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ONSOz

Sevgili Ogrenciler,

Bu laboratuvar el kitabi, tibbi mikrobiyoloji alaninda temel deneyleri, prosedurleri ve
laboratuvar prensiplerini anlamaniza ve uygulamaniza yardimci olmak i¢in hazirlanmigtir.
Mikrobiyoloji, birgok yonuyle insan sagligl ile yakindan iliskili olan mikroorganizmalarin
yapisini, iglevini ve rollerini inceleyen bir bilim dalidir. Bu alan sayesinde bulasici
hastaliklar, tani yontemleri ve tedavi stratejileri hakkinda bilgi ediniriz. Bu nedenle,
laboratuvar c¢alismalari mikrobiyolojik kavramlari anlamada ve pratik beceriler
gelistirmede hayati bir rol oynar.

Laboratuvar oturumlarimizda mikroskopi, boyama, kdltir yontemleri ve antibiyotik
duyarlilik testleri gibi temel mikrobiyolojik tekniklerle ugrasacaksiniz. Bu kilavuz,
laboratuvarda uyulmasi gereken kurallari, kullanilan ekipmanlari, deneylerin teorik
temellerini ve her proseddur icin detayli adimlari sunmaktadir. Bu rehberlik, laboratuvar
calismalarinizi guvenli ve etkili bir sekilde yuritmenize yardimci olacaktir.

Laboratuvarda disiplinli, dikkatli ve 6zenli calismak dnemlidir. Her deneyin sonunda,
verilerinizi analiz etmeniz ve sonuglarinizi bilimsel dislnce ve etik degerlerle uyumlu bir
sekilde degerlendirmeniz beklenmektedir. Edindiginiz her bilgi ve gelistirdiginiz her beceri,
sizi gelecegin bilgili ve yetenekli bir hekimi olmaya bir adim daha yaklagtiracaktir.

Bu el kitabinin laboratuvar ¢alismalarinizda size rehberlik edecegini ve mikrobiyolojiye
olan ilginizi artiracagini umuyoruz. Yolunuz her zaman bilimin 1g181yla aydinlansin.

Basarilar dileriz,
istinye Universitesi Tip Fakdiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali



OGRENIM CIKTILARI ve DEGERLENDIRME YONTEMI
, DEGERLENDIRME

KURUL ADI DENEYIN ADI OGRENIM CIKTISI YONTEMI

CSS, AUS*, BD*

Mikrobiyoloji laboratuvarinda uyulmasi gereken
kurallari séyleyebilir

- - - T Pr—
Mikroorganizma, [N O MIkI’OnyO.lC.)jI laboratuvarinda atiklarin yonetimini GSS, AUS* BD
Kan-immiin Gilvenligi ve agiklayabilir
. . 8 . Mikrobiyolojide kullanilan alet ve araglarin neler GSS, AUS*, BD*
Sistem Mikroskobi . . o .
oldugunu ve ne igin kullanildigini agiklayabilir
Mikroskobun kisimlarini anlatabilir ve preparat GSS, AUS*, BD*

inceleme yontemlerini agiklayabilir
CSS: Coktan Se¢gmeli Sinav, AUS: Agik Uglu Soru, BD: Bosluk Doldurma
*Mazeret sinavlarinda uygulanilir




LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

1. Laboratuvar Onliigli Giyin: Laboratuvara girerken her zaman temiz ve iliklenmis
bir laboratuvar 6nluglu giyin. Laboratuvar &6nlukleri laboratuvar disinda
giyilmemelidir ve uzun saglar guvenli bir sekilde toplanmalidir.

2. Yemek Yemeyin veya icmeyin: Laboratuvarda yemek yemeyin, icmeyin veya
agziniza bir sey koymayin. Laboratuvar faaliyetleri sirasinda yuzinulze
dokunmaktan kaginin.

3. Kullanimdan Sonra Temizleyin: Her oturumun sonunda, kullanilan tim
malzemeleri duzenli bir sekilde temizleyin ve belirlenen kisilere teslim edin.

4. Kimyasal Guvenligi: Ozellikle belirtilmedikge herhangi bir kimyasal veya
biyolojik maddeye dokunmayin, koklamayin veya tatmayin.

5. Ddékulmeleri Hemen Bildirin: Dokulme veya kirilmis kaplar durumunda, hemen
laboratuvar sorumlusuna bildirin, dezenfektanla (6rnegin, %10 hipoklorit)
kaplayin, 15-30 dakika bekleyin ve talimatlara gore temizleyin.

6. Ekipman Sterilizasyonu: Halka, igne ve diger yeniden kullanilabilir ekipmanlari
her kullanimdan énce ve sonra, Bunsen bruloru alevi veya baska uygun bir
yontemle sterilize edin.

7. Ekipmani Dogru Kullanin: Pipet, mikroskop ve terazi gibi ekipmanlari sadece
egitim aldiysaniz kullanin; her kullanimdan sonra ekipmani kapatin.

8. Atiklarin Dogru Atilmasi: Tum atik malzemeleri belirtilen kaplara atin (6rnegin,
kesici aletler “kesici-delici” kutulara, enfekte materyaller “kirmizi tibbi atik
kutularina” ve enfekte olmayan atiklar “gri evsel atik kutularina”).

9. Yanici Maddeler: Yanici maddeleri (6rnegin, alkol) acik alevlerden uzak tutun.

10. El Yikama: Her oturumdan sonra ellerinizi sabun ve su ile iyice yikayin ve
gerekirse antiseptik sivi kullanin.

11. Yoklama ve Raporlama: Her oturumdan sonra yoklama kagidini imzalayin ve
gerektiginde sorumlu kisiye bir calisma raporu sunun.

12.Son Kontroller: Cikmadan o6nce tum gaz, su musluklan ve mikroskop
lambalarinin kapali oldugundan ve laboratuvar malzemelerinin disariya
cikarnlmadigindan emin olun.

a-Kesici ve delici atik kutusu b-Tibbi atik kutusu  c¢c-Evsel atik kutusu



Mikroorganizma, Kan-immiin Sistem Kurulu
1. Laboratuvar Gilivenligi ve Mikroskopi

LABORATUVAR: ANK-215

OGRENiIM CIKTISI

Mikrobiyoloji laboratuvarinda uyulmasi gereken kurallari sdyleyebilir

Mikrobiyoloji laboratuvarinda atiklarin yonetimini aciklayabilir

Mikrobiyolojide kullanilan alet ve araglarin neler oldugunu ve ne igin kullanildigini
aciklayabilir

Mikroskobun kisimlarini anlatabilir ve preparat inceleme yontemlerini agiklayabilir

A- BIYOGUVENLIK

insanlarin, dzellikle saglik calisanlarinin ve gevrenin potansiyel tehlike igeren
enfeksiy6z mikroorganizmalar ile onlara ait genetik ve toksik gesitli komponentlerine
maruziyetini mimkun olan en alt seviyeye indirmek ya da tamamiyla ortadan kaldirmak
icin gerekli uygulamalarin timund kapsamaktadir.

A.1. Enfeksiy6z Etken Risk Gruplarinin Belirlenmesi (WHO):

® (QOrganizmalarin risk gruplarina gore siniflandirilmasi enfeksiy6z ajanlarin bulas
riskine gére yapilmaktadir.

v Bir mikroorganizmanin hangi risk grubunda yer alacagi ve calismanin hangi
seviyede yurutulecegi dort 6nemli faktore baglidir:

1. Organizmanin patojenitesi

2. Bulas yolu ve organizmanin konakg¢i dagilimi

3. Etkili korunma yollarinin varligi

4. Etkili tedavi yollarinin mevcudiyeti

Buna gore mikroorganizmalar 4 gruba ayrilir (Tablo 1).

Tablo 1. Mikroorganizmalarin risk grubuna gore siniflandirilmasi

Grup-1 Risk grup 1'de birevsel ve toplumsal riski olmavan va da bu riskin dnemli dlciide az oldugu
mikroorganizmalar ver almaktadir. Insanda enfeksivona neden olmadign kesinlikle bilinen
mikroorganizmalar (Bacilfus subtilis gibi) bu grupta ver ahr.

Grup-2 Klinik mikrobivolojide cogu kez karsimiza cikan ve insanlarda hastalik nedeni oldugu bilinen
bircok mikroorganizma Risk Grup 2'de tanmmlanmistie. Genel olarak Risk Grup 2'deki
mikroorganiz malarm neden oldugu hastahklanm etkili tedavi korunma yollarn vardir ve toplum
saghg acisindan olusturdugu risk siarlidir,

Grup-3 Toplumsal risk diisiik ancak birevsel risk viiksek olmakla birlikte etkili tedavi ve korunma
vollarmn bulundugu mikroorganizmalar Risk Grup 3'te ver alr,

Grup-d Hem woplumsal hem de birevsel riskin vilksek buna karsilik etkili korunma ve wedavi
vontemlerinin genellikle bulunmadig mikroorganizmalar ise Risk Grup 4'te yer almaktadr.




A.2. Laboratuvar Biyogiivenlik Seviyeleri

®» Mikrobiyolojik risk gruplari dikkate alinarak laboratuvarlar dort farkli givenlik

seviyesinde tasarlanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Laboratuvar Biyogtivenlik Seviyeleri

Risk gruplarina karsilik gelen biyogiivenlik seviyeler ve karsilik gelen kriterler

Biyogiivenlik | Laboratuvar Tipi | Uygulamalar Giivenlik Uniteler
Seviyesi Malzemeleri {Sekonder
(Primer Korunma) Korunma)
Temel * Temel ogretim | * Standart * Gerekli degildir * Agik calisma
Biyogiivenlik | laboratuvan mikrobiyolojik masalari
Seviye 1 * Aragtirma uygulamalar
(BGS-1) laboratuvar
Temel * Halk saghp BGS-1 * Sinaf 1 veya BGS-1
Biyogiivenlik | laboratuvan uygulamalarina Sanif 2 BGK nitelering
Seviye 2 * Klinik ilaveten * Kisisel koruywou ekipman | ek olarak -
(BGS-2) mikrobiyoloji | * Siurlandirdms girisler {laboratuvar giysileri, * Kolay ulagilabilir
lahoratuvar: * Biyogivenlik el kitabd eldiven, yiiz bir otoklay
* Arasurma * Aunklarin koruyucular gibi)
lahoratuvar: dezenfeksiyonunu
vie tibbi bakim
politikalarin iceren
bir el kitab
Tecrit * (hzel tans BGS-2 BGS-2 BGs-2
Biyogiivenlik | laboratuvan uygulamalarina ¢k olarak : | malzemelerine ek olarak: | Unitelerine ek olarak :
Sevive 3 *Arastirma *Kontrolli girigler *Gerekli durumlarda * Otomatik olarak
(BGS-3) lahoratuvar: *Tiim auklarin gar maskeleri kapanabilen cift
dezenfeksiyonu kapili girisler
* Laboratuvar givsilerinin * Kirli havanin tekrar
makinalarda yikanmadan sirkiile edilmedigi
once dezenfeksivonu sistemler
* Laboratuvar igerisine
negatif hava akimi
saglayan ciharlar
Maksimum *Cok whlikeli | BGS-3 BGS-3 BG3-3
Tecrit patojen calisma | uygulamalanina ek olarak : | malzemelerine ek olarak | Unitelerine ek olarak
Biyogiivenlik | laboratuvan * Laboratuvariara *Tiim prosedir ve * [zole edilmis alanlar
Seviye 4 girilmeden onee aktiviteler icin Sinaf 3 ya da tamamen ayridos
(BGS-4) giysilerin degistinlmesi | BGK veya tim viicudu binalar
* Laboratuvar cikasinda saran ve gerekli havay * Kirli havanin
dus alinmasi safflayan pozitif basinch uraklastiridmasin
*[Initelerden ayrilmadan | personel giysileri ile Sinif 1| saglayan ventilasyon
once tim materyallerin - | veya Simf 2 BGK veya dezenfeksiyon
dezenfeksiyonu kombinasyonu sistemlen

A.3. Biyoguvenlik Kabin Seviyeleri

Ug sinif biyogiivenlik kabini vardir (Resim 2):

1-Sinif | biyogiivenlik kabinleri (BSC-I): Sinif | BSC’ler calisan kisiyi ve ¢gevreyi mikrobiyal
infeksiyon riskinden korumaya yonelik tasarlanmis ¢alisma kabinleridir. Oda havasi 6n
acikliktan iceri, oradan da HEPA filtrelerden gecerek digariya atilir.

Calisma ylizeyine dogrudan oda havasinin girmesi dolayisiyla Urin koruma o6zellikleri
yoktur. Ancak potansiyel olarak kirli/kirlenen havanin HEPA filtreden atilmasi personelin
ve gevrenin korunmasini saglar.



2. Sinif Il biyogiivenlik kabinleri (BSC-Il): Bu tlr kabinler daha kompleks yapiya
sahiptirler. Personel ve cevre korunmasi yaninda Urin korumaya yonelik olarak da
tasarlanmis olmalari dolayisiyla daha yaygin olarak kullanilmaktadir.

Dis ortam oda havasi dogrudan HEPA filtre/lere yonlendirilerek 6nce temizlenir. Boylece
hem calisma ylzeyi temiz kalir hem de personel ve ¢gevre korunmus olur.

v Risk grup 2-3 mikroorganizmalar ile calisilirken kullanilmasi 6nerilmektedir.

3-Sinif Il biyoglivenlik kabinleri (BSC-Ill): : Esas itibariyle BSL-3 ve BSL-4
laboratuvarlarinda risk grup 3 ve 4 mikroorganizmalarla ¢alismaya ydnelik tamamen
kapali bir sistem kabini olarak uretilmislerdir. i¢c hava re-sirkiilasyonu yoktur ve tam
izolasyon saglanmis durumdadir. Dogrudan dis ortam baglantisi yapilir. Calisma ylizeyine
kabin ile kombine tasarlanmis oldukca dayanikli lastik eldivenler yoluyla ulasilir.

Biosafety Cabinets

L5
Class | Class Il Class Il

Resim 2. Laboratuvar Biyogulvenlik Kabinleri



B- MiKROSKOP

B1. Mikroskobun parcalari

Mikroorganizmalarin gérinebilmeleriigin buyutlilmeleri ve gozle géralur hale getirilmeleri
gereklidir. Bu amacgla mikroskop kullanilir. Mikroskobun cesitli tipleri olup, 6grenci

uygulama laboratuvarinda kullanilanlari 1sik mikroskobudur.

Okiiler
Mikroskop tiipii
Revolver
Objektif Y
X ve Y ekseni ayar vidalar \— Mikroskop kolu
Sikistirma vidalart > I-
: Tabla
Kondansator | —— ==
- Makrovida
Diyafram
Isik kaynag1 Mikrovida
Isik siddet: ayar
Ayak vidasi

Isik agma kapama diigmesi

% Bakteriler genellikle 1000 buylutmede incelenirler. Bu blylutme ise
immersiyon objektifi ile elde edilir. immersiyon objektifinde immersiyon
yagi kullanilr.

» Immersiyon objektifi ile galisiirken dikkat edilmesi gereken en énemli
nokta, incelenecek boyali alan en kiguk buylutmede (10x10=100
buyltme/saha) bulunmali, daha sonra immersiyon objektifine gecilmelidir
(10x100=1000 bututme/saha)

X/

- Immersiyon objektifi ile bakarken, mutlaka immersiyon yagi kullanilir.

v' Lam-lamel arasi preparatlarda (10x40=400 buyutme/saha): Kondansator asagida
diyafram kisik

v' Boyali preparatlarda (10x100=1000 butitme/saha): Kondansator yukarida
diyafram acik



B2. Islak (Lam-Lamel Arasi) Preparat Hazirlanmasi
® Temiz bir lam UGzerine bir damla SF (serum fizyolojik) damlatilir
» |ncelenecek 6rnek ( koloni, hasta materyali vb) streil edilip, havada sogutulmus
O0ze ile alinarak, SF damlasinin yaninda lam uzerinde iyice ezilir ve SF ile

karistirilarak iyice homojen dagilmasi saglanir.

-Sivi bir 6rnek incelenecekse pastor pipetiile birdamla anilir ve temiz lam Uzerine konulur,
bunun tzerine direkt lamel kapatilir

» (zerine lamel 45 derecelik bir aci ile yavasca kapatilir, hava kabarciginin
kalmamasina dikkat edilir

®» Mikroskopta 6nce 10’luk objektivde alan bulunur, sonra 40’lk objektive gecilir.
Mikrovida ile ince ayar yapilir
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