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LABORATUVARDA KULLANILAN ARAC ve GERECLER
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Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

LABORATUVAR KURALLARI

Laboratuvar ortamlari dikkatsiz davranislar ve ihmal sonucunda tehlikeli ortamlara
doniisebilmektedir. Bu sebeple laboratuvarda calisirken kendimizin ve ¢evremizdeki insanlarin
saghgini korumak i¢in bilinmesi ve uygulanmasi gereken birtakim kurallar mevcuttur. Bu kurallardan
onemli olan bazilari asagida listelenmistir.

1. Genel hijyen tedbirlerine uyulmasi gerekmektedir.

2. Laboratuvarlarda dizeni bozacak veya tehlikeye yol acabilecek sekilde asla hareket
edilmemelidir.

3. Laboratuvarda asla saka yapilmamali, 6grenciler deney esnasinda kendi aralarinda sohbet
etmemelidir. Bu dikkat dagitacagindan hem tehlikeli hem de yasaktir.

4. Llaboratuvar sorumlusunun izni disinda hicbir deney dizenegine, kimyasala ve baska
malzemelere dokunulmamalidir.

5. Calisirken laboratuvar énliigi giyilmesi gerekmektedir. Onliigiin énii kapah olmalidir.

6. Laboratuvarda enfeksiyon riski yliksek olan mikroorganizmalarla galisirken eldiven giyilmesi
gerekmektedir.

7. Laboratuvarda yiyecek, icecek tiiketilmesi yasaktir.

8. Laboratuvar benci ¢alismaya baslamadan dnce ve ¢alistiktan sonra dezenfektan ile silinmesi
gerekmektedir.

9. GCalisirken elleri agza, ylize, gbze veya burna sirmemeli, kullanilan malzemeler de agiza
temas ettirilmemelidir.

10. Calisirken uzun saglar mutlaka toplanmali sallanan takilar ¢ikarilmahdir.

11. Ekim vyaparken pencere acilmamali, konusulmamali, gereksiz el kol hareketleri
yapiimamalidir.

12. Deneyler esnasinda kesinlikle asidin tizerine su ilave edilmemeli, asitler suya yavas yavas
ilave edilmelidir.

13. Zehirli buharlari ve gazlari solumaktan kaginilmalidir. Bu tiir maddeler ile derisik asit, baz ve
ucucu ¢ozicilerle calisirken ceker ocak kullaniimalidir.

14. Mikroskoplar her kullanimdan sonra temizlenmelidir.

15. Kirli tiip-pipet, lam-lamel vb. malzemeler dezenfektanli bir kaba konulmalidir. Ozeler alevde
yakilarak yerlerine kaldiriimahdir.

16. Petri kutulari veya kiiltirler kapagi acik olacak sekilde masa tzerine birakilmamalidir.

17. Calisma programi laboratuvara girmeden hazirlanmalidir.

18. Calisma bittikten sonra eller sabunlu su ile yikanmali, dezenfektan madde ile dezenfekte
edilmelidir.

19. Test tipleri mutlaka tip sporunda dik olarak tutulmali, bankolara yatik sekilde
birakilmamaldir.

20. Kullanilacak pipetlerin agza gelen uglari sterilizasyondan dnce pamukla tikanmali ve 6zellikle
pipetlemede agza kagma riskleri 6nlenmelidir. Bu durum her ne kadar ¢alisma hizi biraz
yavaslarsa da glivenceyi arttirirlar. Gerekmedikge agizla cekilmemeli puarlar kullaniimali.

21. Galismanin sonunda galisilan alan ve masalar mutlak temizlenmelidir.

22. Kontamine malzeme ve kiiltiirler otoklavlanarak sterilize edilmelidir.

23. Tezgahlar ve zemin temizlik sonunda dezenfekte edilmelidir.
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Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

DERSIN AMACI

Tibbi laboratuvar kullanilan arag ve gereclerin tanitilmasi ve kullanim amaclarinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;

Tibbi laboratuvarda kullanilan arag ve gerecleri siralar
Kullanilan arag ve gereglerin ne amagla kullanildigini agiklar
Laboratuvara gelirken kurallara uygun giyinir

Laboratuvarda kurallara uyar

Laboratuvarda kullandigi arag ve gerecleri temizleyerek birakir
Laboratuvardan ¢ikmadan 6nce ellerini yikar

BiLGi

TUTUM

GEREKLI MALZEMELER

Tibbi Laboratuvarda kullanilan arag ve gerecler

GENEL BiLGILER

Tibbi laboratuvarda en sik kullanilan aletler asagida siralanmistir.

1. Deney Tiipleri

Serolojik deneyler, besiyeri hazirlanmasi, santrifiij ve cesitli
amaglarigin kullanilan farkh boyut ve hacimlerde olan silindir
seklinde cam veya isiya dayanikh plastikten yapilmis
malzemelerdir.

2. Plastik Santrifiij Tupleri

1.5,2,15,50ml hacimlere sahip kapaklitiiplerdir. ‘“
Mikro santrifiij Tipl (Ependorf) \}
Falkon Tapleri

3. Cam Pipet
Cesitli boyutlarda ve kapasitede olan, istenilen miktarda siviyi Ur’“ﬂ
alarak baska bir yere aktarmada kullanilan, ince, uzun, Uzeri /

dereceli silindir seklinde malzemelerdir.

4. Puar

Cam pipetlerde pipetleme islemleri igin kullanilan, kauguk balona
sahip pipetleme aracidir.
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Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

5. Otomatik Pipet

Ozellikle mikro ydéntemlerle calisildiginda cok kiigiik hacimleri
aktarmaya ve dagitmaya yarayan pipetlerdir.

6. Otomatik Pipet Ucu

Otomatik pipetlerde az miktarda sivi aktariminda kullanilan plastik
uclardir.

7. Meziir

Cesitli boyut ve hacimlerde olan silindir seklinde tzeri dereceli cam
veya plastikten yapilmis kaplardir. Sivi maddelerin 6lglimiinde
kullanilir.

8. Pastor Pipeti

Az miktarda sivi aktariminda kullanilan, ug kismi ince cam veya
plastik pipetlerdir.

9. Balon

Genis kire seklinde gévdesi ve dar silindir seklinde boynu bulunan,
tabani diiz cam malzemelerdir. Cesitli hacimlerde olabilir. Besiyeri
ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilir.

10. Beher

Silindir seklinde, su bardagini andiran, gesitli hacimlerde olabilen
cam veya plastik kaplardir.
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11. Erlenmayer

Kisa silindir seklinde boynu, koni seklinde gévdesi olan genis ve diiz
tabanli cam malzemelerdir. Cesitli hacimlerde olabilir.

12. Damlalikh Siseler

Cesitli boyut ve hacimlerde olabilen ve c¢esitli amaclarla
kullanilabilen cam malzemelerdir

13. Mavi Kapakl Otoklav Sisesi

Yiiksek sicaklik ve hemen hemen tiim kimyasallara dayanikli olarak
Uretilen 121 °C'de otoklavlanabilen siselerdir. Besiyeri hazirlama
islemlerinde kullanilirlar.

14. Tiip Tasityicilan (Sporlar)
Cesitli blytklikteki tipleri tasimaya yarayan araglardir.

15. Ekiivyon Cubuk ve Tiiplii Ekiivyon

Ekivyon ¢ubuk, uglarina su emici (hidrofil) pamuk sariimis steril
cubuklardir. Cesitli vicut bolgelerinden inceleme 6rneklerinin
alinmasi ve bazi ekimlerin yapilmasinda kullanilir.

Tupli EklGvyon, genellikle inceleme 6rnegi alinmasinda kullanilan,
icerisinde tek bir eklivyon bulunan steril tiiplerdir.




Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

16. Ozeler

Daha c¢ok sivi ortamlardan 6rnek alip ekim yapmaya yarayan
aletlerdir. Ug kismi platin veya tungsten gibi kolay isinip soguyan
ve oksitlenmeyen telden yapilmis ya da tek kullanimlik steril plastik o
malzemelerdir. Genellikle ucu halka seklindedir. Standart
bakteriyolojik 6ze 0,01ml sivi alir. Ucunda halkali tel yerine diiz tel / \
bulunan, batirma kdltiirii yapmaya, tek koloniden 6rnek almaya ve =

kati ortamlardan 6rnek alip aktarmaya yarayan igne Ozeler,
genellikle mantar ekimlerinde kullanilan ve ucu L seklinde kivrilmis
olan c¢engel Ozeler de mikrobiyolojide sikca kullanilan
malzemelerdir.

17. Petri Kutulan ’ /
Kati besiyeri hazirlanmasinda ve antibiyogram yapilmasinda ; —

kullanilan genis yuvarlak, yaklasik 2cm derinlikte, birbirine gegen
kapak ve alt kisimdan olusan cam veya plastik malzemelerdir.

/\

18. Lam

Direkt inceleme ve boyama igin preparat hazirlanmasinda
kullanilan dikdortgen seklinde ince camlardir.

19. Lamel

Genellikle 2x2 cm boyutlarinda ¢ok ince camdan yapilmis
malzemelerdir. Cesitli amagla kullanilabilen farkli sekilleri de
olabilir.

20. Sale \)\,,‘»
icerisinde  boyanacak preparatlarin  (lamlarin) tek tek ]
yerlestirilebildigi camdan yapilmis 6zel boya kaplaridir.

21. Gram Boyama Seti

Gram boyamada kullanilan boyalari iceren boya setidir.

A. Cali
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Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

22. Saat cami

Ortasi ¢ukur, analiz ve deneylerde tartma, kurutma ve
kristallendirme gibi islemlerde kullanilan, dis etkenlere karsi
dayanikli cam malzemedir

23. Piset

Laboratuvarlarda genellikle saf su ve bazi durumlarda da yikama
¢Ozeltisi kullanimi icin gerekli kaplardir. Yaygin olarak plastikten
yapilanlari kullanilmaktadir.

24. Biiret

Titrasyon islemlerinde ve belli hacimde sivi alinmasinda kullanilan
alti  musluklu, genellikle 50 ml hacimli, Gzeri c¢izgilerle
derecelendirilmis boru seklindeki cam malzemedir.

—=
25. Nuge Erleni / :'\'Lq-~
e =
Vakumlu stizme isleminde kullanilan cam malzemedir. Borosilikat
camdan dretilmis, kalin, dayanikli bir cam malzemedir. Degisik [
hacimde olanlari vardir. %30»_{;‘5“
W
26. Ayirma Hunisi ( )
Sivi-sivi heterojen karisimlarin kontrolli bir sekilde ayrilmasini Yﬁ /
saglayan cam malzemelerdir '
| ]

27. Anaerobik Kavanoz

Anaerobik ve mikroaerofilik bakterilerin Gretilmesinde kullanilir.
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28. Desikator

Maddelerin nem almasini 6nleyen, kati maddelerin kurutulmasi ya
da besiyerlerinin mikroaerofilik ya da anaerobik ortamda inklbe
edilmesini saglayan camdan yapilmis kapagl bulunan bir nevi
kavanozdur.

29. Bunzen Beki

Bek, alev denemelerinde, dogrudan isitma ya da yakma
islemlerinde kullanilan hava gazi ya da biitan gazi ile ¢alisan bir
aractir. Gazin uygun miktarda havayla yanmasini saglayan,
ayarlanabilir laboratuvar aracidir

30. Su Banyosu (Benmari)

Reaksiyonun gergeklestigi deney tlipl, erlen vb. cam malzemelerin
icindeki kimyasallarin belli bir sicaklikta tutulmasini saglayan,
sicakligi ayarlanabilen igi su dolu kaptir.

31. Manyetik Karistirici ve Isitici

Cozeltileri homojen sekilde karistirmaya yarayan alettir.

32. Vorteks

Deney tipl icerisindeki siviy1 girdaplayarak homojen bir sekilde
karistirmaya yarayan alettir.

33. Porselen Krozeler

Laboratuvarlarda ¢ok sik kullanilan temel araglardan biridir. Atese
dayanikli kilden yapilmis, gravimetrik analizlerde kullanilan alettir.

34. Etiv

Mikroorganizmalarin dretilmesi igin kullanilan, istenilen isiya
ayarlanabilen elektrikli cihazlardir.
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35. Pastor Firini

Yiksek sicakhklara ayarlanabilen sterilizasyon ve dezenfeksiyon
islemlerinde kullanilan cihazlardir.

36. Santrifiij

Tup icerisinde bulunan yogunluklari farkli maddeleri birbirinden
ayirma amaci ile ylksek hizla déondiirme islemi yapan cihazlardir.

37. pH Metre

PH degerlerinin 6lglilmesinde kullanilan aletlerdir.

38. Biyogiivenlik Kabini

Calisan kisiyi ve calisilan 6rnegi korumaya vyarayan calisma
ortamlaridir.

39. Distile Su Cihazi

Saf (distile) su elde edilmesinde kullanilr.

40. Hassas Terazi

Cok kiagik miktarlardaki maddelerin  6l¢timlerini yapilabilen
terazidir.

41. Hiicre Kiiltlirti Malzemeleri

Hicre kaltird  yapilirken kullanilan  pleytler, flasklar gibi
malzemelerdir.




Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

42. Thermocycler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) isleminde denaturasyon,
primerlerin baglanmasi ve zincirin uzamasi asamalarini otomatik
olarak yiritebilen programlanabilir bir cihazdir.

43. Elektroforez Tanki

Agaroz veya poliakrilamit jellerine yiklenen drinlerin
elektroforetik yiklerine gore ayristirilmasina olanak saglayan bir
sistemdir.

44. vV illuminatér

Floresan boyali Grinlerin gérintilenmesini saglar. e
45. Real-Time PCR Cihazi —

Nikleik asit miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla
kullanilir. Nlkleik asit amplifikasyonlari dongii sayisi olarak gercek
zamanli (es zamanh) gérintilenmektedir. P

OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Degerlendirme Kriterleri

Cok iyi lyi Orta Gelistirilebilir
(16-20)  (11-15)  (6-10) (1-5)

1 | Laboratuvar kurallarini agikladi

2 | Kisisel koruyucu ekipmanlari kullandi

Gosterilen laboratuvar aletlerinin adlarini

3 R .
soyledi

a Gosterilen laboratuvar aletlerinin kullanim
amaglarini agikladi

5 ismi  soylenen laboratuvar aletlerini

gosterdi

TOPLAM PUAN
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Laboratuvarda Kullanilan Arag ve Geregler

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi laboratuvarda kullanilan koruyucu malzemelerden degildir?

A) Maske B) Onliik C) Kontakt lens D) Eldiven E) Koruyucu gozlik
2. Bakterilerin iiretilmesi icin uygun sicakligin olusturulmasini saglayan laboratuvar aletine verilen
isim nedir?
A) Etlv B) Pastor firini C) Desikator D) Otoklav E) Benmari
3. Laboratuvarda kuru bir ortam saglayan alete verilen isim nedir?
A) Etlv B) Pastor firini  C) Desikator D) Otoklav E) Benmari
4. Besiyerlerine ekim yapmak i¢in kullanilan plastik veya platin olarak bulunan alete ne denir?
A) Eklivyon B) Saat cami C) Lam D) Petri E) Oze
5. Deney tiipii igerisindeki siviyi girdaplayarak homojen bir sekilde karistirmaya yarayan alete ne
denir?
A) Benmari B) Desikator C) Sale D) Vorteks E) Bek

LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER

Laboratuvarda gosterilen arag ve geregleri inceleyiniz

KAYNAKLAR
Bilgehan H (2009) Klinik Mikrobiyolojik Tani. Besinci Baski. Baris yayinlari, izmir.
Demirtas S, Can M ve Giiven B (2014) Tibbi Laboratuvar El Kitabi, Nobel Tip Kitabevi, istanbul
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Besiyeri Hazirlama

DERSIN AMACI

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin 6grenilmesi
Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin adlarini sayar.

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan temel
maddeleri sayar.

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerini kullanim amaglarina gére gruplandirir.
Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerini fiziksel 6zelliklerine gére siniflandirir.
Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin 6zelliklerini agiklar.

BECERI Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerini taniyip ayirir.

BiLGi

TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

MiKROBIYOLOJIDE KULLANILAN BESIYERLERI

Besiyerleri; mikroorganizmalarin uretilmesi, canhliklarinin devam ettirilmesi, saf kiltirlerin elde
edilmesi, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, biyolojik Grlinlerinin elde edilmesi,
hastalik yapict mikroorganizmalarin tanimlanmasi gibi amaglarla kullanilir.

Mikroorganizmalarin Uretilme Ortamlari
Mikroorganizmalarin Gretilme ortamlari iki grupta incelenir. Bunlar, canh (invivo) ve cansiz (invitro)
ortamlardir.

Canli ortamlar:

1. Deney hayvanlari: Kobay, fare, sican, tavsan, hamster, maymun vb. deney hayvanlarina gesitli
yontemlerle inokiile (asilama) edilen mikroorganizmalar deney hayvanlarinda yaptiklari
enfeksiyona 6zg tipik belirti ve bulgular olustururlar.

2. Hiicre kiiltiirleri: insan ve hayvan dokularindan alinan hiicrelerin, uygun besleyici sivilarda
Uretilerek elde edildigi hiicre kiiltlrlerinde mikroorganizmalarin {iretilmesidir.

3. Embriyonlu yumurta: Bazi bakterilerin ve virUslerin Giretilmesinde kullanilir.

Cansiz Ortamlar:

Tibbi mikrobiyolojide, hastalik yapici mikroorganizmalarin tanimlanmasinda en ¢ok cansiz ortamlar
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin; Gretilmeleri, saf olarak elde edilmeleri, koloni ve biyokimyasal
ozelliklerinin incelenmesi, biyolojik Grilinlerinin elde edilmesi ve liretilmesi amaciyla kullanilan cansiz
besleyici ortamlara, besiyeri denir.

Besiyeri Hazirlanmasinda Kullanilan Temel Maddeler
Besiyeri hazirlanirken asil amag, Uretilmek istenen mikroorganizmanin en hizli Gremesini saglamak igin
en uygun miktarlarda gerekli besin maddelerinin dengeli sekilde karisimlarini saglamaktir. Besiyeri
bilesimlerine giren baslica maddeler sunlardir:
1. Su: Besiyeri hazirlanirken distile (saf) su ya da deiyonize su kullaniimalidir.
2. Peptonlar: Cesitli proteinlerin pepsin, tripsin, papain gibi enzimlerle hidrolize edilmeleri
sonucunda suda kolayca eriyebilen ve isitildiginda yeniden koagiile olmayan polipeptid,
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Besiyeri Hazirlama

dipeptid ve aminoasit gibi maddelerden olusur. Besiyerine eklenen bu maddelerin karisimi
bakteriler tarafindan azot kaynagi olarak kullanilir.

3. Karbon ve enerji kaynagi maddeler: Glikoz, laktoz, mannitol, sakkaroz, eskilin, seliiloz,
dekstroz, fruktoz, galaktoz, glikojen, nisasta vb. gibi karbonhidratlar mikroorganizmalarin
enerji ve karbon kaynagi olarak kullaniimalari icin besiyerlerine katilir.

4. Kimyasal maddeler ve tuzlar: Besiyerine eklenecek olan maddeler kimyasal olarak saf
olmalidir. Bu maddeler uygun c¢oziiclilerde ¢ozllerek besiyerine eklenir.

5. Ekstraktlar:

a. Et ekstrakti: Yagsiz ve kaslarindan ayrilmis etin hidroliziyle elde edilir, ¢ogu
besiyerlerinde et peptonu yerine kullanilir.

b. Malt ekstrakti: Arpadan elde edilerek maya ve kiiflerin gelismesi i¢in besiyerlerine
eklenir.

c. Kalp ve beyin ekstrakti: Pnémokoklar, gonokoklar, streptokoklar vb. zor lreyen
mikroorganizmalarin ireyebilmeleri icin besiyerlerine eklenir.

6. indikatorler: Mikroorganizmalarin, metabolizmalarina bagl olarak olusturduklari Griinleri
belirleyerek tanimlamak amaciyla kullanilan maddelerdir.

7. inhibitorler:  Uretilecek  mikroorganizmanin  Uremesini  etkilemeden, istenmeyen
mikroorganizmanin remesini 6nlemek veya baskilamak igin besiyerlerine belirli oranlarda
katilan gesitli boyalar, antibiyotik, safra tuzlari, selenit, sodyum azid vb. maddelerdir.

8. Agar: Tibbi mikrobiyolojide, besiyerlerini katilastirmasinda en ¢ok kullanilan maddedir. Agar
85-90°C de erir, 40-45°C de katilasir.

9. Zenginlestirici Maddeler:

a. Kan

Serum

Safra

Maya 6zt

Yumurta

® oo

Besiyerlerinin Siniflandiriimasi
1. Kimyasal Ozelliklerine Gére Besiyerleri
a. Sentetik besiyerleri: iceriginde bulunan saf kimyasal maddelerin bilesimi ve miktari
tam olarak bilinen besiyerleridir.
b. Sentetik olmayan besiyerleri: Tibbi mikrobiyolojide en ¢ok kullanilan besiyeri cesididir.
Besiyeri igine konan maddenin miktari bilinir; ancak bu maddenin dogal olarak iginde
bulundurdugu diger maddelerin miktari net olarak bilinmez Ornek: Sivi buyyon besiyeri
icerisine konulan et suyunun (buyyon) miktari bellidir; fakat buyyonun birlesiminde
bulunan protein, glikoz vb. maddelerin kesin miktarlari bilinmez.
2. Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

a. Sivi besiyerleri
b. Yari kati besiyerleri
C. Kati besiyerleri

3. Kullanim Amaglarina Gore Besiyerleri
Kullanilis amaglarina gore baslica besiyeri gruplari sunlardir:
a. Genel iiretim besiyerleri: Glincel laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan, normal viicut
florasinda bulunan veya patojen Ozellikler gosteren mikroorganizmalarin ¢ogunun
Uretilebildigi besiyerleridir. Sivi ya da kati bicimde hazirlanan bu besiyerleri Ureticilik
ozelliklerine gore ikiye ayrilirlar.
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e Basit genel besiyeri: Bircok mikroorganizmanin liremesini saglayacak yeterlilikte az
sayida besin maddesi iceren besiyerleridir. Ornek; buyyon, adi agar (jeloz) (Sekil 1-
2).

e Zenginlestirilmis genel besiyeri: Basit besiyerinde liremekte gli¢lik ¢eken, bazi
bakterilerin daha kolay tGremesini saglamak amaciyla basit besiyerine kan, serum,
glikoz, yumurta vb. besleyici maddeler katilarak elde edilen besiyerleridir. Ornek;
kanh agar, cikolatamsi agar (Sekil 3-4).

Sekil 1. Buyyon

Sekil 3. Kanli Agar Sekil 4. Cikolatamsi Agar

b. Ozel besiyerleri: Uremede giigliik gdsteren bazi mikroorganizmalarin Gretilmesi igin
Ozel olarak hazirlanan besiyerleridir. Bu besiyerlerine belirli maddeler ve ayiraglar konularak
bazi mikroorganizmalarin tGremeleri saglanirken digerlerinin Giremeleri engellenmistir.

e Secici besiyerleri: Bazi mikroorganizmalarin Gremelerini dnleyici maddeler igeren,
bu suretle karisik bulunduklari ortamlardan belirli mikroorganizmalarin segilerek
uretilmelerini  saglayan besiyerleridir. Ornegin diskidaki Salmonella’larin
cogaltilmasini saglayan Selenit F besiyeri (Sekil 5). Bu besiyerleri temel ya da
zenginlestirilmis kati ya da sivi besiyerlerine bir kisim bakterilerin Gremesini dnleyen
antibiyotikler, kimyasal maddeler, boyalar konularak hazirlanirlar. Ornek; Eozin
Methylene Blue (EMB) Agar (Sekil 6), SS Agar (Sekil 7) vb.

e Ayirici besiyerleri: icerdikleri ayiraglar araciligi ile benzer bakterilerin ayri
gorinimde koloniler olusturmalarini saglayarak karisik bakterileri birbirinden
ayirmaya yarayan besiyerleridir. Ornegin; laktoza etkili bakterileri etkisizlerden
ayirmaya yarayan Eozin Methylene Blue (EMB) agar (Sekil 6), hemoliz yapan ve
yapmayanlari ayirmada kullanilan kanli agar (Sekil 3).

o Ozgiil besiyerleri: Yalniz bir cesit ya da sinirli sayida mikroorganizmanin retilmesi
icin  hazirlanan  besiyerleridir.  Ornegin; Mycobacterium  tuberculosis'in
Uretilmesinde kullanilan Lowenstein-Jensen besiyeri (Sekil 8).

e Ayirach besiyerleri: Mikroorganizmalarin metabolizmalarina bagh biyokimyasal
ozelliklerini  incelemek amaciyla  besiyerlerine  ¢esitli  maddeler ve
mikroorganizmalarin bu maddeleri degisiklige ugrattiklarini gosteren ayiracglar
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eklenerek hazirlanan besiyerleridir. Ornegin; sekerli besiyerleri (TSI) (Sekil 9), fenol
kirmizili besiyerleri (Ure agar) (Sekil 10.).

o

Sekil 5. Selenit F Besiyeri Sekil 6. Eosin Methylen Blue (EMB) Agar

L4
Sekil 7. SS Agar Sekil 8. Lowenstein Jensen Besiyeri
Sekil 9. Triple Sugar Iron (TSI) Agar Sekil 10. Fenol Kirmizili Besiyerleri (Ure Agar)

Besiyeri Cozeltisi Hazirlama

Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda besiyeri ¢ozeltileri; hazir olarak ticari dehidre besiyeri ya da
besiyerleri birlesenleri ayri ayri tartilip, distile suyla eritilerek hazirlanir. Dehidre besiyeri, gesitli ticari
firmalar tarafindan Uretilip marketlerde satilan hazir ¢orbalara benzetebiliriz. Corbanin ¢esidine gore
icine giren besin maddeleri belirli oranlarda karistirilip toz haline getirilip paketlenmis halde satisa
sunulur. Biz evde paket izerindeki bilgilere bakarak toz halindeki Griinii istenen miktarda su Uzerine
ekleyip kaynatarak c¢orbamizi yapariz. Dehidre besiyerleride degisik Uretici firmalar tarafindan
besiyerleri bilesenleri formilde belirtilen miktarlari karistirip toz haline getirilmis besiyerleridir.
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UYGULAMA
Besiyeri Hazirlama

islem Basamaklari
1. MHA dehidre besiyeri hassas terazide tartilir.
e Hassas terazide tartimi dogru ve dikkatli yapiimalidir.
e Temiz spatil kullaniimahdir.
e Tartim sirasinda toz bulutu olusmamasi igin dikkatli olunur.
Tarttiginiz karisim balon veya erlene aktarilir.
Hazirlayacaginiz besiyeri hacmi kadar distile su (1000 mL) 6lgalir.
Karisimi koydugunuz kaba distile suyun yarisi eklenip ¢alkalanir.
Geri kalan distile suyla hacim 1000 mL’ye tamamlanir.
Distile suda maddeler eriyene kadar manyetik karistirici karistirilarak isitilir.
pH 7.2'ye ayarlanir.
e Hazirlanacak besiyerinin pH degeri besiyeri etiket bilgilerinden okunmalidir.
Okudugunuz deger calismaniz icin uygunsa pH ayarlamaya gerek yoktur.
e pH metre teknigine uygun kullaniimalidir.
e Besiyeriistenen pH’da degilse seyreltik asit veya baz ¢ozeltileri ile ayarlanmalidir.
8. Otoklavda 121°C’da 15 dakika steril edilir.
e Sterilizasyon icin uygun yontem secilmelidir.
e Kurallarina ve teknigine uygun olarak sterilizasyon islemi yapiimahdir
9. DoOkum yapilacak petri kutulari hazirlanir.
e Steril petri kutulari; masa lizerine, kapaklari tste gelecek sekilde dizilmelidir
10. Sterilizasyon sonrasi besiyeri 45-50°C’ye sogutulur.
11. Besiyeri aseptik ortamda steril petri kutularina dokdldr.
e Besiyerini dokmeden dnce kabin agzi alevden gecirilmelidir.
e Petri kutularina goz karari esit miktarlarda dokilmelidir.
e Dokerken gevreye bulasma olmamasi igin kapak gereginden fazla agilmamalidir.
12. Agarli besiyeri ylizeyinde hava kabarcigi olusmussa alev tutularak giderilir.
e Buislem besiyeri katilasmadan yapilmalidir.
13. Besiyeri katilasincaya kadar beklenir.
14. Petri kutularinin tzerine gerekli bilgiler yazilir.
e Besiyeri adi, hazirlanma tarihi ve hazirlayan kisi bilgileri yazilmalidir.
15. Hazirlanan besiyerleri buzdolabinda muhafaza edilir

NouhswnN
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Orta Gelistirilebilir
(3-4) (1-2)

Cok iyi lyi

Degerlendirme Kriterleri (7-8) (5-6)

1 | Tartim islemini yapti.

2 | Teknigine uygun aktarma islemlerini yapti.

3 | Coziindlirme iglemini yapti.

4 | Teknigine uygun pH ayarlamasi yapti.

5 | Teknigine uygun sterilizasyonu yapti.

6 | Petri kutularini hazirladi.

7 | Besiyerini istenen sicakliga getirdi.

8 | Aseptik teknigini uyguladi.

Teknigine uygun petri kutularina dokim
yapti.

10 | Teknigine uygun kurutma islemini yapti.

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. 250 mL MHA agar (40 g/L) hazirlamak icin kag g dehidre besiyeri maddesinden kullanmak
gerekir?
A) 10 B) 20 C) 40 D) 80 E) 160

2. Asagidakilerden hangisi besiyerini katilagtirmak amaciyla kullanilir?
A) Agar B) Pepton C) Tuz D) Kan E) Maya ekstrakti

3. Asagidaki besiyerlerinden hangisi iliremekte giigliik ¢eken mikroorganizmalarin daha kolay
tiremesi icin kullanilir?

A) Zenginlestirilmis besiyeri B) Ayirt edici besiyeri C) Genel besiyeri
D) Secici besiyeri D) Ozgiil besiyeri
4. Besiyeri petri kutularina dokiiliirken besiyerinin sicakhigi kag derece olmalidir?
A) 95-100°C B) 85-90°C C) 75-80°C D) 65-70°C E) 45-50°C
5. Asagidaki besiyerlerinden hangisi sivi besiyeridir?

A) EMB B) Selenit F C) Kanli agar D) SS agar E) TSI
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LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER

Besiyeri gruplarina 6rnek olarak getirilen besiyerlerini inceleyip adlarini, besiyeri grubunu ve ne
amagla kullanildigini yaziniz.

Besiyerinin Adi Besiyerinin Grubu Ne Amagla Kullanilmaktadir
1.
2,
3.
4,
\_/

Ogrenci Adi Soyadi:
Ogrenci Numarasi:
imza:
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3 Besiyeri Ekim Yontemleri

DERSIN AMACI

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerine ekim yontemlerinin 6grenilmesi
Bakterilerin besiyerlerinde olusturduklari koloni tiplerinin 6grenilmesi
Bakterilerin besiyerlerinde olusturduklari hemoliz gesitlerinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
Ekim yontemlerini siralar.
Koloni tiplerini 6zellikleri ile siralar.
BECERI Besiyerlerini taniyip ayirir.
Ekim yontemlerini uygular.
Koloni tiplerini degerlendirir.
Hemoliz tiplerini degerlendirir.
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Ekim islemi (inokilasyon) incelenecek 6rnegin steril bir besi yerine uygun bir sekilde aktariimasi
olayidir. Diger bir ifade ile icerisinde bulunan mikroorganizmalari tGretmek veya mikroorganizma
bulunup bulunmadigini arastirmak amaciyla, alinan numunelerin 6zel aletler kullanilarak uygun besi
yerlerine aktariimasina “ekim”, herhangi bir besi yerinde Gremis olan mikroorganizmalarin baska bir
besi yerlerine aktarilmasina ise “pasaj” denir.
Ekimleri yapilacak 6rnekler ya dogrudan dogruya hastalardan alinan hastalik érnekleridir ya da daha
once Uretilmis olan bakteri kiltirleridir. Ekim yapilacak materyal sivi ise 6ze, pipet, ekiivyonlu cubuk;
kati ise 6ze kullanilarak ekim yapilir. Ekim yapilmadan dnce ve sonra galisilacak bankonun Uzeri
antiseptik eriyiklerle silinmeli ve daima givenlik kabinin de ¢alisiimahdir.
Ekim Yontemleri
1. Tipte Sivi Besiyerine Ekim Yontemi

Sivi ortama ekim, genellikle 6ze ya da pipet ile yapilir. Bazi durumlarda ekivyonlarda

kullanilmaktadir. Tipte sivi Besiyerine ekim yonteminin asamalari asagidaki gibidir.

e Tiip icerisindeki besiyerine ekim yapilirken tlp egik olarak tutulur.

e Ekim materyali 6ze ile alinmis ise 6ze tlpe yavasca sokulur ve 6zedeki materyal birakilir.

e Materyal kati ise 6nce 6ze tlp duvarina dairesel hareketlerle siiriilerek daha sonra yavasca sivi

besiyeri ile karistirilarak ezilir.
e Pipetle alinan sivi materyal besiyerine damlatilarak ekim yapilir.
e Eklivyonlu gubuklar besiyerine daldirilir ve tiip kenarina bastirilarak igceriginin tlipteki besiyerine
gecmesi saglanir.

BiLGi
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Sekil 1. Tlpte Sivi Besiyerine Ekim Yontemi
2. Tipte Yatik Kati Besiyerine Ekim Yontemi
igne 6ze ile alinan materyal higbir yere degdirilmeksizin tiipteki besiyerinin alt noktasina deney
tlplnin dibine 2-3 mm mesafe kalacak kadar batirilir ve ayni dogrultuda geri gekildikten sonra
besiyerinin ylzeyinde zikzaklar cizilerek yayihr.

A

Sekil 2. Tupte Yatik Kati Besiyerine Ekim Yontemi
3. Tupte Dik Kati Besiyerine Ekim Yontemi

igne 6ze ile alinan materyal tiipteki besiyerinin dip kismina sisenin dibine 2-3 mm. mesafe kalacak
kadar batirilip ayni dogrultuda gikarilarak ekim yapilir.

| I
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Sekil 3. Tipte Dik Kati Besiyerine Ekim Yontemi
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4. Plak Besiyerine Ekim Yontemleri
a. Azaltma Ekim Yéntemi
Bu ekim yonteminde amac bakterilerin kati besiyerine seyreltilerek ekilmeleri, bu sekilde
besiyerine tek tek diismelerinin saglanmasi ve boylece birbirinden ayri koloniler elde
edilmesidir.

Bu amacla petri kutusundaki kati besiyeri dort bolge olarak distunalir.

Oze ile alinan materyal ilk bélgede bir noktadan baslayip sik zikzaklar cizilerek ekilir ve
ikinci ekim sahasina gegilir.

Birinci bolgeden ikinciye dogru daha az sikhkta zikzaklar gizilir.

Ugiincii bolgede zikzaklar daha da seyrek olmalidir.

En son dordiincii bolgede bir-iki zikzak yapilarak ekim tamamlanir.

Bu ekim yonteminde, her ekim sahasina ge¢gmeden oOnce besiyeri 90 derece aglyla
dondirilerek yeni ekim sahasina gegilir.

Her ekim sahasina gegcildiginde 6ze sterilize edildikten sonra veya farkli 6ze kullanilarak
ekim yapilir.

Eklvyon ile materyal alinmis ise 6nce bu pamuklu ¢ubuk ilk ekim sahasina stirtilir. Daha
sonra 6ze ile yukaridaki islemlere devam edilir.

Sekil 4. Azaltma Ekim Yontemi

b. Tam Saha Ekim Yéntemi
idrar gibi klinik materyallerde mililitredeki mikroorganizma sayisini tespit etmek icin, belirli
miktarda materyal (gerekirse sulandirilarak) besiyerine ekilir. Sik kullanilan yontem, kalibreli
Oze ile besiyerinin capi boyunca bir gizgi ekimi yapmak ve ayni 6ze ile, alevden gecirmeksizin,
ilk ekim cizgisine dik zig-zak’lar ¢izmektir. Amag, materyalin besiyeri ylzeyine dagilmasini
saglayarak seyreltmek ve kolonileri ayri ayri elde etmektir. inkiibasyondan sonra besiyeri
ylzeyinde gelisen koloniler sayilarak mililitredeki mikroorganizma sayisi hesaplanir.

A. Cali
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c. Yayma Plak Yontemi

Antibiyotik duyarlilik testleri, faj tiplendirme deneyleri gibi amaglar igin bakterilerin plak

besiyerinin ylizeyine homojen olarak dagitiimasi suretiyle yaygin ekim yapmak gerekir.

e Ekim yapilacak plak ylizeyine 6rnekten pastor pipeti ya da otomatik pipet ile birka¢ damla
damlatilir.

e Steril bir cam ¢ubuk ya da ekiivyonlu gubuk ile besiyerinin ortasina kadar sik zikzaklar gizilir.
Daha sonra ayni islem besiyerinin diger yarisinda da uygulanir.

e Besiyeri 90 derece gevrilerek yapilan islemler tekrarlanir.

e Boylece besiyerinin her tarafina homojen olarak ekim yapilmis olur.

Sekil 6. Yayma Plak Yontemi
d. Dokme Plak Yontemi
Numunenin veya dillisyonunun 45-50 °C'ye kadar sogutulmus agarli besi yeri ile petri
kutusunda karistirilarak ekilmesi seklindeki yontemdir. Bu yontemde kati numunelerin
dilisyonlarindan ve sivi numunelerin kendisinden veya diliisyonlarindan ekim yapilabilir.

i |
St e

Sekil 7. Dokme Plak Yontemi

Koloni Tipleri

1. S (smooth—diiz) tipi koloni
En sik gorilen sekildir. Yuvarlak, diiz kenarh, kabarik, diiz ylizeyli, nemli ve homojen kolonilerdir.

2. R (rough-piirtiiklii) tipi koloni
S tipi koloni yapan bakterilerin eski kiltlrlerinde ve uygunsuz kosullarda lretimi ile meydana
gelen koloniler bu tipte olabildigi gibi bazi tiir bakteriler dogal olarak R tipi koloni yaparlar.
Ylzeyleri burusuk veya tanecikli, kenarlari girintili ve gikintili, basik gériiniimdedirler. S tipi koloni,
R tipi koloni sekline dénerse virilansi azalir.

3. M (mucoid) tipi koloni
Bir kisim bakterilerde hiicre c¢eperlerinin dis tabakasinda polisakkarit ve bazen polipeptid
yapisinda, az veya ¢ok miktarda kapsil maddesi bulunur. Bu kapsillii bakterilerin uygun
ortamlarda (serumlu, habenli, kanli, vs) stimiksi gortnusli, yapiskan ve akici koloniler
olusturduklari gorulir. Uygunsuz kosullarda bu bakteriler S tipi koloni olustururlar.
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Sekil 8. S Tipi Koloni Morfolojisi
Sekil 9. R Tipi Koloni Morfolojisi
Sekil 10. M Tipi Koloni Morfolojisi

=
S
S
()
P
c
He)
>
£
=
i
=
()
=
(")
()
(aa]

A. Cali




Besiyeri Ekim Yontemleri
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Hemoliz Tipleri

1. o (Alfa) Hemoliz
Bakteri kolonisi etrafinda hemoliz sahalarina mikroskobun kiclk blyttmesi ile bakildiginda
ortamda saglam eritrositlerin varligi gérilir. Hemoliz bolgesi yesilimsi renktedir.

2. B (Beta) Hemoliz
Tam hemolizdir. Bakteri kolonileri etrafinda tam bir saydam alan gorulir. Bu bolgedeki
eritrositler tamamen erimistir. Petri kutusunun arkasi gérulebilir.

3. vy (Gama) Hemoliz
Kanli agarda Ureyen bakteri kolonisi hi¢ hemoliz olusturmamistir.

Sekil 11. a (A_h‘a)rHemoIiz

Sekil 12. B (Beta) Hemoliz

P — —=

Sekil 13. y (Gama) Hemoliz
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UYGULAMA-I
Sivi Besiyerine Ekim

A. Sivi Numuneden Tiipteki Sivi Besiyerine Ekim

islem Basamaklari

1. Calisilacak ortamin aseptik kosullari saglanir.

2. Sivi numune karistirilarak homojen hale getirilir.

3. Ekim igin kullanilacak halka 6ze teknigine uygun sterilize edilir.
e Bek alevinde veya insineratérde akkor hale gelene kadar isitilir.
e Sogutulduktan sonra islemlere devam edilir.

4. Bir 6ze dolusu sivi numune alinarak besiyerine Sekil 1'deki gibi ekim yapilir.

5. Ekim yapildiktan sonra tliplin agiz kismi alevden gecirilerek kapatilir.

6. Halka 6ze tekrar sterilize edilir ve besiyeri ve halka 6ze spora yerlestirilir.

B. Kati Numuneden Tiipteki Sivi Besiyerine Ekim

islem Basamaklari
1. Numune kabi sag ele, igne Oze ise sol ele alinir.
2. igne 6ze teknigine uygun sekilde sterilize edilir.
3. Kati numuneden igne 6ze yardimiyla 6rnekten bir miktar alinir.
4. igne 6ze ile alinan érnek, besiyeri tiipiniin sivi kisminin biraz (izerindeki ceperde ezilerek
sirtme hareketi yapilir.
e Boylece numunenin yayilmasi saglanir.
Oze ucu besiyerinin igine daldirilip karistirilir.
6. Ekim yapildiktan sonra tliplin agiz kismi alevden gecirilerek kapatilir.
7. igne 6ze tekrar sterilize edilir ve besiyeri ve halka 6ze spora yerlestirilir.

UYGULAMA-II
Kati Besiyerine Ekim

v

A. Tiipte Yatik Kat1 Besiyerine Ekim

islem Basamaklari
1. Calisilacak ortamin aseptik kosullari saglanir.
2. Sivi numune karistirilarak homojen hale getirilir.
3. Ekim igin kullanilacak igne 6ze teknigine uygun sterilize edilir.
e Bek alevinde veya insineratérde akkor hale gelene kadar isitilir.
e Sogutulduktan sonra islemlere devam edilir.
4. Bir 6ze dolusu sivi numune alinarak besiyerine Sekil 2’deki gibi ekim yapilir.
e igne 6ze tipteki yatik besiyerinin dip kismina dogru batirilir.
e igne 6ze yavasca yukari dogru cekilir.
e igne 6ze cikariimadan yatik kisma gizgi ekimi yapilir ve 6ze disari ¢ikarilir.
5. Ekim yapildiktan sonra tiiplin agiz kismi alevden gegirilerek kapatilir.
6. igne 6ze tekrar sterilize edilir ve besiyeri ve igne 6ze spora yerlestirilir.
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B. Plak Besiyerine Azaltma Ekim Yontemi ile Ekim

islem Basamaklari

1.

2.
3.
4

ow

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Gahisilacak ortamin aseptik kosullari saglanir.
Sivi numune karistirilarak homojen hale getirilir.
Ekim yapilacak petri kutunun alt kismina gerekli bilgiler asetat kalemi ile yazilir.
Halka 6zeyi sag elle tutarak teknigine uygun sterilize edilir.

e Bek alevinde veya insineratorde akkor hale gelene kadar isitilir.

e  Sogutulduktan sonra islemlere devam edilir.
Numune tlpinin agzini teknigine uygun sekilde actiktan sonra bir 6ze dolusu numune alinir.
Ardindan numune tipiiniin agzi alevden gegirilerek kapagi tekrar kapatilir.
Ekim yapilacak petri kutusu, sol elin bas ve isaret parmagi serbest kalacak sekilde, avucg icinde
kavrayarak tutulur.
Ekim yapilacak alanlar gz karari tasarlanir.
Oze, birinci ekim alaninin tist kismina ters diiz ederek siirtiiliir. Sonra saga sola sik aralikli
paralel zikzaklar gizerek birinci sirme islemi tamamlanir.

e  Sirme islemi kesintisiz olmahdir.
Petri kutusunu kapatilip 6ze sterilize edildikten sonra sogumasi saglanir.
Petri kutusu saat yoninun tersine donddrilerek ilk ekim sahasi sol tarafimiza gelecek sekilde
tekrar alinir.
Oze birinci ekim bélgesinden bir veya iki defa kestikten sonra birinci ekim alanina gére daha
seyrek sekilde paralel zikzaklar gizilir.
Petri kutusu tekrar kapatilir ve 6ze sterilize edilir.
Tekrar petri kutusu saat yoniiniin tersine doksan derece olacak sekilde gevrilir.
Oze soguduktan sonra ikinci ekim bolgesine birkag defa temas ederek daha seyrek zikzaklar
cizilir.
Son islemde petri kutusu tekrar cevrilir ve {i¢iincii ekim alani solumuza alinir. Oze sterilize
edilip sogutulur.
Oze Ugiinci ekim alaninda birka¢c defa temas ettikten sonra daha seyrek bir sekilde
besiyerinin ortasina dogru gizilir.

e Son saha kesinlikle diger sahalarla 6zellikle birinci saha ile temas etmemelidir.
Oze teknigine uygun sterilize edilip ekim islemi tamamlanir.
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Besiyeri Ekim Yontemleri

OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Cok iyi lyi Orta  Gelistirmeli
(7-8) (5-6) (3-4) (1-2)

Degerlendirme Kriterleri

1 | Aseptik kosullara dikkat etti.

Halka 6ze ile teknigine uygun sekilde sivi besiyerine
ekim yapti.

igne 6ze ile teknigine uygun sekilde sivi besiyerine
ekim yapti.

4 | Yatik kati besiyerine saplama ve yiizey ekimi yapti.

5 | Petri kutusu ve 6ze tutus tekniklerini uyguladi

6 | Petrisirme alanlarini dogru bir sekilde uyguladi

Etivin sicakligini ayarlayip besiyerlerini etlve

7 yerlestirdi.
8 inkilbasyon  sonunda  besiyerlerinde (ireyen
bakterilerin degerlendirmesini yapti.
inkilbasyon  sonunda  koloni  morfolojilerini
9 . -
degerlendirdi.
10 inkilbasyon  sonunda  bakterilerin  hemoliz

durumlarini degerlendirdi.

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi diizgiin kenarli koloni tipine verilen isimdir?
A) Skoloni B) R koloni C) M koloni D) L koloni E) Bomba koloni
2. Asagidakilerden hangisi ekim araglarindan degildir?
A) igne 6ze B) Halka 6ze C) Pens D) Pipet E) Eklivyon ¢cubuk
3. Agsagidakilerden hangisi hem besiyeri igcine hem de yiizeyine yapilan ekim yontemidir?
A) Yayma plak yontemi B) Tupte yatik besiyerine ekim C) Azaltma yontemi
D) Tipte dik besiyerine ekim E) Tam Saha ekim

4. Bakterileri liretmek icin gerekli olan en ideal sicaklik agagidakilerden hangisidir?
A) 60°C B) 55°C C) 42°C D) 37°C E) 24°C
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LABORATUVARDA YAPILACAK ISLEMLER

1. Besiyerlerine verilen numunelerden uygun sekilde ekimler yaparak yaptiginiz ekimleri sematize
ederek ¢iziniz.

a. Tek koloni ekimi b. Tam saha ekimi

|

c. Yatik besiyerine ekim d. Sivi besiyerine ekim

1. Laboratuvara hazir olarak getirilen kiltirlerde koloni gérinimlerini degerlendirerek, hangi tip
koloni oldugunu giziniz.

2. Laboratuvara hazir olarak getirilen kiltiirlerde hemoliz 6zelliklerini degerlendirerek, hangi tip
hemoliz oldugunu giziniz.
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4 Mikrobiyolojide Kullanilan Boyama Yontemleri

DERSIN AMACI

Mikrobiyolojide kullanilan boyama yontemlerinin 6grenilmesi
Basit boyama ve Gram boyama yontemlerinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
Bakteri boyalarini siralar.
Basit boyama yonteminin basamaklarini siralar.
Gram boyama yonteminin basamaklarini siralar.
BECERI Basit boyama yontemini kurallara uygun sekilde uygular.
Gram boyama yontemini kurallara uygun sekilde uygular.
Basit boyama yontemi ile boyanmis preperatlari mikroskobik olarak
degerlendirir.
Gram boyama yontemi ile boyanmis preperatlari mikroskobik olarak
degerlendirir.
Mikroskobu baskalarinin yardimina ihtiya¢ duymaksizin kullanir
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Mikroskobu kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Mikrobiyolojik tanida morfolojik incelemeler biylk deger tasir. Mikroorganizmalarin tanisinin
koyulmasinda kisa siirede 6n sonug vermesi acisindan boyama ydntemleri siklikla kullaniimaktadir. lyi
bir incelemenin en azindan taniya dogru yonlendirici degeri vardir. Morfolojik incelemelerden olan
boyama islemi, bakterilerin identifikasyonu ve siniflandirilmalarinda énemli bir islemdir. Bunlar iginde
en sik kullanilanlar sunlardir;

BiLGi

Basit boyama

Gram boyama

Asido rezistan boyama (Ehrlich - Ziehl-Neelsen boyama)
Metilen mavisi boyama

Giemsa boyama

Cini mirekkebi boyama

Laktofenol pamuk mavisi boyama

Spor boyama

Kapsil boyama

Neisser boyama

BUtlin boyama islemlerinde ilk asama preparat hazirlanmasi ve tespit islemidir.

Preparat Hazirlanmasi:

Preparatlar dogrudan hastalik 6rneklerinden, kiiltiirlerden ya da deney hayvanlarindaki patolojik
lezyonlardan hazirlanir. Bunun igin temiz lamlar kullanilir. Sivi materyalden preparat hazirlaniyor ise
dze ya da otomatik pipet yardimi ile bir damla 6rnek alinarak lamin orta kismina birakilir. Oze yardimi
ile dairesel hareketler ile kiiglk bir bozuk para biytkliglinde yayilir. Bakteri kolonisi ya da kati bir klinik
materyalden preparat hazirlarken 6nce bir damla steril serum fizyolojik lamin ortasina damlatilir.
Ornek 6ze ile alinarak damlanin kenarinda ezilir. Dairesel hareketlerle sivi ile karismasi saglanir.
Preparat oda isisinda kurumaya birakilr.
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Mikrobiyolojide Kullanilan Boyama Yontemleri

Tespit Yontemleri:
Preparatin tespit edilmesinde amagclanan, lizerindeki materyalin lama yapismasini saglamaktir. Ug
yontemle tespit islemi yapilabilir:

a. Havada kurutularak tespit: En az gilivenilir olanidir. Hazirlanan preparat 2-18 saat
bekletilmelidir.

b. Alevde tespit: En cok kullanilan yontemdir. Preparat havada kurutulduktan sonra materyalli
ylzi yukari gelecek sekilde bir ucundan tutulur. Lamin alt yiz yanmakta olan alevin mavi
kismina, yukaridan asagiya dogru yavas yavas hareket ettirilerek yalatilr.

c. Kimyasal maddeler ile tespit: Alevde tespit edildiginde morfolojisini kaybedebilecek materyali
(protozoa, l6kosit, eritrosit, epitel hiicresi vs.) tespitte kulandir. Etil alkol (8-10 dakika), metil
alkol (3 dakika) ve aseton (5 dakika) tespit isleminde en cok kullanilan kimyasallardir. Bu
maddeler hazirlanan preperatin lstline, materyal bulunan kismini kaplayacak sekilde dokulerek
kullantlir.

Basit Boyama Yontemi
Bu yontemde, boyama igin genellikle tek bir boya kullanilir ve mikroorganizmalarin morfolojileri
incelenir.

Basit Boyama Yontemi

1. Preparat hazirlanip tespit edilir.

Metilen mavisi, safranin veya kristal viyole gibi boyalardan birisi ile 1 dakika boyanir.
Suile yikanir.

Havada kurutulur.

immersiyon objektifi ile incelenir.

vk wnN

Bu boyama sonucu bakteriler, metilen mavisi ile mavi, safraninle pembe/kirmizi, kristal viyole ile
mor/lacivert boyanir.
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Sekil 1. Safranin ile basit boyama yontemi

Gram Boyama Yéntemi
Bakterilerin hiicre duvar yapilarindaki farkliliklara dayali bir boyama yéntemi olup, bakterileri gram
pozitif ve gram negatif olarak siniflayan bir boyama yontemidir.

Gram Boyama Yontemi

Preparat hazirlanip tespit edilir.

Preparat yatay konumda iken Uzerine kristal viyole dokilerek 1 dakika bekletilir.
Preparat tazyikli olmayan su ile boya tamamen akincaya kadar yikanir.

Preparat yatay konumda iken tizerine liigol dokerek 1 dakika bekletilir.

Preparatin Gzerindeki ligol sollisyonunu dokalir.

Preparatin lzerine damla damla aseton-alkol dokiilerek dekolorizasyon (renksizlestirme)
yapilir. Bu islem kristal viyole tamamen akana kadar strdiralir.

ok wnNRE
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7. Preparat tazyikli olmayan su ile yikanir.

8. Preparat yatay konumda iken tizerine safranin (zit boya) dokerek 30 saniye bekletilir.
9. Preparat tazyikli olmayan su ile yikanir.

10. Preparat oda isisinda kurutulur.

11. Preparat immersiyon objektifi ile incelenir.

Bu boyamayla gram pozitif bakteriler mor, gram negatif bakteriler pembe boyanir.
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Sekil 2. Gram boyama yontemi

Asido Rezistan Boyama Yontemi (EZN)

Ozellikle Mycobacterium'lar olmak tizere Nocardia'lar gibi hiicre duvarlarinda bol miktarda lipid iceren
mikroorganizmalarin boyanmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu boyama ydnteminde asit-alkole
direncli boyanan bakteriler kirmizi (karbol fuksin ile), diger bakteriler ve zemin mavi (metilen mavisi
ile) boyanir.

EZN (Erlich-Ziehl-Nelseen) Boyama Yontemi

1. Preparat hazirlanip tespit edilir.

Preparat yatay konumda iken izerine karbol fuksin dokulir.

Boya kaynamayacak sekilde preparat alttan isitilir. 5 dakika bekletilir.

Preparat tazyikli olmayan su ile yikanir.

Preparat yatay konumda iken Uizerine asit-alkol dokiliir ve 15-20 saniye bekletilir.
Preparat tazyikli olmayan su ile yikanir.

Preparat yatay konumda iken Gizerine metilen mavisi (zit boya) dékerek 1-2 dakika
bekletilir.

8. Preparat tazyikli olmayan su ile yikanir.

9. Preparat oda isisinda kurutulur.

10. Preparat immersiyon objektifi ile incelenir.
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Sekil 3. ARB boyama yontemi
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Giemsa Boyama Yontemi

Protozoa (Plasmodium vs.) tiirlerinin ve kan hiicrelerinin gbzlenmesi amaciyla uygulanir. Parazitler
mavi-mor renkte ve kirmizi cekirdekli olarak gozlenir. Beyaz kan hiicrelerinin ¢cekirdekleri mor,
sitoplazmalari mavi renkte gorulir. Eritrositler ise agik kahverengi olarak gozlenir.
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Sekil 4. Giemsa boyama yontemi

Cini Mirekkebi Boyama Yéntemi

Cini murekkebi ile boyama, en sik Cryptococcus neoformans' in kapsilinin gézlenebilmesi amaciyla
uygulanir. Cini mirekkebi kapsiili boyamadigindan, siyah zemin lizerinde mayayi ¢evreleyen agik
renkli kapsil gozlenir.

Sekil 5. Cini mlrekkebi boyama yontemi

Laktofenol Pamuk Mavisi Boyama Yontemi
Kaf mantarlarinin taninmasi amaciyla uygulanir. Mavi boyanmis hifa ve spor morfolojileri incelenir.
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Sekil 6. Laktofenol pamuk mavisi boyama yontemi

Spor Boyama Yéntemi
Spor yapan bakterilerin, sporlarinin varligini ve yerlesimini gozlemek i¢in kullanilan bir boyama
yontemidir. Bu yontemle bakteri kirmizi (safranin ile), icindeki spor yesil (malasit yesili ile) boyanir.

Sekil 7. Spor boyama yontemi

Neisser Boyama Yontemi
Corynebacterium diphteriae'larda bulunan metakromatik cisimcikleri boyamada kullanilan bir
boyama yontemidir. Bakteriler sari, metakromatik cisimcikler kahverengi boyanir.

Sekil 8. Neisser boyama yontemi
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UYGULAMA-I
Gram Boyama Yontemi

islem Basamaklari
1. Preparat hazirlanir.
e Yayma, kurutma ve tespit islemleri yapilr.
2. Preparat kristal viyole ¢ozeltisi ile 1 dakika boyanir. Ardindan distile su ile yikanir.
e Boyama islem basamaklarinin hepsi plastik boyama kabinin icerisinde yapiimahdir.
e islemler sirasinda boyalarin cevreye sicramamasina 6zen gdsterilmelidir.
3. Preparata llgol ¢ozeltisi damlatilir ve 1 dakika bekletilir. Ardindan distile su ile yikanir.
e Preparatin lizerini tamamen kapatacak sekilde ligol damlatiimalidir.
4. Preparat lizerine aseton alkol damlatilir ve 15-20 saniye bekletilir. Ardindan distile su
ile yikanmalidir.
e Renksiz sivi akana kadar bekletilir.
e (Cok fazla bekletiimemelidir.
5. Preparat sulu fuksin veya safranin ile 30 saniye boyanir. Ardindan distile su ile yikanir.
6. Preparat kurutmaya birakilir ve sonra 100x immersiyon objektifi ile incelenir.
. Mikroskopta mor renkli gériinen bakteriler Gram pozitif, pembe renkli
gorilen bakteriler Gram negatif olarak tanimlanir.

UYGULAMA-II

EZN Boyama Yontemi

islem Basamaklari
1. Preparat hazirlanir.
e Yayma, kurutma ve tespit islemleri yapilr.
2. Preparat karbol fuksin ¢ozeltisi ile kaplanir.
3. Bir telin ucuna pamuk sarilir ve pamuga alkol damlatilir. Ardindan bu pamuk yakilip
preparatin altindan gegcirilerek isitilir.
e Isitma islemi kaynama olmadan devam edilmeli. Buhar ¢ikmalidir.
e  Preparat Uzerindeki boya eksildikce tamamlanmali
e  Buislem 5 dakika devam etmeli
4. Preparata soguduktan sonra distile su ile yikanir.
5. Preparat lzerine asit alkol damlatilir ve renksiz sivi akana kadar 15-20 saniye bekletilir.
Ardindan distile su ile yikanir.
6. Preparat metilen mauvisi ile 1 dakika boyanir. Ardindan distile su ile yikanir.
7. Preparat kurutmaya birakilir ve sonra 100x immersiyon objektifi ile incelenir.
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

v\
2

GCokiyi lyi  Orta Gelistirmeli
(7-8) (5-6) (3-4) (1-2)

Degerlendirme Kriterleri

1 | Preparati teknigine uygun hazirladi.

2 | Kristal viyole boya uygulamasini yapti.

3 | Lugol uygulamasini yapti.

4 | Dekolarizasyon ve yikama islemlerini yapti.

5 | Sulu fuksin uygulamasini yapti.

Mikroskobun 100x’lUk objektifini teknigine uygun
olarak kullandi.

7 | 100x’liik objektifte bakterileri gérdi.

Bakterilerin Gram 6zelliklerini dogru bir sekilde
belirledi.

9 | Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri ayirt etti.

EZN boyama yontemi ile boyanmis preparati
mikroskopta ayirt etti.

TOPLAM PUAN

1. Gram boyamada Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler sirasiyla hangi renkte goriiliir?
A) Kirmizi/yesil B) Kirmizi/mavi  C) Mor/mavi D) Mor/pembe  E) Renksiz/mor

2. Gram boyamada, dekolorizasyon isleminde asagidaki maddelerden hangisi kullanilir?
A) Kristal viyole B) Lugol C) Aseton alkol D) Asit alkol E) Metilen mavisi

3. Gram boyamada kullanilan mordant madde asagidakilerden hangisidir?
A) Kristal viyole B) Lugol C) Aseton alkol D) Asit alkol E) Metilen mavisi

4. Preparati isik mikroskobunda incelemek igin kaglik objektif kullanilmaktadir?
A) 10x B) 20x C) 40x D) 80x E) 100x

5. Gram boyama islemleri sirasinda dekolarizasyon asamasi uzun tutulursa agagidaki
durumlardan hangisi meydana gelir?
A) Gram pozitif bakteriler pembe boyanabilir B) Gram negatif bakteriler mor boyanir

C) Gram pozitif bakteriler mor boyanir D) Gram negatif bakteriler boyanmaz

E) Gram pozitif bakteriler boyanmaz
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LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER
Kendi yaptiginiz boyama yodntemine gbére mikroskopta gordiiglintiz bakterilerin boyama

1.
yontemini, sekillerini ve renklerini yaziniz ve giziniz.

Boyama Yontemi: ...ccccvevveenvenceeveeniienennn
Bakterinin Sekli: ....cccooeveeeeeieieee e,
Bakterinin ReNgi: .....ccoeveeeeeevevierireeienns
2. Mikroskoplarda hazir bulunan preparatlari inceleyerek mikroorganizmalarin boyama

yontemlerini, sekillerini ve renklerini yaziniz ve giziniz.

Boyama YONtemi: ...cccvvecuerennernienesie e
Mikroorganizmanin Sekli: .......cccoovvvevvrnene.
Mikroorganizmanin Rengi: .......cccccevervnrenen.

Boyama Yontemi: ....ccccovveevvecveeveiviecee e
Mikroorganizmanin Sekli: .......ccccceeeenene.
Mikroorganizmanin Rengi: ......ccccccceveuvenene.

Boyama YOntemi: ....cccceeeeevvecceevceenvecie e
Mikroorganizmanin Sekli: .......ccccceeeenene.
Mikroorganizmanin Rengi: .......cccccceveuvenene.

Boyama YOntemi: ....c.couevueeeenennnene e
Mikroorganizmanin Sekli: ........cccoceevvveennnnn.
Mikroorganizmanin Rengi: ......ccccceeveveeee..

9000

Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzasi:
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5 Mikroskobik Yontemler

DERSIN AMACI

Cihaz kullanma talimatlarina uygun mikroskop ile boyasiz ve boyali preparat incelemesinin 6grenilmesi
Neubauer/Thoma laminin kullaniminin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
Mikroskobun kisimlarini sayar.
Bakteri boyama yontemlerini siralar.
Boyasiz inceleme yontemlerini siralar.
BECERI Mikroskopta preparat inceleme basamaklarini uygular.
Mikroskobu baskalarinin yardimina ihtiya¢ duymaksizin kullanir
Basit boyama yontemi ile boyanmis preperatlari mikroskobik olarak
degerlendirir.
Gram boyama yontemi ile boyanmis preperatlari mikroskobik olarak
degerlendirir.
Boyasiz preparat incelemesi yapar
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Mikroskobu kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Mikroskop, gozle gorilmeyen, kiiglik canh veya cansiz nesnelerin incelenmesini saglayan optik aractir.
insan gézii mikroorganizmalari ayirt edemedigi icin mikroorganizmalari gdrerek inceleyebilmek igin
mikroskoplara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amag i¢in birgok mikroskop ¢esidi vardir:

BiLGi

1. Istk mikroskobu: Mikroskoplar icerisinde en sik kullanilan mikroskop cesididir. Mikrobiyoloji,
biyokimya, hematoloji, mikoloji, parazitoloji, histoloji gibi bircok laboratuvarda kullanilmaktadir.
Bliytitme 6zelligi 40-2000 kat arahgindadir.

Karanhk alan mikroskobu: Bu mikroskoplarin kondansér vyapilari farkh oldugu icin sk
mikroskoplarindan ayrilir. Bu mikroskopta isik preparata alttan degil, yandan gelir ve preparatta
bulunan nesneleri aydinlatirken zeminin karanlik gériinmesine neden olur. Béylece incelenen nesne,
karanlik sahada parlak yapilar olarak gorilmektedir. Isik mikroskobunda goriilemeyen spiroket gibi
bazi ince yapili mikroorganizmalarin incelenmesinde kullaniimaktadir.

Faz Kontrast Mikroskobu: Bu mikroskoplar 6zel kondansatér ve optik sisteme (6zel faz objektifleri)
sahip olduklarindan dolayi 1sik mikroskobundan farklidirlar. Sivi bir ortamda mikroorganizmalarin
hiicre ici yapilarinin incelenmesinde kullanihr.

Floresan Mikroskobu: Isik kaynagi olarak ultraviyole isinlari kullanildigi icin diger mikroskoplardan
ayrilir. Bu mikroskoplarda goriintii elde edebilmek igin florescein, rodamin, auramin gibi floresans
boyalar kullaniimaktadir.

Elektron Mikroskobu: Bu mikroskoplarda isik kaynagi olarak elektronlar kullanilmaktadir. 20 000-
1.000.000 kat biyutme 6zelligine sahiptir. Elektromanyetik kondansatoérler ve elektronlar kullanildig
icin diger mikroskoplardan ¢ok farklidir. Taramali ve gegirimli elektron mikroskoplari olmak lzere iki
cesit elektron mikroskobu vardir.

N
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Isik Mikroskobunun Kisimlari
Genel olarak 151k mikroskobu mekanik ve optik kisimlari olmak Gzere iki ana kisimdan olugmaktadir.

1. Mekanik Kisim: Bu kisim, okiler ve objektifleri tasiyan tiip, mikroskobu tutmaya yarayan kol,
preparati koymak igin tabla ve mikroskobun zemine oturmasini saglayan ayaktan olusur (Sekil 1).
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2.

Klasik mikroskop

Epilic Kistmiar Statife ait kisimlar
okuler —— — tup

__— revolver
: — statif
objektif —— ~_— tabla
kondansér ve diafram — <——— makro/mikro ayar
Islickaynagl — g < Isikag/kapa

Sekil 1. Isik mikroskobunun kisimlari

Optik Kisim: Mikroskopta incelenen nesneleri blylterek goriintl elde edilmesini saglayan
kisimdir. Bu kisim isik kaynagi, objektif ve okiilerden meydana gelir (Sekil 1).

Objektifler farkl blyltme o6zelligine sahiptir. Genel olarak 4x, 10x, 40x, 100x objektifler
kullanilmaktadir. Objektifler, kendi ekseni etrafinda donebilen bir tablaya (rovelver)
sabitlenmistir. Kullanilacak objektif, revolver yardimiyla i1sik yolunun (zerine getirilerek
gorintl bulunur.

Okiler mikroskopta gozle bakilan kisimlardir. Genel olarak 5x, 10x, 15x, 20x okdilerler
kullanilmaktadir. Bazi mikroskoplarda tek bir okiiler (monokiiler) bulunmasina ragmen
genellikle ¢ift okdler (binokiler) bulunur.

Mikroskobun Biiyiitme Gilicii

Mikroskobun biliylitme glicli, objektif blyltme glicli ile okilerin blylitme glicinin ¢arpimi ile
hesalanir. Ornegin 10x okiiler ve 100x objektif kullanilan bir mikroskobun biiyiitme giicii 1000’dir.

Mikroskop Kullanilirken Dikkat Edilmesi Gereken Kurallar

Mikroskop tasinirken bir elle altindan diger elle kolundan tutularak iki elle taginmalidir.
Mikroskobun konuldugu masa, saglam olmali; oturulacak sandalyenin boyu mikroskoba
rahatca bakilacak boyda olmalidir.

Mikroskop, kullaniimadigi zamanlarda kilifi iginde korunmalidir.

Her kullanimdan sonra yumusak dokulu, kalinti birakmayan temiz bir bezle temizlenmelidir.
Kullanimi bittikten sonra tabla en alt konuma alinmali, objektifte en kiiciik objektife
alinmalidir.

Mikroskoplarin merceklerine elle dokunulmamalidir.

Sayma Lamlari ile Mikroskobik inceleme

Thoma veya Neubauer lamlari kullanilarak eritrosit ve I6kosit sayimlari yapilmaktadir. Neubauer
lami Gizerinde 6zel karelerden olusan ve mm?¥teki hiicre sayisinin hesaplanmasinda kullanilan ézel
bir lamdir (Sekil 2). Bu lamda bulunan “L” harfi ile gosterilen alandaki 16 kare I6kosit sayim
alanidir. “E” harfi ile gosterilen alandaki 25 kare ise eritrosit sayim alanidir. Bir blyuk I6kosit alani
1 mm?¥dir. Bir kuiguik kare eritrosit alani da 0,04 mm?dir. Toplam 25 kare ise 1 mm?¥dir. Lamin
derinligi ise 0,1 mm’dir.
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Sekil 2. Neubauer lami
Lokosit Sayimi:
Lokosit sayisi hesaplanirken asagidaki formiile gére hesaplama yapllir.

e incelenecek 6rnek l6kosit agisindan yogun bir 6rnek ise uygun sulandirma c¢ozeltisi ile
sulandiriimahdir. Sulandirma kat sayisi belirlenmelidir.

e Sulandirma yapildiktan sonra homojen hale getirilen numune Neubauer lamindaki alana
bir damla koyulur ve lamel kapatilr.

e Mikroskopta 400 blyutme glci ile incelenir.

e Dort blylik I6kosit sayim alaninda sadece birinin sayilmasi yeterlidir. Sayimin daha saglikh
olmasi i¢in 4 biyulk alan sayilip ¢ikan sayi dérde bolinmesi gerekir.

e Asagidaki formiille hesaplama yapllir.
sayilan lokosit x diliisyon faktori

Lokosit 5 _
Okosit sayist/mm sayim alant (mm2) x derinlik (mm)

Ornegin; idrar 6rneginden yapilan sayimda bir I6kosit sayma alaninda 10 I6kosit sayimi yapilmis
olsun, buna gdére mm¥teki lokosit sayisi kactir.

Cevap: Bir I8kosit sayim alani 1 mm?dir. Derinlik ise 0,1 mm’dir. Buna gére;

10 lokosit x 1
1 mm2 x 0,1mm)

Lokosit sayist = = 100 l6kosit/mm3

Eritrosit Sayimi:

Genel olarak I6kosit sayimina benzer sekilde sayim yapilir. Tek fark Orta kisimdaki 25 kare
sayilarak eritrosit sayimi yapilir. Daha pratik bir ydontem olarak eritrosit sayim alaninda bes kiiglik
kare sayilip 5 ile ¢arpilabilir. Asagidaki formiile gére hesaplama yapilmaktadir.

sayilan eritrosit x diliisyon faktori

Erit it 3=
ritrosit sayst/mm sayim alant (mm?2) x derinlik (mm)

Ornegin; idrar 6rneginden yapilan sayimda bes kiiciik karede 10 eritrosit sayimi yapilmis olsun,
buna gére mm?®teki eritrosit sayisi kactir.

Cevap: Bir kick eritrosit karesi 0,04 mm?dir. Bes kare sayildigi icin alan 5 x 0,04 = 0,2 mm?dir.
25 karenin sayilmasi gerektiginden sayim alanini 5 ile garpmak gerekmektedir. Derinlik ise 0,1
mm’dir. Buna gore;

50 eritrositx1 50 eritrosit
1mm2x0,1mm)  0,1mm3

Eritrosit sayist = = 500 eritrosit/mm3
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UYGULAMA I
Mikroskopta Preparat inceleme

islem Basamaklari
1. Preparat mikroskop tablasina yerlestirilir.
e Tablaya yerlestirilirken preparat kiskaglara tutturulmalilar
2. llk olarak 4x’lik objektif preparat iizerine dik gelecek sekilde yerlestirilir.
e Objektifin revolverde yuvasina oturdugundan emin olunmalidir.
3. Okdlerler arasindaki mesafe goze gére ayarlanmall
4. Mikroskobun 15181 acilarak 1sik ayari yapilmal
° Boyasiz ve ince yayilmis preperatlarda isik miktari azaltiimalidir.
5. Diyafram ayari yapiimalidir.
e  Boyasiz, az boyali veya yogun olmayan preparatlarda diyafram kisik olmalidir.
° Boyali veya yogun preparatlarda diyafram acik olmalidir.
Saryo ile incelenecek alan 1sik kiimesinin Uzerine getirilmelidir.
Makrovida ile goriintli bulununcaya kadar g¢evrilmelidir.
Goriuntu elde edilince mikrovida ile goriintl netlestirilmelidir.
Preparattaki gérinti incelenir, alan degistirmek icin saryo kullanilir.
10. Sirasiyla 10x, 40x’lik objektiflerde gérinti incelenir. 100x’lUk objektif kullanilacagi zaman
immersiyon yagi damlatilir.
11. islemler bittikten sonra mikroskop temizlenir.

L XN

UYGULAMA-II

Neubauer Laminda Eritrosit ve Lokosit Sayimi

islem Basamaklari

1. Neubauer laminin 6rnek alanlarindan birisine bir 6ze dolusu 6rnek damlatilir.

2. Neubauer laminin tzerine lamel kapatilir.

e Lamel kapatilinca hava kabarcigi olusmamasi igin 45°lik acli ile kapatiimalidir.
Lam mikroskobun tablasina yerlestirilir. Kiskag tutturularak hareket etmesi engellenir.
10x’luk objektif ayarlanir ve makrovida ile gérintiiniin bulunmasi saglanir.

Daha sonra 40x’lik objektife gegilir ve gorintinin netligi mikrovida ile ayarlanir.
Eritrosit sayim alaninda eritrosit sayimi yapilir.
e  Eritrosit sayimiicin ortadaki 25 kare sayilabilir.
e  Pratik yol olarak eritrosit sayim alanindan 5 kiigiik kare sayilabilir. Bes karedeki
sayim elde edildikten sonra ¢ikan sayinin 5 ile ¢arpilmasi gerekir.
7. Lokosit sayim alaninda l6kosit sayimi yapilir.
o Lokosit sayimiicin bir blylk I6kosit alanin sayillmasi yeterlidir.
o Dort I6kosit alani sayilacak olursa ¢ikan sayi dort ile bolinmelidir.
8. Sayimlar yapildiktan sonra net saylyl elde etmek i¢in 10 sabit sayisi ile ¢arpilmasi
gerekmektedir.
9. Islemler bittikten sonra mikroskop temizlenip kaldirilir.

oukWw
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

v\
2

Cokiyi iyi Orta Gelistirmeli
(7-8) (5-6) (3-4) (1-2)

Degerlendirme Kriterleri

1 | Mikroskobu kullanima hazir hale getirdi.

2 | Preparati tablaya yerlestirdi.

3 | Isik ve saryo ayari yapti.

4 | Makrovida ve mikrovida ile gériintiyi buldu

5 | 10x ve 40x’lik objektiflerde de inceleme yapti.

100x’lik objektifle immersiyon yagi kullanarak
inceleme yapti.

7 | Farkh goris alanlarini inceledi.

8 | Neubauer laminda eritrosit sayimi yapti.

9 | Neubauer laminda l6kosit sayimi yapti.

10 | Mikroskobun temizligini yapti.

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. immersiyon objektifinin biiyiitme giicii asagidakilerden hangisidir?
A)4 B) 10 C) 20 D) 40 E) 100

2. Okiilerin biiyiitme giicii 10, objektifin biiylitme giicii 40 ise bu mikroskopta incelenen
preparat kag kat biyiitiilmiis olur?

A) 40 B) 200 C) 400 D) 800 E) 4000

3. lsik kaynag olarak ultraviyole isinlari kullanan mikroskop c¢esidi asagidakilerden
hangisidir?
A) 151tk mikroskobu B) Karanlik alan mikroskobu C) Faz Kontrast mikroskobu

D) Floresan mikroskobu E) Elektron mikroskobu

4. Dilisyon sivisi ile 10 kat seyreltilen bir idrar 6rneginden neubauer lami ile mikroskopta
eritrosit sayimi yapilmistir. 25 karede toplam 5 eritrosit sayildigina gore idrar 6rneginin
mm?¥iindeki eritrosit sayisi kactir?

A) 125 B) 250 C) 500 D) 1000 E) 2500

5. Laboratuvara gelen bir idrar 6rneginden direkt olarak Neubauer laminda incelemeye
alinmistir. Bir 16kosit alaninda toplam 10 I6kosit sayildigina gore idrar 6rnegindeki l6kosit
sayisi kag olur?

A) 50 B) 100 C) 200 D) 400 E) 500
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LABORATUVARDA YAPILACAK ISLEMLER

1. Asagidaki sekilde verilen mikroskobun kisimlari ile eslestirmesini yapiniz

© —0) 1. Ay_ak k|?<,m|
2. Mikrovida
3. Tabla
4. Govde kolu
@— 5. Okdler
© —0© 6.  Objektif
o . 7. Revolver
@ ” g gg}g%?agl (Aydinlatma)
> @_@ 10. Diyafram
é]( — © 11, Tap
©— 12.  Makrovida
J

2. Mikroskobik incelemeler sonucunda asagidaki bosluklari doldurunuz.

Boyali preperat incelemesi

Boyama yontemi: .....cccceveevevecennieenes
Bakterinin sekli: ......ccoeveverececieienenes

Neubauer Laminda;
Eritrosit sayisi: c.ovevvececvennennnn. eritrosit/mm?3
Eritrositin gérinimana giziniz.

Neubauer Laminda;
LEKOSIt SAYISI: wvecvevrrecrerereeanne eritrosit/mm?3

|6kositin gbrinimin giziniz.

Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzast:
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Biyokimyasal Testler

DERSIN AMACI

Calisma amacina uygun renk degisimine bagli biyokimyasal testlerin yapilmasinin 6grenilmesi
Gaz ve hava kabarcigl olusumuna bagl biyokimyasal testlerin yapilmasinin 6grenilmesi
Pihti olusumuna bagl biyokimyasal testlerin yapilmasinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
Renk degisimine dayal biyokimyasal testleri sayar.
Gaz ve hava kabarcigi olusumuna dayali biyokimyasal testleri sayar.
Pihti olusumuna dayali biyokimyasal testleri sayar.
BECERI Renk degisimine dayal biyokimyasal testleri uygular.
Gaz ve hava kabarcigl olusumuna dayali biyokimyasal testleri uygular.
Pihti olusumuna dayali biyokimyasal testleri uygular.
Renk degisimine dayal biyokimyasal testlerin sonuglarini degerlendirir.
Gaz ve hava kabarcigl olusumuna dayali biyokimyasal testlerin sonuglarini
degerlendirir.
Pihti olusumuna dayali biyokimyasal testlerin sonuglarini degerlendirir.
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Her bakterinin kendisine 6zgi biyokimyasal o6zellikleri vardir. Her bakteri kendine 6zgi enzimleri
aracihgiyla gesitli metabolik faaliyetler gostermektedir. Bu metabolik faaliyetler sonucunda yapim ve yikim
Urlnlerine gbre bakterilerin tir tanimlamasi yapilabilmektedir. Biyokimyasal testler kolay, ucuz ve kisa
sliirede sonug verme gibi Ozelliklerinden dolayi siklikla kullaniimaktadir. Birgok biyokimyasal test olmasi
ragmen bu foyde bunlardan bazi 6nemli olanlari Gizerinde durulacaktir. Bakterilerin tanimlanmasinda
(identifikasyon) renk degisimi, gaz olusumu veya hava kabarcigi olusumu ve pihti olusumuna dayali
biyokimyasal testler kullanilmaktadir.

BiLGi

Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler

Renk degisimine dayali biyokimyasal testler genel olarak besiyerinin igerisine koyulan indikatorler
aracihgiyla besiyerinin renginin degisimini gostererek bakterilerin tanimlamasini saglamaktadir. Bu testler
drnek olarak, Triple Sugar Iron Agar (TSI), IMViC grubu (indol, metil kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat) ve
ure testi verilebilir.

1. Triple Sugar Iron Agar (TSI)

TSI testi 6zellikle Salmonella ve Shigella bakterilerinin tanimlamasinda kullanilan biyokimyasal bir testtir.
Ug sekerli ve demirli tiipte yatik bir besiyeridir. indikatér olarakta fenol kirmizisi icermektedir. Seker olarak
laktoz, glikoz ve sikroz igerir. Bu sekerler sayesinde bakterilerin hangi sekeri kullandigl ortaya
¢ikarilmaktadir. Demirligi bilesigi kullanabilen bakterilerde olusan H,S sayesinde besiyerinde siyahhk
olusmaktadir. Eger bakteri laktoz ve slikrozu pargalayamazsa besiyerinin pembe-kirmiz rengi korunur.
Eger laktoz ve siikroz pargalanirsa besiyerinin rengi sari renge dénisir. Besiyeri siyah olursa demirli bilesik
kullanilmistir. Besiyerinde gaz delikleri olursa da gaz pozitif olarak degerlendirilir. Sekil 1’de TSI agarda
cesitli renk degisimlerine gore degerlendirmesi gosterilmistir.
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Laktoz (+), Suikroz (+), H.S (-), Gaz (-)
Laktoz (-), Sukroz (-), Glikoz (-),Gaz (-),H2S (-)
Laktoz (-), Glikoz(+), H.S (-), Gaz (-)
Laktoz (-), Glikoz(+),H:S (-), Gaz (+) !
Laktoz (-), Glikoz(+),H:S (+), Gaz (-)

Sekil 1. TSI testinin degerlendirilmesi

2. indol Testi

Bu test ile bakterilerin besiyerinde bulunan triptofani kullanip indol denilen molekili olusturup
olusturmamalarini incelemek igin kullanilmaktadir. Test sonucunda besiyerine damlatilan kovaks
ayiracinin - sivi besiyerinin  Gzerinde kirmizi/pembe halka olusturmasi pozitif olarak
degerlendirilmektedir. Halka renksiz olursa negatif sonuglanir (Sekil 2).

indol pozitif olan bazi dnemli bakteriler; E.coli, Enterobacter, P. vulgaris

indol negatif olan bazi dnemli bakteriler; Salmonella, Klebsiella, P. Mirabilis
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Sekil 2. IMViC test grubundaki indol testinin degerlendirilmesi

3. Metil Kirmizisi

Bu testte incelenecek bakteri tirinin glikozu pargalayarak organik asit olusturup
olusturmamasini belirlemede kullaniimaktadir. Organik asit olusmasi ortam pH degerinin
diismesine neden olmaktadir. Ortam pH’inin distigini belirlemek igin besiyerine meil kirmizisi
indikatorli damlatilir. Eger besiyerinin rengi kirmiziya donilsirse test pozitif olarak
degerlendirilir. Ornegin E. coli metil kirmizisi testinde pozitif, Klebsiella pneumoniae negatif
sonug verir (Sekil 3).

4. Voges-Proskauer Testi

Bu test metil kirmizisi testinin zitti bir testtir. Yani metil kirmizisi testi pozitif olan bir bakterinin
Voges-Proskauer testi negatif cikmaktadir. Bu test ile incelenecek bakteri tirt glikozu
parcalayarak acetoin gibi noétral Grlinler olusturup olusturmamasini  belirlemede
kullanilmaktadir. Bu testte besiyeri rengi pembe olursa pozitif sari olarak kalirsa negatif olarak
degerlendirilir. Ornegin E. coli negatif, Klebsiella pneumoniae pozitif sonug verir (Sekil 3).

Sekil 3. Voges-Proskauer ve Metil kirmizisi testlerinin degerlendirilmesi

5. Sitrat Testi

Karbon kaynag olarak sitrati kullanabilen bakterileri ayirt etmek igin kullailan bir besiyeridir. Bu
besiyerinde indikator olarak brom timol bulunmaktadir. Eger bakteride sitritaz enzimi bulunursa
bu enzim aracigiyla sitrat parcalanarak olusan Uriinler brom timol ile reaksiyona girip besiyerinin
rengini yesilden maviye donistlrir. Boylece besiyerinin rengi mavi olursa pozitif olarak
degerlendirilir (Sekil 4). Ornegin E.coli sitrat negatiftir, Klebsiella aerogenes ise sitrat pozitiftir.
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Sekil 4. Sitrat testinin degerlendirilmesi

6. Oksidaz Testi

Oksidaz enzimini aerobik bakteriler tarafindan uretilmektedir. Bu test Pseudomonas tirlerini
Enterobacteriaceae tiirlerinden ayirt etmek icin kullanilmaktadir. Test prosediiriinden direkt
besiyerindeki koloniden yapilir. Test sollisyonu 100 mL saf suda 1 g tetrametil-p-fenilendiamin
dihidroklorir igerir. Bu soliisyondan filtre kagidina damlatilir. Test edilecek koloni 6rnegi platin
Oze ile alinir ve filtre kagidina siirlilir. 10 saniye sonra mavi-mor renk olusursa pozitif olarak
degerlendirilir (Sekil 5).

Sekil 5. Oksidaz testinin degerlendirilmesi

7. Ureaz Testi

Bazi mikroorganizmalar (ireyi pargalayan (ireaz enzimine sahiptirler. Bu bakterileri diger
bakterilerden ayirt etmek icin kullanilan teste {ireaz testi denilmektedir. Ure parcalandigi zaman
karbondioksit ve amonyak olusmaktadir. Besiyerinde amonyak olusumu ortamin pH’ini
ylkseltmektedir. Besiyeri icerisinde bulunan nessler ayiraci nedeniyle pH alkali olunca
besiyerinin rengi pembe renge déniisiir. Béylece pozitif olarak degerlendirilir (Sekil 6). Ornegin
Proteus vulgaris Ureaz pozitif, E.coli ireaz negatiftir.

Sekil 6. Ureaz Testinin degerlendirilmesi
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Gaz veya Hava Kabarcigi Olusumuna Dayali Biyokimyasal Testler

Bazibakteriler metabolik faaliyetleri sonucunda enzimlerini kullanarak cesitli kimyasal maddeleri
ayristirirlar. Bu ayrisma sonucunda gaz veya hava kabarcigl olusabilmektedir. Olusan bu gaz ve
hava kabarciklarini gortiniir hale getirerek bakteri tirlerinin tanimlamasinin yapildigi birkag
biyokimyasal test mevcuttur.

1. Katalaz Testi

Aerobik mikroorganizmalar oksijenden Uretilen serbest radikalleri pargalayan katalaz enzimine
sahiptirler. Genel olarak stafilokoklari streptokoklardan ayirt etmek icin kullanilan yaygin bir
testtir. Test tlpte ve lamda olarak iki sekilde gerceklestirilebilmektedir. Testin genel prensibi
bakteri kolonisi ile hidrojen peroksit karistirildiginda hava kabarciklarinin  olusumunun
degerlendirilmesini kapsamaktadir. Bu karistirma islemi lamda veya tlipte yapilabilmektedir
(Sekil 7).

Sekil 7. Katalaz testinin degerlendirilmesi
Pihti Olugsmaya Dayali Biyokimyasal Testler

Bazi bakteriler ise sahip olduklari enzimler araciligiyla ortamdaki maddeleri koagiile ederek pihti
olusumuna neden olmaktadirlar. Bu testlere pihti olusumuna dayal yéntemler denir.

1. Koagiilaz Testi

Koagitilaz enzimi, fibrinojeni fibrine donistlrerek plazmayi pihtilastiran bir enzimdir. Bu testte
plazma igine alinan bakteriler belirli bir siire inkiibe edildikten sonra plazmay kati jel haline
getirirler. Bdylece pozitif olarak degerlendirilirler (Sekil 8). Ozellikle Stapyhlococcus aureus’u
diger Stafilokoklardan ayirt etmek igin kullaniimaktadir.

Sekil 8. Koagiilaz testinin degerlendirilmesi
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UYGULAMA |
Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler
indol Testi

islem Basamaklari

1. Triptofanh sivi besiyeri deney tipi igerisine alinir

2. incelenek bakteri kiiltiiriinden triptofanli besiyerine ekim yapilir.
e Oze araciligiya saf koloniden alinarak sivi besiyerine ekim yéntemi uygulanarak

ekim islemi yapilr.

3. Tup etivde 37°C’'de 2-7 glin inkiibasyona birakilir.

4. Inkibasyon bittikten sonra tiip icerisine 0,5 mL Kovac’s ayiracindan damlatilir.
e Damlatma islemi yavas olmalidir.

5. 1-2 dakika icerisinde sonuglar degerlendirilir
e Pembe renkli halka olusursa pozitif, seffaf renksiz halka olusursa negatif olarak
degerlendirilir (Sekil 2).

Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler
Metil Kirmizisi ve Voges-Proskauer Testi

islem Basamaklari
1. Glikoz-fosfat broth besiyeri deney tiipi icerisine alinir
2. incelenek bakteri kiiltiiriinden Glikoz-fosfat broth besiyerine ekim yapilir.
e Oze araciligiya saf koloniden alinarak sivi besiyerine ekim yéntemi uygulanarak
ekim islemi yapilr.
3. Tup etiivde 37°C’'de 2-7 glin inkiibasyona birakilir.
4. Inkibasyon bittikten sonra tiip icerisine doért bes damla metil kirmizisi ayiracindan
damlatihr.
5. Damlatma isleminden sonra degerlendirilir (Sekil 3).
Eger besiyeri kirmizi renkli olursa pozitif olarak degerlendirilir. Bu durumda
Voges-Prosker testi negatif olarak ¢ikacaktir.
Eger Besiyerinin rengi sari olursa metil kirmizisi testi negatif olarak
degerlendirilir. Bu durumda Voges-Proskauer testi pozitif ¢cikacaktir.
6. Metil kirmizisi negatif ¢ina tlipln icerisine 1 mL %40’k KOH ¢ozeltisi koyulur ardindan
%5’lik alfa naftol damlatilir.
7. Renk degisimine gore degerlendirilir. Bu durumda renk degisimi kirmizi olursa Voges-
Proskauer testi pozitif olarak degerlendirilir (Sekil 3).
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Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler
Sitrat Testi

islem Basamaklari
1. Simmon’s sitrat agar besiyerine igne 6ze yardimiyla alinan koloniden besiyerinin yatik
kismina ylizey ekimi yapilr.
e igne 6ze kullaniminin nedeni organik madde bulasinin en aza indirilmesi saglanir.
2. Tup etiivde 37°C’'de 2-7 glin inkiibasyona birakilir.
3. inkiibasyondan sonra renk degisimi izlenir (Sekil 4)
e Besiyerinin rengi maviye donisurse test pozitif olarak degerlendirilir
e Besiyerinin rengi degismezse vyani vyesil renkte kalmasi testin negatif
degerlendirilmesine neden olur.

Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler
Ureaz Testi

islem Basamaklari
1. Christiensen Ure agar besiyerine ekimyapilir.
2. Tup etiivde 37°C’'de 2-7 glin inkiibasyona birakilir.
3. inkiibasyondan sonra degerlendirilir (Sekil 6).
e Eger besiyeri pembe renkli olursa pozitif olarak degerlendirilir.
e Eger Besiyerinin rengi sari olursa negatif olarak degerlendirilir.

Renk Degisimine Dayali Biyokimyasal Testler

TSI Agar Testi

islem Basamaklari
1. TSl agar besiyerine ekimyapilir.
2. Tip etivde 37°C’'de 2-7 glin inklibasyona birakilir.
3. inkiibasyondan sonra degerlendirilir (Sekil 1).
e Bazi bakterilerin degerlendirilesi asagidaki tabloya gore yapilir.

. Sonuglar
Bakteriler Dip Yizey Gaz H>S
E. coli Asit (sar1) Asit (sar1) + -
Salmonella Asit (sar1) Alkali (kirmizi) + +
Pseudomonas Alkali (kirmizi) | Alkali (kirmizi) - -
Shigella Asit (sar1) Alkali (kirmizi) - -
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UYGULAMA I
Gaz ve Hava Kabarcigi Olusumuna Dayali Biyokimyasal Testler
Katalaz Testi

islem Basamaklan

1.
2.

w

Temiz bir lam Gzerine bir damla serum fizyolojik damlatilir.
Saf kiltirden 6ze yardimiyla alinna koloni lam (izerinde ezilerek serum fizyolojik ile
karigtirilir.
Lam Gzerine %30’luk hidrojen peroksit (H,0,) damlatilir
Karistirihp hava kabarcigi olusuo olusmamasi degerlendirilir (Sekil 7).
e Hava kabarcigi olusumu pozitif olarak degerlendirilir.

UYGULAMA III

Piht1 Olusumuna Dayali Biyokimyasal Testler
Koagulaz Testi

islem Basamaklan

1.
2.

b

iki tiipe 0,5 mL kan plazmast ilave edilir.
Birinci tlipe Stapylococcus aureus siiphesi olan koloniden aktarim yapilir. ikinci tiipe ise
koagililaz negatif bakteri tiirinden aktarilir.
Tupleri ayri 6zelerle karistirilir. Tiplerin agzi parafilm veya pamukla kapatilir
370C’de 24 saat inklibe edilir.
inkiibasyon sonucunda degerlendirme yapilir (Sekil 8).
e Pihti olusumu pozitif olarak degerlendirilir.
e Pihti olusumu olmazsa inkiibasyona devam edilip 6. ve 24. Saatlerde tekrar
kontrol edilir.
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendiriimesi amaciyla hazirlanmistir.
Performansiniz asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

v\
2

Gelistir
meli (1-
2)

Cokiyi iyi  Orta
(7-8) (5-6) | (3-4)

Degerlendirme Kriterleri

Renk degisime dayali testler icin uygun
besiyerlerini segti

2 | Teknigine uygun ekim yapti.

3 | indikatér ekleme islemlerini yapti.

Renk degisime dayali testlerin degerlendirmesini
yapti

Gaz olusumuna dayali testler icin uygun
besiyerlerini segti

6 | Teknigine uygun ekim yapti.

Gaz olusumuna dayali testlerin degerlendirmesini
yapti

Gaz olusumuna dayali testler icin uygun
besiyerlerini segti

9 | Teknigine uygun ekim yapti.

Gaz olusumuna dayali testlerin degerlendirmesini
yapti

TOPLAM PUAN

1. Asagidakilerden hangisi IMViC testlerinden degildir?
A) indol B) Metil kirmizisi C) Voges-Proskauer D) Sitrat E) Safrada lizis

2. Stafilokoklarn streptokoklardan ayirt etmek igin asagidaki testlerden hangisi kullanilir?
A) Katalaz  B) Koagulaz C) Ureaz D) indol E) Sitrat

3. Staphylococcus aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmek icin asagidaki testlerden
hangisi kullanilir?

A) Katalaz  B) Koagulaz C) Ureaz D) indol E) Sitrat

4. Asagidakilerden hangisi, gaz veya hava kabarcigi olusumuna dayali biyokimyasal
testlerdendir?

A) Katalaz  B) Koagulaz C) Ureaz D) indol E) Sitrat
5. Asagidakilerden hangisi, pihti olusumuna dayali biyokimyasal testlerdendir?

A) Katalaz  B) Koagulaz C) Ureaz D) indol E) Sitrat
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LABORATUVARDA YAPILACAK ISLEMLER

1. Laboratuvar getirilen TSI agar besiyerlerinin degerlendirilmesini yapiniz. Tipln dik, yatik kisim
renklerini, gaz ve H,S durumlarini degerlendiriniz.

Yatik Kisim:......ccevennnenee. Yatik kKisim:....ooeveevereee..
Dik KISIM:.uveeeeeece e Dik KISIM:..ocvieveeieieeieninns
[CF: V23S (CT: 4 S
HzSZ ................................... HzSI ...................................
Hangi bakteri olabilir? Hangi bakteri olabilir?
Yatik kKisim:....cceeeeveienne. Yatik Kisim:....ccoeeevnnennee.
Dik KISIM:.uveviree e Dik KISIM:..ccveeveieeeeeninns
[CF- 2SS (CT- 4 SRR
HzSZ ................................... HzSZ ...................................
Hangi bakteri olabilir? Hangi bakteri olabilir?
2. Laboratuvara getirilen biyokimyasal testlerin isimlerini ve sonuglarini yaziniz.

- TR > Testin SONUCU:....ovveeereereeereieire e

D, e > Testin SONUCU:....ovveeereereeereieire e

Co rrrrtreeertre ettt s > Testin SONUCU:....ovveeereereeereieire e

Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzasi:
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Antimikrobiyal Testler

DERSIN AMACI

Calisma amacina uygun antimikrobiyal testlerin yapilmasinin 6grenilmesi
Disk difiizyon ve tiip dilisyon testlerin yapilmasinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
BiLGI Antimikrobiyal testlerini sayar.
Antimikrobiyal testlerini gruplandirir.

BECERI Teknigine uygun bir sekilde disk diflizyon testlerini uygular.
Teknigine uygun bir sekilde tip diliisyon testlerini uygular
Disk diflizyon testlerin sonuglarini degerlendirir.
Tlp diliisyon testlerin sonuglarini degerlendirir.

TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Mikroorganizmalarin Uremesini engelleyen veya direkt olarak o&ldirict etki gosteren maddelere
antimikrobiyal maddeler denir. Bazi bakteri ve mantar tirleri tarafindan dogal olarak sentezlenen ya da
sentetik olarak elde edilen ve mikroorganizmalarin Gremesini engelleyen veya 6ldiren maddelere
antibiyotik ismi verilir. Eger bir antibiyotik bakterinin (remesini engelliyor ise bu antibiyotik
bakteriyostatik etkilidir. Direk olarak oldurici etki gosteriyor ise bu antibiyotik bakterisid etkilidir.

Enfeksiyon hastaliklarinini tedavisinde antibiyotikler kullaniimaktadir. Ancak bu antibiyotikler canlilarda
olumsuz yan etkilere sebep olmaktadirlar. Bu ylzden antibiyotiklerin en disiik miktarda en etkili diizeyde
kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Bu durum goéz 6nine alindiginda laboratuvarda antimikrobiyal testlerin
onemli bir yeri vardir.

Antibiyotiklerin etkinligini belirlemek icin minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK) belirlenmesi
gerekmektedir. Antibiyotiklerin etkinligini degerlendirildirildigi testlere antimikrobiyal testler veya
antibiyogram ismi verilmektedir. Antimikrobiyal testler;

e Tup dilisyon yontemi

e Mikrodillisyon yontemi

e Disk diflizyon yontemi

E-test yontemi

Otomatize yontemler

e Molekiler yontemler olmak lizere siniflandiriimaktadir.

=

Tiip diliisyon yontemi

Bu yontemde mikroorganizmanin antibiyotige olan duyarliliginin belirlenmesi icin kademeli olarak
seyreltilen antibiyotik ¢ozeltisi ile bakteri kiltirinin slispanse edilmesi ve ardindan inkiibasyon
isleminden sonra MiK degerinin belirlenmesi esasina gére yapilmaktadir. Eger bu islem tiipte yapilirsa tiip
diliisyon, mikrotitre plaklarda yapilirsa mikrodiliisyon yontemi adini alir.

Testin Yapiligi
a. Antibiyotik ¢6zeltisi hazirlama:

Ureticiden sivi stok ¢ozeltisi hazir olarak alinabildigi gibi toz halinde alinip bu tozdan antibiyotik ¢dzeltisi
elde edilebilir. Stok ¢6zeltisi hazirlanirken test edilecek konsantrasyonun 10 kati olacak sekilde bir stok
solisyonu hazirlanmalidir. Mesela 256 pg/mL test edilecekse 2560 pg/mL stok soliisyonu hazirlanmalidir.
Hazirlanacak stok sollisyonu asagidaki formiile gére hesaplanmalidir.

63




L J/ét
6\S,'.\N\'*

Antimikrobiyal Testler

v\
2

Agirlik: Tartilmas) gereken toz miktar.
Hacim(mL) x Konsantrasyon(ug/mL) | Hacim: Coziicii miktar.

T Kunsanlfrasyu?: ..(;Dze.lt.l konsantrasyonu.
Potens: [lacin giicii (etkili oldugu konsantrasyon)

Agirhk (mg)=

b. Tip diliisyon icin besiyeri hazirlanmasi:
Bu test icin Mueller Hinton broth (MHB) besiyeri hazirlanmasi gerekmektedir.

c. Diliisyon hazirlanmasi:

Diltisyon hazirligi sekil 1'de gosterildigi gibi iki kath dilisyon yapilmasi gerekmektedir.

1mL
1mL TmL TmL TmL 1mL TmL

1mL
R P R R Antibiyotik ¢6z. yok
e S —] o M1
==

1mL

Besiyeri
Stok gozeltiden hazirfanan D.0 172 1/4 178 116 1/32 1/64 1/128 1/256 Sterilite Ureme
antibiyotik ¢ozeltisi s sie 198 & 35 - g 4 Kontrol Kontrol
Konsantrasyon: 512 pug/mL F N 2 7 (Besiyeri ve
B

£ £ Bestyerh Bakteri)

S o

S =

2

o

=z

Sekil 1. Seri dilisyon hazirlanmasi

d. inokiliimiin hazirlanmasi:

incelenecek olan bakteri kolonilerinden McFarland cihazi kullanilarak 0,5 McFarland bulanikhiga sahip
inokilim hazirlanir.

e. Bakteri inokiilasyonu ve inkiibasyonu:

Hazirlanan bakteri soltisyonu 1/100 oraninda sulandirildiktan sonra tiplere stispansiyondan aktarilir.
Ayrica icerisinde sadece besiyeri olan bir tip (sterilite kontroll) ve icerisinde sadece besiyeri ve bakteri
olan bir tiip (Ureme kontrolii) te test diizenegine koyulur. Ciinkii dogru bakterinin incelendigini ve
islemlerin sterilitesi kontrol edilmis olur. Ardindan 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilir.

f. Degerlendirme:

inkiibasyondan sonra tiiplerdeki Greme durumu kontrol edilir. Besiyerinde bulaniklik olusumu
tiremenin oldugunu géstermektedir. Ureme olmayan en diisiik antimikrobiyal madde igeren tiip segilir
ve o tiip MiK degeri (minimal inhibitér konsantrasyonu) olarak kabul edilir (Sekil 2).
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MiK

L

=

=

s \_/

8

&S E e .
== 8 4 2 Sterilite Ureme
& = Kontrol Kontrol
S MiK

Sekil 2. MiK degerinin belirlenmesi
2. Disk Difiizyon Testi

Kati plak besiyerine bakteri ekimi yapildiktan sonra besiyeri lizerine antibiyoik diskleri yerlestirlirek
yapilan bir test yontemidir. Bu yonteme Kirby-Bauer yontemi ismide verilmektedir. Testin temel
mantigl antibiyotigin besiyeri icerisinde diflize olmasi ve bakterilerin tGremesini durudurmasi veya
oldiirmesi Uzerinedir. inkiibasyondan sonra disk etrafinda bakteri iremesinin gdzlenmedigi bir
inhibisyon zonu olusmaktadir. Bu zon c¢api Olglilerek bakterinin antibiyotige duyarliliklari
belirlenmektedir (Sekil 3).

Amc
60

X - Agar plaka

=)
Antibiyotik Diski ————®
Duyarli

Sekil 3. Disk diflizyon yoéntemine gore bakterilerin duyarlilik durumlari

Testin Yapilisi

a. Besiyerinin hazirlanmasi:

Bu test yonteminde genellikle Mueller Hinton agar (MHA) besiyeri kullaniimaktadir.
b. inokiiliimiin hazirlanmasi:

incelenecek olan bakteri kolonilerinden McFarland cihazi kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliga sahip
inokdlim hazirlanir.

c. Ekim isleminin yapilmasi:

Antibiyogram testinde ekim islemi plagin tim ylizeyine olacak sekilde yapilmalidir. Eklivyon ¢ubuk
yardimiyla alinan inokiliim 6rnegi besiyerinin tim ylizeyine esit bir sekilde sik zikzaklar gizerek strulir.
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d. Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi:

Antibiyotik diskleri whatman kagidindan olusan 6mm capli disk seklinde malzemelerdir. Bu diskler ekim
yapilmis agar plagin ylizeyine aralarinda 25-30 mm mesafe olacak sekilde yerlestirimesi gerekmektedir.
Zonlarin ig ice girmesi bu sekilde engellenmis olur. Disk yerlestirilmesi bek alevinin yaninda pens veya
disk dagiti ile yapilabilir.

e. inkiibasyon islemi:
Diskler yerlestikten sonra 37°C’de bir gece inkiibasyon islemi yapilir.
f. Degerlendirilmesi:

inkiibasyon islemlerinde sonra zon &lglimi cetvel ya da kumpas araciligiyla 6lgiim yapilir. Belirli
standartlara gore antibiyotik diren¢ ve duyarlilik degerlendirilmesi yapilir. Genellikle EUCAST ve CLSI
standartlari kullanilmaktadir. Ornek bazi antibiyotiklerin degerlendiriimesi asagidaki tabloda
gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. EUCAST a gore disk diflizyon zon gaplari, S: duyarli, I: orta duyarli, R: direngli

Antibiyotikler S2 | R<
Piperasilin 20 20-17 17
Aztreonam 26 26-21 21
Ofloksasin 24 24-22 22
Sefotaksim 20 20-17 17
Levofloksasin 23 23-19 19

3. E-test YOntemi

Bu test yontemi hem dilisyon hemde diflisyon yonteminin bir arada uygulamasi seklindedir.
Antibiyotigin cesitli konsantrasyonlarinin emdirilmis oldugu E-test seriti kati besiyeri Gizerine yerlestilir.
Kati besiyeri tizerinde MIK degerinin hesaplanmasini saglar. Elips seklinde inhibiisyon alaninin serit
Uizerindeki dlcekle kesistigi nokta MiK degerini verir (Sekil 4).
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- zonu
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Sekil 4. E-test yontemi
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UYGULAMA |
Tup Diliisyon Yontemi ile Antibiyotik Testi

islem Basamaklari
1. MHB iceren tuplerde seri dillisyon olacak sekilde antibiyotik ¢ozeltisi hazirlanir.
e Seridilisyon Sekil 112de gosterildigi gibi hazirlanmalidir.
2. Test edilecek bakteri kolonisi secilir ve serum fizyolojikte siispansiyon haline getirilir.
e Buislemler sirasinda aseptik kosullara uyulmalidir.
e Homojen bir bulanikhk elde edilmelidir.
3. McFarland cihazi ile sispansiyonun bulanikligi 0,5 McFarlanda ayarlanmalidir.
4. Hazirlanan sispaniyondan esit hacimde tiip tiplere dagitim yapilir.
e  Sadece sterilite kontrolii tlipline bakteri siispansiyonu koyulmaz
e Her tipe 0,1 mL, 1 mL veya antibiyotik ¢ozeltisine esit miktarda bakteri
slispansiyonu koyulabilir.
5. Tupler etlivde 36t°C’de inkiibasyona birakilir.
inkiibasyondan sonra iireme olup olmamasi kontrol edilir.
7. Uremenin olmadig en diisiik antimikrobiyal madde iceren tiipiin konsantrasyonu MiK
degeri olarak degerlendirilir.

o

Disk Diflizyon Yontemi

islem Basamaklari
1. Test edilecek bakteri kolonisi serum fizyolojikte 0,5 McFarland olacak sekilde ayarlamasi
yapilir.

2. MHA (Mueller-Hinton agar) besiyerine ekiivyon araciligiyla tiim saha ekimi yapilir.
e Sik zikzaklar cizilerek tiim sahaaya yayilmasi saglanir.

3. Farkli antibiyotik iceren diskler pens yardimiyla besiyeri izerine yerlestirilir.
e Her disk arasi 25-30 mm olacak sekilde yerlestirilmelidir.
e Diskler plagin ceperinden en az 15 mm uzaklikta olmasi gerekmektedir.

4. Plaklar etiivde 36+°C’'de inkiibasyona birakilir

5. inkiibasyon islemi bittikten sonra zon gaplari 6l¢ilir.
e Antibiyotik direng tablolarina gére bakterinin diren¢ durumlari belirlenir.
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendiriimesi amaciyla hazirlanmistir.
Performansiniz asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Gelistir

meli (1-
2)

Cokiyi lyi  Orta
(8-10) (5-7) | (3-4)

Degerlendirme Kriterleri

Tlp dillisyon yontemi icin; besiyerini tiplere esit

1 sekilde dagitti.

) Tlp dillisyon yontemi icin; antibiyotik ¢ozeltisinden
seri dillisyon yapti.

3 Tlp dilisyon yontemi icin; sivi kiiltir ekleme

islemlerini yapti.

4 | Tip diltisyon yéntemi icin; MiK degerini belirledi.

Diflizyon yontemi icin; inokillim slispansiyonu
hazirladi.

6 | Diflizyon yontemi igin; kati besiyerine ekim yapti.

7 | Diflizyon yontemi igin; diskleri dogru yerlestirdi.

Diflizyon yontemi icin; zon 6l¢limini yapip
degerlendirdi.

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi test edilecek mikroorganizmanin iiremesini engeleyen en diisiik
antibiyotik konsantrasyonunu ifade eder?
A) MiK B) MBC C) MBIK D) MBK E) MLK

2. |. Disk diflizyon testi
Il. Diliisyon testi
lIl. Molekiiler testler
Yukaridakilerden hangisi/hangileri antibiyotik testlerindendir?
A)Yalnizl  B) Yalmz llI C) Yalniz I ve ll D) Yalniz Il ve Il E)I, [lvelll

3. | Diskler agar yiizeyine aralarinda 25-30 mm mesafe olacak sekilde yerlestirilmelidir.
II. Diskler yerlestirildikten sonra yerinden oynatilmamalidir.
lIl. Diskler aseptik teknige uygun yerlestirilmelidir.
Yukarida disklerin yerlegtirilmesi ile ilgili verilen bilgilerden hangisi/ hangileri dogrudur?
A)Yalnizl  B) Yalniz lll C) Yalnizlvelll D) Yalniz Il ve lll E) I, llvelll

4. Tip diliisyon yénteminde MiK degeri nasil belirlenir?
A) Antibiyotik ¢ozelti konsantrasyonu en yiiksek olan tiip ile
B) Uremenin en fazla, antibiyotik ¢ézelti konsantrasyonunun en az oldugu tiip ile
C) Uremenin olmadigi en diisiik antibiyotik ¢cdzelti konsantrasyonunun oldugu tiip ile
D) Bulanikligin oldugu ancak antibiyotik ¢ézeltinin olmadigi tiip ile
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E) En az Gremenin oldugu en diisiik antibiyotik ¢ozelti konsantrasyonunun oldugu tiip ile

LABORATUVARDA YAPILACAK ISLEMLER

1. Laboratuvarda yaptiginiz diliisyon yonteminde her bir tlpiln antibiyotik konsantrasyonunu
altina yaziniz.

2. Laboratuvarda calisilan diliisyon yéntemi ile bulunan MiK degeri kactir?

3. Asagidaki disk diflizyon testine gore bakterinin asagidaki antibiyotiklere duyarlilik durumlari
nelerdir? (Sinir degerleri icin Tablo 1’e bakiniz).

A antibiyotigi piperasilindir. Olgiilen zon ¢ap1:18 mm
B antibiyotigi sefotaksimdir. Olgiilen zon ¢ap1:25 mm
C antibiyotigi ofloksasindir. Olgiilen zon ¢ap1:0 mm

D antibiyotigi levofloksasindir. Olgiilen zon ¢api:8 mm

E antibiyotigi aztreonamdir. Olgiilen zon ¢api:21 mm

Buna goére;

Bakteri piperasiling .......cccccevveveceeecveseneesesenns
Bakteri sefotaksime ........oooeeevevcnnniciicineene
Bakteri ofloksasine ........ccooccevvevnernicecnencinennens
Bakteri levofloksasine..........c.cocvvveencrivcneinennnns

Bakteri aztreonama ........ccceceeeveenenieecveveiie e

Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzasi:
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8 Serolojik Testler

DERSIN AMACI

Agliitinasyon testlerinin teknigine uygun yapilmasinin 6grenilmesi
immiinokromatografik testlerin yapilmasinin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
BiLGI Serolojik testleri gruplandirir.

Agliitinasyon testlerini sayar.

Dillisyon yontemini pekistirir.

BECERI Teknigine uygun bir sekilde tlp aglitinasyon testini uygular.
Teknigine uygun bir sekilde lam agliitinasyon testini uygular.
Teknigine uygun bir sekilde immiinokromatografik testi uygular.
Tlp aglitinasyon testinin sonuglarini degerlendirir.
Lam agliitinasyon testinin sonuglarini degerlendirir.
immiinokromatografik testin sonuglarini yorumlar.

TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢cikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Viicuda yabanci olan ve viicuda girdikten sonra bagisiklik sistemi tarafindan antikor olusumuna neden
olabilen maddeler antijen ismi verilmektedir. Antikorlar, antijenlere karsi olusan ve antijenlerle spesifik
olarak baglanabilen glikoprotein yapisindaki maddelerdir. Her antijenin kendisine 6zgll antikoru vardir.
Antijen ve antikor birlesmesinin in vitro ortamda gozle goriiniir hale getirilmesi temeline dayall test
yontemlerine serolojik test yontemleri denilmektedir. Elimizde belirli bir antijen hazir olarak bulunuyorsa
serum/plazma 6rneginde antikor arastirmasi yapilabilmektedir. Ayni sekilde elimizde hazir olarak bulunan
bir antikor varsa serum/plazmada antijen arastirmasi yapilabilmektedir. Serolojik testler icerisinde bazi
farkhliklara sahip bircok yontem bulunmaktadir:

e Agliitinasyon Testleri
o Tup Aglitinasyon Yontemleri
o Lam Agliitinasyon Yontemleri
o Hemaglitinasyon Yontemleri
e Presipitasyon Testleri
o Halkal Presipitasyon Yontemleri
o Jeliginde Yayilma Presipitasyon Testleri
Kompleman Birlesmesi Testleri
Flokiilasyon Testleri
Notralizasyon Testleri
e immiinokromatografik Testler
e saretli Kati Faz Yontemleri
o Enzimle isaretli immiinsorbent Deneyi (ELISA)
o Imminfloresan Deneyi (iFA)
o Radyoimmiin Deneyi (RiA)
e Otoanalizor Yontemleri
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Aglutinasyon Testleri

Partikller yapidaki antijen ile 6zglil antiserumun bir araya gelmesi sonucu olusan reaksiyonlara
aglutinasyon ismi verilmektedir. Bu reaksiyonda antijenler partikiiler haldedir ve spesif antikorlarla
reaksiyona girdiklerinde kiimelenirler. Partikiiler haldeki bu antijenlere aglutinojen denilmektedir.
Genellikle bakteri hiicresi, eritrosit aglutinojen olarak kullanilmaktadir. Antikorlara ise aglutinin
denilmektedir. 1gG ve IgM antikorlari en gigli aglutininlerdir.

Aglutinasyon reaksiyonu iki basamaktan olusmaktadir. Birinci basamakta aglutinojen ve spesifik
aglutinin bir araya gelir ve spesifik determinantlari ile baglanir. Bu basamak geri déntstmltddr, 1s1, pH
ve elektrolit dengesi gibi etkenlerden etkilenebilmektedir. ikinci basamakta ise antijen ve antikorlar
arasinda baglar ve kopriiler ile immiinkompleksler olustururlar. Bu asama geri dontslimstizdiir. Olusan
bu kompleks yapi daha sonra agirligindan dolayi dibe ¢coker. Gozle gorilebilen ¢okeltiye aglinat adi
verilir.

Aglutinasyon testleri; kan serumunda spesifik antikor saptanmasi veya vucut sivilarinda antijen
saptanmasi, kan grubu belirlenmesi amaglari ile uygulanan ve kisa siirede sonug veren testlerdir.
Laboratuvarda bu amagla kullanilan bir¢ok cesit aglitinasyon testleri vardir.

1. Lam Agliitinasyon Testi

Lam aglitinasyon testleri bir lam {izerinde birka¢ dakika gibi kisa siirede sonug veren testlerdir. Bu
testler bakterilerin tanimlamasinda veya slipheli kan serumunda antikor varligini géstermek igin
kullanilmaktadirlar. Ayrica kan grubu testlerinde de bu ydntem uygulanabilmektedir. Bakteri
tanimlamasi i¢in bir 6ze dolusu bakteri stispansiyonu bir 6ze dolusu antiserum ile lam Uzerinde
karigtinilir. Birkag dakika icinde olusan tipik cokeltilerin olusmasi pozitif olarak degerlendirilir. Herhangi
bir cokelti olusmazsa negatif olarak degerlendirilir (Sekil 1). Bu test yonteminde incelenen 6rnekte
antijen veya antikorun titresinin saptanmasi mimkin olmayip sadece pozitif veya negatif seklinde
sonug elde edilir. Ornek olarak CRP testi, streptokok tiir tayini, kan grubu testleri verilebilir.

Sekil 1. Lam agliitinasyon testi .Birinci 6rnek pozitif, ikinci 6rnek negatiftir.
2. Tip Aglitinasyon Testi

Antijen veya antikorun titresinin belirlenmesi isteniyorsa tlip aglitinasyon testleri uygulanmasi
gerekmektedir. Genellikle stipheli kan serumundaki antikor titresinin belirlenmesi amaci ile bu test
uygulanmaktadir. Bu teknikte serumun seri diliisyonu yapilarak (izerine bilinen antijenden esit
miktarda eklenir. Belirli bir siire inkiibasyondan sonra antijen antikor kompleksi olusarak tiipin
dibinde dantela seklinde ¢okelti olursa test pozitif olarak degerlendirilir. Bu tiipte dipte ¢okelti
olusunca sivi kismi ise berrak bir gériinti kazanir. Negatif reaksiyonda ise bir degisiklik olmaz ve tiipiin
sivi kisminin bulanikhk gériintiisii devam eder (Sekil 2). Ornek olarak kan grubu testleri, Wright,
Gruber-Widal, Weil-Felix testleri verilebilir.
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Sekil 2. Tiip agliitinasyon testi. ilk bes tiip pozitif, sonraki tiipler negatiftir.

3. immiinokromatografik Testler

immiinokromatografik testlere kisaca kaset testler ismi de verilmektedir. Bu testlerin kullanimi kolay,
hizli sonug verme, uzun raf 6mri, disik maliyet, yiksek duyarhlik gibi 6zelliklerinden dolayi diinyada
sikhkla kullanilan testler icerisinde yer alir. Genellikle gebelik testlerinde kullanilan bir ydntem iken ayni
zamanda mikrobiyolojik analizlerde, gida gilivenligi, uyusturucu tarama gibi ¢ok genis alanlarda
kullanimi mevcuttur. Test kitinde bulunan nanopartikiller sayesinde sonug gozle goriiniir hale geldigi
icin ekstra bir detektére gerek duyulmamaktadir. Bu testler siklikla kalitatif bir yontem olarak
kullanilmaktadir.

Kaset testleri, gozlem penceresindeki kontrol ve test cizgilerinin gozle gorilebilen cizgi olusup
olusmamasina gére sonug vermektedir (Sekil 3). Normalde test yapilmadan 6nce bu alanda higbir ¢izgi
bulunmamaktadir. Bu testlerde esas reaksiyon antijen-antikor kompleksinin olusmasina baghdir.
Antijen veya antikordan birisi nitroseliiloz membranda sabit sekilde bulunur. Digeri ise reaksiyon
pedinde hareketli kalmasi saglanir. Bu hareket esnasinda kompleks olusarak gizgi olusmasi saglanir. Bu
¢izginin varligina gore test sonucu degerlendirilir. Kaset testlerinde bir test ¢izgisi ve birde kontrol ¢izgisi
bulunmaktadir. Kontrol gizgisinin tim g¢alismalarda olusmasi gerekmektedir. Bu gizgi testimizin ¢alisip
cahismadigini gbstermektedir. Test ¢izgisi boélimiinde ¢izgi olusmasi pozitif olarak degerlendirilirken
¢izgi olusmamasi negatif olarak degerlendirilir.

- ‘ 1 1)

Sekil 3. immiinokromatografik test kitleri
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UYGULAMA |
Lam Agliitinasyon Testi (Rose-Bengal)

islem Basamaklari

1.

vk wnN

Lam Gzerindeki halkalardan birine 50 pl hasta serumu eklenir.
e Hasta serumu mikropipet yardimiyla alinabilir.
Hasta serumunun Gzerine 25 pl Rose-Bengal antijeni eklenir.
Bir kiirdan yardimiyla iki sivi birbirine karistirilir ve 1,5 cm’lik halkanin igine iyice yarilir.
Elle veya rotator lizerinde dort dakika boyunca gevrilir.
Suire sonunda test degerlendirilir.
e Sonucta iri tanecikli ¢cokeltiler (aglitinasyon) olmussa = pozitif
e ince tanecikli ¢cokelti olusmussa= siipheli
e Homojen goriinti olusmussa= negatif olarak degerlendirilir

UYGULAMA I

Tup Agliitinasyon Testi (Wright Agliitinasyon)

islem Basamaklari

1.

2.
3.
4

Kontrol tlpl de dahil 6 tiip spora yerlestirilir
Birinci tlipe 0,9 mL SAT soliisyonu koyulur.

Diger tliplere 0,5’er mL SAT sollisyonu koyulur.
Birinci tlipln icine 0,1 mL hasta serumu ilave edilir.

e Boylece birinci tlipln titresi 1/10 olacaktir.

Birinci tlip tamamen karistirildiktan sonra bu tipten 0,5 mL alinir ve ikinci tlipe aktarilir.

e ikinci tiipte pipetaj yapilarak tamamen karistima saglanmali.

e ikinci tlipiin titresi 1/20 olacaktir.
ikinci tiipten 0,5 mL alinarak {iclincii tiipe, Giclincii tiipten 0,5 mL alinarak dérdiinci tiipe
ve dordiincii tipten 0,5 mL alinarak besinci tiipe kadar seyreltme islemi yapilir.

Son tlipte herhangi bir seri sulandirim yapilmaz negatif kontrol olarak kullanilacaktir
icerisinde 0,5 mL sivi bulunan tiim tiiplerin iizerine 0,5 mL antijen soliisyonu dagtilir.

e Boylece son titreler sirasiile 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 ve negatif kontrol
37°C'de etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra degerlendirmeye alinir.
Degeri 1/80 ve Uzerinde ¢ikan sonuglar pozitif olarak degerlendirilir.

UYGULAMAIII

immiinokromatografik Test (Kaset Testi)

islem Basamaklari

1. Kaset testin oldugu poset yirtilarak kit gikarilir ve beng tzerine koyulur.
Hasta 6rneginden bir miktar sulandirma sollisyonu igerisine alinir.
Homojenizasyonu saglamak igin vortekste karistirilir.

Kaset Uizerindeki numune goziine 9-4 damla sollisyondan damlatilir.
10-15 dakika sonra tets sonucu degerlendirilir.

e Kontrol gizgisi ile test gizgisi olusursa pozitif

e Sadece kontrol gizgisi olusursa negatif

e Kontrol gizgisi olusmazsa test gegersiz

vk wnN
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendiriimesi amaciyla hazirlanmistir.
Performansiniz asagidaki kriterlere gére degerlendirilecektir.

Gelistir
meli

Degerlendirme Kriterleri Cok iyi lyi Orta

1 | Rose-Bengal testini kuralina uygun sekilde yapti

2 | Rose-Bengal testinin sonuglarini dogru yorumladi

3 | Tap dilisyon yéntemini yapti

4 | Wright testini kuralina uygun sekilde uyguladi

5 | Wright testinin sonuglarini dogru yorumladi.

6 | Kaset testini uygun sekilde ¢alisti

7 | Kaset testinin sonuglarini dogru yorumladi

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi, Brucella abortus’un tanisinda kullanilan yéntemlerdendir?
A)Paul bunnel testi B)Rose bengal testi C)Rivanol testi
D)Gruber —widal testi E) Weil Felix testi

2. Serolojik testlerle ne 6lgiliir veya gosterilir?
A) Enfeksiyon etkenine karsl olusan 6zgul antikorlar gosterilir.
B) Serumdaki hiicreler gosterilir.
C) Eritrosit sedimantasyon hizi 6lgilir.
D) Kanin basinci olgilar
E) Direkt bakteriler gosterilir

3. Asagidakilerden hangisi, serolojik test degildir?
A) Hemaglitinasyon B) Presipitasyon C) Ziehl- Neelsen
D) Aglitinasyon E) Kaset testi

4. Helicobacter pylori kaset testi sonucunda sadece kontrol c¢izgisinin olusmasi nasil
degerlendirilir?
A) Test negatiftir B) Test pozitiftir C) Test gegersizdir
D) Test stphelidir E) Test tekrar edilmeli

5. I. Rose-Bengal testi
Il. Wright testi
[ll. Paul-bunnel testi
Yukaridakilerden hangisi buruselloz tanisinda kullanilan serolojik testlerdendir?
A) Yalnizl B) Yalniz Il C) Yalniz Il D) Yalnizlvell  E)I, llvelll
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LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER

1. Laboratuvarda yaptiginiz Wright aglitinasyon testinde tim tiplerin titrelerini altlarina yazip
tetsin sonucunu belirleyiniz.

U U U U

2. Laboratuvarda vyaptiginiz Rose-Bengal testinin sonucunu asagidaki lamda gosterip
degerlendiriniz.

3. Laboratuvara gelen bir kan 6rneginden lamda kan grubu testi ¢alisiimistir. Bu testin sonucu
asagidaki gibidir. Buna gore hastanin kan grubu nedir?

Anti-A Anti-B
Kan grubu = .....cccceveveivireeene,

4. Gaitada gizli kan testi kaset testi olarak ¢alisildiktan sonra asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Sonuglari altlarina yaziniz.
a W N A . 4 B

Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzasi:
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9 Cozelti Hazirlama

DERSIN AMACI

Yiizde derisim, molarite ve normalite kavramlarina uygun ¢ozelti hazirlanilmaisnin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
BiLGI Cozeltileri gruplandirir.
Konsantrasyon terimlerini sayar.

BECERI Teknigine uygun bir sekilde ylzde derisim ile ¢ozelti hazirlar.
Teknigine uygun bir sekilde molariteye gore ¢ozelti hazirlar.
Teknigine uygun bir sekilde normaliteye gore ¢ozelti hazirlar.

TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Kimyasal veya biyokimyasal ¢calismalarda ¢ozeltiler 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Cozelti, genis anlamda,
bir maddenin (kati, sivi veya gaz olabilir) baska bir madde icerisinde dagilmasi sonucu meydana
gelmektedir. Dagilan maddeye ¢6ziinen madde, dagilma ortamina ise ¢ozlicli, solvent veya dispersiyon
ortami denir. Saf su en ¢ok kullanilan ¢6ziici olarak 6rnek verilebilir.

Gozeltiler birgok 6zellikleri bakimindan siniflandirilabilir. Bir ¢ozeltide bir tek ¢6ziinmis madde olabilecegi
gibi iki veya daha fazla madde de olabilir. Yani ¢dzelti basit veya kompleks olabilir.

Coziicii ve goziinenin fiziksel hallerine gore gozeltiler

Kati-Kati Cézeltiler: Kati bir maddenin baska bir kati madde igerisinde homojen bir karisim olusturmasidir.
Kati-Gaz Cozeltileri: Bir gazin bir kati icerisinde ¢dzlinmesiyle olusan ¢ozeltilerdir.

Kati-Sivi Cozeltiler: Kati bir maddenin sivi igerisinde ¢dzlinmesi ile olusan ¢ozeltilerdir.

Sivi-Sivi Cozeltiler: Bir sivinin baska bir sivi madde icerisinde ¢dzlinmesi ile olusan homojen karisimlaridir.
Gaz-Gaz Cozeltiler: En az iki gazin karisimidir. Bitlin gaz karisimlari homojen 6zellik gosteren ¢ozeltilerdir.
Gaz-Sivi Cozeltileri: Bir gazin bir sivi icerisinde ¢dzlinmesi le olusan ¢ozeltilerdir.

Tablo 1. Coziici ve ¢ozlinenin fiziksel hallerine gore ¢ozeltilere 6rnekler

Kati-Kati Cozeltiler Alagimlar, piring, celik,

PR, tung vb.

Coziiciisii kati olanlar ¢
Coziicii ve ¢oziinenin Kati-Gaz Cozeltileri: Paladyum icinde H,
fiziksel hallerine gore . ;
cozeltiler Kati-Sivi Cozeltiler Tuzlu su, sekerli su

Coziiciisii sivi olanlar  Sivi-Sivi Cozeltiler Alkol+su

Gaz-Sivi GCozeltileri Amonyakli su
Coziiciisii gaz olanlar  Gaz-Gaz Cozeltiler Hava

Coziinmiis madde miktarina gore gozeltiler:

Doymamis Cozelti: Belirli bir sicaklikta, belirli bir miktar ¢dzlicliniin ¢bzebileceginden daha az ¢éziinen
madde iceren ¢ozeltilerdir.
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Doymus Cozelti: Belirli bir sicaklikta, belirli bir miktar ¢dzlicliniin ¢6zebilecegi miktarda ¢dzlinen madde
iceren ¢ozeltilerdir.

Asirt Doymus CGozelti: Belirli bir sicakhkta, belirli bir miktar ¢ozilicliniin ¢dzebileceginden daha fazla
¢6zlinen madde iceren ¢ozeltilerdir. Bu ¢ozeltiler belirli bir dereceye kadar sogutuldugu takdirde belli
bir miktar ¢6ziinen madde dibe ¢okebilir.

Cozeltideki ¢6zlinmis olan maddenin miktarini belirtmek igin "konsantrasyon (derisim)" terimi
kullanihir. Siklikla kullanilan konsantrasyon terimleri ylizde derisim, molarite ve normalitedir. Asagida
bu terimlerin agiklamalari ve formiilleri yer almaktadir.

1. Yizde Derisim
Agirlikga ve hacimce olmak lizere ikiye ayrilir.

Agirlikca % konsantrasyon (m/m): Siklikla kati bir madde sivi veya kati bir madde icerisinde
¢Ozindurildiginde bu terim kullaniimaktadir. 100 g ¢6zeltide ¢6zlinen maddenin g olarak agirhgidir.
Cozlinenin agirligi (g)

% D iSi m = 100
% Derisim /m Cozeltinin agirlig: (g) x

Or: %10 (m/m)’luk 300 g NaOH ¢ézeltisinin hazirlanmasi:

%10 = NaOH agurligt 100
T T 3009

NaOH aburlisn = 10x300g
aOH agirligy = — =0

NaOH agirligt =30 g

Yukaridaki hesaplamaya gére 30 g NaOH alinir ve 270 g ¢ozliciide (su) ¢ozllilirse %10 (m/m)’luk 300 g
NaOH ¢ozeltisi elde edilir.

Hacimce % konsantrasyon (v/v): siklikla sivi bir madde sivi bir ¢6ziici icerisinde ¢oziilerek hazirlanan
¢Ozeltilerde kullanilmaktadir. 100 mL ¢ozeltide ¢dzlinen maddenin mL cinsinden degeridir.
Cozlinenin hacmi (ml)

o Dericim V. 100
% Derisim V/y Cozeltinin hacmi (mlL) *

Or: %10 (v/v)’luk 500 mL metanol ¢dzeltisinin hazirlanmasi:

Metanoliin hacmi
%10 = C00 x100

10x500 mL

Metanolin h | =
etanolin hacmi 100

Metanoliin hacmi = 50 mL

Yukaridaki hesaplamaya gére 50 mL metanol alinir ve 450 mL ¢6ziiclide (su) ¢oziliirse %10 (m/m)’luk
500 mL metanol ¢ozeltisi elde edilir.

2. Molarite

1 litre ¢ozeltide ¢bzinmis olan maddenin mol sayisidir. Birimi molar (M) yada mol/L’dir.
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Coziinenin mol sayisi (n)

Molarite (M) = Cozeltinin hacmi (L)

Or: 1 M’lik 1000 mL NaCl ¢dzeltisinin hazirlanmasi (Magac):58,5 g/mol)

NaCl mol sayist (n)
1L

1mol/L =

NaCl mol sayist (n) = 1 mol

Nacl kiitlesi (m)

585 g/mol = NaCl kiitlesi (m) = 58,5 g

n (mol sayist) = % = 1mol =

58,5 g NaCl hassas terzide tartildiktan sonra 1 L’lik balona alinir. Bir miktar ¢dzlict (su9 ilave
edilerek ¢ozdurilir. Ardindan hacim 1 L'ye tamamlanir. Boylece 1 M ‘lik 1000 mL NaCl ¢ozeltisi
elde edilmis olur.

3. Normalite

1 litre ¢ozeltide ¢6zlinmis olan maddenin esdeger-gram sayisina denir. Tesir degerligi (t), asitlerde
proton (H*) sayisi, bazlarda (OH) iyonu sayisi, tuzlarda ise pozitif yiikli iyon sayisidir. Normalite N ile
gosterilmektedir. Normalite, molarite ile tesir degerliginin carpimina esittir.

mxt
MAXxV

Normalite (N) = = Normalite (N) = Molarite (M)x t

Or: 0,5 N 250 mL NaOH ¢dzeltisinin hazirlanmasi (Maaon): 40 g/mol):
NaOH In tesir degerligi yani t=1 dir.

mx1

05N =
40g/molx0,250 L

m (NaOH kitlesi) = 0,5x40x0,25=5g

Yukaridaki hesaplamaya gore 5 g NaOH tartilip balona aktarilir ve bir miktar su ile ¢cé6zdirGlar. Ardindan
hacim 250 mL’ye tamamlandigi zaman 0,5 N 250 mL NaOH ¢ozeltisi elde edilmis olur.

Cozelti hazirlarken dikkat edilmesi gerekenler:

e (COzicl ve ¢ozlinen maddelerin etiket kontrolil yapilmal

e (COziinen madde kati ise saklama kosullarina dikkat edilmeli, nem alan, safligini yiteren maddeler
kullanilmamali

e (CoOzelti hazirlamadan 6nce hesaplama islemleri dogru bir sekilde yapilmalidir.

e (Ozelti hazirlanacak kaplarin temiz olmasina dikkat edilmelidir.

e  (Ozicu olarak su kullanilacaksa saf su kullanilmasina dikkat edilmelidir.

e Asit ¢Ozeltisi hazirlanacak ise dncelikle kaba bir miktar saf su koyulur ve bunun {izerine asit
ilavesi yavas yavas yapilmalidir. Bunun nedeni asitin tizerine direkt su koyulldugunda asiri isi
artisindan dolayl cam malzemenini ¢gatlamasi veya patlamasi gibi kazalarin olusmasina neden
olacaktir.
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UYGULAMA |
Yiizde Derisim Hesaplama (m/m)

%5 (m/m)’lik, 50 g NaCl ¢ozeltisi hazirlayiniz

islem Basamaklari

1. Tartilacak olan NaCl miktari hesaplanir.
Hassas terazide hesaplanan miktar kadar NaCl tartilir.
Tartilan NaCl temiz bir balona aktarilir.
Balon Gzerine 50 g'mi tamamlayana kadar su eklenir.
Boylece %5’lik 50 g NaCl ¢ozeltisi elde edilir.

vk wnN

UYGULAMA I
Molarite ile Cozelti Hazirlama

0,6 M 100 mL NaCl gozeltisi hazirlayiniz.

islem Basamaklari
1. Tartilacak olan NaCl miktari hesaplanir.
Hassas terazide hesaplanan miktar kadar NaCl tartilir.
Tartilan NaCl temiz bir balona aktarilir.
Bir mezir yardimiyla 100 mL su ol¢alir.
Balon igerisine bir miktar distile su koyulur ve calkalanir.
lyice ¢éziindiikten sonra meziir igerisindeki su balona bosaltilir.
Boylece hacim 100 mL’ye tamamlanmis olur.

UYGULAMA Il
Seyreltme

Bir onceki uygulamada hazirlanan 0,6 M NaCl ¢ozeltisinden 0,15 M 100 mL NaCl ¢o6zeltisi
hazirlayiniz.

NouswnN

islem Basamaklari
1. Bir onceki uygulamada hazirlanan 0,6 M ¢ozeltiden alinacak hacim hesaplanir
e Hesaplama C1xV1=C2xV2 formiliine gore yapilir
e C: konsantrasyon, V: hacimdir.
2. Hesaplanan hacimdeki ¢ozelti mezir yardimiyla olgllir.
Olgiilen ¢ozelti balona aktarilir.
4. Gerikalan kisim 100 mL olacak sekilde tamamlanir.
e Hesaplanan hacim 100 mL’den gikarilarak hesaplanir.
5. Boylece hacim 100 mL’ye tamamlanmis olur ve 0,15 M 100 mL NaCl ¢ozeltisi elde edilmis
olur.

w
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Cozelti Hazirlama

OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendiriimesi amaciyla hazirlanmistir.
Performansiniz asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

v\
2

Gelistir
meli

Degerlendirme Kriterleri Cok iyi lyi Orta

1 | Yizde derisim hesabini dogru sekilde yapti

2 | Yizde derisime gore ¢Ozeltiyi hazirladi

3 | Molarite hesabini dogru sekilde yapti

4 | Molariteye gore ¢ozeltiyi hazirladi

5 | Seyreltme hesabini dogru sekilde yapti

6 | Cozeltiyi dogru sekilde seyreltti

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. 0.1 M, 250 mL KCl ¢6zeltisi hazirlamak i¢in ka¢ gram KCl tartilmasi gerekmektedir?
(MA(Kc|)Z74,55 g/mol)
A) 15g B) 18,64 g C) 74,55 D) 93,18 E) 186,4 g

2. Asagidakilerden hangisi sivi-kati ¢ozeltiye 6rnektir?
A) Tuzlu su B) Piring C) Amonyaklisu D) Alkolli su E) Tung

3.400 ml 0.5 M glikoz (C¢H1,06) ¢Ozeltisi hazirlamak igin kag g glikoz gereklidir?
(MA(C6H1206) : 180 g/mol )
A)9 B) 18 C)36 D) 72 E) 180

4. Cozeltideki ¢oziinmiis olan maddenin miktarini ifade etmek igin kullanilan terim
asagidakilerden hangisidir?
A) Cozlicu B) Cozen C) Solvent D) dispersiyon  E) Konsantrasyon

5. 0,5 N 250 mL HCI ¢ozeltisi elde etmek igin kag g HCI gereklidir? (Magc): 36,5)
A 1 B) 2,23 C) 4,56 D) 22,8 E) 45,6
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Cozelti Hazirlama

LABORATUVARDA YAPILACAK ISLEMLER

1. Uygulamanin hesaplamasi:

TARTILMASI GEREKEN MIKTAR : ..ot

2. Uygulamanin hesaplamasi:

TARTILMASI GEREKEN MIKTAR : ..ot eeeseiencennes

3. Uygulamanin hesaplamasi:

TARTILMASI GEREKEN MIKTAR : ....ovcvvverererreceeresie e e

Uglincii uygulama sonucunda elde edilen ¢ozeltinin ismi Nedir? .........occeeeveeereveneeersenenns
Ogrencinin Adi ve Soyadi:
Numarasi:
imzasi:
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10 Kalin Damla ve Periferik Yayma

DERSIN AMACI

Parazitolojide ve hematolojide kullanilan kalin damla ve periferik yayma preparatlarinin hazirlanmasinin
o0grenilmesi
DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;

BiLGI Kalin damla preparat hazirlama asamalarini siralar.
Periferik yayma preparat hazirlama asamalarini siralar.
Beyaz kan hiicrelerini gruplandirir.
Kirmizi kan hiicrelerini sekillerine gore siniflandirir.

BECERI Kalin damla preparat hazirlar.
Periferik yayma preparat hazirlar.
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.

Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Kalin Damla Yontemi

Periferik yayma gibi kalin damla yontemi de o6zellikle sitma gibi paratizer hastaliklarin tanisinin
koyulmasi i¢in yapilan basit ve etkili yontemlerden biridir. Periferik ya da kapiler sekilde alinan kan
ornekleri galisma igin kullanilabilmektedir.

Calismaya baslamadan 6nce gerekli olan malzemeler (lamlar, steril pamuk, tek kullanimlik lanset, alkol
vb.) hazir hale getirilmelidir. Clink{ islemler hizli bir sekilde yapilmaldir. Kan pihtilasirsa yayma
yapilamayacagi icin tim islemler seri bir sekilde yapilmaldir. Gerekli antisepsi islemlerinden sonra
hastanin orta parmak lansetle kiiglik bir delik agilarak kan lam tzerine alinabilir. Kan alinirken kesinlikle
kanin ¢ikmasi icin parmak sikilmamalidir. Aksi halde kan dokular arasindaki siviyla karisacagi icin
seyrelmis olacaktir. Kan alinirken lam kana degdirilerek alinabilir. Bu asamada lamin ele degdirilmemesi
Onem tasir. Clinkiu eldeki mikroorganizmalar, yag veya ter lama gegerek iyi bir preparatin elde edilmesi
zorlasir.

Lama aktarilan kan pihtilasmadan ikinci bir lamin sivri ucu ile karistirilarak kalin bir damla elde edilmesi
saglanir (Sekil 1). Preparatin altina bir yazi koyulup okumaya calisilir eger okuma islemi yapilamazsa
preparatin ideal kalinlikta hazirlanmis oldugu anlasilir. Kurutma islemi yapildiktan sonra tespit islemi
yapmadan boyama islemi yapilir. Bunun icin Giemsa boyasi kullanilir. Preparat daha sonra mikroskopta
incelenmeye alinir.

Sekil 1. Kalin Damla Yontemi

incelemede tiim sahalar incelenmelidir. Ciinkii enfeksiyon tablosuna goére parazit yapilar ¢ok az
miktarda olabilmektedir.

A. Cali 88



Besiyeri Hazirlama

Periferik Yayma Yontemi

Dikkatli bir sekilde yapilan periferik yayma kan hiicrelerinin diizglin bir sekilde gériinmelerini saglar.
Boylece kan hicrelerinin morfolojileri belirlenebilir. Kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hicreleri ve
trombositler, sayi, yapi, blyiklik ve olgunluk agisindan incelenebilirler. Ayrica parazitolojide sitma gibi
enfeksiyon hastaliklarinin tanisinin koyulmasinda kullanilabilir.

Periferik yayma tam kan sayiminin 6nemli bir kismidir. EDTA’ tipe alinan veya kalin damla i¢in lansetle
parmakta acilan yerden kiiciik bir damla kan &rnegi lama aktarilir. ikinci bir lamin kisa kenari
kullanilarak yaymayapilir, kurutulur ve boyanip incelenir.

Sekil 2’de periferik yayma hazirlamada kullanilan gift lam yontemi gosterilmektedir. Bu yontemle temiz
bir lamin Gzerine bir damla kan koyulur ve ikinci bir lamin kisa kenarinin kan ile temas etmesi saglanir.
ikinci lam ile birinci lam arasinda 30-45°C’lik agi olmasi saglanir. Ardindan bu lam yardimiyla yumusak
ve hizli bir sekilde kan birinci lamin %’lik kismina yayilmasi saglanir. Yayma kurutulduktan sonra
metanolle tespit islemi yapilir. Metanol hiicresel elemanlarin seklinin bozunmasini engellemektedir.
Ardindan kurutulduktan sonra Giemsa ile boyama islemine alinir.

L,\]

R Thiomi

Sekil 2. Periferik Yayma

Diferansiyel Sayim = Formiil

Diferansiyel sayim tam kan sayiminin ikinci basamagidir. immersiyon yagi ile en az 100 I6kosit sayilacak
sekilde yaymanin ince ucundan baslanarak horizontal olarak zikzaklar ile alan incelenir.

Beyaz Kiirelerin incelenmesi:

Lokositlerin hiicre yapisi, ¢ekirdek yapisi, sitoplazma rengi, icerdigi inklizyon tipleri degerlendirilir.
Sekil 3'de beyaz kiirlerin normal sekilleri verilmistir. Notrofil, eozinofil ve bazofil granilosit yapidayken
Lenfosit ve monosit agranilosit yapisindadirlar.

Lenfosit

Notrofil Eozinofil Bazofil Monosit

Sekil 3. Beyaz kiireler.
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

Kirmizi Kiirelerin ve Trombositlerin incelenmesi:

Kirmizi kiirelerin biyiklik ve morfolojilerini tanimlayici terimler Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Kirmizi kan hiicrelerinin 6zellikleri

Terim Ozellik Hiicre Yapisi
Normositik Normal boyut Sekil 4
Megalosit Normalden daha biyik boyut Sekil 5.1
Makrositik Blylk boyut Sekil 5.2
Mikrositik Kigik boyut Sekil 5.3
Poikilositoz Hicrelerin sekillerinde degisiklik Sekil 6

Sekil 5. 1. Megalositin goriinimi, 2. Makrositin gorinlim, 3. Mikrositin gériinimu
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

Sekil 6. Poikilositoz. Hiicre sekilleri degisen eritrosit gérinimleri

Sekil 7’de trombositlerin yapisi gosterilmistir.

Sekil 7. Birinci resimde normal boyutlardaki trombositler gériilmektedir. ikinci resimde okla
gosterilen dev trombosit gériinimii
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

UYGULAMA |
Kalin Damla Preparat Hazirlama

islem Basamaklari

1. Kalin damla preparat igin kullanilacak malzemeler hazirlanir.
Alkol ile cilt temizligi yapildiktan sonra lanset ile delik agilir.
Birinci damla kuru bir pamuk ile alinir.
ikinci damla lamin ortasina olacak sekilde aktarilir.
Veya EDTA’li tiipten bir damla kan alinarakta yapilabilir.
ikinci bir lamin sivri ucu ile damla preparat {izerine hafifce yayilir.
Kurutmaya birakilir.
Tespit islemi yapilmaz.
Kurutma isleminden sonra preparat boyama kopristne alinir ve lizeri Giemsa boyasi ile
kaplanir.
10. 45 dakika sonra boya dokilip distile su ile yikama islemi yapilir.
11. Kurutulduktan sonra mikroskopta inceleme yapilir.

Lo NOU R WN

UYGULAMA I
Periferik Yayma Preparat Hazirlama

islem Basamaklari
1. Yukarida anlatildigi yontemle kan damlasi birinci lamin Gizerine alinir.
Preparat diiz bir ylzeye yerlestirilir ve sol elin iki parmagi ile tutulur.
ikinci lam ile sekil 2’de anlatildigi sekilde ince yayma yapilir.
Direkt kurumaya birakilir.
Kurutma isleminden sonra preparat boyama koprisiine alinir ve (izeri metanolle kapatilir.
Boylece tespit islemi yapiimis olur.
Kuruduktan sonra Giemsa boyasi ile kaplanir.
30 dakika sonra boya dokiillp distile su ile yikama islemi yapilir.
8. Kurutulduktan sonra mikroskopta inceleme yapilir.

vk wnN

N
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Degerlendirme Kriterleri

Gelistirilebilir

Cokiyi lyi Orta

1 | Parmaktan kan alimiigin cilt antisepsisi yapti

2 | Lanset ile uygun sekilde parmakta delik agti.

Bir damla kani lam UGzerine alirken lami ciltle temas

ettirmedi

a Kalin damla preparat hazirlamayr kuralina uygun
sekilde yapti

5 Kalin damla preparati kuarlina uygun sekilde Giemsa
ile boyadi

6 Periferik yayma preparat hazirlamayi kuralina uygun
sekilde yapti

7 Periferik yayma preparati kuralina uygun sekilde

Giemsa ile boyadi

8 | Kalin damla preparati mikroskopta inceledi

9 | Periferik yayma preparati mikroskopta inceledi

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Periferik yayma ile asagidakilerden hangisi incelenmez?
A) Eritrosit B) Lokosit C) Parazit D) Epitel E) Notrofil

2. Normalden daha kiigiik boyutta olan eritrosit hiicresine verilen isim asagidakilerden hangisidir?
A) Normosit B) Megalosit C) Mikrosit D) Makrosit E) Poikilositoz

3. Kalin damla ve ince yayma preparatlarini boyarken hangi boya kullanilmaktadir?
A) Gram B) Giemsa C) Malasit yesili D) ARB E) Metilen mavisi

4. |. Monosit
Il.Lenfosit
lI.NGtrofil
Yukaridaki beyaz kan hiicrelerinden hangisi ya da hangileri graniilosit yapidadir?

A) Yalniz | B) Yalniz Il C) Yalmiz lll D) Yalnizl ve Il E)I, velll
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER

Laboratuvarda hazirlanilan kalin damla preparattan yapilan incelemede gorilen yapilari giziniz ve

adlarini yaziniz.

Mikroskop goriiniimii Yapilarin isimleri

~

Laboratuvarda hazirlanilan periferik yayma preparatindan yapilan incelemede goriilen kirmizi kan

hiicresi yapilarini giziniz.

A

Laboratuvarda hazirlanilan periferik yayma preparatindan yapilan incelemede goriilen beyaz kan
hiicresi yapilarini giziniz.

OC

Ogrenci Adi Soyadi:
Ogrenci Numarasi:
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Kalin Damla ve Periferik Yayma

KAYNAKLAR

Akbay A, Oztas Y, Bozdayi G (2000), Laboratuvarda Temel Kavramlar, Ankara Universitesi Dikimevi
Saglk Hizmetleri Meslek Yiksekokulu Yayinlari.

https://www.gunceltipdernegi.org/pdf/7/seval-akpinar.pdf
Akdur R. (1997). Sitma Laboratuvar Teknisyeni El Kitabi. Ankara.
Demirtas S, Can M ve Giiven B (2014) Tibbi Laboratuvar El Kitabi, Nobel Tip Kitabevi, istanbul
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DERSIN AMACI

1 mm¥te kanda bulunan eritrosit ve I6kosit sayisinin hesaplamasinin yapilmasi amaglanmaktadir.

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
BILGI Eritrosit sayim asamalarini siralar.
Lokosit sayim asamalarini siralar.
Thoma/Neubauer laminin kullanimini aciklar.
BECERI Thoma/Neubauer lamini kullanir.
Eritrosit sayimini yapar.
Lokosit sayimi yapar.
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.
Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Sayma Lamlari ile Kan Sayimi

Thoma veya Neubauer lamlari kullanilarak eritrosit ve l6kosit sayimlari yapiimaktadir. Neubauer lami
Uzerinde 6zel karelerden olusan ve mm¥teki hiicre sayisinin hesaplanmasinda kullanilan ézel bir lamdir
(Sekil 2). Bu lamda bulunan “L” harfi ile gosterilen alandaki 16 kare |6kosit sayim alanidir. “E” harfi ile
gosterilen alandaki 25 kare ise eritrosit sayim alanidir. Bir biyiik 16kosit alani 1 mm?dir. Bir kiigiik kare
eritrosit alani da 0,04 mm?dir. Toplam 25 kare ise 1 mm?¥dir. Lamin derinligi ise 0,1 mm’dir.

L -

Sekil 1. Neubauer Lami
Lokosit Sayimi:
Lokosit sayisi hesaplanirken asagidaki formiile gore hesaplama yapllir.

e incelenecek 6rnek Idkosit acisindan yogun bir érnek ise uygun sulandirma ¢ézeltisi ile
sulandiriimahdir. Sulandirma kat sayisi belirlenmelidir.

e Sulandirma yapildiktan sonra homojen hale getirilen numune Neubauer lamindaki alana bir
damla koyulur ve lamel kapatilr.

e Mikroskopta 400 blyutme glicii ile incelenir.

e Dort blyik lokosit sayim alaninda sadece birinin sayilmasi yeterlidir. Sayimin daha saglikh
olmasi i¢in 4 biyik alan sayilip ¢ikan sayl dérde boliinmesi gerekir.
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Kan Sayimi

Asagidaki formille hesaplama yapilir.

sayilan lokosit x diliisyon faktori

Lokosit 3=
Okosit sayist/mm sayim alant (mm?2) x derinlik (mm)

Ornegin; 200 kat diliisyon yapilmis bir kan érneginde bir I6kosit sayma alaninda 10 I6kosit sayimi
yapilmis olsun, buna gére mm3’teki I6kosit sayisi kactir.

Cevap: Bir I6kosit sayim alani 1 mm2’dir. Derinlik ise 0,1 mm’dir. Buna gore;

10 l6kosit x 200 _ 2000 l6kosit
1mm2x0,1mm) 0,1 mm3

Lokosit sayist = = 20000l6kosit/mm3

Eritrosit Sayimu:

Genel olarak l6kosit sayimina benzer sekilde sayim yapilir. Tek fark Orta kissmdaki 25 kare sayilarak
eritrosit sayimi yapilir. Daha pratik bir yéntem olarak eritrosit sayim alaninda bes kiiglik kare sayilip 5
ile carpilabilir. Asagidaki formile gére hesaplama yapilmaktadir.

. . sayist  sayilan eritrosit x diliisyon faktori
Eritrosit =

mm3  sayim alani (mm2) x derinlik (mm)

Ornegin; 100 kat diliisyon yapilmis bir kan érneginde bes kiiciik karede 10 eritrosit sayimi yapilmis
olsun, buna gére mm¥teki eritrosit sayisi kactir.

Cevap: Bir kiiciik eritrosit karesi 0,04 mm?dir. Bes kare sayildigi icin alan 5 x 0,04 = 0,2 m%dir. 25
karenin sayllmasi gerektiginden sayim alanini 5 ile garpmak gerekmektedir. Derinlik ise 0,1 mm’dir.
Buna gore;

50 eritrosit x 100 _ 5000 eritrosit

Eritrosit sayist = = 50000 eritrosit/mm3

1mm2x 0,1 mm) 0,1 mm3

Sekil 2. Ustteki pipet eritrosit sayma pipeti, asagidaki resimde |6kosit sayma pipeti gdsterilmektedir.
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Kan Sayimi

UYGULAMA |
Eritrosit Sayimi

islem Basamaklari
1. Eritrosit sayimiigin kullanilacak malzemeler hazirlanir.

2. Alkolile cilt temizligi yapildiktan sonra lanset ile delik agilir.

3. Birinci damla kuru bir pamuk ile alinir.

4. Eritrosit sayim pipetinin ucunu yeni olusan kan damlasinin igine yatay olarak daldirilr.

5. Hava cekmemeye dikkat ederek, bir elinizle pipeti digeri ile parmagi tutarak 0.5 cizgisine kadar
kan cekilir

6. Pipetin ucu kandan uzaklastirilirken emici kisim da agzinizdan cikarilir ve pipet yatay olarak
tutulur.

7. Pipetin dis kismina bulasan kan silinir.

8. Pipetin 101 cizgisine kadar Hayem soltisyonu (0,5 gr HgCl,, 5 gr Na,SO4 ,1 gr NaCl, 200 ml|
distile su) cekilir. (Seyreltme katsayisi 200’dir)

e Kan ve sayim sollsyonunu ¢ekerken hava kabarcigi olmamasina dikkat edilir

9. Pipetin her iki ucunu sikica kapatarak asagi yukari ¢evirmek suretiyle 1-2 dk calkalayarak
eritrositlerin homojen dagilmasi saglanir.

10. Thoma lami Gzeri lamelle kapatilr.

11. Pipetteki sollisyonun bir kismi disari akitilir.

12. Ayim alanindaki lamelin kenarindan ufak bir damla eritrosit sollisyonu Thoma lamina aktarilir.

13. Mikroskopta x10’luk biylUtmeyle alani bulduktan sonra x40’hk biylitmeyle sayim islemi

yapilir.

UYGULAMA I
Lokosit Sayimi

islem Basamaklari
1. Kapiler sekilde kan alim asamalari yukaridaki uygulamada anlatildig sekilde yapilir.
2. Lokosit sayim pipetinin ucunu yeni olusan kan damlasinin igine yatay olarak daldirilir.
3. Hava ¢ekmemeye dikkat ederek, bir elinizle pipeti digeri ile parmagi tutarak 0.5 gizgisine kadar
kan gekilir
4. Pipetin ucu kandan uzaklastirilirken emici kisim da agzinizdan gikarilir ve pipet yatay olarak
tutulur.
5. Pipetin dis kismina bulasan kan silinir.
6. Pipetin 11 gizgisine kadar Tirk soliisyonu (3cc glacial asedik asit, 8cc gentian moru, 300 ml
distile su) gekilir. (Seyreltme katsayisi 20’dir)
e Kan ve sayim sollisyonunu ¢ekerken hava kabarcigi olmamasina dikkat edilir.
7. Pipetin her iki ucunu sikica kapatarak asagl yukari ¢evirmek suretiyle 1-2 dk calkalayarak
eritrositlerin homojen dagilmasi saglanir.
8. Thoma lami lizeri lamelle kapatilir.
9. Pipetteki sollisyonun bir kismi disari akitilir.
10. Ayim alanindaki lamelin kenarindan ufak bir damla eritrosit sollisyonu Thoma lamina aktarilir.
11. Mikroskopta x10’luk biyltmeyle alani bulduktan sonra x40’hk blyltmeyle sayim islemi

yapilir.
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Kan Sayimi

OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Gelistirilebilir

Degerlendirme Kriterleri

Cokiyi lyi Orta

1 | Parmaktan kan alimiigin cilt antisepsisi yapti

2 | Lanset ile uygun sekilde parmakta delik agti.

3 | Eritrosit pipetiyle kurala uygun sekilde kani aldi.

Eritrosit pipetine Hayem sollisyonunu uygun sekilde
aldu.

5 | Lokosit pipetiyle kurala uygun sekilde kani aldi.

6 | Lokosit pipetine Turk sollisyonunu uygun sekilde ald1.

7 | Mikroskopta eritrosit sayimi yapti

8 | Mikroskopta I6kosit sayimi yapti

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. 200 kat diliile edilmis kan 6rneginde 5 kiigiik karede 100 eritrosit sayildigina gére mm¥teki
eritrosit sayisi kagtir?
A) 10 000 B) 100 000 C) 1000 000 D) 2 000 000 E) 5000 000

2. Eritrosit pipetiyle alinan kan 6rneginden yapilan sayimda 25 kiigiik karede 200 eritrosit
sayildigina gére mm®teki eritrosit sayisi kagtir?
A) 40 000 B) 400 000 C) 4 000 000 D) 40 000 000 E) 4 000

3. 20 kat seyreltilmis kan 6rneginden bir I6kosit sayim alaninda toplam 20 l6kosit sayildigina gore
mm?¥teki eritrosit sayisi kagtir?

A) 2000 B) 20 000 C) 4 000 D) 400 000 E) 4 000 000

4. Lokosit ve ertirosit sayiminin yapilabilmesi igin mikroskobun biiyiitme giicii ne kadar olmalidir?

A) 10 B) 40 C) 100 D) 400 E) 1000
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Kan Sayimi

LABORATUVARDA YAPILACAK iSLEMLER

Ertirosit ve Lokosit sayiminda mikroskopta gérdigiiniiz sekilleri ciziniz.

Eritrosit Sayimi

Lokosit Sayimi

Eritrosit sayim sonucunun hesaplanmasi:

Lokosit sayim sonucunun hesaplanmasi:

Toplam 16Kosit SAYISI:. ceveeeeeeierirr e

Ogrenci Adi Soyad::
Ogrenci Numarasi:
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Kan Sayimi

KAYNAKLAR
Kahramanmaras Siitcli imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Dolasim Sistemi Ders Kurulu, Kan Pratikleri

Laboratuvar Foyi
(https://tipfakultesi.ksu.edu.tr/depo/belgeler/D%C3%B6nem%202.2.komite%20Kan%20Fizyolojisi

%20Pratikleri_1810301558163494.pdf)
Demirtas S, Can M ve Giiven B (2014) Tibbi Laboratuvar El Kitabi, Nobel Tip Kitabevi, istanbul
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KAN ALMA

Ogr. Gor. Abdulhamit CALI



DERSIN AMACI

Maketler Gzerinden kan alma isleminin 6grenilmesi

DERSIN HEDEFLERI

Bu dersi alacak olan 6grenciler;
BILGI Vendz kan alma asamalarini siralar.
Kan alma kurallarini agiklar.

BECERI Maket lzerinden kan alma islemini yapar.
TUTUM Laboratuvara gelirken kurallara uygun olarak giyinir.

Laboratuvardaki malzemeleri kullandiktan sonra temizleyerek birakir.
Laboratuvardan ¢ikmadan énce ellerini yikar.

GENEL BiLGILER

Veno6z Kan Alimi

GUnUmuzde kan alma islemleri rutin ve hizli bir sekilde gergeklestirilmesi icin vakumlu tipler ile
yapilmaktadir. Ven6z kan alim isleminde kan alinacak olan toplar damarlarin tercih edilme siralamasi
vardir. Bu siralama asagidaki gibidir (Sekil 1):

1. Dirsegin blikuldigu yer
a. Medyan toplardamar (orta)
b. Bazilik toplardamar (i¢ yan)
c. Sefalik toplardamar

2. Onkol
a. Sefalik toplardamar

3. Elin Gzerinde:
a. Dorsal toplardamar

Aksiller ven

Brakial ven

Sefalik ven

Sekil 1. Toplardamarlar

Bu bolgelerden kan alinamadigl durumlarda hastanin damarlarinin en belirgin oldugu yer segilebilir.
intravendz tedavi géren hastadan kan alimi olacaksa damar yolunun olmadigl ekstremite tercih
edilmelidir. Bu mimkin olmazsa damar yolu en az iki dakika 6énce kapatilmali ve damar yolunun
asagisindan baska bir bolgeden kan alinmalidir. Kan kataterden alinacak ise katater dnce izotonik ile
temizlenmeli ve ilk bes mililitresi kullanilmamahdir.
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Turnike uygulamasi kan alinacak bdlgenin 7,5-10 cm (zerinden yapilmalidir. Eger damar normal
blyliklikte ise kan alma islemi basladiginda gikarilmalidir. Turnike uygulamasi 3 dakikayi gegmemesine
dikkat edilmelidir. Clinki hemokonsantrasyon nedeniyle bazi test sonuglari etkilenebilmektedir.

Kan alinacak bolge %70’lik alkol ile temizlenmelidir. Antisepsi isleminden sonra deri ylizeyinin kurumasi
beklenmelidir.

Yine tlplerdeki katki maddelerinden dolayi bazi testlerin sonuglari etkilenebilecegi icin kan alma islemi

sirasinda tlp siralamasi vardir. Bu tlp siralamasi Sekil 2’de gosterilmistir.

ERE
Kan Alim | Renk Tiip Kullanim Ters Santrifiij
Haemi | Kodu | Cesidi Alanlan Cevirme Kosullar
| Kan Anaerobigin takip ettigi aerobik - eger her iki
Kiiltiri kaltdr sisesi icin de yeterli kan yoksa,
! sadece aerobik olani kullanin
Cisml | b ’ Devir: 2000 - 2500g
2.7 ml @ Sogiyum Koagilasyon calismalar igin i 4 Sure 10-15 dakika
45 ml Sitrat €2 |sicakiik: 25°C - Oda Sicakhigi
! ; : Aok My
“16ml Sodyum 8-10
1.8 ml Sitrat | Sedimantasyon calismalar icin
24ml ESR kez
5ml
2ml :
4 Devir: £ 1300
4 ml ‘ Serun) / Serum calismalar icin i 6 Siire 10 d,kik?,
S'mi Plastik €Z  |sicaklik: 25°C - Oda Sicakligs
10 ml iz
2.5ml :
2 Devir: 1300 - 20009
3.5 ml ) SST™I | serum caligmalan icin (Jeli) i 2 Siire 10 dakika
Sml | Advance €Z | sicaklik: 25°C - Oda Sicakhign
8.5ml San
zm: 8"10 DeVlrS‘IBOOg
mi . v »
Heparin i Siire 10 dakika
g "‘: P Plazma casalan i kez |sicakik: 25°C - Oda Sicakhig
m
2ml 8-10
3Iml “ . =
3 n":l EDTA Hematolojik ¢calismalar icin ke3
6 ml
\ s Devir: £ 1300g
g g: b l\(l:lroti; Cross Match cahismalari icin 8ke1 0 Siire 10 dakika
’ 4 Z | sicaklik: 25°C - Oda Sicakligs
Pam
Flortr Glukoz calismalari icin Devir: < 1300
sl Oksa'..at' e ) 8-10 Sure rIO dakikg
A mi Flortr Glukoz, Laktat, kez | sicakiik: 25°C - Oda Sicaklir
EDTA HbA1c caligmalari icin
¥ Devir: £ 13009
7 ml El Eser t Eser Element calismalari icin 8k 10 Stre 10 dakika
: emen €Z  |sicakik: 25°C - Oda Sicakhigr
aonert

Sekil 2. Kan alma siralamasi.
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UYGULAMA |
Maketten Kan Alma

Oncelikle kan alma islemine baslanmadan dnce hastanin en az on bes dakika oturarak dinlenmesi
saglanmalidir. Hastanin barkodu alinarak istenen testlere goére uygun tiplere etiketlenme
yapilmalidir. Ayrica hastanin ismi sorularak dogru kisiden kan alindigindan emin olunur. Ardindan
hastanin dogru pozisyonda oturmasi saglanir.

islem Basamaklari

1.

vk wnN

10.
11.
12.
13.

A. Cali

Kan alimi i¢in uygun bolgenin sec¢imi yapildiktan sonra alinacak bélgenin 10-15 cm Uzerine
turnike baglanir.

Kan alinacak bolgede %70’lik alkol ile antisepsi islemi gergeklestirilir.

Maket kolu ve bilegi diiz tutmasi saglanir.

Vacutainer (TUp tutamagi)’a uygun igne takilhr.

Kol ve secilen damar kan alacak kisi tarafindan sabitlendikten sonra tutamagin sabitlenmesi
icinde bas ve orta parmaklar kullanilir.

ignenin kesik ucu uste gelecek sekilde 15-20°C'lik a1 ile 1 cm kadar deriye batirilarak damara
girilir.

Uygun tlip secilerek diger elin isaret ve orta parmaklari tutamagin kanatlari Uzerine,
basparmagi ise igne yaparmis gibi tiipin ucuna dayanir.

Tipln kauguk tikacini delecek sekilde igneye dogru itilir.

Tipe kan alindiktan sonra tip ¢ikarilir.

Turnike ¢ikarilir.

igne damardan cekilir ve hemen deligin tizeri pamuk ya da basi bandi ile kapatilir.

Hastaya bu bolgeye birkag dakika daha bastirmasi gerektigi soylenir.

Tutamaga taki olan igne kapagi kapatiimadan kesici delici atik kutusuna atilir.
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OLCME ve DEGERLENDIRME

Asagidaki form, uygulama faaliyetinizin degerlendirilmesi amaciyla hazirlanmistir. Performansiniz
asagidaki kriterlere gore degerlendirilecektir.

Gelistirilebilir

Degerlendirme Kriterleri

Cokiyi lyi Orta

1 | Kan alimiigin uygun damari segti

2 | Kolun uygun yerine turnike yapti

3 | Kan alinacak bolgenin antisepsi islemini yapti.

4 | Tip tutamagina igne takt

5 | Tdp tutamaginin ignesiile uygun sekilde damara girdi

6 | Tlpl tutamagin icine iterek kan alimina basladi

7 | islem bittikten sonra turnikeyi acti

Pamuk ya da basi bandi ile delinen bolgeye basi
uyguladi

Tip tutamaginin ignesini kapatmadan kesici delici ati
kutusuna att

TOPLAM PUAN

Asagidaki sorularin dogru cevaplarini isaretleyiniz.

1. Venéz kan alimi sirasinda igne damara kag derecelik agi ile girmelidir?
A) 1-2 B) 15-20 C) 30-45 D) 50-60 E) 85-90

2. Asagidakilerden hangisi ven6z kan aliminda kullanilan venlerden degildir?
A) Medyan toplardamar B) Sefalik toplardamar C) Bazilik toplardamar
D) Dorsal toplardamar E) Fasiyal toplardamar

3. Asagidakilerden hangisi vacutainer ile kan aliminin avantajidir?
A) Kanla temas edilmez B) Kiiglik damarlara girilebilir C) Cok sayida tiipe kan alinir
D) igne batma riski yoktur E) Hastalar igin rahattir

4. 1. Mor kaparkli EDTA’I Tlp
1. Sari kapakli jelli tip
III. Siyah kapakli sitrath tiip
Yukaridaki tiiplerin dogru kan alma siralamasi asagidakilerden hangisidir?

A) I-11-1 B) II-1-11 C) lI-I-10 D) -1l E) I-1I-111
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KAYNAKLAR

Demirtas S, Can M ve Giiven B (2014) Tibbi Laboratuvar El Kitabi, Nobel Tip Kitabevi, istanbul
Dokuz Eyliil Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari, Kan Alma El Kitabi
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