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MBG2231-HÜCRE BİYOLOJİSİ DERSİ 

LABORATUVAR FÖYÜ

2023-2024 GÜZ YARIYILI
LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR 

Öğrenci laboratuvarında uyulması gereken kurallar, eleman ve ekipman güvenliği, zamanın önemi, çeşitli madde ve malzemelerin ekonomik kullanımı, güvenli sonuç eldesi ve verilerin doğru yorumlanmasını sağlamaya yönelik tedbirlerden oluşmaktadır. 

Genel Kurallar
1- Laboratuvarlarda mutlaka beyaz önlüklerle çalışılmalıdır. Laboratuvar içinde ya da özel laboratuvar giysisi önerilmişse, özel giysi ile laboratuvarda bulunulmalıdır. Böylece gerek cildimiz ve gerekse kıymetli elbiselerimiz zararlı maddelerin muhtemel etkilerinden korunmuş olur.

2- Uzun saçlar toplanmalı;

3- Terlik, sandalet türü malzemeler yerine her tarafı kapalı ayakkabı giyilmeli;

4- Laboratuvar içinde sigara, yiyecek, meşrubat vb. kullanımına izin verilmemeli

5- Laboratuvardaki soğutucu, dondurucu ve diğer dolaplara gıda konulmamalı;

6- Şakalaşma, müzik dinleme ve benzeri amaç dışı hareketlerden kaçınılmalı;

7- Temizliğe ve laboratuvar düzenine riayet edilmelidir. Kullanılan malzeme tekrar yerli yerine yerleştirilmeli;

8- Hiçbir kimyasal maddeye elle dokunulmamalı ve koklanmamalı;

9- Reaktif kapları sürekli kapalı tutulmalı;

10- Yeni hazırlanan reaktiflerin üzerine etiketleme yaparak hazırlama tarihi, hazırlayanın adı/ soyadı ve biliniyorsa son kullanma tarihi yazılmalı;

11- Çalışma sırasında kirli ve temiz maddeler birbirine karıştırılmamalı;

12- Reaktifler ve kimyasal maddeler uygun şartlarda saklanmalı;

13- Bozulan ve tarihi geçen reaktifler kullanılmamalı;

14- Bütün çalışmalarda saf su kullanılmalı;

15- Her çalışmadan sonra eller sabunlu su ile yıkanmalı;

16- Yanıcı ve tahriş edici maddelerin cilt ile temasında gecikmeden bol su ile yıkanmalı ve görevlilere haber verilmeli; 

17- Cihazlan kullanmadan önce, sözlü veya yazılı uyarılar dikkate alınmalı;

18- Malzeme ve cihazlar kullanırken son derece itina gösterilmeli her bir cihaz usulüne uygun tarzda dikkatlice kullanılmalı; 

19- Elektrikli cihazlar nem, toz ve doğrudan güneş ışığından korunmalı, ayrıca cihazlara ait dengelerin bozulmamasına dikkat edilmeli;

20- Hijyen şartlarına azami dikkat gösterilmelidir. Özellikle rutin laboratuvarlarda kan ve kan ürünleri ile yapılan çalışmalarda enfeksiyon riskinin oldukça yüksek olduğu unutulmamalıdır. Derideki çok ufak çatlaklardan virütik veya bakteriyel enfeksiyon kapmak mümkündür. Bu yüzden rutin çalışmalarda devamlı eldivenle çalışılmalıdır. Kan ve kan ürünleri ile herhangi bir şekilde temas olursa eller antiseptik bir madde ile yıkandıktan sonra bol sabunlu su ve ardından çeşme suyu ile yıkanmalıdır. Yine kan örneklerinin işlendiği cam malzemelerin mümkünse steril edildikten sonra kullanılmalıdır.

21- Ağızla pipetleme yapılmamalı;

22- Kullanılmış pipet, baget, lam, lamel gibi eşyalar içinde örneğin %3 lizol gibi dezenfektan madde bulunan kaplara konmalı, masaların üzerinde kesinlikle bırakılmamalı; 

23- İnfeksiyoz sıvılar, içinde dezenfektan bulunan kaplara dökülmeli, kesinlikle lavabolara dökülmemeli; 

24- Yere ve masanın üzerine infeksiyöz madde döküldüğünde derhal laboratuvar sorumlusuna haber verilmelidir. Sorumlu kişi dökülen yerin üzerine de dezenfektan madde dökerek silinen dek bekletilmesini sağlayacaktır.

25- Yüze ve göze infeksiyöz madde sıçradığında veya mikroplu aletle yaralanma durumunda laboratuvar sorumlusuna haber verilmelidir. Bu bölgenin önce, zaman yitirilmeden, bol su ve sabunla yıkanması, daha sonar buraya antiseptik bir madde sürülmesi gerekmektedir. Koruyucu antibiyotik kullanımı için hekime başvurulmalıdır.

26- Tüm laboratuvar çalışmalarında azami dikkat hassasiyet ve ciddiyet gösterilmelidir. Çalışma esnasında laubali hareketlerden gürültü ve şakalaşma gibi tavırlardan kaçınılmalıdır.

Laboratuvarda Düzen

1. Gruplar kendi içinde görev dağılımı yaparlar;

2. Çalışma ortamı her ihtimale karşı deterjan ya da antiseptik madde ile temizlenir, kurulanır;

3. Her öğrenci kendine düşen görevi yaparak deney ortamını hazırlar;

4. Deneylerde başarılı sonuç alınıncaya kadar tekrar edilir;

5. Uygulama sonunda eller dezenfeksiyon veya nötralizasyon amacıyla mutlaka yıkanır.

Laboratuvardan Ayrılış 

Deney çalışmaları tamamlandıktan sonra yapılacak başlıca işlemler aşağıdaki gibi sıralanır:

· Deney bitiminde verilerin eksiksiz ve güvenli olarak alınıp alınmadığı kontrol edilmeli, rapor hazırlanıp laboratuvar sorumlusuna onaylatılmalı;

· Çalışma ortamı, aynı çalışma aynı malzemelerle yeniden çalışma yapılabilecek şekilde terk edilmeli; 

· Laboratuvardan ayrılırken bireysel malzemeler bırakılmamalı;

· Kit ve kimyasal maddeler kontrol edildikten sonra yerlerine yerleştirilmeli;

· Birbirine karışmış içindeki madde bilinmeyen maddeler ve kırık ve çatlak malzemeler laboratuvar sorumlusuna bildirilerek kullanım dışı bırakılmasını sağlamak;

· Elektrikli aletlerden sürekli çalışanlar dışındakilerin fiş-priz bağlantıları kesilmeli, bu araçlar temizlenmeli, üstleri kapatılmalı,

· Laboratuvara girilince açılmış olan pencere vb havalandırma alanları, lamba, vantilatör ve musluk ve benzeri kapalı konumuna getirilmelidir.
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MBG2231-HÜCRE BİYOLOJİSİ 2023-2024 GÜZ DÖNEMİ LABORATUVAR PROGRAMI

	1. Hafta 
	
	Laboratuvara giriş ve grupların oluşturulması
	

	2. Hafta
	
	Aseptik teknikler ve koşullar, laboratuvar güvenliği ve biyogüvenlik düzeyleri
	

	3. Hafta
	
	Sterilizasyon ve yöntemleri, cam malzeme sterilizasyonu, otoklav kullanımı,besiyerlerinin sterilizasyonu, UV ve ısı ile sterilizasyon
	

	4. Hafta
	
	Hücreler Arası Geçitler ve Madde Alışverişi 
	

	5.Hafta
	
	Hazır ve Taze Preparat Teorik Ve Uygulamalı Olarak Anlatımı  
	

	6. Hafta 
	
	Antibiyotik etkisinin ölçülmesi (Antibiyogram) 
	

	7.Hafta
	
	Bakteri Hücre Duvarının Gösterimi
	

	8. Hafta
	
	VİZE HAFTASI
	

	9. Hafta 
	
	Hücre kültüründe katı ve sıvı besiyerlerinin hazırlanması 
	

	10. Hafta 
	
	Hücre kültüründe çeşitli kültür hazırlama ve örneklerin seri dilüsyon yöntemi
	

	11.hafta 
	
	Mikroorganizma sayımı
	

	12.Hafta
	
	Telafi deneyleri 1.Grup
	

	13.Hafta
	
	Telafi deneyleri 2.Grup
	

	14.Hafta
	
	
	

	15.Hafta
	
	Final Sınavı
	


DENEYLER VE SORUMLU ÖĞRETİM ELEMANLARI

HÜCRE BİYOLOJİSİ DERSİ KOORDİNATÖRÜ

Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU
Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	DENEY ADI
	SORUMLU ÖĞRETİM ÜYESİ
	SORUMLU ÖĞRETİM ELEMANLARI
	ODA NO/LAB NO

	Laboratuvara giriş ve grupların oluşturulması


	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak
Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 

	Aseptik teknikler ve koşullar, laboratuvar güvenliği ve biyogüvenlik düzeyleri
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 

	Sterilizasyon ve yöntemleri, cam malzeme sterilizasyonu, otoklav kullanımı,besiyerlerinin sterilizasyonu, UV ve ısı ile sterilizasyon
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014  

	Hücreler Arası Geçitler Ve Madde Alışverişi
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 

	Mikroskopların Teorik Ve Uygulamalı Olarak Tanıtımı ve Preparat İnceleme
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 

	Antibiyotik etkisinin ölçülmesi (Antibiyogram)
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 

	Bakteri hücre duvarının gösterilmesi (Gram Boyama)
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014  

	Hücre kültüründe katı ve sıvı besiyerlerinin hazırlanması 
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu

	DZ-014  

	Hücre kültüründe çeşitli kültür hazırlama ve örneklerin seri dilüsyon yöntemi
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014  

	Mikroorganizma Sayımı
	Prof. Dr. Banu MANSUROĞLU

Doç.Dr. Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
	Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak

Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
	DZ-014 
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HÜCRE BİYOLOJİSİ DERSİ

BAŞARI VE DEĞERLENDİRME DURUMU
	Etkinlikler
	Sayı
	Katkı Payı

	Devam/Katılım
	
	

	Laboratuvar
	1
	20

	Uygulama
	
	

	Arazi Çalışması
	
	

	Derse Özgü Staj
	
	

	Küçük Sınavlar/Stüdyo Kritiği
	
	

	Ödev
	
	

	Sunum/Jüri
	           
	

	Projeler
	
	

	Seminer/Workshop
	
	

	Ara Sınavlar
	1
	20

	Final
	1
	40

	Dönem İçi Çalışmaların Başarı Notuna Katkısı
	60

	Final Sınavının Başarı Notuna Katkısı
	40

	TOPLAM
	100
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DENEYİN ADI

DENEY SORUMLUSU Öğretim Üyesi: 
Doç. Dr. Banu MANSUROĞLU
                                                                       Dr. Öğr. Üyesi Ayşegül ERDEMİR ÜSTÜNDAĞ
DENEY SORUMLUSU Araştırma Görevlisi:  Araş. Gör. Dr. Mine Kuçak
Araş.Gör. Burcu Türkoğlu
RAPOR TESLİM TARİHİ:   

DENEY GRUBU: 

	Öğrencinin

Adı - Soyadı
	Öğrencinin

Numarası
	Öğrencinin

İmzası

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


laboratuvar SonUÇ raporu hazırlanırken takip edilmesi gereken düzen

Deney sonuç raporu aşağıdaki bölümleri içerecektir.

1- Deneyin amacı
2- Deneysel Bölüm

3.1. Deney Planı 
(Materyel (Sarf malzeme, cihaz, kimyasal malzeme) ve Metod)

3.2. Deney Koşulları

3.3. Güvenlik Kaygısı

3- Deney verileri ve Özgün çizimler

4- Ödev soruların cevabı (Hem kaynaklardan yararlanarak hem de kendi yorumunuzu katarak verilen soru veya soruları cevaplayınız. Kullandığınız kaynakları sıralayınız)

5- Sonuçların Değerlendirilmesi

6- Kaynaklar

Örnek paragraf yazımı:

· Reaksiyonun gerçekleşmesi için, önce örnek çift sarmal DNA denatürasyon ile tek zincir haline getirilmektedir. Daha sonra spesifik bir bölgenin amplifikasyonunu sağlamak üzere, tek zincir haline gelen DNA’nın hedef bölgelerine 17-30 nükleotit uzunluğunda sentetik oligonükleotit primerler bağlanmaktadır (Mullis, 1987). Primerlerden biri zincir üzerinde başlatıcı bölgeye bağlanırken diğeri öteki zincir üzerinde sonlandırıcı bölgeye bağlanmakta ve DNA polimeraz enziminin etkinliği ile zincirler uzatılıp kalıba komplementer zincirler oluşmaktadır. Yaklaşık olarak 25-30 döngü sonunda hedef DNA’nın milyarlarca kopyası elde edilmektedir (Mullis, 1987; Erlich ve ark.,1988; Erlich,1989; Araz ve Tanyüksel, 2009).

Yazılan paragrafta kullanılan kaynakların raporun sonunda verilme düzeni: 

· Kullandığınız kaynakları, kullandığınız kaynağın ilk yazarının soyadının baş harfine göre alfabetik sırada verilmelidir. Kullanılan kaynaklar listelenirken yukarıda verilen örneklerdeki gibi noktalama işaretlerine, büyük-küçük harf kullanımına ve diğer yazım formatına tamamen uyulmalıdır. Yukarıdaki paragraf için kaynakların sunulması:

1. Araz E., Tanyüksel M., 2009. Moleküler Amplifikasyon Teknikleri. Moleküler Parazitoloji. Editörler: Özcel M. A., Tanyüksel M., Eren, H., IV. Bölüm.  Türkiye Parazitoloji Derneği Yayın No: 22. S: 337-366, İzmir.
2. Erlich HA., Gelfand DH. and Saiki RK., 1988, Specific DNA Amplification, Nature, Vol. 331, 461-462.

3. Erlich HA., 1989, PCR Technology- Principles and Applications for DNA Amplification, Stockton Press, U.S.A.

4. Mullis KB. and Faloona FA., 1987, Spesific Synthesis of DNA in Vitro via a Polymerase-Catalyzed Chain Reaction, Methods in Enzymology, Vol. 155, Academic Press. Inc.,  335-350.
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DENEY 1
ASEPTİK TEKNİKLER VE KOŞULLAR, LABORATUVAR GÜVENLİĞİ VE BİYOGÜVENLİK DÜZEYLERİ
GİRİŞ

1. ASEPSİ

1.1. Tıbbi Asepsi

El Yıkamanın Önemi ve Çeşitleri

1.2. Cerrahi Asepsi

Cerrahi Asepsi Tekniğine Uygun El Yıkama 

Bone Giyme 

Maske Takma

Steril Gömlek Giyme ve Çıkarma 

Uygulama Basamakları

Uygulamanın Amacı

Steril Eldiven Giyme ve Çıkarma

Steril Paket ve Bohça Açma
2. ANTİSEPSİ

3. DEZENFEKSİYON 

4.BİYOGÜVENLİK
1. ASEPSİ

İnsanlar, çeşitli mikroorganizmalara barınak oluşturur. Bir kişide hastalık yapmayan mikroorganizma, diğer bir kişide hastalık oluşturabilir. Bu nedenle bir hastada kullanılan araç gerecin, bir başka hastada güvenle kullanılabilmesi için önce temizlenmesi, sonra uygun yöntemlerle mikropsuz hale getirilmesi gerekir.

Asepsi; patojen mikroorganizmaların bir ortamdan ya da konakçı üzerinden uzaklaştırılması işlemidir. Mikroorganizmaların, vücutta enfeksiyona neden olabilecekleri herhangi bir bölgeye girmesini engellemek için sağlık kuruluşlarında harcanan çabaların tümünü tanımlayan genel terime, asepsi; bu amaçla yapılan işlemlerin tamamına da aseptik teknik denir.
Asepsinin amacı,
Hem canlı yüzeylerdeki (deri ve doku) hem de cisimlerdeki (tıbbi ve cerrahi araç gereçler) mikroorganizma sayısını azaltmak veya yok etmektir.

Bir ortam; mikroorganizma içeriyorsa septik, içermiyorsa aseptik olarak tanımlanır.

Örnek: Ameliyat gibi tıbbi girişimler aseptik ortamda yapılır.

Asepsi, tıbbi asepsi ve cerrahi asepsi olmak üzere iki şekilde ele alınır.
 Asepsi ve dikkat edilecek noktalar;

· Eller, yapılacak işlemlerden önce ve sonra yıkanmalıdır.
· Kirli araç gereçler ve yatak takımları üniformaya değdirilmeden taşınır.
· Kirli yatak takımları ve diğer gereçler yere konmaz.
· Yatak takımları silkelenmez.
· Hastaların öksürüğü, hapşırığı ve solunumu ile temas etmemek için tedbir alınır.
· Araç gereçler yıkanırken, fırçalanırken veya tozu alınırken vücuttan uzakta tutulur.
· Temizlenme işlemi az kirli bölgeden çok kirli bölgeye doğru yapılır. 

· Kirli veya kullanılmış araç gereçler, doğrudan doğruya uygun kapların içerisine konur.

· Vücut atıkları ve akıntılarıyla bulaşmış ıslak gereçler, naylon torbalar içine konulduktan sonra kirli arabasına atılır.

· Banyo suyu, gargara suyu gibi kirli sular, küvetin kenarına ve üniformaya sıçratılmadan doğrudan kanala dökülür.

· Patojenlerle kirletildiğinden şüphe edilen gereçler sterilize edilir.

· Mikroorganizmaların yayılmaması için bireysel temizliğe ve düzene dikkat edilir. 

El Yıkamanın Önemi ve Çeşitleri
El yıkama, hastane enfeksiyonlarının önlenmesinde en basit yöntemdir. Hastane enfeksiyonları dışında genel halk sağlığının korunması ve geliştirilmesi açısından da el yıkama son derece önemlidir. Sağlık personelinin elleri, mikroorganizmaların hastadan hastaya yayılmasında önemli rol oynar. 
Amerikan Hastalık Kontrol Merkezi’nin (CDC) önerisine göre ellerin yıkanması gereken durumlar;

· Hastaya temas öncesinde

· Hastaya temas sonrasında (örneğin; ateş, nabız, tansiyon ölçümleri sonrası, hastayı taşıma sonrası vb.)

· Eldiven giymeden önce

· Eldiven çıkardıktan sonra

· Üriner kateter, periferal venöz kateter veya diğer invaziv girişimler öncesi

· Vücut sıvıları, mukoz membranlara temas öncesi ve sonrası

· Yaraya temas, yara bakımı öncesi ve sonrası

· Hasta bakımı sırasında kontamine bölgeden temiz bölgeye geçerken

· Hasta yakınında bulunan malzemelere temas sonrası
Eller yıkanırken uyulması gereken genel kurallar 
· Elde ve kollarda bulunan takılar çıkarılır.

· Tırnaklar kesilir.

· Oje ve takma tırnak varsa çıkarılır.

· Ellerde ve kollarda kesik, çizik varsa bunlar su geçirmez, steril bantla kapatılır.
El yıkama; normal (sosyal), hijyenik, antiseptik solüsyonla ovalama ve cerrahi el yıkama olarak uygulanır.
Normal (Sosyal) El Yıkama

Normal el yıkama, kirli ellerin su ve sabun ile yıkanmasıdır. Burada eldeki gözle görünür kir ve derideki geçici flora (Hastaya ait sekresyonlar ile kontamine araç gereçlerden, sağlık personelinin eline bulaşan ve derinin yüzey kısmına yerleşen mikroorganizmalardır.) elemanları tamamen ortamdan uzaklaştırılır. Bu etkinliğin sağlanması için eller, en az 15–20 saniye yıkanır. 

[image: image3.png]Uygulama Basamaklar Uygulamanin Amaci

> Takilarda bulunan

> Eller ve kollardaki taklar ikanir. ‘mikroorganizmalann  gegisini
engellemek

> Akmakta olan su altnda eller, su ile slatihir ve

sabun avuca almr.

> Enaz 1520 sn. sire il

> Mikroorganizmalar: bulunduklar:

ve parmak aralan bata olmak zere, LRI,
ellerin tam yuizeyi parmaklan da| i
kapsayacak  sekilde  kuwvetlice
ovusturulur.
> Haviulardan Kir v

> Eller, su ile durulanir ve bilekten baslayarak
kit havlu ile kurulanir.

‘mikroorganizmalarn  gegmesini
onlemek

> Ayni Kagit haviu ile musluk kapatilir_

> Kontaminasyonu onlemek





El yıkama sırasında yıkanan ve yıkanmayan bölgeler 
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Hijyenik El Yıkama 
Normal sabunlar ve antiseptik özellikli sabunlar kullanılabilir. Bu şekilde geçici mikroorganizmalar uzaklaştırılır ya da öldürülür.

Hijyenik el yıkama yapılması gereken durumlar;
· Hastanın vücuduna yapılacak girişimlerden önce

· Enfeksiyona yatkın hastayla temas öncesi

· Yara ve üretra kateterleri ile temas öncesi ve sonrası

· Eldiven takmadan önce ve sonra

· Kanla ve çıkartılar ile kontaminasyon olabilecek durumlar ile

karşılaştıktan sonra
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El Dezenfeksiyonu
· El dezenfeksiyonunun amacı, ellerdeki mikroorganizmaların etkili ve hızlı bir şekilde uzaklaştırılmasıdır. Ellerin kirli olduğu düşünülüyorsa su ve sabunla yıkanır ve kurutulur.

· Sonra antiseptik özelliklere sahip dezenfektanların kullanılması gerekir. Bunun için hızlı, etkili bir alkol bazlı solüsyondan 3–5 ml. alınır, 30–60 saniye arasında her iki el birbirine sürtülür ve ovuşturulur. İşlem sırasında antiseptik solüsyonun ellerin her tarafına ve parmak aralarına teması sağlanır. Ellerin kendi halinde kuruması beklenir. El dezenfeksiyonu, tam olarak el yıkamanın yerini almaz.
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Cerrahi El Yıkama
Geçici floranın uzaklaştırılması, hijyenik el yıkamadır. Cerrahi el yıkama ise kalıcı flora (Cildin derin tabakalarında bulunan mikroorganizmalardır.) mikroorganizmaların sayısını azaltmaya yöneliktir. Cerrahi el yıkama, genellikle hastaya uygulanacak operasyon öncesi yapılır.
1.2. Cerrahi Asepsi
Uygulama yapılacak ortamın ve gerekli araç gerecin mikroorganizmalardan arındırılması işlemidir. 

Cerrahi asepsi; deri bütünlüğü bozulduğunda, vücut boşluklarına girildiğinde (invaziv işlemler), hastalara bakım verirken (üriner kateterizasyon, yara bakımı, parenteral uygulamalar vb.) uygulanır. 

Bu girişimler ve bakımlar esnasında steril kurallara uyulur.
Cerrahi Asepsi Tekniğine Uygun El Yıkama
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1. Bone Giyme
2. Maske Takma

3.Steril Gömlek Giyme ve Çıkarma
4.Steril Eldiven Giyme ve Çıkarma
Steril eldiven;
Lateks içeren ve içermeyen, cerrahi aseptik kurallar çerçevesinde yapılacak işlemlerde kullanılan eldiven çeşididir. Steril eldiven sağ ve sol ele uyumlu olarak bulunur. Eldivenin ele daha iyi uyması için başparmak biraz içeri doğru kaydırılmıştır. İçi ve dışı steril ve bir çift olarak ambalajlarda bulunur. Boyutları, 7’den başlayıp yarım numara artarak 8 ½’ ye kadardır. Steril eldiven tekniğine uygun giyilir ve çıkarılır.

Naylon eldiven;

Naylon eldiven; ince, genellikle yarı şeffaf naylondan yapılmıştır. Zorlanma olmayan işlerde, ellerin temiz kalması için kullanılır.

Eldiven, ele tam oturmadığı için ince işlerin yapılmasına olanak vermez. Daha çok gıda sektöründe bulaşmanın engellenmesi için kullanılır.
Nonsteril eldiven;

Nonsteril eldiven; steril olmayan, (nonsteril) çoklu ambalajlarda kullanıma sunulur.

Sağ ve sol çiftlerden her ikisi de birbirinden farksızdır. Ele oturduğu için rahatlıkla pek çok amaçla kullanılır.

2 ANTİSEPSİ
Enfeksiyonun önlenmesi için vücut yüzeyinde (deri ve mukoza) ve yaralarda bulunan patojen mikroorganizmaların kimyasal maddelerle temizlenmesi işlemine, antisepsi denir.

Canlı yüzeylerde, patojen mikroorganizmaları temizleyerek antisepsiyi sağlayan kimyasal maddelere, antiseptik solüsyon denir. 

Antiseptik solüsyonlar, dezenfeksiyonda kullanılan kimyasal maddelerin yeterince sulandırılarak dokularda kullanılabilir duruma getirilir. Bu nedenle antisepsi işlemine, doku dezenfeksiyonu da denir.

Antiseptik solüsyonlar su, sabun gibi sadece kir ve bakterileri azaltmaz; bu ajanlar kimyasal etki ile bakterileri öldürür (bakterisit etki) veya bakterilerin üremelerini durdurur (bakteriostatik etki).
El ve cilt antisepsisi için kullanılan antiseptik solüsyonlar
· Sabun
· Heksaklorofen (Phisohex)
· Klorheksidin Glukonat (hibiscrup, klorhex)
· İyodin ve İyodoformlar
· Triklosan
· Alkoller (%70) etil ya da izopropil alkol
· Paraklorometoksilin (PCMX) 
3. DEZENFEKSİYON
Dezenfeksiyon, cansız objelerde hastalık yapabilen mikroorganizmaların (sporlar

hariç) çoğalmasının engellenmesi veya yok edilmesi işlemidir. Dezenfeksiyon için kullanılan kimyasal solüsyonlara, dezenfektan denir. Dezenfektan çok düşük konsantrasyonlarda vücut yüzeyine uygulandığı zaman, antiseptik ismini alır. Antiseptiklerle canlı dokulardan mikroorganizmaların uzaklaştırılması işlemine ise antisepsi denir.

Dezenfeksiyonun amacı ve önemi

Organizmada gelişebilecek olası bir enfeksiyonun başlamasını engellemek için ortamdaki potansiyel tehlikeye sahip mikroorganizmaları tür ve sayıca azaltmak, yok etmek veya uzaklaştırmaktır. 

Hastane ortamında gerek hasta bakımı ile ilgili araç gereçlerin, gerekse ortamın dezenfeksiyonunu sağlamak.
Dezenfektanların özellikleri

Dezenfeksiyon işlemlerinde kullanılan dezenfektanlarda aranan özellikler şunlardır:

· Kısa sürede en dayanıklı mikroorganizmaları etkilemesi

· Çözücüde kolay erimesi

· Etkisinin canlı dokuya az, mikroorganizmalara çok olması (toksik etki)

· Malzemeyi bozmaması ve leke yapmaması

· Kokusunun hoş olması

· Ekonomik olması

· Kolay temin edilebilmesi

· Düşük yoğunlukta yüksek etkili olması

· Kullanımının kolay olması

· Hem dezenfektan hem de antiseptik olarak kullanılabilmesi

· İrritan (tahriş edici) etkisinin olmaması
Dezenfeksiyon yöntemleri
Dezenfeksiyon işleminin çeşitli yapılış yöntemleri vardır. Aşağıda en çok kullanılan dezenfeksiyon yöntemleri ve dezenfektanlar sıralanmıştır.

· Kimyasal yöntemlerde; klor, brom, iyot, ozon, fenol, alkol, sabun, deterjan, hidrojen peroksit, çeşitli alkaliler ve asitler kullanılır.

· Fiziksel yöntemlerde; ısı ve ışık kullanılır. Isı ile dezenfeksiyonda sıcak su ve kaynatma, ışık ile dezenfeksiyonda ultraviyole ışığı en çok kullanılan yöntemlerdendir.

· Mekanik yöntemlerde; ızgara, kum tutucu, çökeltme, biyolojik tasfiye işlemleri kullanılır.

· Radyasyon yönteminde; kobalt 60 gibi (radyoizotop ) maddelerden çıkan gama ışınları da su ve pis suların dezenfeksiyonunda kullanılır.

Sık kullanılan dezenfektanlar
· Alkoller: Plastik, lastik ve lateks malzemeler için kullanılır. Yüksek düzey dezenfeksiyon oluşturmaz.

· İyot ve iyodoforlar: Kolay temin edilir, fakat yüksek düzey dezenfeksiyon oluşturmaz. Antiseptik olarak da kullanılır.

· Klor solüsyonları: Geniş yüzeylerin dezenfeksiyonunda kullanılır.

Hepatit B ve AIDS virüslerinde etkili olup yüksek düzey dezenfeksiyon sağlar.

· Formaldehit: Yüksek düzey dezenfeksiyon sağlar fakat çok toksiktir.

· Gluteraldehit: Yüksek düzey dezenfeksiyon sağlar, formaldehite göre daha az toksiktir.

4. BİYOGÜVENLİK NEDİR ?

Birçok meslek ve çalışma alanında olduğu gibi sağlık alanında da çalışan kişilerin maruz kaldığı tehlike veya aldığı risklerin boyutu çoğu zaman acı deneyimler sonucu ortaya çıkmıştır. İlk kez 1941 yılında Meyer ve Edie laboratuvar kaynaklı 74 bruselloz vakası yayınlamışlardır. Sulkin ve Pike 1949 yılında 21’i ölümle sonuçlanan 222 viral infeksiyon bildirmişlerdir. 1976 yılında Pike tarafından yayınlanan sürveyansa dayalı bir başka çalışmada ise büyük çoğunluğu bakteriyel (%42.5) ve viral (%26.7) olmak üzere 3921 infeksiyon bildirilmiş ve toplam %4.2 ölüm oranı rapor edilmiştir. Bunların yaklaşık %20’sinin sebebi bilinen bir laboratuvar kazasına, geri kalan kısmının ise büyük olasılıkla aerosol kaynaklı kontrolsüz laboratuvar uygulamalarına bağlı olabileceği düşünülmüştür. 

Bu kötü ancak öğretici deneyimler, öncelikle laboratuvarlarda çalışan personelin çalışma koşullarına ve uygulamalara bağlı riskleri azaltmanın daha iyisi tamamen ortadan kaldırmanın önemini ortaya koymuş ve girişimlere zemin hazırlamıştır. Bu anlamdaki girişimler genel anlamıyla “Laboratuvar Güvenliği” daha spesifik olarak ise “Biyogüvenlik” başlığı altında irdelenmektedir. 

Bugün biyogüvenlik, “özellikle insanlar için potansiyel patojenik tehlike içeren materyal, infeksiyöz mikroorganizmalar veya onların genetik ya da toksik komponentleri ile yapılan çalışmaların, insan ve çevre için güvenli şekilde yapılmasını sağlamak amacıyla laboratuvar alt yapı, tasarım, ekipman, teknik ve uygulamalarının en uygun kombinasyonu” olarak tanımlanabilir. 

Biyogüvenliğin amacı;
Çalışanları, diğer insanları ve çevreyi potansiyel tehlikeli mikrobiyolojik ajanlardan korumaktır. Korunma, kavramsal ifadeyle tecrit (containment) amaca uygun kullanımlarda temel olarak iki teknik savunma hattını kapsamaktadır. İyi laboratuvar uygulamaları, biyogüvenlik ekipmanlarının kullanımı ve gerektiğinde risk altındaki çalışanın aşılanması birincil korunma, laboratuvar dışında kalan çevrenin de korunması kaygısıyla alınması gerekli diğer önlemlerin tamamı ise ikincil korunma olarak ifade edilir. Bu nedenle maksimum korunma/koruma amacıyla birbirleriyle iç içe geçmiş;

a. Laboratuvar uygulamaları ve teknikler,

b. Biyogüvenlik ekipmanları,

c. Laboratuvar tasarım/dizaynları ve alt yapı, olmak üzere biyogüvenliğin üç önemli elemanı vardır.

Laboratuvar alt yapıları risk gruplarına paralel uygulama ve korunma kriterleri açısından dört farklı seviyede tasarımlanmıştır. Biyogüvenlik seviye 1 (BSL-1) ve seviye 2 (BSL-2) “Temel Laboratuvarlar”dır. Biyogüvenlik seviye 3 (BSL-3) “Tecrit Laboratuvarı”, Biyogüvenlik seviye 4 (BSL-4) laboratuvarı ise “Maksimum Tecrit Laboratuvarı” olarak adlandırılır. Bir mikroorganizmanın hangi risk grubunda yer alacağı ve çalışmanın hangi seviyede yürütüleceği dört önemli faktöre bağlıdır. Bunlar aşağıda kısaca özetlenmiştir; 1. Organizmanın patojenitesi, 2. Bulaş yolu ve konakçı durumu (konakçı varlığı, sayısı, türü vb.’nin bölgesel yayılımı), 3. Lokal olarak etkili korunma yollarının varlığı, 4. Lokal olarak etkili tedavi yollarının varlığı. Hastane ve tıp merkezleri bünyelerinde yer alan mikrobiyoloji, biyokimya laboratuvarları ile çoğu halk sağlığı laboratuvarlarında çalışılan potansiyel infektif materyallerin içerisinde bulunabilecek mikroorganizmaların büyük çoğunluğu genel olarak risk grup 2’de yer almaktadır. Bu nedenle bu tür laboratuvarlar alt yapı ve mikrobiyal teknikler açısından minimum olarak BSL-2 olmalıdır. Ayrıca çalışma ve uygulamalar değerlendirilerek ilave önlem ve esaslar belirlenmelidir. Esas itibariyle belli risk grubu içerisinde tanımlanan bir mikroorganizma için gerekli çalışma koşulları o risk grubu için tanımlanan seviye için geçerlidir (Tablo 2). Ancak bu durum her zaman doğru olmayabilir. Örneğin; risk grup 2 içerisinde tanımlanmış bir mikroorganizmanın kültüre edilmiş veya yoğun mikrobiyal çalışmaları, dolayısıyla yüksek konsantrasyonda aerosol riski olan durumlarda BSL-3 uygulamaları ve alt yapısı gerektirebilir.
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Risk grup 1 bireysel ve toplumsal risk yok veya oldukca az
Insan ve hayvanlarda hastalik yapma riski olmayan mikroorganizmalar.
Risk grup 2 iluml bireysel risk, diisiik toplumsal risk

Insanlarda ve hayvanlarda hastalik olusturabilen ancak gevre, laboartuvar ¢aliganlari, eveil
hayvanlar ve halk sagligina ciddi sekilde tehdit olusturmayan mikroorganizmalar. Laboratu-
var ¢alismalar: ciddi infeksiyonlara neden olabilir ancak etkili tedavi ve korunma y6ntemleri
bulunmaktadir. Ayrica yayilma riski siirhidir.

Risk grup 3 yiiksek bireysel risk, diisiik toplumsal risk

Insan ve hayvanlarda ciddi hastalik etkeni olmakla birlikte genel olarak infekte bir kisiden di-
gerine bulas olmaz. Etkili tedavi ve korunma miimkiindiir.

Risk grup 4 yiiksek bireysel risk ve toplumsal risk

Insan ve hayvanlarda énemli hastalik etkeni olup ayni zamanda infaktif kisiden bir digerine
dogrudan veya dolayl olarak kolaylikla bulasabilen yani halk sagligim tehdit eden buna karsi-
lik etkili tedavi ve korunma yolu genellikle bulunmayan mikroorganizmalar bu grupta yer alir.





[image: image9.png]Tablo 2. Risk gruplarina karsilik biyogiivenlik seviyeleri.
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Laboratuvar
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2 Temel
Biyogiivenlik
seviye 2 (BSL-2)

3 Tecrit
Biyogiivenlik
seviye 3 (BSL-3)

4 Maksimum tecrit
Biyogiivenlik
seviye 4 (BSL-4)

* Temel 6gretim
laboratuvari

* Arastirma
laboratuvari

* Halk saglig1
laboratuvari

* Klinik
mikrobiyoloji
laboratuvari

* Arastirma
laboratuvari

o Ozel tanm
laboratuvari

* Arastirma
laboratuvari

* Cok tehlikeli
patojen ¢alisma
laboratuvari

o Iyi laboratuvar
uygulamalan (ILU)

ILU ile birlikte

* Biyolojik tehlike
isareti

* Koruyucu giysi
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BSL-2’ye ilave

olarak

 Ozel koruyucu
giysi

* Kontrollii
girig-gikig

e Tek yo6nlii hava
akimi/negatif
basing

BSL-3’e ilave olarak
* Hava kilitli giris

* Duslu ¢ikig

« Ozel atik sistemi

Gerekmez (ag¢ik banko
caligmasi yeterlidir)

Acgik banko yaninda
potansiyel aerosol i¢in
biyogiivenlik kabinleri
(BGK)

BGK ve/veya tiim
aktiviteler i¢in diger
birincil korunma
ekipmanlar1

Sinif III/BGK veya
Simif II/BGK ile
birlikte pozitif basingh
ozel koruyucu giysi





[image: image10.png]Tablo 3. Biyogiivenlik seviyeleri alt yap: ve tasarim gerekleri.

Biyogiivenlik seviyesi

1 2 3 4

Laboratuvarin izolasyonu® Hayir Hayir Evet Evet
Odanin (buhar ile) dekontaminasyon i¢in Hayir Hayir Evet Evet
tamamen kapatilabilmesi
Havalandirma

o Igeriye dogru hava akim Hayir Istege bagh Evet Evet

* Kontrollii hava akimi saglanmasi Hayir Istege bagh Evet Evet

* Dis ortama atilan havanin HEPA Hayir Hayir Evet/Hayir® Evet

filtreden atilmasi

Cift kap girig-¢ikis Hayir Hayir Evet Evet
Hava kilidi (airlock) Hayir Hayir Hayir Evet
Duslu hava kilidi Hayir Hayir Hayir Evet
Giris alanm (anteroom) Hayir Hayir Evet -
Duslu giris alam Hayir Hayir Evet/Hayir® Hayir
Siv1 atiklarin iglenmesi/ozel atik Hayir Hayir Evet/Hayir® Evet
isleme sistemi
Otoklav

* Yaninda (ayni katta veya ulagilabilir Hayir Istege bagh Evet Evet

durumda)

* Laboratuvar iginde Hayir Hayir Istege bagh  Evet

* Cift yonlii Hayir Hayir Istege bagh  Evet
Biyogiivenlik kabini Hayir Istege bagh Evet Evet
Personel izlem-gozlem Hayir Hayir Istege baghd Evet

2 Genel insan trafiginden, fonksiyonel ve gevresel izolasyon.

b Cikigin bulundugu yere bagl.

© Laboratuvarda kullamlan mikroorganizmaya bagl.

4 Ornegin; pencere, kapali devre monitérize izleme, ¢ift yonli iletigim vb.





TEMEL LABORATUVARLAR 

Biyogüvenlik Seviye 1 (BSL-1) ve Seviye 2 (BSL-2) Risk grup 1 içinde yer alan mikroorganizmalarla çalışmalar oldukça güvenli kabul edilmesi dolayısıyla alınması zorunlu olmayan birçok önlem göz ardı edilebilir. Ancak yinede bu grup için gerekli BSL-1 laboratuvarlarında iyi mikrobiyal uygulamalar (örneğin; güvenli) tercih edilmelidir. Klinik tanı (mikrobiyal, biyokimyasal ve patoloji gibi) laboratuvarları minimum BSL-2 olmalı, önlem ve uygulamaları risk değerlendirmesi sonucunda amaca uygun şekilde dikkatle seçmelidir. Temel laboratuvarlarda kesici-delici araç, gereç ve aletler özel önem taşımakta atık sistemi ve önlemler genel olarak bunların doğuracağı tehlikelere yönelik olmalıdır.
BSL-1/BSL-2 laboratuvarları minimal aşağıdaki gibi düzenlenmelidir: 

1. Laboratuvar içinde güvenli şekilde çalışma, temizlik, dezenfeksiyon ve bakım/onarım için yeterli alan bulunmalıdır.

 2. Duvar, yer ve tavanlar düz, sıvı/su geçirimsiz, kolay temizlenebilir, kimyasallara (asit, alkali ve diğer aşındırıcılara) dayanıklı olmalıdır. Yerler ayrıca kaymayı önleyici şekilde yapılandırılmalıdır. 

3. Çalışma bankoları asit, alkali, organik çözücülerle, dezenfektanlara ve orta derece hararete dayanıklı olmalıdır. 

4. Işıklandırma uygun olmalı, parlama, çok fazla ve az aydınlatmadan kaçınılmalıdır. 

5. Laboratuvar mobilyaları dayanıklı olmalı, bankolar ve mobilyalar arası/altı temizlemeye ve dezenfeksiyona uygun olmalıdır. 

6. Laboratuvarda kullanılan sarf ve kimyasalların kullanımı ve depolanması amaca uygun şekilde sistematize edilmelidir. Laboratuvar içi, çalışma alanları ve bankolarda düzensiz ekipman ve sarf maddeleri bulundurulmamalıdır. Fazla miktarlar laboratuvar dışında depolanmalıdır. 

7. Tehlikeli veya zararlı kimyasallar (radyoaktif materyaller ve sıkıştırılmış/sıvılaştırılmış gazlar) uygun ve güvenli şekilde saklanmalıdır.

 8. Yemek yemek, dinlenmek ve benzeri şahsi ihtiyaçlar için gereken alanlar laboratuvar dışında konuşlandırılmalıdır.

 9. Her bir çalışma alanında lavabo ve atık su sistemi bulunmalı ve bu mümkünse çıkış kapısı yanında olmalıdır. 

10. Kapılar da bir gözlem penceresi bulunmalı ve tercihan kendiliğinden kapanan tipte yapılmalıdır.

 11. BSL-2 için, ulaşılabilecek durumda otoklav ya da uygun dekontaminasyon sistemi bulunmalıdır. 

12. Güvenlik sistemi; elektrik, yangın, acil çıkış, acil duş gibi sistemlerden oluşturulmalıdır. 13. Acil yardım odası ve kiti sağlanmalıdır. 

14. Yapı yeniden yapılıyor ise uygun mekanik havalandırma sistemi kurulabilir. Bu sistem laboratuvar dışı alanlardan havanın resirküle etmesini önleyecek şekilde olmalı, laboratuvar içine doğru (laboratuvar içinden tek yönlü geçiş olacak şekilde) mekanik ventilasyon ve havalandırma sağlamalıdır. Eğer bu mümkün değilse pencereler açılabilir ancak haşarat girişine engel olacak şekilde tasarımlanmalıdır. 

15. Temiz su devamlılığı sağlanacak şekilde yedek depo sistemi ile desteklenmelidir. Atık suların, genel atık sistemi içerisinde geri dönüşümsüz biçimde atımı sağlanmalıdır.

16. Acil durumlarda alınması gerekli önlemler (güvenli çıkış gibi) için hemen devreye girecek jeneratör bulunmalıdır. 

17. Her türlü güvenlik amacıyla (yangın, hırsızlık, deprem vb. gibi) bina, kapı ve penceleri sağlam ve güvenli şekilde tasarımlanmalıdır.

TECRİT LABORATUVARI (BİYOGÜVENLİK SEVİYE-III/BSL-3) 

Esas itibariyle aerosol yol ile bulaşan infektif mikroorganizmalar için alt yapı, uygulamalar ve prensipleri içerir. Tecrit laboratuvarı/BSL-3 risk grup 3’te yer alan mikroorganizmalar ile yoğun, yüksek konsantrasyon ve hacimsel olarak fazla miktarlarda çalışılan risk grup 2 mikroorganizmaların çalışılacağı laboratuvarlar için oluşturulmalıdır. Tecrit laboratuvarı, öncelikle BSL-2 koşullarının tamamını gözden geçirilmesi, amaca uygun şekilde yerine getirilmesinden sonra ilave alt yapı ile birlikte, güçlendirilmiş ve geliştirilmiş teknik, uygulama ve önlemleri içerir.
Laboratuvar Alt Yapı ve Tasarımı
1. Laboratuvar mümkünse ayrı bir binada ya da insan trafiğinden en uzak kör koridor sonu gibi bir yere konuşlandırılmalıdır. Giriş-çıkış alanı (anteroom) giysilerin ayrı şekilde tutulduğu bir alan olarak kullanılmalıdır. 

2. Giriş-çıkış alanı kendiğinden kapanan, tercihan kilitlenebilen iki kapılı olmalı, her iki kapı aynı anda açılmamalı veya açılamamalıdır. Ayrıca acil çıkış bulunmalıdır. 

3. Laboratuvar ve havalandırma sistemi buhar dezenfeksiyonuna uygun, kapatılabilir ve izolasyon yapılabilir olmalıdır.

 4. Duvar, tavan ve yer yüzeyleri kolay temizlenebilir, suya ve dezenfeksiyona dayanıklı olmalıdır. Yerler mümkünse antistatik ve antibakteriyel malzemeden (epoksi gibi) yapılmalıdır. 

5. Pencereler dayanıklı ve kapalı olmalıdır.

 6. Lavabo ayak, dirsek veya fotosel ile kontrol edilebilen tipte ve çıkışa yakın bir yerde bulunmalı, atık su sisteminin geri tepecek önlemleri alınmalıdır. 

7. Hava akımı mekanik olarak laboratuvar içine yönlendirilmeli, ölçülebilir düzeyde tutulmalıdır. 

8. Laboratuvar içerisine alınan ve dışarı atılan hava binanın diğer alanlarında resirküle etmemelidir. Giren ve/veya çıkan hava çıkış bacasının bulunduğu yere ve laboratuvarda çalışılan mikroorganizmaya göre “High Efficiency Particulate Air (HEPA)” filtreden geçirilip geçirilmeyeceğine karar verilmelidir.

 9. Tüm HEPA filtreler kolay değiştirilebilir, ölçülebilir (kontrol, etkinlik ve performans testleri için) ve dekontamine edilebilir olmalıdır. 

10. Biyogüvenlik kabinleri çalışma sırasında kabinin hava akımını bozacak (ventilasyon sistemi, geçiş trafiği ve giriş-çıkış kapısı gibi) dolayısı ile güvenli kullanımına engel olacak faktörlerden uzak bir yere konuşlandırılmalıdır.

 11. Biyogüvenlik kabinlerinin dış ortam bağlantısı laboratuvar içi basınç değişimlerinden etkilenmeyecek şekilde monte edilmelidir.

12. Laboratuvar içerisinde otoklav bulunmalıdır. Tüm katı ve sıvı atıklar dekontamine veya strerilize edildiklen sonra atılmalıdır. İnfeksiyöz maddeler veya atıklar dekontamine ya da sterilizasyon amacıyla başka bir alana taşınacak ise tamamen kapatılmış, dayanıklı, kırılmaz, sızdırmaz kaplar içerisinde güvenlik ve biyogüvenlik önlemleri alınmış olarak transfer edilebilir. 

13. İyi bir dokümantasyon sistemine sahip olmalıdır. Laboratuvar planları, uygulamalar, teknikler, kazalar, personel medikal takip sistemi kayıtları sistematize edilmelidir. 
MAKSİMUM TECRİT LABORATUVARI (BSL-4) 
Bu laboratuvar son derece güçlendirilmiş ve geliştirilmiş biyogüvenlik alt yapı, önlem ve uygulamalarına sahiptir. Hayati tehlikenin fazla olduğu risk grup 4 içerisinde yer alan virüsler bu laboratuvarlarda çalışılmalıdır. 

Birincil korunma amacıyla iki farklı tipi vardır: 

a. “Kabin” laboratuvarı (Sınıf III BSC Laboratuvarı), 

b. “Suit” laboratuvarı. 

1. Birincil korunma yöntem ve ekipmanları güçlendirilmedir. Laboratuvarın alt yapı, uygulamalar ve risk değerlendirmesine uygun BSC seçilmelidir. Kabin laboratuvarında BSC Sınıf III kabinler zorunludur, suit laboratuvarlarında Sınıf I veya Sınıf II kabinler kullanılabilir. 

2. Giysiler özel tasarımlanmış ve laboratuvar tipine uygun (suit laboratuvarlar için pozitif basınçlı giysiler gibi) olmalıdır. 

3. Giriş-çıkışlar son derece kontrollüdür. Laboratuvarda en az iki kişinin birlikte çalışması zorunlu olup görevli ve sorumlular dışında laboratuvara giriş yapılamaz. 

4. Maksimum kayıt ve sağlık sürveyansı zorunludur. 

5. Havalandırma mekanik kontrollü kombine filtre sistemlerine sahiptir. 

6. Uygulama ve teknikler maksimum kontrol esasına dayanır. 

7. Dekontaminasyon, sterilizasyon ve atık sistemleri özel yapılandırılmıştır. 

8. İlave ikincil korunma alt yapılarına sahiptir. Hava kilitli oda (air-lock), duşlu çıkış vb. önlemler güçlendirilmiştir. 

9. Acil enerji sistemi vazgeçilmez bir alt yapı elemanıdır. Özetle bu tür laboratuvar yapımı ve içerisinde çalışılması oldukça profesyonel bilgi, risk değerlendirme, kurulum ve işletim sistemlerine sahip olmalıdır.
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SONUÇ RAPORU
DENEY 2
 Sterilizasyon Ve Yöntemleri, Cam Malzeme Sterilizasyonu, Otoklav Kullanımı, Besiyerlerinin Sterilizasyonu, UV Ve Isı İle Sterilizasyon
GİRİŞ 
Bir maddenin üzerinde veya içinde bulunan tüm mikroorganizmaların vejetatif ve spor şekillerinden arındırılma işlemine sterilizasyon denir. Başka bir deyişle; bir maddenin üzerinde veya içinde bulunan tüm mikroorganizmalardan arındırılma işlemine sterilizasyondur (). Sterilizasyon sonrasında hastalık yapan ya da yapmayan tüm mikroorganizmalar öldürülmekte veya ortamdan uzaklaştırılmaktadır ().Sterilizasyon cansız maddelerde bulunan mikroorganizmaların, sporlar dahil tüm yaşam şekillerinin öldürülmesi işlemine denilmektedir. Dezenfeksiyon ise cansız maddelerin yüzeyinde bulunan mikroorganizmaların yok edilmesi işlemidir. .Bir malzemenin steril kabul edilebilmesi için malzemelerdeki canlı mikroorganizma kalma olasılığının teorik olarak 10-6 veya altında olabilmesi için gereken şartların sağlanması Sterilite Güvence Düzeyi olarak tanımlanmaktadır (). Bir mikroorganizmanın teşhisi ancak saf kültür halinde üretilmesi ile mümkündür.  Bu durum ancak besiyeri, cam eşya ve diğer aletlerle steril şartlarda çalışarak diğer mikroorganizmaların karışmasını önlemekle olur. 
Sterilizasyondan önce malzemeler sterilizasyona hazırlanır.  Pipetler, cam ya da madenden yapılmış silindir şeklindeki kutulara konur ve kutuların ağzı kendi kapakları ile ya da pamukla kapatılarak steril edilir.  Tüp, balon gibi cam eşyanın ağzı pamuklanır. Kullanılan pamuk uzun elyaflı olmalı ve tozlu olmamalıdır. Bunun için yağı alınmamış pamuk kullanılır.  Steril eşyanın ağzı ve üstü kapalı bulunduğundan, bunların dışı ellendiği halde iç kısmı dış ortamla temasa gelmez ve steril kalır. Steril olan bir ortama mikropların bulaşmasına kontaminasyon adı verilir.
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Şekil 1. Bazı aletlerin sterilize edilmiş hallerinin muhafaza etmelerini göstermektedir.

STERİLAZYON YÖNTEMLERİ:

Sterilizasyon yöntemleri; Isı ile sterilizasyon, Işınlarla sterilizasyon, Filtrasyon ile sterilizasyon, Kimyasal maddelerle sterilizasyon olmak üzere  dört farklı yöntem vardır(Tablo 1). Bu deneyde ısı ile sterilizasyon üzerinde durulacaktır.
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Tablo 1.Sterilizasyonda kullanılan yöntemlerin şeması.

1.ISI İLE STERİLİZASYON
Bilindiği gibi ısı ile sterilizasyon en kolay, en ucuz, en güvenilir, nontoksik ve insandan kaynaklanan uygulama hatalarına en seyrek rastlanılan yöntemdir. Isı mikroorganizmaların enzim ve yapı proteinlerini irreversible olarak koagüle ve denatüre eder. 80-85°C’de vejetatif bakteriler saniyeler içinde ölür. Isı ile sterilizasyonda en sık kullanılanı basınç altında nemli ısı ile yapılanıdır Bu yöntemin uygulanmasında ısı ile steril olacak eşyanın yüksek ısıya dayanıklı olmasına dikkat edilmelidir Uygulanan yüksek ısı etkisi ile hücre proteinleri koagule olarak, yani pıhtılaşarak canlılıklarını kaybederler. Isı ile sterilizasyon kuru ısı ve nemli ısı olmak üzere iki başlıkta yapılır.

1.1. KURU ISI İLE STERİLİZASYON
a) Yakma ve alevden geçirme  
Biyoloji alanındaki laboratuvarlarda en sık kullanılan bir yöntemlerdir. Laboratuvarda çalışma sırasında öze, iğne, pens, tüp ağzı, bistüri, pipet ucu, cam çubuk, lam gibi cam ve metal gereçlerin dış yüzlerinin sterilizasyonunu bu yöntemlerle sağlanabilir. 

b)Kuru sıcak hava fırınında (Pastör fırını) sterilizasyon
  Pastör fırını, termostatlı ve elektrik ile çalışan, üzerinde sıcaklık ve zaman ayarı için gösterge ve düğmeleri olan fırınlardır. Fırında nem olmaksızın kuru sıcak ortam sağlanır. Nem olmadığı için sterilizasyonu sağlamak üzere yüksek sıcakların uzun süre uygulanması gerekir.  Pastör fırınında sterilizasyon süresi: 
• 170°C’de 1 saat 

• 160°C’de 2 saat 

• 150°C’de 2,5 saat  

Pastör fırınında, cam ve metalden yapılmış araçlar (tüp, balon, pipet, petri kutusu, penset, makas, bistüri gibi); nemin içlerine ulaşamaması nedeniyle otoklavda sterilize edilemeyen yağlar (parafin, vazelin gibi), tozlar, süzgeç kağıtları; yüksek ısıda bozulmayan diğer malzemeler sterilize edilir.
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Şekil 2. Yakma ve alevden geçirme ve  Kuru sıcak hava fırınında (Pastör fırını) sterilizasyonun gösterimi.
1.2 NEMLİ ISI İLE STERİLİZASYON
Bu yöntemle kuru ısı ile steril edilemeyen, yani yüksek kuru ısıya dayanıksız malzemelerin sterilizasyonu yapılır. Sıcak su ve buharlı ısı olmak üzere iki şekilde yapılmaktadır.

A) SICAK SU İLE STERİLİZASYON
A.1) Kaynatma 

Cam ve metal aletler sterilize edilebilir. 100°C'de 30 dk kaynatılarak uygulanır. Sterilize edilecek araçlar kabın içinde suya tamamen batmış olmalı ve içlerine su tamamen dolmalıdır. Güvenilirliği tartışmalıdır.
A.2) Tindalizasyon
Bu yöntem parçalı (fraksiyone) ısı uygulama işlemidir. Yüksek ısılara dayanamayan; sıvı besiyerleri, serumlar, aşıların sterilizasyonunda kullanılabilir. Sterilize edilecek sıvılar cam balonlara konularak Ben Mari'ye yerleştirilir. Sterilize edilecek sıvının ısıya dayanma durumuna göre sıcaklık, 60°C ile 100°C arasında bır sıcaklığa ayarlanır. Ben Mari'de(su banyosu) üç gün üst üste ısı uygulanır. 60°C'de tutuluyorsa üç gün, günde birer saat; 80-100°C'de tutuluyorsa üç gün, günde otuzar dakika Ben Mari'de bekletilir[image: image16.png]


Şekil 3. Kaynatma ve tindasyon işelmlerinin gösterimi
B) BUHARLI SU İLE YAPILAN STERİLİZASYON

Kaynamakta olan su buharlaştığında oluşan buhar ısıyı her tarafa taşır, boşluklara iyi nüfuz eder.

B.1)Basınçsız su buharı (Koch kazanı)  
Bu yöntemle sterilizasyonda Koch kazanı kullanılır. Akım halindeki su buharından yararlanılır. Hastanelerde kritik malzemelerin sterilizasyonunda kullanılması tavsiye edilmez. 100 santigrat derecede akı halindeki buharla yapılmaktadır.

B.2 )Basınçlı su buharı uygulaması  

Otoklav denen aletlerde uygulanır. Ortamda basınç yükseldikçe suyun kaynama derecesi yükselir. Basınç altında su buharının  ısısı 100°C'den yüksektir. Böylece 100°C'nin üstündeki ısı ile sterilizasyon sağlanır. Güvenilir bir uygulamadır ve hastanelerde kritik araçların sterilizasyonunda en yaygın olarak kullanılan yöntemdir. Isıya dayanıksız malzemelerin sterilizasyonunda kullanılmamalıdır. Otoklavlarda ısıya dayanıklı besiyerleri, eriyikler, cam eşya ve laboratuvar malzemeleri, cerrahi aletler, pansuman setleri ve diğer kritik araçlar sterilize edilir. Otoklavlar içlerindeki soğuk havanın sıcak hava ile nasıl yer değiştirdiğine bağlı olarak başlıca iki tiptir(Çalışma prensibi düdüklü tencereye benzetilebilir.): 
• Yer çekimli otoklavlar; Ortama buhar (sıcak hava) geldikçe yerçekimi etkisi ile soğuk hava otoklav odacığının dışına çıkar ve sonuçta kabin buhar ile dolar Bu aşamada çıkış valfi kapanır ve döngü başlar. Bu sistemin etkin çalışması için valflerin kapatılmamış olduğuna ve haznenin aşırı doldurulmamış olduğuna dikkat edilmelidir. Sıvıların sterilizasyonu için kullanılabilir, lümeni olmayan malzemeler için uygundur. 
• Vakumlu otoklav; Önce vakumla içerideki soğuk hava boşaltılır, boşaltma valfi kapanır ve ardından kabin içine buhar girişi olur. Vakumlu otoklavlarda, yerçekimli otoklavlarda karşılaşılan hava sıkışma problemleri yaşanmaz.  Günümüzdeki otoklavların çoğu bu iki tipin bir karışımıdır. Otoklavda sterilizasyon süresi basınç ve ısıya bağlı olarak değişir(121 °C'de  ). 
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Şekil 4. Otoklav ve çeşitlerinin gösterimi
Buhar sterilizasyonu  Avantajları  
Toksik değildir 

 Cihaz döngülerinin kontrolü ve monitörizasyonu basittir 

 Hızlı bakterisidal etki elde edilir  

Pahalı değildir  

Organik/inorganik maddelerin varlığından az etkilenir 

 Medikal paketlere, lümenlere iyi penetre olur 

Dezavantajları
 Isıya duyarlı malzemelere uygulanamaz  

Yanık ve kaza riski vardır
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Şekil 5. Otoklav sterilizasyon kontrolü için kullanılan otoklav bandı.
2. IŞINLARLA YAPILAN STERİLİZASYONLAR
Işınlama ile sterilizasyonun uygulama alanı sınırlıdır. Isı ve diğer yöntemlerin kullanılamadığı ortamların sterilizasyonunda ışınlardan yararlanılır( İyonizan (x,a, b, g) ,Ultraviyole (UV))

UV ışınları, radyasyon enerjilerinin azlığı ve penetrasyon yeteneklerinin çok sınırlı olması nedeniyle sterilizasyondan çok dezenfeksiyonda kullanılırlar. Hastane, koğuş, ameliyathane, laboratuvar, doku kültürü odaları, PCR kabinleri gibi alanların hacim dezenfeksiyonunda kullanılır. 

İyonizan Işınlar: Kritik araçların imalat sırasında ambalajlanıp iyonize ışınlarla sterilizasyonundan sonra kullanıma sunulması büyük kolaylık sağlar8Plastikten yapılmış protez, kalp kapakçığı, kateter, katküt, kan verme apareyleri, lastik eldiven gibi)
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Şekil 6. UV ışınların kullanıldığı bazı yerlerin gösterimi

. 

Deneyin Amacı

1.2.1. Fizyolojik Tuzlu Su (Serum Fizyolojik-FTS) FTS; tıp, diş sağlığı ve veteriner hekimlik gibi birçok sağlık alanında yaraların temizlemesi, solunum yolu enfeksiyonları sonucunda tıkanan burunların açılması vb. amaçlarla kullanıldığı gibi laboratuvar uygulamalarında da sıklıkla yararlanılan tuzlu su çözeltisidir. Genel amaçlı seyreltme çözeltisi olarak yararlanılan fizyolojik tuzlu suyun (% 0.85–0.90’luk NaCl) hazırlanması

i. 
% 15’lik Sodyum Klorür Çözeltisi yüksek tuz konsantrasyonunu seven (halofilik), diğer bir ifadeyle gelişmesi için sodyum klorüre ihtiyaç duyan mikroorganizmaların teşhis ve sayımlarında dilüsyon sıvısı olarak kullanılmaktadır.
ii.  % 20’lik Glikoz Çözeltisi Reçel, meyve suyu konsantresi gibi yüksek şekerli örneklerde, yüksek şeker konsantrasyonuna dayanıklı (osmotik basınca dayanıklı-osmotolerant) ya da yüksek şeker konsantarsyonunu seven (osmofilik) mikroorganizmalarla ilgili çalışmalarda kullanılan seyreltme çözeltisidir
Bu çözeltilerin hazırlanması ve otoklavlanması hedeflenmektedir.

MATERYALLER

· Test Tüpleri, 
· Erlenmayer Veya Balon,
· Hassas Terazi

METOD

Fizyolojik Tuzlu Su (Serum Fizyolojik-FTS  Hazırlanışı 

( 8,5 g NaCl 1000 ml saf su içerisinde çözündürülür. 

( Test tüpü, erlenmayer veya balon gibi cam malzemelere gerekli miktarlarda dağıtılır. 

( Sterilizasyona hazırlanır. 

( Otoklavda 121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

% 15’lik Sodyum Klorür Çözeltisi
 Hazırlanışı
( 150 g sodyum klorür üzerine damıtık sudan azar azar eklenerek 1000 ml’ye tamamlanır ve çözündürülür. 

( Tüplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.) dağıtılır. ( Sterilizasyona hazırlanır. 

( Otoklavda 121°C’de 20 dk. sterilize edilir. 

% 20’lik Glikoz Çözeltisi Hazırlanışı
( 200 g glikoz üzerine damıtık sudan azar azar eklenerek 1000 ml’ye tamamlanır ve çözündürülür. 

( Tüplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.) dağıtılır. 

( Sterilizasyona hazırlanır. 

( Otoklavda 115°C’de 20 dk. sterilize edilir.

KAYNAKLAR 
1. Centers for Disease Control and Prevention: Sterilization or disinfection of medical devices: general principles. http://www.cdc.gov/ncidod/hip/sterile/sterilgp.htm 
2. Çaylan R. Sterilitenin kontrolü. Günaydın M, Sünbül M (editörler). 3. Sterilizasyon Dezenfeksiyon Kongre Kitabı. Ankara: Bilimsel Tıp Yayınevi, 2003:93-8.
3. Gürgün V, Halkman AK. Sterilizasyon. Mikrobiyolojide Sayım Yöntemleri 1. Gıda Teknolojisi Derneği Yayın No: 7. Ankara: San Matbaası, 1988:160.
4. http://www.blink.ucsd.edu/Blink/External/Topics/policity/0,1162,13218,00.htm 
5. http://www.met.uk.com/indicators.htm 6. http://www.sterilizers.com 7. ISO basınçlı buharla sterilizasyona yönelik yayınlanmış standartlar: http://www.iso.ch/isob 
6. Kaya E, Aydın Ö, Özgüç H, Özakın C, Tokyay R, Gökırmak F. Buhar otoklavı sterilizasyonunda kimyasal ve biyolojik indikatörler. Klinik Deneysel Cerrahi Dergisi 1997;5:145. 
7. Özinel MA. Sterilizasyonun kontrolü ve uluslararası standartlar. Günaydın M, Esen Ş, Saniç A, Leblebicioğlu H (editörler). Sterilizasyon Dezenfeksiyon ve Hastane İnfeksiyonları. 1. baskı. Samsun: SİMAD Yayınları, 2002:17-23
8. Saniç A. Sterilizasyon kontrolü: Hangi yöntemler kullanılmalı? Nasıl denetim yapılmalı? Hastane İnfeksiyonları Dergisi 2004;8:234-9
SONUÇ RAPORU
Deney 3
HÜCRELER ARASI GEÇİTLER VE MADDE ALIŞVERİŞİ 

Hazırlık Sorusu : Hücre zarında bulunan maddeleri ve bunların görevlerini sıralayınız.
GİRİŞ

Hücre zarı, akıcı mozaik zar modeli olarak adlandırılan yapıda çift katlı bir zardır. Kalınlığı 75-120 AO dur. Temel olarak iki sıra fosfolipit tabakasından oluşur. Bu maddeye ek olarak hücre zarı yapısında proteinler, glikolipitler ve glikoproteinler bulunur. Bu proteinlerden büyük olanları zarda enine uzanarak hücre zarındaki porları oluştururlar. Zarın geçirgenlik fonksiyonu, içi ile dışı arasındaki madde alışverişi ile tayin edilir. Canlı olan hücre zan belli büyüklükteki iyon ve moleküllerin geçmesine uygundur. Zarın seçme yeteneği kendisini meydana getiren, canlı maddeyi teşkil eden biyokolloidlerinden kaynaklanır. Genel olarak su ve küçük moleküllü maddeler hücre porlarından geçebilirlerken, polimer maddeler geçemezler.
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Şekil 1   Bitki hücre çeperinin yapısı

Bitkisel hücrelerde hücre zarının dışında hücre çeperi adı verilen ve hücreye belli bir şekil veren dayanıklı bir örtü ile çevrilmiştir. Pek az bitkisel hücre bu örtüden yoksundur. Hücre çeperinin kalınlığı hücre tipine ve yaşına göre farklılık gösterir. Hücre çeperi protoplazmanın bir ürünüdür. Bu yapının ana maddesi selülozdur. Çeperler bitişik hücrelerde birbirine pektin maddesi ile bağlanırlar. 

Çeperlerin fazla kalınlaşması sonucu iki komşu hücre arasındaki ilişki sınırlanmış olur. Komşu hücreler arasındaki ilişkiyi sağlamak amacıyla çeperde yer yer kalınlaşmamış bölgeler kalır. Bu bölgelere geçit adı verilir. Genellikle komşu hücrelerdeki geçitler karşı karşıya gelerek geçit çifti denilen tek bir yapı halinde birleşirler. Geçitlerde iki hücre arasında bir geçit zarı bulunur.  

Hücrede Madde Alışverişi 

Hücre zarından geçebilecek büyüklükteki maddeler hücre zarından değişik fiziksel olaylarla geçerler. Bu fiziksel olaylar şunlardır. Difüzyon, sıvı ve gaz halindeki moleküllerin yine sıvı ve gaz ortamda çok yoğun ortamdan az yoğun ortama doğru hareket etmeleri olayıdır. Burada hareket maddenin konsantrasyonunun çok olduğu taraftan az olduğu tarafa doğrudur. Çözünmüş maddelerin bir zardan difüzyonuna ise diyaliz denir. Osmoz, su ya da çözücü moleküllerin bir zardan difüzyonuna verilen isimdir. Difüzyon ve osmoz, kendiliğinden olan olaylardır. Her ikisinden de esas, moleküllerin yüksek konsantrasyonlu oldukları ortamdan düşük konsantrasyonlu oldukları ortama kendiliğinden gitmeleridir. Bu hareket, ortamda yoğunluk eşit oluncaya ya da ortamlar arasında konsantrasyon farkı ortadan kalkıncaya kadar devam eder. Aktif taşınma, difüzyonun tersine moleküllerin bir eneği harcanmasını gerektirerek düşük konsantrasyonlu oldukları ortamdan yüksek konsantrasyonlu oldukları ortama doğru gitmeleridir. Canlılardaki bazı moleküllerin belli organ ve dokularda biriktirilmeleri için aktif taşınma çok önemli bir olaydır. 

Büyük katı ve sıvı haldeki maddeler hücre zarından geçemedikleri için bunların hücre içine alınmaları değişik olaylarla olur. Bu olaylardan fagositoz (yeme), katı maddelerin hücreler tarafından yalancı ayak çıkarılarak; pinositoz (içme), cep yaparak sıvı maddelerin içeri alınmaları olaylarıdır, Hücre özsuyu bir osmotik potansiyele sahiptir. Bu gayede su çeker. Çekilen su ile hacim artar ve bir iç basınç meydana gelir. Bu basınçla çeper gerilir. Hücrenin bu şekilde su alarak şişmesine turgor, meydana gelen basınca da turgor basıncı denir. Otsu bitkiler turgor basıncı ile direnç kazanırlar. 

Turgor halindeki bir hücreyi yoğunluğu hücre özsuyu yoğunluğundan daha fazla olan (hipertonikj bir ortama koyacak olursak, hücre suyunu yavaş yavaş dış ortama verir. Bunun sonucu hücre biraz küçülür. Protoplazma da hücre zarından ayrılarak büzülür. Bu olaya plazmoliz denir. 

Plazmolize uğramış bir hücre saf su içine (hipotonik ortam) konursa hücre dış ortamdan su alır ve hacmi artar. Hücre gerilir ve turgor haline ulaşır. Bu olaya da deplazmoliz denir. 

Ödev Sorusu : Bitki ve hayvan hücrelerinde gerçekleştirilen madde alışverişleri arasındaki farklar nelerdir?

BİTKİ HÜCRELERİNDE GEÇİTLERİN İNCELENMESİ 

DENEYİN AMACI 

Bitki hücreleri arasında madde alışverişinin gerçekleşmesini sağlayan geçitlerin incelenmesi. 

MATERYAL 

Mikroskop, lam, lamel, su, damlalık, bisturi, jilet, Allium cepa (soğan), Pinus sp., (çam) odunu, iyot çözeltisi. 

METOD

1. Basit geçitleri incelemek için soğan zarından iyot çözeltisi ile boyayarak preparat hazırlayınız. 

2. Hücre çeperini büyük objektifle inceleyerek basit geçitleri görüp, şekillerini çiziniz. 

Kenarlı geçitleri incelemek için Pinus sp. (Çam) odunundan boyuna teğetsel kesitler alarak preparat yapınız, İyot çözeltisi ile boyayıp inceleyerek şeklini çiziniz.

BİR ZARDAN DİFÜZYONLA GEÇME 

DENEYİN AMACI 

Bu çalışmada cansız bir zarda difüzyonu (dializ) incelememizin amacı, canlı hücrelerdeki difüzyonu anlamak için temel bir bilgi sağlamaktır. 

 MATERYALLER  

% 80 lik glikoz çözeltisi, eriyebilen nişasta çözeltisi, iyot çözeltisi, benedict ayıracı, 10 cm boyunda kuru ve temizlenmiş bağırsak parçası, beher bardağı, dereceli silindir, pipet, ince iplik, su. 

Deneyin Yapılışı 

Size verilen bağırsak parçasının bir ucunu sıkıca bağlayınız. Açık ucuna 5 cm kalıncaya kadar nişasta çözeltisi ile doldurunuz. Bunun içine 30 damla kadar glikoz çözeltisi katınız. 

1. Bağırsağın açık ucunu da iple sıkıca bağlayınız. Dışına bulaşmış olan glikoz ya da nişastayı temizlemek için muslukta yıkayınız. 

2. Dolu bağırsağı içinde su bulunan beher bardağına koyunuz. Bardaktaki suyun her 50 ml’ si için 5 ml olmak üzere içine iyot çözeltisi katınız. 15 dk sonra beherdeki suda glikoz arayınız. Aynı suda nişasta araması da yapınız. 

3. (Laboratuvar çalışması III 'ten bu işlemlerin nasıl yapılacağım hatırlayınız). 

4. Bağırsağın içinde meydana gelen değişikliği inceleyiniz. 

TARTIŞMA VE ÇİZİMLER 

1. Nişasta ve glikoza ne olmuştur? 

2. Deneyinizde zardan geçmeyen madde var mıdır? 

3. Bu deneyde biri diğerinin aksi yönünde geçen maddeler nelerdir? 

4. Yan geçirgen zardan geçebilen maddelerin geçiş yönleri neye göre değişmektedir? 

SONUÇ RAPORU

DENEY 4
Mikroskopların Teorik Ve Uygulamalı Olarak Tanıtımı ve Preparat İnceleme 


GİRİŞ

Mikroskop

İnsanoğlu, çıplak gözle 100 (m (0.1 mm) den küçük nesneleri göremez. Mikroskop böylesi küçük nesnelerin gözle görülmesini sağlamak amacıyla tasarlanmış bir alettir. Büyütme görevi görür. Mikroskop biyoloji ile uğraşanların çıplak gözle görülemeyecek kadar küçük canlıları incelemelerini sağlayan en önemli aygıttır. Işık demeti mikroskopta örneğin cam merceklerle büyütülmüş bir görüntüsünü gösterir.

Mikrokobu, ilk önce Hollandalı Zacharias Jacharias Janssen’in, 1590 dolaylarında bir telekobu tadil etmek suretiyle meydana getirdiği kabul edilmektedir. Ancak bu sıralarda bir başka Hollandalı, Alman, İngiliz ve İtalyan bilginleri de, mercek sistemi tersine çevrilmiş bir teleskobun, cisimleri büyütmek için kullanılabileceğinin farkına varmışlardır.

Nitekim dünyanın güneş etrafında döndüğünü açıkladığı için engizisyon işkencesine tabi tutulan ve dünyayı güneş etrafında döndüğünü iddia etmekten vazgeçmesi şartıyla Papa tarafından serbest bırakılan meşhur İtalyan bilgini Galilei, Galileo (1564-1642) iki mercek kullanarak bazı tecrübelerde bulunmuştu. Bugünkü mikroskobun ana prensiplerini ise 17. asırda Hollandalı Anton van Leeuwenhoek ve İngiliz Robert Hooke bulmuşlardır.
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Şekil 2   Bir bileşik monoküler mikroskop

Mikroskobun parçaları

Bileşik mikroskobun dört tip öğesi vardır (Şekil 1).

1. Destek elemanları mikroskobun metal parçaları olup büyütme elemanlarını desteklerler.

Ayak: Mikroskobu destekleyen mikroskop tabanı.

Kol:   Mikroskobun üst kısmını destekleyen parça.

Gövde Tüpü:  Büyütme elemanlarını (oküler ve objektifler) destekleyen dar uzun tüp.

Tabla: İncelenecek örneğin üzerine yerleştirildiği metal parçadır. Tabla genellikle hareketli değildir, fakat bazı mikroskoplarda yukarı aşağı hareket edebilir. Esnek olan mandallarla veya oynayabilen tabla sayesinde örnek istenilen konuma getirilir. Tablanın merkezindeki boşluğa dikkat ediniz.


2. Büyütme elemanları (optik sistem) birkaç mercekten oluşmaktadır. Işık mikroskobunda üç takım mercek vardır. 

Oküler mercek sistemi (bakma merceği) gövde tüpünün üst ucunda yer alır ve genellikle çıkartılabilir niteliktedir. Bununla birlikte, yerinden çıkartarak elinize almamanız gerekmektedir. Oküler üzerinde büyütme gücünü gösteren bir işaret bulunabilir (Tablo 1). Mikroskop oküleriniz olasılıkla 10x büyütme gücüne sahiptir. Bu, okülerin (gözlenen numunenin 10 misli büyütülmesi anlamına gelmez) bir görüntüyü 10 misli büyük hale getirdiği anlamını taşır.

Objektif mercek sistemi farklı uzunlukta ikiden dörde kadar olan objektiften oluşur. Bu objektifler metal parçaya vidalanmışlardır. Bu bölüm gövde tüpün (gövde) alt kısmında yer alır. Objektifler üzerinde ayrıca büyütme gücünü gösteren işaretler de bulunur (Şekil 1).

Mikroskobun toplam büyütme işlevi farklı merceklerin büyütme işlevlerinin ürünü olan bileşik sistem tarafından gerçekleştirilir. Sonuçta 10x oküler ve 10x objektifin toplam büyütmesi 10x10= 100 olarak saptanır. Tablo 1. de 10x okülerde farklı toplam büyütme güçleri verilmiştir.

Tablo 1

	Objektif
	Oküler
	Büyütme

	4x
	10x
	40x

	10x
	10x
	100x

	40x
	10x
	400x

	100x (yağ daldırma)
	10x
	1000x


Kondansör tabla ortasındaki açıklığın altında yer alan mercekler sistemi veya tek bir mercekten oluşur. İşlevi, geniş bir ışın konisini incelenen örneğe yansıtmaktır.

3. Işık kaynağı genellikle kondansör altında yer alan ayak üzerine yerleştirilmiş düşük voltajlı bir ampuldür. Bazı mikroskoplarda gün ışığı veya ayrı bir elektrik ampulü ışık kaynağı olarak kullanılabilir. Bu durumda bir ayna yardımıyla ortamdaki ışık, örnek üzerinde odaklanır. Gözlem için gerekli olan dar bir ışın demeti, diyafram, kondansör, tabla, objektif merceği ve görme (oküler) merceğine doğru yansıtılır. Işık ışını örnekten geçtiğinde, bunun sonucu ortaya çıkan görüntü gözlenebilir.

İris diyaframı tablanın altında yer almaktadır. Küçük bir tutamak yardımıyla açılıp kapanabilir. Numuneden geçen ışık miktarı bu şekilde ayarlanır.

4. Ayar düğmeleri (odaklama düğmeleri):  Örneğin belirgin ve net görülebilmesi için objektif merceği örnekten belirli bir uzaklıkta olmalıdır. Bu işlem, örneğin odaklanmasıdır. Örnek odaklandığında, numune ve objektif arasındaki mesafe çalışma uzaklığı olarak adlandırılır. Objektif gücünü yükselttiğinizde çalışma uzaklığı önemli ölçüde azalacaktır. Bu odaklama düğmeleri yardımıyla yapılır.

Kaba odaklama düğmesi hem tabla hem de gövde tüpünün yukarı aşağı hareket ettirilmesi için kullanılır. ‘Düğmenin birkaç kez döndürülmesi ile uzun mesafeler ayarlanır’.

İnce odaklama düğmesi hem tabla hem de gövde tüpünün yukarı aşağı hareket ettirilmesi için kullanılır ‘Düğmenin birçok kez döndürülmesi ile kısa mesafeler ayarlanır.

Düğmeler ayrı ayrı konumlarda olabileceği gibi, ikili bir kontrol düğmesi üzerinde bir arada da olabilirler.

Mikroskop kullanımı

1   Mikroskobu kolu size dönük olacak şekilde sert ve düzgün bir zemine yerleştiriniz. İris diyaframını açılabildiği kadar açınız. Işık kaynağını çalıştırınız.

2   Döner burun parçasını döndürerek düşük güçlü objektifin, tüpün altına gelmesini sağlayınız. Objektifin ‘tik’ sesiyle yerine oturduğundan emin olunuz.

3   Örneğin bulunduğu lamı tablaya yerleştirerek tabla üzerinde ortalayınız. Lamı tabla kıskaçları yardımıyla sabit hale getiriniz.

4   Mikroskoba yandan bakınız! Kaba odak ayarı düğmesini, çalışma uzaklığını mümkün olduğunca azaltacak şekilde döndürünüz. Objektif lama değmemelidir.

5   Daha sonra görme objektifinden (oküler) bakınız. Mikroskobunuzun bir adet görme oküleri varsa gözlem sırasında sadece bir gözünüzü kullanacaksınız. Kullanılmayan gözün kısılması yolunda bir eğilim olacaktır. Bunun sonucunda baş veya göz ağrısı olabilir. Bu nedenle her iki gözünüz açık olarak çalışmaya alışmalısınız. Gözlem sırasında gözlük kullanımına ihtiyacınız olmayacaktır.





    

Kaba ayar düğmesi ile numune görülebilir hale gelene kadar çalışma uzaklığını arttırınız.    Numuneyi görüş alanı içine alınız ve ortalayınız (Şekil 2).



Şekil 2
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6   Doğru miktarda ışık geçmiyorsa örneğin görülmesi zor olacaktır. Aynanın ayarlanması ve diyaframın açılması ile doğru aydınlatma sağlanabilir.

7   İnce ayar düğmesini kullanınız. Mümkün olan en keskin görüntüyü elde edene kadar odaklayınız.

8 Daha sonra lamı yerinden oynatmadan ve odaklama düğmelerine dokunmadan burun parçasını döndürünüz ve yüksek güçlü objektife getiriniz. Çalışma uzaklığı çok kısa olacaktır. Mikroskoba bakınız ve sadece ince odak ayarı düğmesini kullanarak ayar yapınız.

Önlemler

Mikroskop hassas ve pahalı bir aygıttır. Bu nedenle çok dikkatli kullanılmalıdır. Mikroskobun uygun kullanımı için aşağıda belirtilen önlemler alınmalıdır:

1 
Mikroskobunuz önünüzdeki sıraya yerleştirilmelidir. Lütfen başka bir yere taşımayınız. Taşımanız gerekiyorsa, daima kolundan tutarak ve tabanını diğer elinizle destekleyerek dik durumda taşımalısınız. Mikroskobu asla baş aşağı döndürmeyiniz.

2 
Merceklere asla elinizle dokunmayınız.

3 
Mercek temizliği için sadece özel mercek temizleme kâğıdı kullanınız.

4 
Mikroskobu kullanmadığınızda en düşük güçlü objektifi seçili konumda bırakınız.

5 
Sulu örnekler ile çalışırken daima lamel kullanınız. Sıvıların (boya) objektiflerle temasını engelleyiniz. Temas ettiği takdirde derhal laboratuvar sorumlusuna bildiriniz.

6 
Yağ daldırma objektifi ile yapılan incelemelerde özel bilgi gerekmektedir. Söylenmediği takdirde yağ objektifini kullanmayınız. 
5- Kaynaklar

· http://www.yok.gov.tr/egitim/ogretmen/kitaplar/biyo/oakbiyo/unite4.doc

http://egitek.meb.gov.tr/dersdesmer/son_deney/deneyler/deney01.htm
http://www.labomar.net/mikroskoplar.html
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Deney 5
Antibiyotiklerin Etkisinin Ölçülmesi (Antibiyogram)

GİRİŞ 

Antibiyotikler bakterileri öldüren doğal ya da sentetik bileşiklerdir. Bakteriler ve bitki gibi çeşitli ökaryotik canlılar tarafından doğal olarak sentez edilen organizmayı diğer mikroorganizmaların ataklarından koruyan antimikrobiyal etkiye sahip kimyasal maddelerdir (Lerner ve Wilmoth-Lerner, 2003). Antibiyotiklerden hem insan sağlığı hem de hayvan sağlığı için yararlanılır  (Carlı vd, 2011).

Bakterilerin antibiyotiklere duyarlılarını belirlemek için kullanılan yöntemlerden biri disk difüzyon yöntemidir. Bu teknikle izole edilen bakterilerin dirençli oldukları antibiyotiklerin belirlenmesini sağlanır. Pratik açıdan da oldukça etkin bir yöntemdir (Carlı vd, 2011).  Antibiyogram yapılırken etkene göre öncelikli antibiyotikler seçilmelidir. Çünkü her antibiyotik her etkene uygun değildir. Bunun yanı sıra geniş spektrunlu antibiyotikler hedeflenen bakterinin üremesini durdururken veya bakterileri öldürürken, diğer bakterilere de etki edebilmekte ve diğer bakterilerin direnç geliştirmesine yol açabilmektedir. Bu nedenle antibiyogram yaparken etkene yönelik antibiyotiklerin çalışılması yeterli değildir ve direnç gelişimini önleyici önlemler doğrultusunda seçici davranılmalıdır (Cockerill vd, 2011) .

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarında yapılan antibiyotik duyarlılık deneylerinde yaygın olarak National Commitee For Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) kuralları uygulanmakta ve sonuçlar bu kurallara göre yorumlanmaktadır. Test sonuçları az duyarlı, duyarlı veya dirençli olarak belirtilir (Şekil 1). Az duyarlılar, başka bir kontrendikasyon yoksa belirtilen etkene bağlı olan infeksiyonun, denenen ilacın uygun dozları ile tedavi edilebileceğini gösterir. Duyarlılar, MİK (minimum inhibisyon konsantrasyon) değerlerinin ilacın doku veya kan düzeylerine yakın olduğunu belirtir. Bu tip ilaçlar fizyolojik olarak konsantre edildikleri vücut bölgelerindeki enfeksiyonların tedavisinde kullanılabilirler. (Örneğin kinolonlar ve beta-laktamlar için idrar yolu infeksiyonlarında olduğu gibi). Dirençliler ise, bu izolatların ilacın normal sistemik düzeyleri ile inhibe edilemeyeceğini gösterir (Diren, 2002).
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Şekil 1: Disk Difüzyon Tekniği ile antibiyotik duyarlılık testi (Carlı vd, 2011).

Deneyin Amacı


Antibiyotiklerin mikroorganizmalara karşı dirençlerinin disk metodu kullanarak ölçülmesi.

MATERYALLER


Deneyde kullanılacak besiyeri 



Mueller-Hinton Agar
Deneyde kullanılacak bakteri özütü


Escherichia coli,  Staphylococcus aureus gibi antibakteriyel aktivitesine 


bakılacak olan test organizmaları

Deneyde kullanılacak sarf malzemeleri



Steril petri kutuları,  öze,  pens, bunzen, Antibiyotik diskleri. 
METOD


Disk Difüzyon Yöntemi’nde Aşağıdaki İşlemler Sırasıyla Uygulanır:

1. Mueller-.Hinton agar hazırlanıp ateş yanında petrilere dökülür ve donması beklenir. 
2. Petri tabanına test edilen organizma, antibiyotik ve deney grup bilgileri ile ilgili gerekli etiketlemeler yapılır. 
3. Öze yardımıyla test edilecek organizmaya ait 4-5 koloni alınır ve 2 ml steril tuz solüsyonunda sulandırılır. 
4. Tuz solüsyonu içeren tüp homojen bir solüsyon elde edene kadar vortekslenir.  

5. Steril bir eküvyon çubuğu bakteri solüsyonuna batırılır.

6. Eküvyon çubuğu ile tüm petriye çizgi ekimi yapılır. Petri 60’ar derece döndürülerek aynı eküvyon çubuğu ile tüm petri kaplanacak şekilde ekim yapılır (Hudzicki, 2009). 
7. Ekim yapıldıktan sonra antibiyotik emdirilmiş diskler pens ile agar üzerine yerleştirilir. Disklerin üzerine hafifçe pens ile bastırılarak disklerin agarla temasının tam olması sağlanır. 

8. Petriler ters çevrilerek 16-18 saat süreyle 37oC'de inkübe edilir. İnkübasyondan sonra antibiyotik disklerinin etrafında oluşan inhibisyon zonlarının çapı ölçülür. İnhibisyon zonu olmayışı antibiyotiğin mikroorganizmaya etki etmediğini gösterir (Özçelik, 1985).  
TARTIŞMA ve ÇİZİMLER

Petri kabında gördüğünüz inhibisyon zonlarını çiziniz ve yorumlayınız.

KAYNAKLAR 

1. Carlı T, Diker S, Yardımc H,  Şen A, Ülgen M, Çetin C, Akan M, Sareyyüpoğlu B. 2011. Temel Veteriner Mikrobiyoloji ve İmmünoloji. s:69. 978-975-06-1012-7.

2. Cockerill F, Wikler M, Bush K, Dudley M, Eliopoulos G, Hardy D, Hecht D, Hindler J, Patel J, Powell M, Thomson R, Turnidge J, Weinstein M, Zimmer B. 2011. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-First Informational Supplement. M100-S21. ISBN 1-56238-742-1. ISSN 0273-3099.
3. Diren Ş. 2002. Antibiyogram Yorumu. Ü. Cerrahpaﬂa Tıp Fakültesi Sürekli Tıp Eğtimi Etkinlikleri  Çocuklarda Akılcı Antibiyotik Kullanımı Sempozyum Dizisi No: 33. Aralık. s:19-24.    

4. Hudzicki J, 2009. Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility Test Protocol. American Society for Microbiology. p:1-23. 
5. Lerner KL, Wimmoth-Lerner B. 2003. World of Microniology and Immunology. Volume 1. ISBN 0-7876-6541- p: 24-25
6. Özçelik S. 1985. Genel Mkrobiyoloji Uygulama Kılavuzu. s:55-56. Konya.

SONUÇ RAPORU

DENEY 6
Bakteri Hücre Duvarının Gösterimi
GİRİŞ

Biyoloji laboratuvarlarında mikroorganizmaları tanımlamak için boyama yöntemlerine sıkça başvurulur. Boyama işlemleri genellikle bir lam üzerinde yapılır. Kullanılacak lam, daha önceden eter-alkol karışımı ile iyice temizlenmelidir. Boyama yapılacak örnek, bir lam üzerine ince tabaka halinde yayılır. Bu örnek çeşitli vücut sıvıları ve iltihabi akıntılar olabileceği gibi, kültürde üreyen bakteriler de olabilir. Boyanacak örneğin, lam üzerine yayılmasını takiben, preparatın, havada kuruması beklenir. Boyama yöntemine başlamadan önce, lam üzerinde hazırlanan preparatın tespit edilmesi gerekir. Tespit işleminin amacı, lam üzerindeki materyalin lama yapıştırılmasını ve bulaşıcı olan mikroorganizmaların ölmesini sağlamaktır. Boyanma, kimyasal bir olaydır. Boyalar genellikle tuz yapısındadırlar ve pH'larına göre asidik, bazik, nötral olabilirler. Mikrobiyolojide, daha çok bazik ve nötral boyalar kullanılır. Bazik boyalar, renkli katyon ve renksiz anyon içerirler. Bazik boyalara, metilen blue+ chloride– ve kristal viyole (Hexamethyl-p-rosanaline+ chloride–) örnek olarak verilebilir. Bu iki örnek boyanın renkli katyon kısımları, pozitif yüklü metilen mavisi ve rosanaline'dir. Bakteri hücresi, nükleik asitten zengin fosfat grupları nedeniyle negatif yüklüdür. Bu nedenle bakteri hücreleri bazik boyalar ile iyi boyanırlar. Asidik boyalar renksiz katyon içerirler ve bakterileri boyamazlar.  Nötral boyalara örnek, Giemsa ve Wright verilebilir. Bu boyalar, özellikle kan ve doku preparatlarının boyanmasında, kanın şekilli elemanları, hücreler ve bazı parazitlerin daha etraflıca gözlenmelerinde üstündür. Boyama işlemlerinde tek bir bazik boya kullanılmışsa, basit boyamadan söz edilir. Metilen mavisi, en çok kullanılan basit boyama yöntemidir. Birden fazla bazik boya kullanılarak, çeşitli mikroorganizmalar, farklı renkte boyanırlar. Birleşik boyama yöntemlerine örnek olarak Gram ve Aside-Alkole Rezistan Boyama (ARB veya AARB) verilebilir.
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A: Gram (+) bakteri hücre duvar yapısı

Kalın bir peptidoglikan (mürein) tabaka taşırlar. Peptidoglikan zincirleri çapraz

bağlı bir dev moleküldür. Peptidoglikan tabakaya ve membran glikolipidine bağlı

teikoik asit ile polisakkaritler yeralır.
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B : Gram (-) bakteri hücre duvar yapısı
Peptidoglikan tabaka Gram (+) bakterilere göre çok incedir. Peptidoglikanın dışında,

lipoprotein, dış membran, lipopolisakkarit ve periplazmik aralık bulunur.

Gram (+) pozitif veya Gram (–) negatif olsun kristal viyolet boyası ile tüm bakteriler mor renge boyanırlar. Ortama eklenen lugol solusyonu ile Gram (+) bakterilerin oluşturdukları yapı, daha sonra ortama eklenen alkol ile giderilemez. Oysa Gram (–) bakterilerin kristal viyole + lugol karışımları alkol ile giderilebilir. Bir başka deyişle, boya, bakteri hücresinden dışarıya salınır (dekolorizasyon). Gram (–) negatif bakterilerin, alkolle renkleri gittiğinden, ortama daha sonra eklenen sulu füksin ile boyanır. Böylece Gram (+) bakteriler mor renkte (kristal viyole rengi), Gram (–) bakteriler kırmızı - pembe renkte (sulu fuksin) boyanırlar. 

Deneyin Amacı

Gram boyama yöntemi 1884 yılında Danimarkalı Bakteriyolog Christian Gram tarafından tarif edilmiştir. Gram boyası ile mor renk alan bakteriler Gram pozitif (+) veya Gram olumlu, pembe renkte boyanan bakteriler ise, Gram negatif (–) ya da Gram olumsuz olarak adlandırılırlar. Basillerin yaklaşık yarısı, kokların büyük kısmı ve mantarlar, Gram pozitiftirler. Spiral şekilli bakteriler ise Gram negatiftirler. Bu deneyle Gram pozitif (+) ve Gram negatif (–) bakterilerin ayrımı öğrenilecektir.
MATERYALLER

Deneyde kullanılacak cihazlar 

· Işık Mikroskobu

Deneyde kullanılacak sarf malzemeleri

· Öze

· Bek-ispirto

· Lam-lamel

· Cam tüp

· Jansiyan moru veya kristal viyole

· Lugol (iyodin solüsyonu)

· Alkol için piset

· Fuksin veya safranin

· Kurutma Kağıdı

· Şale

METOD

Gram Boyama Yönteminde Aşağıdaki İşlemler Sırasıyla Uygulanır.

1. Sıvı besiyerinden bir öze dolusu örnek alınarak lamın üzerine yayılır ve kuruması beklenir. Lam alevden geçirilir (tespit etme=fiksasyon)
2. Alevde tesbit edilmiş preparat üzerine, kristal viyolet ya da jansiyan moru damlatılır, 2 dakika beklenir. Preparat çeşme suyu ile yıkanır. (Kristal viyolet hazırlanışı:100ml distile su + 2ml fenol + 10ml saf alkol + 2 gr kristal viyolet)
3. Örnek üzerine Lugol damlatılır, 2 dakika beklenir ve önce su sonra alkol (%96) ile yıkanarak renksiz sıvı akana kadar renk giderilir.
4. Renk giderme işleminden sonra preparatın üzerine sulu fuksin damlatılır, 30-60 saniye beklenir. Su ile yıkanır. (Sulu fuksin hazırlanışı: 0.3gr fuksin + 10ml saf alkol)
5. Kurutma kağıdı arasında hafifçe bastırılarak kurutulan preparat 100'lük büyütmeli objektif ile immersiyon yağı damlatılarak incelenir.

KAYNAKLAR 

· http://www.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM/1213/unite06.pdf
SONUÇ RAPORU

DENEY 7
Hücre Kültüründe Çeşitli Kültür Hazırlama Ve Örneklerin Seri Dilüsyon Yöntemi
GİRİŞ
Dilüsyon Sıvısı (Seyreltme Çözeltisi) Hazırlama
Dilüsyonun kelime anlamı, seyreltmedir. Konsantre bir çözeltiden seyreltik (dilüe) bir çözelti hazırlanmasına seyreltme (dilüsyon) denir. Mikrobiyolojide ise incelenecek numunenin birim miktarında bulunan mikroorganizma sayısını azaltmak amacıyla mikroorganizma içermeyen sıvılarla numunenin karıştırılması işlemine dilüsyon denir.
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Şekil 1. Bir çözelti hazırlanmasının gösterimi

Örneğin 25 ml orijinal solüsyon 25 ml tuz çözeltisi ile karıştırılırsa; solüsyon 25 /50 = ½ oranında seyrelmiş olur (Şekil 1). Sayımda hesaplama kolaylığı sağladığından en çok kullanılan standart dilüsyon serisidir. 1/10 (10-1); 1/100 (10-2); 1/1000 (10-3); 1/10000 (10-4)… şeklindeki dilüsyon serisine desimal (ondalıklı) dilüsyon serisi denilmektedir.
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Şekil 2. Orijinal örnekten desimal dilüsyon serilerinin hazırlanmasının gösterimi.
Dilüsyon oranı: Seyreltilmiş çözeltideki çözünen madde miktarının, konsantre çözeltideki çözünen madde miktarına oranına dilüsyon (seyreltme) oranı denir. 

Dilüsyondaki mikroorganizma sayısının orijinal örneğe göre kaç kat seyrelmiş olduğunu belirten orandır. 

Dilüsyon oranı(DO) = numune miktarı / ( numune miktarı + dilüsyon sıvısı miktarı ) 
Dilüsyon faktörü: Dilüsyonla yapılan analiz sonucunda elde edilen sonucu orijinal örneğe uyarlamak amacıyla kullanılan çarpana ise dilüsyon faktörü denir. 

Dilüsyon faktörü (DF) = ( numune miktarı + dilüsyon sıvısı miktarı ) / numune miktarı 

Örneğin; 10-3 ’lük (1/1000) dilüsyondan yapılmış ekimde dilüsyondaki mikroorganizma sayısı orijinal örneğe göre 1000 kat seyreldiğinden dilüsyon faktörü 1000 ve sayılan koloni miktarı 1000 ile çarpılarak orijinal örnekte bulunan mikroorganizma miktarı bulunur. 

Örnek 1: 25 ml numune 225 ml dilüsyon sıvısı ile homojenize edilerek hazırlanan dilüsyonun, dilüsyon oranı ve dilüsyon faktörünü hesaplayınız. 

DO = 25 / (25 + 225) = 25 / 250 = 1 / 10 

DF = 10

Örnek 2: 1/5 ’lik dilüsyondan 2 ml alınıp 8 ml ’lik dilüsyon sıvısıyla homojenize edilerek hazırlanan dilüsyonu, dilüsyon oranı ve dilüsyon faktörünü hesaplayınız. 

DO = (1 / 5) x (2 / 2 + 8) = (1 / 5) x (2 / 10) = 1 / 25 

DF = 25 

Örnek 3: 1/25 ’lik dilüsyondan 5 ml alınıp üzerine 20 ml dilüsyon sıvısı karıştırılarak elde edilen yeni dilüsyonun dilüsyon oranı ve dilüsyon faktörünü hesaplayınız. 

DO = (1 / 25) x ( 5 / (5 + 20) ) = (1 / 25) x (5 / 25) = 1 / 125 

DF = 125

1.2. Dilüsyon Sıvıları Dilüsyon hazırlamada kullanılan sıvılara dilüsyon sıvısı (dilüent=seyreltme çözeltisi) denilmektedir. Saf su, fizyolojik tuzlu su (FTS, serum fizyolojik), 1/4 kuvvetinde ringer çözeltisi, % 0,1’lik peptonlu su, tamponlanmış peptonlu su ve nutrient broth en sık kullanılan dilüsyon sıvılarıdır.

b. Dilüsyon Çözeltisi Hazırlarken Dikkat Edilecek Noktalar 

· Dilüsyon sıvıları, ekim öncesinde hazırlanmalı ve sterilize edilmelidir. 

· Sonuçların kesinliğini arttırmak amacıyla, seyreltilerin hazırlanmasında susuz temel bileşenlerin veya susuz ticarî hazır bileşimlerin kullanılması tavsiye edilir. Üretici firmaların talimatlarına uyulmalıdır. 

· Aksi belirtilmedikçe, sadece analitik saflıktaki reaktifler kullanılmalı, aksi belirtilmedikçe damıtık, mineralleri giderilmiş veya eş değer saflıkta su kullanılmalıdır. 

· Besiyeri pH’ının gerekli olan her ayarlamasında, besiyeri hacmindeki, dolayısıyla bileşimindeki değişimi en aza indirmek amacıyla, sodyum hidroksit (NaOH) veya hidroklorik asitin (HCl) uygun molariteli çözeltileri kullanılmalı yani genel olarak besiyeri hacminin daha düşük olduğu durumlarda daha yüksek molariteli çözeltiler kulanılmalıdır. 

· Dilüsyon sıvısının çeşidi incelenen örneğe veya mikroorganizma kültürünün özelliğine göre seçilmelidir. Eğer dilüsyon sıvısı analiz edilecek örneğe veya mikroorganizma kültürüne göre seçilmezse dilüsyon serileri hazırlama sırasında mikroorganizmalar canlılıklarını kaybedebilir; bu da hatalı sonuç bulunmasına neden olur. 

· Dilüsyon sıvısı, incelenecek örneğin mikrobiyal yükünde bir değişikliğe neden olmamalıdır. Bu amaçla kullanılan seyreltme çözeltisinin osmotik basıncının incelenecek örneğin osmotik basıncına eş değer veya çok yakın olmasına dikkat edilmelidir.

DENEYİN AMACI

Öğrenciye numunenin özelliği ve tekniğine uygun dilüsyon serileri hazırlamaya yönelik bilgi ve becerileri kazandırmaktır 
MATERYAL
· Steril Deney Tüpleri 

· Cam Yazar 

· Steril Pipetler 

· Tüplük(Rock)
· Analiz Numunesi 

· Vorteks (Tüp Karıştırıcısı)

· Hassas Terazi

METOD
Aşağıdaki işlem basamakları ve önerileri dikkate alarak katı bir örnekten hazırlanan homojenize analiz numunesinden desimal 10-4 dilüsyon serisi hazırlayınız.(HOCAM BURDA ELDE EDECEĞİMİZ BİR KİMYASALI YAZIP DEVAM EDEBİLRİZ PROSEDÜR AYNI ZATEN)
· İçerisinde 9 ml dilüsyon sıvısı bulunan 3 adet steril tüp alınız. 
· Kullanacağınız malzemeleri önceden sterilize ediniz.

· Üzerlerine gerekli bilgileri yazınız. 
· 1/10 oranında seyreltilmiş 10-1lik homojenize numuneyi alınız.
· Hazırlanmış 10-1lik homojenize numuneden steril bir pipetle 1 ml çekerek birinci tüpe aktarınız. 
· Tüpü elde veya tüp karıştırıcı ile karıştırınız.
· Hazırlanmış olan 10-2lik dilüsyondan yeni steril bir pipetle 1 ml çekerek ikinci tüpe boşaltınız. 
· İkinci tüpü de elde veya tüp karıştırıcı ile karıştırınız. 
· Hazırlanmış olan 10-3lük dilüsyondan yeni steril bir pipetle 1 ml çekerek üçüncü tüpe boşaltınız. 
· Üçüncü tüpü de elle veya tüp karıştırıcı ile karıştırınız. 
· Böylece 10-4lük dilüsyonu hazırlamış olunuz.
KAYNAK 
· Akgün Sadi, Belgin Sarımehmetoğlu, Haluk Çelik, Tansel Şireli, Özlem Küplülü, Mikrobiyolojik Muayeneler Ve Ekim Yöntemleri, Ankara Ü Veteriner Fak. Besin Hijyeni Ve Teknolojisi Anabilim Dalı Öğrenci Uygulama Ders Notları, 1995. (
· Altınışık Mustafa, Su Ve Çözeltiler: Çözelti Konsantrasyonları Ve Çözeltilerin Hazırlanması, Adütf Biyokimya Anabilim Dalı, 2007. 
· Anonymous, Merck Gıda Mikrobiyolojisi Uygulamaları, Ed: Prof. Dr. Kadir Halkman, Başak Matbaacılık Ltd. Ş, Ankara, 2005. 
· Halkman Kadir, Mustafa Akçelik, Gıdaların Mikrobiyolojik Analizi 1.Temel İlkeler, Gıda Mikrobiyolojisi Ve Uygulamaları Kitabı Sf 105-124, Ankara Ü. Zir. Fak. Gıda Müh. Böl. Mikrobiyoloji Birimi, Ankara, 1999. 
· Halkman Kadir A. Gıdaların Mikrobiyolojik Analizi (04).Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi Yıl: 2007 Cilt: 05 Sayı: 03 Sayfa: 8–10 
· Gürgün Velittin, A. Kadir Halkman. Mikrobiyolojide Sayım Yöntemleri, 2. Baskı, Gıda Teknolojisi Derneği Yayın Nu. 7, 1990. 
· Ts 6235 En Iso 6887-1, Gıda Ve Hayvan Yemleri Mikrobiyolojisi – Deney Numunelerinin, Başlangıç Süspansiyonunun ve Ondalık Seyreltilerin Hazırlanması İçin Mikrobiyolojik Muayene - Bölüm 1: Başlangıç Süspansiyonu ve Ondalık Seyreltilerin Hazırlanması İçin Genel Kurallar, Türk Standardları Enstitüsü, Ankara
SONUÇ RAPORU

DENEY 8
Hücre Kültürü Katı Ve Sıvı Besiyerlerinin Hazırlanması
GİRİŞ
Dokuları kültüre etme fikri, ilk olarak hayvan hücrelerinin in vivo ortamda karşı
karşıya kaldıkları nörohümoral faktörlerin etkilerini bertaraf etme amacıyla
kullanılabilecek bir yöntem olarak düşünülmüştür. Başlangıçta dokular, parçalarına
ayrılmadan kültüre edilmişlerdir. 1950'lerde ilk hücre dizisi HeLa, insan servikal
kanserlerinden başarıyla kültüre edilmiş ve bu tarihten sonra memeli hücre kültürü
değerli bir araştırma aracı olarak ortaya çıkmıştır. 1950'lerdeki bu gelişmelerden
sonra tekrarlanabilir, geniş ölçekli ve güvenilir hücre kültürleri ancak 1980'lerde
gerçekleştirilebilmiştir. Yirminci yüzyılın ikinci yarısında hücre kültürü alanında büyük
gelişmeler olmasına rağmen, elli yıldan daha uzun süre deneysel çalışmalarda doku
eksplantları kullanıldığından, doku kültürü ismi halen hücre kültürü için de zaman
zaman kullanılmaktadır. Günümüzde bu konuda kabul gören isimlendirmede, doku
kültürü genel bir şemsiye terim olarak kullanılır. Doku kültürü terimi hem organ
kültürünü (ayrıştırılmamış dokuların 3 boyutlu kültürü) hem de hücre kültürünü
(primer veya hücre dizilerinden elde edilmiş hücrelerin kültürü) kapsar.
Hücreler elde ediliş biçimlerine göre primer kültürler (primary culture) ve hücre
dizileri (cell line) olarak sınıflandırılırlar.

Primer kültürler: Bitki veya hayvan dokularından enzimatik olarak elde edilirler.
Belli sayıda çoğalma yetenekleri vardır.
Hücre dizileri: Primer hücrelerin spontan mutasyonu, kimyasal madde uygulanması
ile mutasyon oluşturularak elde edilen ölümsüz hücre tipleridir. Kanser hücrelerinden de elde edilebilirler.

· Hücre dizilerinin avantajları: Büyüme faktörleri ve seruma daha az ihtiyaç gösterirler.

· Sonsuz çoğalma yetenekleri vardır.

· Kolaylıkla zemine tutunabilirler. 

· Doğrudan ticari olarak satın alınabildiklerinden izolasyon işlemlerine gerek yoktur
· Çalışılabilmesi için etik kurul iznine gerek yoktur.

Ancak hücre dizilerinin yapısal ve fonksiyonel özellikleri köken aldıkları hücrelere
benzemekle birlikte tamamen aynı değildir. Primer hücreler de pasajlanma sayıları arttıkça başlangıçtaki orijinal hallerinden farklılaşırlar. Bu durum sonuç değerlendirilirken dikkate alınmalıdır. Sayıları arttıkça başlangıçtaki orijinal hallerinden farklılaşırlar. Bu durum deneysel çalışmalarda sonuçlar değerlendirilirken dikkate alınmalıdır.
Kültüre hücreler ayrıca hücre kültür kaplarının zeminine tutunmaya gereksinimi olup olmamalarına bağlı olarak da iki gruba ayrılırlar:
· Tutunarak çoğalan hücreler (endotel, düz kas, fibroblast hücreleri vs.)
· Süspansiyon kültürleri (kan ve kemik iliği hücreleri)

Tutunarak çoğalan hücrelerin bazıları doğrudan kültür kaplarına yapışabilirken (örn; fibroblastlar), bazılarının tutunmaları için zeminin fibronektin, kollajen veya jelatin gibi maddelerle kaplanması gerekebilir (örn; endotel hücreleri).

1. Hücre Kültürü için Gerekli Alt Yapı ve Donanım

Hücreler, besiyerinde kültüre edildiklerinde normal fizyolojik koşullarda gözlenen immün sistemin korunması olmadığından mikrobiyal kontaminasyona açıktırlar. Bu nedenle hücre kültürü çalışmaları yapılırken steril bir ortamda çalışılması gerekmektedir. Ideal olarak hücre kültürünün gerçekleştirilebilmesi için mümkünse olabildiğince izole ve steril özel bir oda olmalıdır. Buna ilave olarak kontaminasyon riskini azaltmak için hücrelerle ilgili tüm işlemler laminar akımlı güvenlik kabininde gerçekleştirilmelidir.

Aşağıda deneysel amaçlar için hücre kültürü çalışmalarında kullanılan cihazların

listesi verilmiştir.

● Güvenlik kabini (class II)

● CO₂'li inkübatör ve tüpü

Inverted mikroskop

● Santrifüj

● Otoklav

● Vakum pompası

● Sıvı azot tankı

● Su banyosu
2. Hücre Kültür Besiyeri

Hücrelerin, çoğaltılması, pasajlanması ve deneylerin gerçekleştirilebilmesi için fizyolojik koşullara yakın, uygun koşullarda kültüre edilmeleri gerekir. Bu amaçla hücreler, 37 ° C sıcaklığa sahip, uygun nem ve % 5 CO₂ içeren ortamda hücre kültür besiyerleri (medium) ile kültüre edilir.

Ticari olarak çok sayıda farklı hücre kültür besiyeri bulunur. Kültür ortamları aminoasitler, vitaminler, inorganik tuzlar, eser elementler, bazlar, nükleozidler ve lipidler gibi gerekli maddeleri içerir. Hücre kültür besiyeri kullanılacak hücrenin tipine bağlı olarak seçilir.

Hücre çoğalmasını desteklemek amacıyla kültür besiyeri içerisine serum katılır. Serum içeriğindeki büyüme faktörleri ve hormonlar hücre çoğalmasını destekler. Bu amaçla yaygın olarak kullanılan serumlar sığır ve buzağı serumlarıdır. Kontaminasyonu önlemek için kültür besiyerlerine antibiyotik olarak penisilin/ streptomisin ve bazı durumlarda antifungal amfoterisin B katılır.

Aşağıda bazı sık kullanılan bazı hücre kültürü besiyeri örnekleri verilmiştir.

● Eagle's Minimal Essential Medium (MEM) (Eagle, 1959).

● Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) (Dulbecco & Freeman, 1959).

● Ham's F12 (Ham, 1965).

RPMI 1640 (Moore et al., 1967).

● Medium 199 Earles (M199) (Morgan et al., 1950).

 HÜCRE KÜLTÜRÜ PROTOKOLLERİ

Hücre Dizisi Kültürü

Hücre kültürü laboratuvarında çalışmadan önce kullanılacak tüm malzemelerin Çö steril olması gerekir. Ayrıca en az bir saat önceden hücre kültürü odasının ve laminar akımlı kabinin UV lambası açılmalıdır. Bu süre sonunda UV lambalar kapatılır ve laminar akımlı kabin en az on beş dakika boyunca çalıştırılır. Daha sonra kullanılacak tüm malzemeler % 70'lik etanol ile silinerek laminar akımlı kabinin içine alınır. 

Aşağıda verilen örnek HeLa hücre dizisine aittir. Bu hücre dizisi dışında farklı hücre dizileri de kullanılabilir. Fakat farklı hücre dizisi ile çalışılırken o hücre dizisine uygun besiyeri seçilmesi unutulmamalıdır.  Ayrıca hücrelerin çoğalma hızları farklı olacağından hücrelerin tutundukları kültür kabının alanını doldurma süreleri takip edilmeli ve pasajlama işlemi de ona göre uygun sayıda kültür kabı seçilerek gerçekleştirilmelidir.
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Hücre kültürü  çalışmaları sıvı besiyeri ortamları
HeLa Hücre Dizisi Kültürü

Kullanılacak Malzemeler

1. T25 hücre kültürü kapları

2. 5 ml - 10 ml steril serolojik pipet

3. Steril sarı pipet ucu

4. Steril mavi pipet ucu el

5. 15 ml steril falkon 

6. 50 ml steril falkon

7. 2 ml steril soğuk viyal (cryo vial)

8. Neubauer lami

9. Motorize pipet

10. 0.22 μm por çapına sahip hidrofilik enjektör filtresi (örn: selüloz asetat membran

filtresi)

Kullanılacak Çözeltiler

1. FBS (Feutal Bovine Serum) (Fötal sığır serumu) (-20 ° C).

2. Penisilin (10000 U/ ml) -Streptomisin (10000 µg/ ml) (-20 ° C). Mo

3. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (4 ° C).

4. Tripsin - EDTA (-20 ° C)

5. PBS (4 ° C)

6.Tripan Mavisi

7. DMSO (Dimetil sülfoksit) (oda sıcaklığı)

Çözeltilerin Hazırlanışı

1. FBS

Hücre kültüründe kullanılan serumlar 100 ml veya 500 ml hacimlerde ticari olarak sunulmaktadır. Standart olarak hücre kültüründe kullanılan serum oranı % 10'dur. Kullanılacak miktar az olduğundan serumu dondurup çözdürmekten kaçınılmalıdır. Bu nedenle serumun ilk önce oda sıcaklığında erimesi beklenir. Laminar akımlı kabin içerisinde steril 50 ml'lik falkonlara 30-40 ml'lik hacimlerde bölünür ve -20 ° C'de saklanır. Kullanılacağı zaman -20 ° C'den çıkarılır ve 37 ° C'deki su banyosunda erimesi

beklenir.

2. Penisilin - Streptomisin

Ticari olarak genelde 100 ml hacimlerde sunulan penisilin - streptomisinin besiyerinde kullanılacak miktarı az olduğundan, penisilin - streptomisin dondurup çözdürmekten kaçınılmalıdır. Bu nedenle çözelti laminar akımlı kabin içerisinde steril 15 ml'lik falkonlara bölünür -20 ° C'de saklanır. Kullanılacağı zaman -20 ° C'den çıkarılır ve 37 ° C'deki su banyosunda erimesi beklenir.

3. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

MEM (Minimum Eagle's Medium) hücre kültüründe temel olarak kullanılan bir besiyeridir. Dulbecco tarafından modifiye edilerek elde edilen DMEM birçok memeli hücre tipine uygundur. DMEM, MEM'e göre daha fazla vitamin ve aminoasit içermektedir. 4 ° C'de saklanan DMEM, besiyeri hazırlarken doğrudan kullanılır.

4. Tripsin - EDTA Çözeltisi

Ticari olarak satılan çözelti % 0.05'lik (1X) konsantrasyonda doğrudan kullanılabilir. Eğer çözelti % 0.5'lik 10X tripsin - EDTA çözeltisi olarak edinilmişse çözelti kulanılmadan önce laminar akımlı kabin içinde steril PBS ile seyreltilip % 0.05'lik konsantrasyonu elde edilmelidir. Tripsin çözeltisini çok fazla dondurup çözdürmemek için 15 ml steril falkonlara bölünür. Tripsin çözeltisi -20 ° C'de saklanır. Kullanılacağı zaman -20 ° C'den çıkarılır ve 37 ° C'deki su banyosunda erimesi beklenir.

5. 10X PBS (Phosphate - buffered saline- Fosfatlanmış tuz çözeltisi)

Hazırlanışı:

1. 15.6 gr monobazik NaH₂PO.2H₂O 400 ml distile suda çözülür. Daha sonra çözelti 500 ml'ye tamamlanır. 
2. 35.8 gr Na₂HPO.12H₂O 400 ml distile suda çözülür. Daha sonra çözelti 500 ml'ye tamamlanır. 

3. 500 ml Na₂HPO.12H₂O (dibazik) çözeltisinin pH'sı NaH, PO 2H₂O (monobazik) ile tam kabi in

çözeltisi ile 7.4'e ayarlanır.

4. pH'sı 7.4 olan çözeltiden 500 ml alınır ve içine 90 gr NaCl içeren 500 ml çözelti ilave edilir ve karıştırılır.

5. Daha sonra bu çözelti steril etmek amacı ile ya otoklavlanır ya da laminar akımlı Eğer kabin içinde 0.22 μm'lik filtreden süzülür. 

6. Bu çözelti oda sıcaklığında saklanabilir.

7. Hazırlanan 10x PBS kullanılacağı zaman, laminar akımlı kabin içinde steril distile su ile steril 50 ml falkonda 1x PBS şekline getirilir. 

6. Tripan mavisi

4 ° C'de saklanan % 0.4 tripan mavisi doğrudan kullanılır. 

7. DMSO

Oda sıcaklığında saklanan DMSO laminar akımlı kabin içinde 0.22 µm'lik filtrelerden süzülerek hücre dondurulmasında doğrudan kullanılabilir.

8. Tam Besiyeri Hazırlanışı
%10 Fbs-%1 Pen-Strep  İçeriğine Sahip Tam Besiyeri Hazırlamak İçin
1. -20 ° C'de saklanan FBS ile penisilin - streptomisin oda sıcaklığına getirilir.

2. Laminar akımlı kabinde steril 50 ml falkona 5 ml FBS ve 0.5 ml penisilin streptomisin konulur.

3. Bu karışım üzerine 50 ml'ye tamamlanacak kadar DMEM eklenir. Bu besiyeri 4 ° C'de saklanır.
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DENEY 9
Mikroorganizmaların Sayımı

GİRİŞ

Thoma Lamı mikroorganizmaların ve kan hücrelerinin sayımında kullanılan özel bir lamdır. Bu lamın en önemli özelliği üzerinde sayım yapmayı kolaylaştıracak çizgi ve karelerin olmasıdır. Thoma lamı’na üstten baktığımızda 4 oluk ve 3 tümsek gözümüze çarpar. Ortadaki tümsek hacim hesaplamasında kullanıldığından 0,1 mm daha alçaktadır. Orta tümsek enine bir olukla iki parçaya bölünmüştür. Her iki parçanın üzerinde 1 mm yüksekliğinde ve 1mm genişliğinde birer büyük kare bulunmaktadır. Bu kareler de 20 adet birbirini 90° dik kesen çizgi vasıtasıyla oluşmuştur. Thoma lamında toplam 16 adet büyük kare bulunmaktadır. Bu 16 karenin her biri kendi içerisinde 25 küçük kareye bölünmüştür. Sayımı yapılacak mikroorganizmaları içeren süspansiyon oluklar vasıtasıyla thoma lamının iki haznesini de dolduracak şekilde lama aktarılır. Lamın üzerinde bulunan 16 büyük karenin tamamı sayılarak mililitredeki mikroorganizma miktarı hesaplanır (1,2)
DENEYİN AMACI

Thoma lamı kullanarak, bir süspansiyon içerisinde bulunan hücrelerin mikroskopta sayımını yapmaktır.

MATERYAL

· Mikroskop

· Thoma Lamı

· Mikroorganizma süspansiyonu (maya, bakteri vb.)

· Steril tüp, pipet (5 veya 10 ml’lik)

· 1/10 oranında seyreltilmiş H2SO4, formol veya asetikasit çözeltisi

· Bunzen alevi, temizleme bezi vb. malzeme

METOD

1. Mikroorganizma süspansiyonunu iyice çalkaladıktan sonra steril bir pipetle 0,5 ml örnek alarak steril tüpe konulur.

2. Örnek üzerine 4,5 ml H2SO4 , formol veya asetikasit ilave edilerek örneğin 10 kat seyreltilmesi sağlanır.

3. Steril bir pipetle, hazırlanmış bu kültürden bir damla alınarak Thoma lamının sayım yapılan kısmına damlatılır ve lamelle kapatılır.

4. Mikroskopta, uygun objektif ile, Thoma lamı üzerindeki 16 büyük karenin çapraz olarak 8 adedindeki mikroorganizmalar en az 5 defa sayılarak ortalaması alınır ve sonra 16 karede bulunan miktar hesaplanır. Bulunan sayı 10.000 ve seyrelme faktörü ile çarpılarak 1 ml örnekteki mikroorganizma sayısı bulunur (3).

Formül:

1 ml’deki mikroorganizma miktarı =  thoma lamındaki mikroorganizma sayısı  x seyreltme faktörü  x 10.000
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Şekil 1: Thoma Lamı 
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Hazırlık Soruları: 


Bitki yaprağındaki stoma hücrelerini incelemek için mikroskopta nasıl bir yöntem kullanırsınız? Tüm işlemi maddeler halinde tek tek açıklayınız ve laboratuvara gerekli malzemeleri getirerek deneyi yapınız?
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