterilerdir.

Nisasta Hidrolizasyon Testi

Nisastanin, bazi mikroorganizmalarca sentezlenen eckstraselliler amilaz enzimi tarafindan
hidrolizasyonunu ortaya koymak amaci ile yapilir. Pozitif reaksiyonlarda, koloni etrafinda renksiz bir
halka olusur (alfa-amilase enziminin nisastay1 hidrolizasyonu sonu). Nisasta + Iyot ¢ozeltisi (lugol)
Mavi- mor renk verir.

Nisasta + Su __Amilaz___ Maltoz + Dekstrin

Starch Hydrolysis Test

Zone of
Hydrolysis

Bacterial
Growth

No Zone of
Hydrolysis

Starch Hydrolysis Test +ve Starch Hydrolysis Test -ve
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MATERYAL-METOT
*Katalaz Testi

Cihazlar/Malzemeler:
Farkl1 bakteri kiiltiirleri, lam, hidrojen reroksit

Metot:
Farkli bakteri kiiltiirlerinden lam {izerine 1 damla damlatiyoruz.
Uzerlerine 1 damla hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatip reaksiyonu inceliyoruz.

*Nisasta Hidrolizasyonu Testi:

Cihazlar/Malzemeler:
Farkli bakteri kiiltiirleri, lam, hidrojen reroksit

Metot:
Nisastal1 kat1 besiyerinde inkiibe edilmis bakterilerin tizerine 1/5 sulandirilmis lugol ¢ozeltisinden
petri ylizeyini kaplayacak sekilde dokiiyoruz. Reaksiyonu inceliyoruz.

Okaryot Hiicre Kiiltiirii Temel Teknikleri, Pipet Kullanimi

Okaryotik hiicre kiiltiiriinde kullanilan temel teknikler, hiicrelerin saglikli bir sekilde biiyiitiilmesi ve
stirdiiriilebilmesi igin 6nemli adimlardir. Hiicre kiiltiirii yapilirken kullanilacak ekipmanlar temel
olarak yapilan c¢aligmaya gore belirlenir. Fakat biitlin hiicre kiiltiirii laboratuvarlarmnin temel
olarak patojenik mikroorganizma barindirmama ve de bir kisim ortak ekipmanlar1 bulundurma gibi
ozellikleri olmalidir.

Hiicre Kultiirii Ekipmanlari

Temel Ekipmanlar

Yaygin Ekipmanlar

Ek Malzemeler

* Laminar Kabin

o inkiibatér

* Su Banyosu

® Santrifij

» Buzdolabi (+4°C) ve
dondurucu (-20°C)

® Hiicre sayacl
(otomotik veya
hemasitometre)

« invert Mikroskop

* Sivi azot

* Otoklav

* Aspirasyon pompasi
(peristaltik veya
vakum)

* pH metre

» Konfokal Mikroskop

* Flow Sitometre

* Hiicre biiylime
kaplari (flask, petri
kabi,gok kuyulu
plate)

* Pipet ve pipetor
* Siringa ve siringa ucu
o Atik kaplari

* Medyum,serum ve
ajanlar

e Hiicreler

Hiicre kiiltiirii besiyerleri (medyumlar1), hiicrelerin in vitro (laboratuvar ortaminda) biiyiiyebilmesi ve
cogalabilmesi igin gerekli olan tiim besin maddelerini igeren siv1 veya jel/kat1 yapili ¢ozeltilerdir. Bu
besiyerleri, hiicrelerin tipine ve ihtiyaglarma gore Ozellestirilmis farkli bilesenlerden olusabilir.
Hiicrelerin beslenebilmesi i¢in gerekli glikoza, canliliklarim stirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve
pH’a, fonksiyonlarini gerceklestirebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere ve vitaminlere sahiptirler.
Genellikle bir hiicre kiiltiirii besiyerinin igerigi sunlar1 kapsar:
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Amino Asitler: Hiicrelerin metabolik islemleri i¢in gerekli temel yapi taslaridir. L-glutamin, hiicre
kiiltiirii ortamlarinda énemli bir amino asittir ve hiicre bliytimesi i¢in kritik 6neme sahiptir.

Karbon Kaynaklar1 (Glukoz): Hiicrelerin enerji iiretimi i¢in karbon kaynagi saglar.

Vitaminler: Hiicre biiyiimesini desteklemek ve cesitli biyokimyasal siireglerde gorev almak igin
gereklidirler.

Inorganik Tuzlar/Iyonlar: Hiicre ici ve hiicre dis1 iyon dengesi icin 6nemlidir. Ozellikle kalsiyum
(Ca?"), magnezyum (Mg?"), sodyum (Na*), potasyum (K*), ve fosfat (PO4*") hiicrelerin homeostazinin
korunmasina katkida bulunur.

Biiyiime Faktorleri ve Hormonlar

Hiicrelerin ¢ogalmasmi, farklilasmasimi ve saglikli kalmasii destekleyen proteinlerdir. Ornegin,
epidermal biiylime faktorii (EGF) veya insiilin gibi maddeler belirli hiicre tiplerinin bilyiimesini tesvik
eder.

Serum (Fetal Sigir Serumu - FBS) !

Hormonlar, enzimler, hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiylimesini saglayan biiyiime faktorleri, yilizeylere
tutunabilmesini saglayan matris proteinlerini ve diger gerekli maddeleri igerir. Hiicrelerin cogalmalari
ve tutunmalar1 i¢in kullanilan zengin bir protein ¢ozeltisidir. FBS (Fetal Bovine Serum), hiicre
kiiltiirlerinde en yaygin kullanilan serumdur ve hiicre bilylimesini tesvik eder. Hiicre g¢esidine ve
uygulamalarina gore hiicre kiiltiiriindeki serum orani degisebilir. -20°C’de muhafaza edilir.

Genelde Tercih Edilen Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri Tiirleri:

*  MEM (Minimum Essential Medium)
Hiicrelerin minimum ihtiyaglarin1 karsilayan bir medyumdur ve genellikle non-kanser hiicrelerinin
biiylimesinde kullanilir. Modifiye edilmis versiyonlari farkli hiicre tipleri igin &zellestirilebilir.
+4°C’de muhafaza edilir.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Yiksek glukoz icerigi ve zengin amino asit yapisi sayesinde memeli hiicreleri i¢in yaygin olarak
kullanilir. Thtiyaca gore yiiksek veya diisiik glukoz konsantrasyonlarina sahip varyasyonlar1 vardir.

«  RPMI 1640
Lenfositler, tiimor hiicreleri ve birgok primer hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan bir besiyeridir. Genellikle
kan hiicresi kiiltiirlerinde tercih edilir.

+  Opti-MEM
Az miktarda serum igeren diisiik serumlu bir medyumdur. Genellikle transfeksiyon ve protein iiretimi
caligmalart i¢in kullanilir.
Serumsuz Besiyerleri (Serum-Free Media)
Biiytime faktorleri ve hormonlarin yapay olarak eklendigi, hayvan serumlar1 icermeyen medyum
tiirleridir. Genellikle spesifik hiicre tipleri i¢in gelistirilmislerdir ve hiicrelerin belirli kosullar altinda
bliylimesini saglar.

*PBS (Phosphate-Buffered Saline):

PBS, hiicrelerin fizyolojik pH ve iyonik dengesini korumak i¢in kullanilir. Temel bilesenleri: sodyum kloriir
(NaCl), potasyum kloriir (KCI), sodyum fosfat ve potasyum fosfattir. Hiicrelerin yikanmasinda, tripsinden once
serumun uzaklastirilmasinda kullanilabilir. PBS'in temel islevi, hiicreleri yikamak, pH'1 dengelemek ve kisa siireli
tamponlama saglamaktir.

*Fenol Kirmizisi:

Hiicre kiiltiiriinde iyon bilesimi bakimindan ekstraseliiler ortama yakin olan, bunun yanisira hiicre gogalmasi igin
serum igeren cozeltiler kullanilir. pH 7.4 civarinda olmalidir, ¢ogunda pH indikatorii olarak fenol red
kullanilir.
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Sterilizasyon: Hiicre kiiltiirii sirasinda en 6nemli faktdrlerden biri steril bir ortamin saglanmasidir. Laminar akisg
kabinlerinde c¢aligilarak ortamin steril tutulmasi ve kontaminasyonun engellenmesi saglanir. Malzemeler,
genellikle otoklav gibi yontemlerle sterilize edilir.

Dezenfeksiyon: Kiiltiir kaplari, pipetler ve diger kullanilan malzemeler, islem oncesinde dezenfekte edilir.
Inkiibasyon

Hiicreler, genellikle 37°C sicaklik ve %5 CO: oraninda tutulur. Inkiibatér, hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli olan
sicaklik, nem ve gaz konsantrasyonlarimi saglar. Farkli hiicre tiirleri farkli kosullar gerektirebilir.

Hiicre Sayimi ve Canlilik Testleri

Hiicrelerin biiylimesini izlemek ve uygun yogunlukta olduklarini kontrol etmek i¢in hiicre sayimi yapilir.
Hemocytometer veya otomatik hiicre sayma cihazlari kullanilarak hiicre yogunlugu belirlenir. Hiicrelerin canlilik
durumu, trypan blue gibi boyalar kullanilarak degerlendirilir.

Laminar Kabin

En bilyiik avantaji, caligma alanin1 aseptik/steril bir ortamda tutarak hiicreleri, ¢alisilan materyali ve personeli
kontaminasyon riskinden korumaktir. Caligma sirasinda hem ortamin, hem de kullanilan hiicre kiiltiirlerinin
bakteriler, viriisler veya mantarlarla kontamine olmasini engeller. Boylece deneylerin giivenligi ve dogrulugu
artirilir. Biyogiivenlik kabinlerinde de 6n agikliktan hava girisi olmasina ragmen, sistem bu havanin ¢aligma
alaninda dolasima girmeden 6nce HEPA filtreden gegmesini saglayacak sekilde dizayn edilmistir.

CO: Inkiibatér

CO: inkiibatorleri, hiicre kiiltiirii ¢aligmalart i¢in temel cihazlardan biridir. Hiicrelerin laboratuvar ortaminda
saglikli bir sekilde biiyiimesi, ¢cogalmas: ve metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmesi icin ihtiya¢ duydugu dogru
sicaklik, nem ve gaz ortamini saglarlar.

Invert Mikroskop

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicrelerin morfolojik &zelliklerini, bilylimesini ve saghigimi gozlemlemek icin
kullanilan bir mikroskop tiiriidiir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan invert mikroskoplarin klasik 1g1tk mikroskoplardan
farki, lenslerinin ve 151k kaynaginin yerlesiminin tam tersi dizaynda olmasidir. Objektifler alt kisimda, 151k kaynagi

ise ust kisimda bulunur.

Santrifiij, +4°C, -20°C, -80°C, siv1 azot tanklari, petri, flask, serolojik pipet, pipetdr veya puar.....

Flask
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9.HAFTA: Hiicre Kiiltiiriinde Kontaminasyon ve Kontrol Yontemleri / Hiicre A¢cma ve
Mikroskobik Gozlem

Hiicre kiiltiiriinde kontaminasyon, hiicrelerin biiylime ortamina istenmeyen mikroorganizmalarin veya
maddelerin girmesiyle meydana gelir ve hiicre kiiltiirlerinin bozulmasina veya yanlis sonuglara yol
acabilir. Kontaminasyon, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindaki en biiyiik sorunlardan biridir ve deneylerin
tekrarlanabilirligini, dogrulugunu ve sonuglarin giivenilirligini ciddi sekilde etkileyebilir.

Mikrobiyal Kontaminasyon:

Bakteriler: Bakteriler hizli ¢gogalma yetenekleri sayesinde kiiltiirde biiytik bir tehdit olusturur. Kiiltiir
ortaminda bulaniklik, renk degisikligi ve hiicrelerin anormal morfolojisi bakteriyel kontaminasyonu
gosterebilir.

Mantarlar ve Mayalar: Mantar ve mayalar sporlar araciligiyla yayilabilir ve kiiltiir ortaminda
beyazimsi veya sarimtirak koloniler olusturabilir.

Mikoplazma: Hiicre kiiltiirlerinde yaygin ve tehlikeli bir kontaminasyon tiiriidiir. Mikoplazma, hiicre
disina bakildiginda mikroskopla gozle gorillemez ve hiicre metabolizmasini etkileyebilir. Bu
organizmalar, nispeten kiigiik (0.2 — 0.3 um), hiicre duvari bulunmayan ve dolayisiyla penisilin ve bu
yapiya benzer antibiyotiklere karsi direng gosteren organizmalardir. Mikoplazmalar, kiigiik ve hiicre
duvart olmayan bakterilerdir, bu nedenle geleneksel mikrobiyal kontaminasyon ydntemleriyle tespit
edilmesi zordur. Hiicre kiiltiirlerinde mikoplazma kontaminasyonunun tespiti, hiicrelerin sagligini ve
deney sonuclarini ciddi sekilde etkileyebilir.

Belirtileri: Hiicre biliylime ve morfolojisinde degisiklikler (yavas biiyliime, anormal morfolojiler), pH
degisiklikleri, besin eksikligi belirtileri, antibiyotiklere dayaniklilik.

Dogrudan mikroskop altinda tespit edilemiyor. Mikoplazmalar, tipik mikroskoplarla goriilemezler
clinkii ¢ok kiigiiktiirler (0.1-0.3 mikrometre) ve hiicre duvarlar1 yoktur. Hiicreler saglikli goriiniiyor
olabilir, ancak mikoplazma yine de mevcut olabilir. PCR, floresan boyama yontemleri, ELISA, ¢esitli
ticari kitler ile tespit edilebilir.

Viriisler: Viriis kontaminasyonu, hiicrelerin sagligin1 ve biiylime hizin1 olumsuz etkileyebilir ve
biyolojik giivenlik riski olusturabilir.

Hiicre kiiltiiriinde kontaminasyon, deneylerin giivenilirligi ve hiicrelerin sagligi acisindan biiyiik bir
sorundur. Kontaminasyonu engellemek, dikkatli ve sistematik bir sekilde aseptik teknikler uygulamay1
gerektirir. Hiicre kiiltliri ortaminda yaygin olarak karsilagilan kontaminasyon kaynaklari arasinda
bakteriler, mantarlar, mayalar, viriisler ve mikoplazmalar yer alir. Iste kontaminasyonu &nlemek igin
alinmasi gereken temel dnlemler ve yontemler:

e Laminar Flow Kabininde Calisma: Hiicre kiiltiiriinde her tiirlii islem laminar akig kabininde
yapilmalidir. Laminar akis kabinleri, hava akisini diizenleyerek steril bir ¢alisma ortami saglar.

e Steril Ekipman Kullamm: Tim pipetler, pipet uglari, siseler, kaplar ve diger malzemeler
otoklavlanmig veya steril olarak paketlenmis olmalidir.

e Ellerinve Malzemelerin Dezenfeksiyonu: Hiicre kiiltiirii yapmadan 6nce ellerin uygun sekilde
steril eldiven giyerek temizlenmesi ve kullanilan tiim yiizeylerin %70 etanol veya uygun bir
cozelti ile dezenfekte edilmesi gerekir.

o Kapaklar1 Miimkiin Oldugunca Kisa Siire A¢ik Birakma: Hiicre kiiltiir kaplarinin kapaklar
sadece kisa siireler i¢in agilmali ve gereksiz yere acik tutulmamalidir.
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o Steril Medyum ve Reaktifler: Besiyerleri, serumlar ve diger sivi reaktifler kullanilmadan 6nce
filtrelenerek sterilize edilmelidir. Besiyerleri genellikle 0.22 mikron filtreler ile filtre edilerek
steril hale getirilir.

¢ Serumlarin Test Edilmesi: Fetal bovine serum (FBS) gibi eklenmis serumlar, kontaminasyon
riskini artirabileceginden, mikoplazma ve diger kontaminasyonlar acgisindan test edilmelidir.

e Antibiyotiklerin Kullanimi: Antibiyotikler (6rnegin, Penicillin-Streptomycin) bakteriyel
kontaminasyonu kontrol etmek i¢in kullanilabilir.

o Inkiibatérlerin Diizenli Temizligi: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan CO. inkiibatorler diizenli
olarak temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir. Su tepsilerinde olusan mikrobiyal gelisimi
engellemek i¢in su diizenli olarak degistirilmelidir ve steril su kullanilmalidir.

¢ Laminar Kabin Temizligi: Laminar akis kabinleri kullanimdan 6nce ve sonra %70 etanol ile
temizlenmeli, kabin i¢indeki UV lambasi diizenli olarak ¢aligtirilmalidir.

e Laboratuvar Diizeni: Calisma alani her zaman diizenli ve temiz olmalidir. Gereksiz
malzemeler kabinde bulundurulmamalidir.

¢ Yeni Hiicre Hatlarinin Test Edilmesi: Yeni elde edilen hiicre hatlari, kiiltiire baslamadan 6nce
mutlaka mikoplazma, bakteri ve mantar kontaminasyonu agisindan test edilmelidir.

e PCR (Mikoplazma icin): Hiicre kiiltiirlerinde en yaygin kontaminasyon kaynaklarindan biri
mikoplazmadir. Mikoplazmanin varligi PCR testi ile diizenli olarak kontrol edilmelidir.

e Gram Boyama: Bakteriyel kontaminasyonu tespit etmek i¢in hiicre kiiltiirinden alinan
numunelerde Gram boyama yapilabilir.

e Floresan Boyama: DNA’ya baglanan floresan boyalar (Hoechst veya DAPI) kullanilarak hiicre
disindaki mikroorganizmalar tespit edilebilir.

e Laboratuvar Personel Egitimi: Tim laboratuvar personeli, aseptik teknikler ve
kontaminasyon kontrolii konusunda egitilmelidir. Uygun sterilizasyon yontemlerini ve
kontaminasyonu 6nlemek i¢in gerekli prosediirleri bilmelidirler.

MATERYAL-METOT
*(Okaryotik Hiicre Kiiltiirii Acma/Hazirlama

Cihazlar/Malzemeler:
DMEM, FBS, L-Glutamin, Antibiyotik, Hiicre flaski, falkon tiip, santrifiij, dkaryotik hiicre hatti,
serolojik pipet, pipetor, trypan blue

Metot:

%10 FBS, %1 antibiyotik, %1 L-Glutamin igeren DMEM besiyeri uygun hacimlerde hazirlanir.
S1v1 azot tankindan alinan hiicre kiiltiirii 37°C’de eritilir.

Haazirlanan DMEM’den 1 mL alinir ve 15 mL falkona konulur.

Igerisine kriyotiipteki hiicre kiiltiirii eklenir ve hafif pipetaj yapilir.

15 uL kiiltiirden alinir + 15 uL tripan mavisi boyasi eklenir.

Thoma lamu ile hiicre sayim1 yapilir. Olii ve canli hiicreler tespit edilir.

25 mL flask igerisine 3 mL hazirlanan DMEM’den konulur.

Uzerine uygun miktarsa hiicre kiiltiiriinden eklenir.

37°C’de %5 CO; ortaminda inkiibe edilir.
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10.HAFTA: Hiicre Sayimi, Pasajlama ve Dondurma Yoéntemleri

HUCRE SAYIMI
Sitotoksisite testleri, transfeksiyonlar, hiicre flizyon teknikleri, kriyoprezervasyon ve alt kiiltiir rutinleri
gibi islemlerden Once hiicre sayisimi 6lgmek gerekir. Tripan mavisi, hiicre sayimi ve hiicrelerin
yasayabilirligini 6lgmek i¢in mikroskopta en sik kullanilan boyadir. Tripan mavisi prensibi, kromoforun
negatif yiiklii oldugu ve zar zarar géormedikge hiicre ile etkilesmedigi ger¢egine dayanir. Hiicre zar1 zarar
gormeyen hiicreler boyay1 iglerine almazlar ve canli hiicrelerdir ve parlak goriiniirler. Ancak hiicre zar
zarar goren yani 0lii hiicreler boyayi iglerine alir ve mavi renk goriinir.

Viable cell
Trypan Blue

Nonviable "= ¢ 478 /Mﬁ ~ 0
cell / D) }\.\ © \

I r‘-\-) —’( (—-\_

o TS @® ]

| ]

\ OF k¢ 4

jui o

Hiicre canliligr testi igin standart tripan blue teknigini kullanan, dijital goriintii yakalayan, hiicre sayimu,
hiicre boyutu ve hiicre popiilasyonundaki yiizde canlilik oranini veren sofistike goriintii analiz
programidir. Cihaz, taze ve homojen hiicre 6rnegi ile en iyi sonucu vermektedir. Hiicreler yaklagik 1 x
10° hiicre/mL konsantrasyon ile toplanir ve siispanse edilir. Hiicreler esit hacimdeki 0.4% trypan blue
ile karistirilir ve karigimdan alinan 10 pL 6rnek tek kullanimlik chamber slidelara transfer edilir. Slide
cihaz igerisine yerlestirilir ve ekrana gelen goriintii hemasitometredeki 4 tane 1 x 1 mm’ lik kareye
karsilik gelmektedir. Ardindan, tek tus yardimiyla goriintii analizi baslar ve toplam hiicre/mL, canli
hiicre/mL, 6lii hiicre/mL olarak sonuglar ekranda ¢ikar.

Hemasitometre

Hemasitometre her biri 1 x 1 mm olan 9 kareye boliinmiis iki bolmesi olan, drgiilii-cam lamlarin
kullanildig1 bir metottur. Hiicre siispansiyonu kapiler hareketlerle bolmeye dogru ilerler. Hiicreler her 1
x 1 mm kare i¢in 0.1 pL olacak sekilde uzanir ve manuel olarak sayilir. Her kare i¢in hesaplanan hiicre
say1s1 ve seyreltme faktorii mililitredeki orijinal hiicre konsantrasyonunu (hiicre sayisi/ml) hesaplamak
i¢in kullanilir. Mikroskopla chambera bakildiginda, chamberdaki hiicre miktar1 sayilarak belirlenebilir.
Biitlin hemasitometreler her biri 1 x 1 mm boyutunda 9 kare iceren 2 chamber icerir. Her karenin toplam
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hacmi 1.0 mm2 x 0.1 mm ya da 0.1 mm?, ya da 10 cm®” diir. 1 cm® 1 mP’ye esdegerdir, ml’ deki hiicre
konsantrasyonu ise ortalama her bir kare x 10* ‘tiir. Eger herhangi bir seyreltme varsa hiicre
konsantrasyonu hesaplanirken formiile ilave edilmelidir.

— count

=== don’t count

- s
o
S==:is
° ° . .. SEEERE
— Al
1mm

Koselerde bulunan dort biiyiik karedeki toplam hiicre sayist hesaplanir. Eger hiicreler kose karelerdeki
4 ¢eper tarafina da dokunuyorsa, yalnizca 2 dis yan ya da iki i¢ yan olarak iki taraftaki hiicreler sayilir.

Canli hiicre konsantrasyonu (Hiicre/mL)= (Canl1 hiicre say1s1/4) x 10* x Seyreltme Faktorii

Adim 1: Thoma lami %70 etanol ile Adim 2: Lamel thoma lamu tizerine
temizlenir. yerlestirilir.

arasina dikkatlice yerlestirilir. mikroskop altina yerlestirilir ve hiicre
sayimi yapilir.
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HUCRE PASAJLAMA

Pasaj olarak da adlandirilan alt kiiltiirleme, besi ortamin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin 6nceki kiiltiirden
taze biliylime ortamina aktarilmasidir. Hiicre hattinin veya hiicre susunun daha da g¢ogaltilmasini
saglayan bir prosediirdiir. Bir deneye baslamadan 6nce kullanilan hiicre hattinin biiyltime 6zelliklerini
bilmek ve kaydetmek onemlidir. Hiicresel biiyiimedeki bir degisiklik, hiicre hatti icin énemli bir
problemi gosterebilir ve tespit edilmezse deneysel sonuglar tizerinde zararli etkileri olabilir. Hiicrelerin
pasajlanabilmesi icin hiicre kiiltiir flakslarinin yiizeyini kaplamis olmalidir.Boyle flakslara konfulent
flakslar denir.Pasajlama islemi hiicreler sikigik konumda oldugu i¢in yapilir.Ve daha genig alana
yayilir.Pasajlama islemi besi ortami igerisindeki hiicrelerin nutrientleri tiiketmesinden dolay1 iireme
hizlarinin diigmesini dliimlerini 6nlemek amaci ile yapilir.

Hiicre Biiyiimesi Asamalar:

1) Lag Fazi:

Bu asamada hiicreler boliinmez. Bu siire zarfinda hiicreler kiiltiir kosullarina uyum saglar. Bu fazin
uzunlugu, alt kiiltiir sirasinda hiicre hattinin biiyiime fazina ve ayrica ekilen hiicre sayisina bagh
degisebilir.

2) Log (Logaritmik artis) Fazi:

Hiicreler aktif olarak c¢ogalir ve hiicre yogunlugunda iistel bir artis meydana gelir. Hiicre
popiilasyonunun bu asamada en yiiksek canlilik oranina ulasir. Bu nedenle bu agsamada hiicresel
fonksiyonun degerlendirilmesi Onerilir. Her hiicre hatt1 log faz1 boyunca farkli hiicre proliferasyon
kinetigi gosterecektir. Dolayistyla bu asama popiilasyonun ikiye katlanma siiresini belirlemek icin en
uygun asamadir. Hiicreler de genellikle ge¢ log fazinda pasajlanir. Hiicrelerin ¢ok gec pasajlanmasi,
agir1 hiicre yogunluguna, apoptoza ve yaslanmaya neden olabilir.

3) Duragan Faz:

Hiicre c¢ogalmasi, hiicrelerin birbirine temas etmesi nedeniyle yavaslar. Bu asamada aktif hiicre
dongiisiindeki hiicre sayis1 % 0-10'a diiser ve hiicreler zarar gérmeye en duyarli olduklar1 durumdadir.
4) Oliim (Diisiis) Faz::

Hiicre 6liimii bu asamada baskindir ve canli hiicre sayisinda ciddi bir azalma vardir. Hiicre 6liimii sadece
besin miktarindaki azalmadan degil, aym1 zamanda hiicresel dongiiniin dogal yolundan da

kaynaklanmaktadir.
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Kiiltiir Ortamim Etkileyen Faktorler

-Serum:

Biiyiime faktorleri, yapisma faktorleri, hormonlar, lipidler ve mineralleri igeren serum hiicre kiiltiirii igin
hayati 6neme sahiptir. Hiicre zar1 gegirgenligini diizenler. Hiicreler alinacak lipitler, enzimler, mikro
besinler ve eser elementler igin bir tasiyic1 gorevi goriir. Hiicre hatlarinin bityiik bir kismi aminoasitleri,
vitaminleri, inorganik tuzlar1 ve glukoz gibi karbon kaynaklarini iceren bazal besiyerinde iyi bir biiyiime
gosterirler. Ancak bu besiyerleri serum ile desteklenmelidir. Serum, bazal besiyerinde hiicre kiiltiirii i¢in
gerekli olan biiyiime ve adhezyon faktorlerinin, hormonlarin, yaglarin ve minerallerin kaynag: olarak
onemlidir. Ayrica, serum hiicre membran gegirgenligini diizenler ve lipitlerin, enzimlerin ve mikro
besinlerin tasiyicisi olarak goérev alir. Buna ragmen, serum kullaniminin yiiksek maaliyet,
standardizasyon problemleri, 6zgiilliik ve stimiilasyon ya da hiicre kiilttirtindeki hiicresel fonksiyonlarin
inhibisyonu gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

-pH seviyesi:

Cogu memeli hiicre hatt1 pH 7.4’te daha iyi biiyiime gostermektedir ve farkli hiicre gerilmeleri igin ¢ok
kiigiik farkliliklar bulunmaktadir. Buna ragmen, bazi hiicre hatlar1 ise daha asidik ortamlarda daha iyi
bliylime gosterirler (pH 7.0—7.4) ve baz1 fibroblast hiicre hatlar1 daha temel ortamlari tercih ederler (pH
7.4-7.7). S9 ve Sf21 gibi bocek hiicre hatlari ise pH 6.2°de optimal biiylime gosterirler. Cogu ticari
kiiltiir ortami1, pH indikatorii olarak fenol kirmizisini icerir, boylece ortamin pH durumu siirekli olarak
takip edilebilir Renk sari1 (veya mor) oldugunda genellikle Kiiltiir ortami degistirilmeli /

yenilenmelidir.
Cell line Optimal pH
Mammalian cell lines 7.4
Transformed cell lines 70-74
Normal fibroblast cell lines 74-7.7
| Insect cell lines 6.2
-CO; Seviyesi:

Kiilttiriin pH ‘sini kontrol eder ve kiiltiirdeki hiicreleri pH degisimlerine karsi tamponlar. Tamponlama,
organik (6r., HEPES) veya CO: -bikarbonat bazli bir tampon ile gerceklestirilir. Cogu hiicre kiiltiirii
deneyi i¢in %4-10 CO; oran1 yaygin olarak kullanilir. PH'1n diizenlenmesi, hiicre ekiminden hemen
sonra Ozellikle 6nemlidir. Genellikle iki tamponlama sisteminden biri ile elde edilir;

i) Gaz halindeki CO_'nin kiiltiir ortaminda COs/ HCO3 igerigi tizerinden gergeklestirdigi bir tamponlama
sistemi;

Dogal bikarbonat/CO; tamponlama sistemleri kullanan kiiltiirlerin, genellikle bir CO; inkiibatoriinde %
5-10 CO;igeren bir atmosferde muhafaza edilmesi gerekir. Bikarbonat/CO; diisiik maliyetlidir, toksik
degildir ve ayrica hiicrelere bagka kimyasal faydalar saglar.

i) HEPES ad1 verilen bir zwitterion kullanilarak kimyasal tamponlama;

HEPES, pH 7.2-7.4 araliginda Ustiin tamponlama kapasitesine sahiptir, ancak nispeten pahalidir ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda bazi hiicre tipleri i¢in toksik olabilir. HEPES tamponlu kiiltiirler kontrollii
gaz atmosferi gerektirmez.
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-Sicakhk:
Hiicre kiiltiirii i¢cin optimum sicaklik biiyiik dl¢iide hiicrenin izole edildigi konagm viicut sicakligina
baglidir. Cogu insan ve memeli hiicre hatt1 optimal biiylime i¢in 36°C ve 37°C’de siirdiiriiliir.

Human and mammals 36°C - 37°
Insect cells 27°C

Avian cell lines 38.5°C
Cold-blooded animals 15°C - 26°C

(e.g., amphibians, cold-water fish)

-Besiyeri:
Besiyeri, kiiltiir ortaminin en 6nemli bilesenidir ¢linkii hiicre biiylimesi i¢in gerekli besinleri, biiyiime

faktorlerini ve hormonlar1 saglar, ayrica kdiltiiriin pH'sim1 ve ozmotik basincimi diizenler. Besiyerinin
temel bilesenleri;

Inorganik tuzlar: Inorganik tuzlarin ortama dahil edilmesi hiicrelerin bazi énemli islevleri
yerine getirmesine yardimci olur. Oncelikle hiicrelerin ozmotik dengesini korumaya ve sodyum,
potasyum ve kalsiyum iyonlar1 saglayarak membran potansiyelini diizenlemeye yardimci
olurlar. Bunlarin hepsi, hiicre baglanmasi igin hiicre matriksi olarak gorev alir ve enzim
kofaktorleri olarak gereklidir.

Karbonhidratlar:  Hiicrenin ihtiyag¢ duydugu enerji  genellikle seker seklinde
karbonhidratlardan tiiretilir. Kullanilan baglica sekerler glikoz ve galaktozdur, ancak bazi
ortamlar maltoz veya fruktoz igerir. Seker konsantrasyonu, bazi daha karmasik ortamlarda 1 g/
Lila4.5 g/ L igeren bazal ortamdan degisir.

Amino asitler: Amino asitler proteinlerin yap1 taglaridir. Hiicreler bazi esansiyel aminoasitleri
kendileri sentezleyemediginden, bunlarin kiiltiir ortamina eklenmesi gerekir. Kiiltiir
ortamindaki amino asitlerin konsantrasyonu, elde edilebilecek maksimum hiicre yogunlugunu
belirleyecektir. Aminoasitler tiikkendikten sonra hiicreler artik ¢ogalamayacaklardir.

L-Glutamin: Esansiyel bir amino asit olarak 6zellikle 6nemlidir. Sivi ortamlarda veya stok
¢ozeltilerde glutamin nispeten hizli bir sekilde bozulur. Optimal hiicre performansi genellikle
kullanimdan 6nce medyanin glutamin ile takviye edilmesini gerektirir. Baz1 besiyerleri, daha
kararli bir glutamin formu olan ve takviye gerektirmeyen L-alanil glutamin igerir. Ortama
esansiyel amino asit takviyeleri eklemek hem biiylimeyi uyarir hem de hiicrelerin kiiltiirdeki
canliligini uzatir.

Vitaminler: Serum hiicre kiiltiirii igin 6nemli bir vitamin kaynagidir. Bununla birlikte, birgok
besiyeri vitaminlerle zenginlestirilmistir ve bu da onlar1 daha genis bir hiicre dizisi i¢in siirekli
olarak daha uygun hale getirir. Vitaminler ¢ok sayida kofaktdr i¢in onciidiir. Birgok vitamin,
ozellikle de B grubu vitaminleri, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu icin gereklidir ve bazi
hiicre hatlar1 i¢in B12 varlig1 6nemlidir. Baz1 ortamlarda ayrica A ve E vitaminleri bulunur.
Besiyerinde yaygin olarak kullanilan vitaminler arasinda riboflavin, tiamin ve biyotin bulunur.
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* Yag asitleri ve lipitler: Hiicrenin temel diizeyde ihtiyac1 olan ekstra seliiler matriksteki akiskan
yapiy1 korumada yararlilardir.

* Proteinler ve peptitler: Albiiminler, biiyiime faktorleri ve biliyiime inhibitorleri, aminoasitler,
enzimler vb.

* Serum: Serum kalitesi, tipi ve konsantrasyonu hiicrelerin biiylimesini etkileyebilir ve bu
nedenle hiicre biiylimesini destekleyebilmeleri agisindan serumun kalitesini taramak 6nemlidir.
Serum ayrica yavas biiyiiyen hiicrelerin veya hiicre yogunlugunun diisiik oldugu kiiltiirlerin
biiytime kapasitesini artirabilir (6rn. Hiicre klonlama deneyleri). Ayrica mekanik hasara kargi
korumaya yardimc1 olur. Ek olarak serum toksinleri baglayabilir ve notralize edebilir. En sik
kullanilan serum, fetal si8ir serumu (FBS)’dur.

» Eser elementler: Bunlar ¢inko, bakir, selenyum ve trikarboksilik asit ara maddeleri gibi eser
elementleri igerir. Selenyum bir detoksifikatordiir ve oksijen radikallerin uzaklagtirilmasina
yardimci olur.

Hiicre Kiiltiir Ortami
3 temel ortam sinifi vardir;

-Bazal Ortam: Amino asit, vitamin, inorganik tuzlar ve karbon kaynagi olarak glikoz igerir.

-indirgenmis Serum Ortamn: Serum miktarinin azalmas: ile besin maddeleri ve hayvan kaynakli
faktorlerle zenginlestirilmis bazal ortam formiilasyonlaridir.

-Serumsuz Ortam: Uygun beslenme ve hormonal formiilasyonlar serumun tamamen yerini alir.
Biiyiime faktorleri ile birlikte serumsuz ortam, birincil hiicre kiiltiirii i¢in segici ortam yapma yetenegine
sahiptir.

Sik kullanilan ortamlar:

GMEM, EMEM, DMEM, RPMI vb. Bu medyumlar genellikle asagidakilerle desteklenir;
-Antibiyotik

-BSA

-Na- bikarbonat

-L-glumat

-Na- piruvat

-HEPES

-Biiyiime faktorleri vb.
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*  Minimum Essential Medium (MEM)

* GMEMm (Glasgow Minimum Essential Medium)
*« EMEM (Eagle’s MEM)

* DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

* Medium 199

* BME (Basal Medium Eagle)

* Ham's F-10 Medium

* Ham's F-12 Medium

* RPMI 1640 medium

* Leibovitz L-15 medium

* CMRL 1066

* Dulbecco's Maodified Eagle's Medium (DMEM-001)
* MCDB 131

*+ McCoy's 5A

HUCRE DONDURMA (Kriyoprezervasyon)

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin ve dokularin sifir derecenin altindaki isilara kadar sogutularak biitiin
biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi ve gelecekte kullanilmasi adma saklanmasimi ifade eder.
Kriyoprezervasyonun en 6nemli amaci; istenen zamanda kullanilacak sekilde hiicrelerin canliliginin
korunmasidir. Kriyoprezervasyon Ozellikle sinirli bolinme 6zelligine sahip hiicrelerle yapilan
caligmalar i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Bu uygulama biyomedikal arastirmalar, klinik tip, zooloji,
botanik ve biyoteknoloji i¢in ¢ok Onemlidir. Donduruldugunda ve uygun sekilde saklandiginda
hiicrelerin metabolizmasi uzun bir siire durdurulabilir ve gerektiginde hiicreler ¢ozdiiriilebilir. Sifir
derecenin tstiinde hiicrelerin saklanmasi miimkiin degildir. Ciinkii -79 derecenin altina inilmedikge
metabolik saatin durdurulmasi imkansizdir.

Kriyoprezervasyonun Temel Prensipleri;

-Hiicreler %90’1n iizerinde canlilik oranina sahip olacak sekilde saglikli olmali ve kontamine olmamali
- Hiicreler biiyiimenin log fazinda olmali (bu dondurmadan 24 saat Once kiiltlirlin besiyerinin
degistirilmesiyle saglanabilir).

-Yiiksek konsantrasyonda serum/protein (>20%) kullanilmalidir. Bir¢ok durumda 90% oraninda serum
kullanilabilir

- Dimetil siilfoksit (DMSO) veya gliserol gibi kriyoprotektanlar buz kristali olusumuna bagl olarak
gelisecek zarardan hiicreleri korurlar.

-En sik kullanilan kriyoprotektan DMSO’dur. Genellikle son konsantrasyonu 10% olarak kullanilir.
-DMSO’nun farklilagmaya yol ac¢tig1 hiicre hatlarinda alternatif olarak gliserol kullanilabilir.

Kriyoprezervasyon Tiirleri
1) -196 °C’de kriyoprezervasyon;
o Biyolojik malzemeler -196 C’de siv1 nitrojen igerisinde korunurlar
e Hiicrelerin canlilig1 saklanma siiresinden bagimsizdir (Uzun siire canli kalabilirler)
o Kriyoprezervasyona bagl gelisebilecek hiicresel stresler mutajenik degildir.
2) -196 °C’den daha yiiksek sicakliklarda kriyoprezervasyon;
* Hiicreler -130 ya da -135 C’de saklanirlar.
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*  Uzun siireli kriyoprezervasyon islemlerinde hiicrelerin canliligi azalabilir.

*  Daha ¢ok mikrobiyal kiiltiirler ve ¢ok fazla hiicrenin donduruldugu/hiicre canliligindaki
azalmanin pratik bir soruna neden olmayacag: kiiltiirlerde kullanilabilir.

*  Embriyo ve oositlerin bu sicakliklarda dondurulmasi uygun degildir.

-80°C

3) Dondurup kurutma (Liyofilizasyon);

Liyofilizasyon veya dondurarak kurutma, {iriiniin dondurulmasini, basincin diigiiriilmesini ve daha sonra
siiblimasyonla {irlin igindeki donmus suyun ¢ikarilmasini igeren ve diisiik sicaklikta gerceklestirilen
dehidrasyon islemidir. Dondurarak kurutma, iiriinden suyu 1s1 kullanarak uzaklastiran ¢ogu geleneksel
kurutma yontemine zittir. Dondurarak kurutma esnasinda kullanilan diigiik sicaklik nedeniyle islem
yiiksek kaliteli bir {irtinle sonuglanir ve tirtiniin orijinal sekli korunur

4) Vitrifikasyon;

Herhangi bir sivinin yogunlugunun arttirilarak buz kristali olugsmaksizin camsi hale getirilmesi islemidir.
Genellikle IVF uygulamalarinda embriyo dondurmada kullanilir.

MATERYAL-METOT:

Cihazlar ve Malzemeler:

Eppendorf tiip, 6karyotik hiicre hatti, mikropipet, 1-10 pL ve 100 pL pipet ucu, trypan blue, invert
mikroskop, serolojik pipet, pipetor, T25 flask, besiyeri, tripsin, DMSO, PBS, FBS, L-glutamin,
antibiyotik, thoma lami, santrifiij, biyogiivenlik kabini, falkon tiip, etanol.

Metot:

Pasajlamanin gerekip gerekmedigini anlayabilmek i¢in oncelikle hiicre saymmi yapilir. Flaskta yeterli
hiicre sayisina gelindiyse pasajlama yapilir.

-Isleme baglamadan &nce kabin %70 etanolle silinir. Gerekli materyaller kabin igine veya kabin yanina
yerlestirilir.
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-Inkiibatdrden flask alinir, kabine gegilir. Flaskin igerisindeki besiyeri atilir ve iki kez 3 ml PBS ile
yikama yapilir.

-Flaska 1-2 ml tripsin eklenir ve 2-3 dk inkiibatore kaldirilir. Siire sonunda hiicrelerin kalktigi gozle
goriilebilir. Ancak kesin sonug i¢in mikroskopta goriintiileme yapilir. Hala yapisik hiicreler varsa hafif
bir sekilde flaska vurulur.

-Flaska, tripsini inhibe etmek i¢i 3-4 ml besiyeri eklenir ve flask iyice yikanir. Sonrasinda tiim sivi
cekilerek falkona aktarilir.

-5 dk 1000 rpm’de santrifiij yapilir. Ceperde pellet goriintiilenir. Siipernatant atilir ve tiipe 1 ml yeni
besiyeri eklenir.

-Hiicre sayimi1 yapabilmek i¢in ependorfun i¢ine 50 pL tripan blue boya koyulur. Sonra hiicremizi iceren
tiipten 50 pL alinip boyaya eklenir.

- Olusturdugumuz yeni soliisyondan 10 pL alinarak thoma lamina koyulur ve mikroskopta sayim yapilir.
-Hiicre konsantrasyonu belirlendikten sonra duruma goére pasajlama kriterleri belirlenir.

-Pasajlama oran1 belirlendikten sonra hiicre igeren falkona tam besiyeri eklenerek diliie edilir.
-Falkondaki tiim s1v1 ¢ekilerek flaska aktarilir.

-Dondurma islemi i¢in pasajlamadaki santrifiij sonrasi c¢eperdeki pelletin {izerine besiyeri degil
dondurma soliisyonu eklenir.

-Dondurma soliisyonu 10mllik stok olarak hazirlanir. %70 Besiyeri, %20 FBS ve %10 DMSO igerir.
-Dondurma soliisyonu hiicrelerin tizerine eklenir ve sivi kriyotiipe alinir.

-Sonrasinda kriyotiip kademeli olarak dondurulur. 15-20 dk -20 derecede sonra overnight -80 derecede
bekletilir ve son olarak -196 derece azot tankina yerlestirilir.

*#*Kullanilan flasklar, ependorflar, kriyotiipler her zaman 6ncelikle etiketlenmelidir.

Confivent monolayer
growing In Nask aner

Incubate at g
37°C for 7 days 200Ut 1 week

Medium removed and
“"" 'J:‘ :t:;v’;""":j:\ g@ x monolayer washed in
e D-PBSA (with or
} without EDTA)

Incubate at 37°C / LI-I-J‘:IIJ-
I | I ’ N Trypsin acdded
Cells reseeded l l —l!

in a fresh flask Iy}
X

AN //
\\ ;
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Cells resuspended
In medium ready for
counting ana Trypsin removed

reseeding o \/ leaving resiaual film
= = Incubate at
37°C for 10 min

Ceolls rounaing up
after Incubation
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11.HAFTA: Hiicre Canhlik Testleri ve Sonuclarimin Analizi (Teorik — Ornek MTT Gésterimi),
Hiicre Oliimii ve Apoptoz Tayini / DAPI Boyama ve Floresan Mikroskopta Gériintiileme

Toksisite, bir kimyasalin canli bir organizmada olumsuz bir etki yaratma potansiyelidir. Yani bir
maddenin bir organizmaya zarar verme derecesidir. Hayvan, bakteri veya bitki gibi biitiin bir organizma
iizerindeki etkinin yani sira tek bir hiicre veya bir organ gibi organizmanin bir alt yapis1 iizerindeki etkiyi
de ifade edebilir.

Sitotoksisite, maddelerin veya c¢evresel degisikliklerin hiicre sagligi tlizerindeki zararl etkilerini
tanimlayan genel bir terimdir. Hiicrelerin sitotoksik bir uyarana maruz kalmasi metabolik aktiviteyi
tehlikeye atabilir, hiicre biiylimesini veya boliinmesini engelleyebilir veya nihayetinde hiicre 6liimiine
neden olabilir. Hiicrelerin canlilik seviyeleri ve / veya proliferasyon oranlar hiicrenin saglikli oldugunun
en dnemli gostergeleridir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar hiicre sagligin1 ve metabolizmasini etkileyebilir.
Bu ajanlar, farkli mekanizmalar araciligiyla hiicreler iizerinde toksisiteye neden olabilir;

- hiicre zarlarinin tahrip edilmesi,

- protein sentezinin 6nlenmesi,

- reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma,

- DNA sentezinin 6nlenmesi

Hiicre Canlih@1 ve Toksisite Testleri:

Kiltlirlenmis hiicreler tizerinde yapilan in vitro sitotoksisite testleri kimyasallarin sitotoksisite testleri
ve ila¢ taramasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Su anda bu testler, ilag gelistirme sirasinda hem
bilesik toksisitesini hem de tiimor hiicresi biiyiime inhibisyonunu degerlendirmek igin onkolojik
arastirmalarda da kullanilmaktadir.

Hiicresel toksisitenin degerlendirilmesi icin hedef noktalar:

-Hiicre morfolojisi; Kabarciklanma, vakuolizasyon, ince yapisal degisiklik

-Hiicre canlihigy; tripan mavisi (61l hiicreye girer), nétr kirmizi (canlt hiicreler tarafindan aktif olarak
almir), Cr 51 serbest birakilmasi

-Hiicre biiyiimesi; hiicre sayimi, DNA veya protein igerigi, glikoz tiiketimi, laktat {iretimi, NR testi,
MTT testi

-Metabolik parametreler; O2 tiiketimi ya da ATP seviyesi, DNA ve RNA onciillerinin seviyesi,
NADH-NAD déniistimii

Sitotoksisite nitel ve nicel yollarla degerlendirilir.
A) Nitel Sitotoksisite Testleri: Test edilecek soliisyon ya da malzeme 24-72 saat araliginda hiicreler
tizerinde uygulanarak toksisitesi incelenir.

Yaygin olarak kullanilan farkli nitel sitotoksisite testleri;

1)Ekstraksiyon yontemi/ MEM Eliisyon: Test materyali uygun bir besiyerinin icerisinde 24 saat
boyunca ekstrakte edilir. Ekstrakt kiiltiirlenmis hiicrelerin {izerine aktarilir. Hiicrelerin yapisindaki
degisiklikler, hiicre dejenerasyonu veya hiicre lizisi mikroskobik olarak gdzlemlenir.
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extract of a
material

cell culture
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cell

2)Agar Difiizyon ya da Agaroz Kaplama Testi: Kiiltiirdeki hiicrelerin iizerine besin ile desteklenmis
ince tabaka bir agar konulur. Test materyali bu agarin {izerine yerlestirilir. Agarda test materyalinin
etrafinda meydana gelen zonlarin varligina gore toksisite belirlenmis olur.

OMOIRO

@

3)Direkt Temas Methodu: Bu yontemde test materyali herhangi bir agar tabakasi kullanilmadan
direkt olarak hiicreler iizerine uygulanir. Materyalden ortama yayilan bilesenlerin toksik etki gosterip
gostermedigi mikroskobik analiz sonrasi belirlenir.

cell culture
medium

material

cell

f

B) Nicel Sitotoksisite Testleri:

1)Boya dislama yontemi: En basit ve yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri boya dislama
yontemidir. Boya dislama yonteminde, canli hiicreler boyalar1 hiicre igerisine almazken, 6lii hiicreler
bunlar1 hiicre igerisine alir. Boya diglama yontemi ile membran biitiinligiiniin belirlenmesi miimkiindiir.
Eozin, Kongo kirmizisi, eritrosin B ve tripan mavisi gibi ¢esitli boyalar kullanilmistir. Hiicre kiiltliriinde
ismi gecen boyalar igerisinde en sik kullanilan boya tripan mavisidir. Tripan mavi boya dislama testi,
canli hiicrelerin bu boyay1 saglam hiicre zarlarna sahip oldugu i¢in tutmamasi, ancak 6li hiicrelerin
tutmasi prensibine dayanir. Canli hiicreler seffaf parlak bir sitoplazmaya sahipken, 6lii hiicreler mavi bir
sitoplazmaya sahip olacaktir.
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2) Kolorimetrik Testler: Kolorimetrik testlerin prensibi, hiicrelerin metabolik aktivitesini
degerlendirmek i¢in biyokimyasal bir markerin Ol¢limiidiir. Kolorimetrik deneylerde kullanilan
reaktifler, hiicrelerin canliligina yanit olarak bir renk gelistirir ve spektrofotometre ile kolorimetrik
Ol¢iim yapilarak hiicre canliligi tespit edilir. Kolorimetrik analizler konfluent veya siispanse hiicre hatlar1
icin uygulanabilir, kolay uygulanir ve nispeten ekonomiktir.

« MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide): Hiicre
proliferasyon ve canlilik testi, hiicre cogalmasi ve canliligini in vitro ortamda hassas bir sekilde
belirleme testidir. Hiicreler diiz zeminli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda iiretildikten
sonra tetrazolium bilesigi olan MTT hiicreler lizerine eklenip inkiibe edilir. Sar1 renkli MTT,
mor renkli ¢éziinmeyen formazana indirgenir. Bu indirgenme yalmizca mitokondriyal rediiktaz
enzimi varliginda gergeklestigi icin formazanin olusum miktar1 ile canli hiicre sayisi dogru
orantilidir. Daha sonra DMSO soliisyonunun ortama eklenmesi ile formazan kristalleri ¢6ziiniir
ve spektrofotometrik olarak okunur.
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Deneyin Prensibi

Canli Hiicre

a0 SRS l

Mitokondriyal Siiksinat Dehidrogenaz

Tetrozilin
Tuzlan

Calcein Testi: Calcein bileseninin aseto-metoksi tiirevi hiicre canlihiginda kullanilir. Bu boya
canlt hiicrelere girdiginde esteraz enzimleri tarafindan aseto-metoksi gruplari uzaklastirilir.
Hiicre igerisinde kalan Calcein gii¢lii bir floresans 1s1ma yapar. Olii hiicrelerde esteraz
bulunmadigindan yalnizca canli hiicreler boyayla etiketlenir ve flow sitometriyle canlilik
oranlar belirlenir.

Notral Kirmuzi Testi: Lizozomal aktiviteyi ve membran gegirgenligini gosterir. Bu boya notral
bir boyadir ve hiicre membraninda non-iyonik difiizyon yardimiyla ge¢mektedir. Canli
hiicrelerin lizozomlarinda birikir ve anyonik bilesenlere baglanir. Hiicrelerin nétral kirmizi boya
alimi, hiicrelerin ATP iiretimi yoluyla pH gradyanlarim koruma kapasitesine baglidir.
Fizyolojik pH'da boyanin net yiikii sifirdir. Bu yiik, boyanin hiicre membranindan penetre
olmasin saglar. Lizozomlarin iginde, sitoplazmaninkinden daha diisiik bir pH’1 saglamak i¢in
bir proton gradyan vardir. Boylece, boya pozitif yiiklenir ve lizozomlarin i¢inde tutulur. Hiicre
oldigiinde veya pH gradyani1 azaldiginda, boya tutulamaz ve hiicre digina salinir. Bu nedenle,
canli hiicreler NR boyasini aldiklari i¢in canli ve hasarli/ 6lii hiicreler arasinda ayrim yapmak
mimkiindiir, hasarli veya oOlii hiicreler boyayr igine almazlar. Diislik bir sitotoksik etki
oldugunda canli hiicrelerin igerisinde biriken NR boyasi sayesinde lizozomlarin mikroskopik
olarak genislemesi tespit edilebilir.

.....

v O Dt P s SN v Dt D e . '-\‘ . -~ Rt
LDH (Laktat Dehidrojenaz): Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan diger bir
metot ise hasarli/6li hiicrelerden ortama salinan laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin
belirlenmesidir. Laktat dehidrojenaz, tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.

Hiicreler, toksik etkilere maruz kaldiginda plazma membran biitlinliikkleri bozulur ve LDH
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enzimi hiicrelerden sizarak ortama gecer. Boylece maruziyet sonrasi LDH enzim aktivitesi
olgiilerek hiicre hasar1 degerlendirilebilir.

Hasarli Hucre

o T— Laktat NAD+
Py L 4
L 2
/ LWH Salinimi
Laktat
\ Dehidrogenhgz
IS Ty *
* WST
‘u \/ Pyruvate NADH
\\ uilhe &

3)Florometrik Testler: Hiicre canliligi ve sitotoksisite florometrik analizleri, bir floresan mikroskop,
florometre, floresan mikroplaka okuyucu veya akis sitometresi kullanilarak kolayca gerceklestirilebilir
ve geleneksel boya diglama ve kolorimetrik analizlere gore bir¢ok avantaj sunar. Florometrik analizler
monolayer veya siispanse hiicre hatlar1 i¢in gegerlidir ve kullanimi kolaydir. Bu testler kolorimetrik
testlerden daha duyarlidir.

* AlamarBlue (AB) Testi; Alamar Blue testi, mitokondriyal enzimler ve diaforaz gibi diger
enzimler tarafindan mavi non-floresan bir boya olan resazurinin pembe fluoresan resorufine
dontistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. Resazurinin rengi mavidir ve floresan degildir.
Hiicrelere girdikten sonra resazurin resorufine indirgenir. Resorufin kirmizi renktedir ve yiiksek
derecede floresan ozelliktedir. Canli hiicreler, stirekli resazurini resofurine doniistiiriir ve hiicre

kiiltiirii ortaminin genel floresanini ve rengini arttirir. Uretilen resofurin miktari, canl hiicre
sayist ile iliskilendirilir.

N
(/

Q\\C\ )ﬁ i
NADH/H~§NAD'/H 0 07 "o

Resazurin Resorufin

Blue and low ”
fluorescence Viable cell

! Bu kisma kadar olan testlerde hiicre canliliginin olup olmadig1 kontrol edilebilir ancak apoptoz tayini
i¢in yeterli degildir. Apoptoz-nekroz farkini anlayabilmemiz i¢in bu iki tanim1 detayli inceleyecegiz.

v

Apoptoz (Programl hiicre 6liimii)

Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yasl hiicreler apoptoz olarak adlandirilan ve genetik olarak
diizenlenen bir hiicre 6liim programiyla kendi kendilerini 6ldiiriir. Apoptoz birgok fizyolojik ve patolojik
siiregte rol oynar. Apoptoz, hiicre hacminin kiiglilmesi ile baslar; hiicre biiziigiir, membranda kiiciik
balonlagmalar olur; niikleus yogunlasarak niikleer membrana yarim ay bi¢iminde g¢oker; sonraki
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asamada kromatin pargalanir. Par¢alanan kromatin igerigini saran sitoplazmik tomurcuklar (kabarciklar)
olusur. Hiicre apoptotik cisimcikler olusturmak iizere yikima gider. Apoptotik cisimcikler makrofajlar
tarafindan fagosite edilir, bu nedenle inflamasyon goriillmez. Membranda ve sitoplazmik organellerdeki
biitlinlik sonuna kadar korunur. Apoptoz diger bir 6liim sekli olan nekrozdan farklidir. Nekroz 6liimii,
hiicrenin razi olmadig1 pasif bir olaydir. Apoptoz ise, hiicrenin kendisini 6ldiirmeye karar verdigi ve
bunun igin ¢ok sayida yeni protein sentezlerine yoneldigi aktif ve mutlak enerji kullanilan dinamik bir
siiregtir. Nekrozda hiicrede mitokondri ve golgi kompleksi gibi 6nemli organellerde sisme, hiicre
membraninda biitiinliigiin kaybolmasi 6ncelikle dikkati geker. Nekrotik hiicreler parcalanir; sitoplazma
ve ¢ekirdek igerigi cevreye salinir. Bu durum inflamasyonu tetikler.

Apoptotik hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler

-Hiicrede biiziismenin ve niikleusta yer yer kromatin yogunlasmasinin baglamast;

-Hiicre membraninda baloncuklarin olugmasi; Niikleusta kromatinin yarim ay bigiminde yogunlasmasi
-Kromatin yogunlagmasi

-Niikleusun kiiciik parcalara ayrilmasi

-Apoptotik cisimciklerin olusumu.

Apoptozda birbirini izleyen dort basamak vardir;

1)Hiicre dis1 ve hiicre i¢i faktorlerin uyardig: hiicre 6liimii i¢in hiicrenin kendini programlamasi

2)Kaspazlar (sistein-aspartik asit-spesifik proteaz) olarak adlandirilan hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu
ile hiicre 6liimii

3)Olusan apoptotik cisimciklerin makrofajlar tarafindan fagositozu

4) Apoptotik cisimciklerin lizozomal yikilmasi

Apoptoz ve Nekroz

. The cell breaks apart into several
ol}oglr;\gg%n apoptotic bodies, which are then
9 phagocytosed. No inflammation.
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Apoptoz saptanmasinda kullamilan yontemler:
* Morfolojik goriintiileme yontemleri;

Isik Mikroskobu ile;

-Hematoksilen-eozin boyama; Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlar 151tk mikroskobu ile
incelenir. HE hem hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir.
HE boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine
gore degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir: hiicre kiiciilmesi veya sitoplazmik kii¢tilme,
kromatinin kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, nukleusun kiictilmesi veya
parcalara boliinmesi.

- Giemsa boyama; Giemsa ile boyamada, hematoksilen-cozin ile boyamada oldugu gibi nukleus
morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar1 hematoksilen boyamaya gore
daha iyi segilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir iistiinliigii yoktur.

Florasan mikroskobu ile;

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-2’-
phenylindole”, propidium iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC “fluorescein isothiocyanate”)
kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir. Hiicre kiiltiirii ¢calismasinda kullanilirlarsa, canli
hiicre ile yasayan hiicrenin ayirimina olanak tanirlar. Canli ve 6lii hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, canli
veya Olii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece 6lil hiicreleri boyayabilen
bir baska boya (6rn. propidium iyodiir) beraber kullanilir. Membrani1 saglam olan (canli) hiicreler,
propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (6li) hiicreleri boyayan bir madde ile
boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar. Kuskusuz, bu
yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlagilabilir ama 6lii hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile
Oliip Olmediklerinin ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak
yapilir. Kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan hiicrelerin apoptotik hiicreler
olduklarini diisiind{irtir.
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DAPI  (4',6-diamidino-2-phenylindole) niikleer degisiklikleri gorsellestirmek ve apoptozu
degerlendirmek icin kullanilabilen bir floresan boyadir. DAPI, DNA’nin adenin-timin bélgelerinin
kiigiik oluguna giiclii ve secici bir sekilde baglanir ve ¢ift sarmalli DNA'ya baglandiginda 359 nm'de
15181 emip 461 nm'de (mavi floresan) yayar. DNA'ya bagli olan DAPI, bagli olmayan DAP’iminkinden
yaklagik 20 kat daha yiiksek bir floresans yogunluguna sahiptir ve floresans 1s1ma miktar1 mevcut DNA
miktart ile de dogru orantilidir. Dolayisiyla apoptotik hiicre zar1 tehlikeye girdiginde, hiicreye daha fazla
DAPI girer ve hiicreyi daha giiclii bir mavi renge boyar. Boylece fark niikleer morfolojiye sahip olan
apoptotik hiicrelerin DAPI ile boyanarak gorsel olarak tanimlanmasi saglanir.

0puM 25 pM

Elektronmikroskobu ile;

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak goézlendigi bir yontemdir. Sitoplazmik kii¢lilme, kromatin
kondansasyonu ve fragmantasyonu izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus
membraninin biitiinliiglinlin bozulup bozulmadigi gibi subcelliiler detaylar da incelenebilir.
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Nukleus fragmentasyonu Solda normal bir hiicre gériilmektedir.

Sagdaki apoptotik hiicrede, normal
hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik
kiicilme, kromatin kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilmektedir

* Histokimyasal yontemler
Anneksin V yontemi;

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin
(PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri
hiicre zarinin dig yliziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1
apoptotik hiicre oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. AnneksinV, hiicrenin dis yiizeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre
yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile ol¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi igin ikinci boya olarak propidyum iyodiir
eklenmektedir. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium iodide (red
fluorescence) ile ayn1 zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITCPI-), erken apoptotik hiicreler
(FITC+PI-) ve gec¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin
Verir.

TUNEL yontemi;

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari, DNA
polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak
bulunmustur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli
dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik
hiicreleri digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-
labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir.

Kaspaz-3 yontemi;

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da caligilan
dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse
apoptotik hiicreler bu metodla tespit edilebilirler.
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* Biyokimyasal yontemler

Western Blotting;

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yontem, bir protein karigimi igindeki belirli bir proteini
ve biiyiikligiini saptamak i¢in kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi
yonlendirilen yiiksek kalitede bir antikor kullanimina baglidir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili
protein bir karigimin iginden saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein biriktigini gosterir. Bu
metot yardimiyla apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin (6rn. bel-2) ya da kirilip
kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasit miimkiindiir. Sitokrom ¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi
da bu metodla belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde dnce alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrenin
mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda
bulunmasi beklenmeyen sitokrom c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptoza
gittikleri anlagilir.

+  immunolojik yontemler

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay);

ELISA testi, viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ve apoptozun belirlenmesinde
kullanilan, serolojik tan1 yontemlerinden biridir. ELISA yonteminde, antijen-antikor kompleksine bir
enzimle isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor
var ise renk olusumunun gézlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarli spesifik ve ¢cabuk sonug veren bir
testtir. Apoptozda goriilen ilk olay, sitoplazma igine niikleozomlarin salinmasini takip eden DNA
fragmentasyonudur . ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmig hiicre populasyonlarinda, gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. ELISA analizinde, ELISA
pleytlerindeki sitoplazmik niikleozomlar1 belirlemek ve yakalamak igin iki niikleozomal epitopa spesifik
bir ¢ift monoklonal antikor kullanilir. Bu analiz yontemi agaroz jel elektroforez ile apoptotik DNA
merdiveninin belirlenmesinden yaklagik 500 kat daha fazla duyarli ve ¢ok sayida 6rnegin test edilmesi
acisindan daha uygundur.

*  Molekiiler biyoloji yontemleri
DNA mikroarray ile;
Hiicrede apoptoz ile ilgili gen ifade degisimleri belirlenir (6rnegin kaspazlar). Mikroarrayler, belirli
genlerin hiicrelerde ve dokularda ne 6l¢iide acilip kapatildigini incelemek icin kullanilir.

Mikroarray'in Hazirlanmasi

cDNA prob hazirlanmasi
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MATERYAL-METOT:
MTT Testi;

Cihazlar ve Malzemeler: 96’11 well plate, MTT soliisyonu, DMSO, mikropipet, falkon tiipler,
Spektrofotometre cihazi, Okaryotik hiicre hatti, Flasklar, Besiyeri, PBS, ependorf tiipleri.

Metot:

-Deneye baglamadan 6nce MTT 0,5 mg/mL olacak sekilde PBS igerisinde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra
sollisyonu igeren falkon soliisyonu 1siktan korumak i¢in aliiminyum folyo ile kaplanir.

-MTT vyapilacak hiicrelerin sayimi1 gergeklestirilir ve besiyeri ile kuyulara eklenecek hiicre
konsantrasyonu kadar stok hazirlanir. Daha sonra 96-well platede her kuyuya 100 pL olacak sekilde
hiicreler dagtilir.

-Hiicreler eklendikten sonra plate overnight inkiibasyona birakilir.

-Ertesi glin kuyulardaki tiim besiyeri uzaklastirilir. Daha sonra etkinligi 6l¢tilmek istenen ve besiyeri ile
seyreltilerek farkli konsantrasyonlar1 hazirlanan ajan kuyulara 100 pL olacak sekilde dagitilir. Plate
tekrar overnight inkiibasyona birakilir.

-Bir sonraki giin kuyulara daha 6nceden hazirlanan MTT soliisyonu 10 pL olacak sekilde eklenir ve
plate 4 saat inkiibatorde bekletilir.

-Siirenin sonunda kuyulardaki tim medium uzaklastirilir ve kuyulara 100 pL DMSO eklenir ve
spektrofotometrede 570 nm’de dl¢tim alinir.

DAPI Boyama;
Cihazlar ve Malzemeler: 6’11 well-plate, inkiibator, mikropipet, besiyeri, 6karyotik hiicre hatti, floresan
mikroskobu, DAPI boyasi

Metot:

-6 kuyucuklu well platelere belirlenen konsantrasyonlarda hiicreler ekilir ve tizerine 2 mL besiyeri
eklenerek overnight inkiibasyona birakalir.

-Inkiibasyon sonrasi hiicreler iizerine belirlenen degerlerde etkin ajan eklenir ve uygulama sonucunda
hiicreler 48 saat inkiibe edilir.

-Sonrasinda DAPI boyasi 6rnek igeren kuyulara karanlikta uygulanir.

-Spesifik substratlara baglanabilmesi i¢in yaklasik 10 dk kadar karanlikta inkiibatorde bekletilir.
-Hiicreler 151k ve floresan mikroskobunda 10X ve 20X biiyiitme ile incelenir ve apoptotik hiicre sayist
hesaplanir.
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12.HAFTA: Hiicre Canlhihk Testleri, Hiicre Oliimii ve Apoptoz Tayini / DAPI Boyama ve
Floresan Mikroskopta Goriintiileme

Preparat Hazirlama

Mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmis numuneye “preparat” denir. Preparata boyama islemi
yapilirsa bunlar boyali preparat olarak belirtilir. Mikroskobik inceleme amaci ile siipheli kiiltiirlerden
veya marazi maddelerden (organlardan, patolojik sivilardan, kandan, idrar, gaita, sperma, siit vb.)
preparatlar hazirlanir. Lamin iistiine kiiltiir veya numuneden konulup lamel kapatilarak yayma, kurutma,
fikse etme gibi islemler yapilarak preparat hazirlanir.

Preparat hazirlamada kullanilacak lamlarin kalitesi (seffaflig, ylizeylerinin ¢iziksiz olmasi, kenarlariin
ve Olgiilerinin diizgiinliigii, kalinliginin homojenligi ve camin saglamligi) ve temizligi son derece
onemlidir. Lam iizerinde bulunan ¢ok kiigiik bir leke, toz, kalinti veya ¢izik mikroskopta yanlig
algilamalara neden olabilir ve goriintiiniin net olarak goriilmesini engelleyebilir. Preparat hazirlamada
kullanilacak lam, ksilol veya etil alkolle 1slatilarak temiz bir bezle silinip alevden gegirilir ve asagidaki
asamalar takip edilerek preparat hazirlanir.

Preparatlarin tespit (fiksasyon) edilmesindeki temel amag bakterilerin lama yapigmalarini saglayarak
tutturmaktir. Bu suretle iizerlerine uygulanacak sivilarla lamdan ayrilmaz. Tespit islemi genellikle “1s1l
uygulama ile tespit” veya “kimyasal maddelerle tespit” olmak iizere iki yontemle yapilir. Laboratuvarda,
bakteriyolojik preparatlarin tespitinde en sik kullanilan yontem 1s1l uygulama ile tespit yontemidir.
Kurutulan preparat, bir ucundan 6zel pensle tutulup alevden 3-4 defa gegirilerek tespit edilir. Tespit
sirasinda preparatin yanmamasina dikkat edilir. Yanmis preparatlarda mikroorganizmalar dagilmis,
sismis ve deforme olmus bir sekilde goriiliir. Is1 ile bozulabilecek Okaryot hiicrelerden ve protein
yoniinden zengin numunelerden (kan ve dokulardan) yapilan preparatlara kimyasal tespit uygulanir.
Kimyasal tespit islemi etil alkol, metil alkol, alkol-eter, alkol-aseton gibi kimyasal maddeler icerisinde
bekletilerek yapilir. Metil alkol de 3-4 dakika, etil alkol de 10 dakika bekletilen preparat ¢ok hafif akan
suda yikanip kurutulur.
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