DENEY HAYVANLARI
INOKULASYON YONTEMLERI

BOYALAR ve BOYAMA
YONTEMLERI



-
DENEY HAYVANLARI

- Hipotezi bilimsel kurallara gore olusturulmus
deney ve arastirmalarda ila¢, madde, tedavi vb.
etkinliklerin, canli organizmadaki sonuclarinin elde
edilmesi icin  kullanilan hayvanlara “deney

hayvanlari” denir.



-
DENEY HAYVANLARI

- Mikroorganizmalarin deney hayvanlari Uzerindeki
etkileri degisiktir. Bazi mikroorganizmalar hicbir deney
hayvanina etkili degildir. Bazilari ise deney hayvanina
O0zgul olmayan nitelikteki patolojik degisikliklere neden
olur.

- Bir mikroorganizmanin patojenliginin deney
hayvanlarinda kanitlanabilmesi Icin;
mikroorganizmanin deney hayvanina belirli ve uygun
yollardan verildiginde; her zaman ayni klinik ve
patolojik degisiklikleri gostermesi gerekir.



¥ Mikroorganizma, kendisine duyarli deney
hayvanina, duyarli oldugu vyoldan verildiginde
spesifik hastalik semptomlari gosterir ya da hayvan
olur. Kendisine duyarli olmayan deney hayvanina
verildiginde hayvanda herhangi belirti gorulmez,
etkilenmez.

¥ Gerek secilecek deney hayvani, gerekse
Inokulasyon yeri bu yonden buytk 6nem tasir.



.
Deney Hayvanlarinin Mikrobiyoloiji

Laboratuvarinda Kullanim Amaclari

- Suni besiyerinde Uremeyen mikroorganizmalarin tretilmesi

-Suni besiyerinde gug, vyavas vya da az Ureyen
mikroorganizmalarin tretilmesi

- Karisik kultirden saf kultlr elde edilmesi
- Patojenite ve toksisite tayini
- Immunite verme amaciyla - asi kullanimi

- Antiserum ya da immunserum elde edilmesi (diagnostik ve
terapotik amaclh)

- Bir sdre suni besiyerlerinde Uretilme sonucunda virtulansini
kaybetmis mikroorganizmalarin virtlansini arttirmak icin

Virtlans: Bir mikroorganizmanin hastalik yapabilme yeteneginin siddet derecesi
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Lab. Uygulama Klavuzu HAYVANLARIN REFAH VE KORUNMASINA DAIR YONETMELIK

Bagvuru Kogullan
Yetki Kanunu: 5996, 5199

Yavimlandiyy R.Gazete: 13.12.2011- 28141

Bagvuru Formlan

Aydinlatimiz Onam Formu Deneysel ve Diger Bilimsel Amaclar icin Kullamlan Hayvanlarm Refah ve Korunmasma Dair
Etik Kurul Toplant Tarihi Yinetmelikte Degisiklik Yapilmasma Dair Yonetmelik
iletigim Yayimlandig R.Gazete: 03.04 2012- 28253

Hayvan Haklari Kanunu:

Bu kanun 24.06.2004 tarihinde cikariimig, 5199 sayilidir. Kanunun amaci
“hayvanlarin rahat yasamalarini ve hayvanlara en iyi ve uygun muamele
edilmesini temin etmek, hayvanlarin aci, 1stirap ve eziyet cekmelerine
kargsti en iyi sekilde korunmalarint her tirlit magduriyetlerinin
onlenmesini saglamaktir”.

Kanunun 9. maddesi hayvan deneyleri konusundadir. Bu maddeye goére
“‘hayvan deneyi yapan kurum ve kuruluglarda bu deneyin yapilmasina
kendi binyelerinde kurulmug ve kurulacak etik kurullar yoluyla izin
verilir’. Ayni kanunda etik kurullarin kurulusunun gerceklesecegi de
bildirilmektedir.




Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(HADYEK)

ANKARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU YONERGESI
AMAG

MADDE 1 - Bu Ydnerge, Ankara Universitesinde deney hayvanlar ile gerceklestirilecek olan bilimsel arastirma, deneysel
calizma, saghk hizmetleri uygulamalan, editim-dgretim ve yayin gibi temel etkinliklerde kullanilan ydntem ve materyaller ile ilgili
minimum etik standartlan saptamak, gerektiginde vyeni ilkeler olusturmak, bunlann uygulamalarna iligkin dizenlemeleri
yapmak, etik ilkeler dogruttusunda géris bildirmek ve arastirma énerilerini bu acidan deferlendirmek Ozere olusturulan “Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (AUHADYEK) kurulus ve calzsma esaslanni belirlemek amaciyla

dilzenlenmistir.
KAPSAM

MADDE 2 - Bu Yonerge, Ankara Universitesinde Madde 1'de yer alan etkinliklerde kullanilacak hayvanlarnn kullanimindan
gnce alnmasi gereken izinleri, bu amacla AUHADYEK'in olusturulmasini, calsma usul ve esaslann, gérevlerini, egitim,

denetim ve yOkimldlGklerini kapsar.
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e BIREYSEL EGITIMLER

e DENEY HAY VANLARI KULLANIM SERTIFIKASI EGITIM PROGRAMI SUBAT 2017

m B arkadasina 6ner

: 13 Subat 2017 Pazartesi-22 Subat 2017 : Mesal saatlerl iginde 7 ig giindi, haftasonu 2

Baglangig - Bitis Cargamba Giinleri gtin
Siiresi : 81 saat Saat ¢
Egitim Yeri Er‘::)n}l?‘:;z]ttjc';v]gl::;ﬁi‘]x?c”ncr Fnlcitunt ve Ucreti : Ayrnintih bilgi agagidadir

Egitimin Amacs:

Bu programin amaci, deney hayvanlan ile yapilacak olan bilimsel aragtirma, test, saghk hizmetleri uygulamalar, egitim-8fretim ve
yayin gibi temel etkinliklerde yer alacak kigilerin kullanilacak ySntem ve materyaller ile ilgili etik standartlar uygulayabilecek ve ctik
ilkeler dogrultusunda galigacak chliyete sahip olmalarinin saglanmasidir,

Aragturmacilara Deney Hayvanlan ile gahigirken uymalan gercken mevzuat, etik kurallar, hayvanlann anatomi, fizyoloji, histolojileri ve
biyokimyasal dzellikleri gibi derslerin yani sira, hastahiklar:, bakim besleme ve tiremeleri ile ilgili bilgiler, temel ve dzel

galigma modelleri ile denemelerde uygulanan yontemler vygulamali olarak verilecektir, Baganlh olanlar “Dency Hayvam Kullanim
Sertifikas1” almaya hak kazanacaklardir,

BASVURU FORMUNU DOLDURMAK IQCIN SON TARIH :28 Ocak 2017 olup 29 Ocak 2017 itibari ile yapilan
bagvurular kabul edilmeyecektir

HKATILIMCILARIN DIKKATINE**

SIZLER BU SAYFADA YER ALAN BASVURU FORMUNU DOLDURDUKTAN SONRA, ISIMLERINIZIN YER
ALDIGI LISTELER S8SOZ KONUSU EGITIMLE ILGILI EBTIK KURULA ILETILECEKTIR. ANKARA
UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULUN ONAYI ALINDIKTAN SONRA, SIiZLERLE
ODEME HUSUSUNDA BILGILENDIRMEK ICIN ILETISIME GECILECEKTIR.

Canli hayvanlar Uzerinde yapilacak deneysel calismalar Deney Hayvani
Kullanim Sertifikasina sahip kisiler tarafindan, gerektiginde bir veteriner
hekim danismanhginda yapiimahdir.



Hayvanlar Uzerinde Yapilan Bilimsel Calismalarda
3R Kurall

vMateryali Degistirme (Replacement): Hayvan yerine, ayni
guvenirlikte sonuclar verecek baska materyal ya da modeller
Uzerinde calismak.

vSaylyl Azaltma (Reduction): Istatistikleri etkilemeyecek en
az sayida hayvan uzerinde calismak.

vUygun Kosullart _Saglama (Refinement): Hayvanlar
fizyolojilerine uygun ortamlarda barindirmak ve fizyolojilerine
uygun iglemlerden gecirmek.




- Deney hayvan unitelerinde kullanilan 0zel tesisatlar;

2 Stabil 1si

0 Sabit nem

-1 Dlzenli fotoperiyot (gece/gundiiz)
1 Ventilasyon sistemleri

2 Kafes hacmi, yuksekligi, ideal sayi (fare icin 180cm? ve 12
cm)

—1Operasyon salonu icin filtreler
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Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda En Cok
Kullanilan Deney Hayvanlari

- Findik fareleri
- Kobaylar
- Tavsanlar

Daha az olarak:

- Sicanlar
- Hamsterler




Deney Hayvanlarinin Tutulmasi

- Farelerin tutulmasi:

Bas ve isaret parmaklari arasinda kuyrugun 2/3 asagi
tarafi tutulur ve fare kaldirilir.

Fare ensesinden bas ve isaret parmagiyla kavranilr,
diger elle kuyruk tutularak geri cekilir. Bagi tutan elin diger
parmaklarina (Uc¢clnclu ve dordinct) kuyruk dolandirilarak
sikistirilir.




- Kobaylarin tutulmasit:

Bir el bas bolgesine yakin hayvanin sirtina konur; bas ve

isaret parmagi ile ensesinin etrafi sarilarak tutulur. Bu
esnada diger parmaklar vicudu yakalar ve avucg Ici
hayvanin sirtindadir.

Kaldirldigi zaman diger el, vicudun alt kisimlarini
desteklemekte kullaniimalidir.

Enjeksiyon icin serbest elle arka bacaklar tutulur ve
uzatilir.




- Sicanlarin tutulmasi:

El ayasi, hayvanin sirtinda ve basin arkasinda olmalidir.
hayvanin basinin arkasindaki kaba deri, isaret ve bas
parmak ile sikica tutulmalidir.

Hayvanin basini cevirerek hareket etmesini, isirmasini
engellemek icin isaret parmagi alt cene hizasinda
olmalidir.

- Tavsanlarin tutulmasi:

Sol el gevsek ense derisini tutarken diger el arka
bacaklari tutmalidir. Hayvan debelenirse hayvanin hareket
etmesini engellemek icin arka bacaklar on bacaklara
dogru yaklastirilir.




- Hamsterlarin tutulmasi:

Bir elle vicudu 0Ortllerek immobilize edilir (kimildamasi
engellenir), basin elin altindan c¢ikmasina izin verilir.
Sonra boyun ve toraksi (gogus kafesi) Oorten gevsek deri
bas ve isaret parmaklariyla ¢cekilmelidir.

Bir elle sigandakine benzer tarzda kaldirilir. Boynun bir
tarafina bas parmak ve cenenin altinda isaret parmagi
yerlestirilirse bir elle iyi bir kontrol saglanir.



INOKULASYON
YONTEMLERI



Kutan (Epiderme) InokUilasyon

Ekim yeri olarak genellikle karin ve gogus
derisi kullanihir. Ekim yapilacak bolgede deri
Ilk 0nce tras edilir ve antiseptik ile temizlenir.

Daha sonra hassaslasmasi icin deri ylizeyi kanatmayacak
sekilde cizilir, ya da zimpara ile ogusturulur.

Materyal kati ise deri ylzeyine ogusturularak sartltr, sivi ise
hassaslasmis bdlgeye bir damla damlatilarak ekim yapillir.

Hayvanin infekte olmamasi icin ekim yeri steril tilbentle sarilir.
B. anthracis ve Yersinia pestis, lagim sularinda Leptospira gibi
mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonlarinda
kullanilir.



Intradermal (Deri Ici Inok(ilasyon)

- Genellikle sirt derisinden ekim vyapilir. Deri tras edilip
antiseptik ile silindikten sonra, ince uclu igne ile deri icine
girilerek 0,1 cm? mikroorganizma sollisyonu enjekte edilir.

Daha cok alerjik reaksiyon deneyleri ve toksin titrasyonu
gibi deneylerde kullanilr.

intradermal

Dermis «<——

Deri altiyag « .

dokusu
Kas<—



Subkutan (Deri Altina Inokuilasyon)

- Sirt veya karin bdlgesindeki deri, killar uzaklastirildiktan
sonra antiseptik ile silinir ve iki parmak arasinda tutularak
kaldirilir, igne derinin altina sokularak ekim yapilir.

- Cesitli mikroorganizmalarin patojenitelerinin incelenmesi
amaciyla kullanilir.

subkutan

Epidermis
Dermis <———

I —
Deri alt yag .

dokusu
Kas<— R



IntramUskuler (Kas Ici InokUlasyon)

- Tetanoz, gazli gangren vb. hastaliklarin tanisi icin
kullanilir. Inokulasyon kalcadaki kaba etlere yapilir. Killari
temizlenmis ve antiseptik ile temizlenmis bdlgeye igne ile
dik girilerek ekim yapllir.

intramuskuler

EEIdEfTI"IIS e —

Dermis «<———

Deri alti yag .

dokusu
Kas<—




Intravenoz (Damar Ici Inokilasyon)

- Tavsanda kulak venine, farede kuyruk venine, tavuklarda
kanat alti venine enjektorle girilerek ekim yapilir. Kanin
akls yonunde igne ile girilir ve inokultim enjekte edilir.

intravenoz

EEIdEﬂTIIS %
Dermis «<———

Deri alti yag .

dokusu
Kas<—



Intraperitonal (Periton Ici InokUlasyon)

- Hayvanin bas kismi asagi dogru tutularak, karnin alt
bolgesinde , orta cizginin sag veya solundan enjektorle dik
olarak girilerek ekim yapuilir.

- Enjektorle Oonce deri altina girilir, sonra igne biraz deri
altinda ilerletildikten sonra, dik olarak batirmak suretiyle
karin kaslari delinerek peritona ulasilir ve enjektor icindeki
materyal enjekte edilir.



Intrakardial (Kalp Ici Inoktilasyon)

- Hayvan sag tarafinda yatirilir ve kalp atislarinin en cok
hissedildigi yer tespit edilir. Keskin uclu igne ile dikkatlice

kalbe girilir.

Intraokuler (Goz I¢i Inokiilasyon)

Steril bir igne ile ilk 6nce kornea uzerine cizgiler cizilir. Bu
sekilde hassaslastirilan kornea Uzerine pastor pipeti ya
da damlalikla inokile edilecek madde damlatilarak ekim

yapllir.



Intrakranial (Kafa Igi InokUlasyon)

- Genellikle kafa kemiginin sertlesmemis olmasi nedeniyle
yavru hayvanlar tercin edilir. Eger kafa kemigi sert olan
hayvanlara inokllasyon yapilacak olursa; ilk 6nce ince uclu
matkapla kafada ignenin gecebilecegi kalinlikta bir delik
actlir. Bu delikten enjektdr ignesi ile girilerek enjeksiyon

yapllir.

Intranazal (Burun Igi InokUlasyon)

- Hayvanin basi yukari dogru tutularak pastor pipeti, damlalik
ya da enjektdre cekilmis inokilum, burun icine damlatilarak
ekim yapllir.



- Per rectum (Rektal yolla yapilan inokulasyon): Rektal yolla
preparatlarin verilmesiyle yapilan inoktlasyondur.

- Inhalasyon (Solunum yoluyla yapilan inokilasyon): Inokiile
edilecek materyal hayvanin bulundugu yerde puskuartular
ve solunum sirasinda materyali almasi saglanir.

- Intratrakeal (Nefes borusu icine inokiilasyon): iki kikirdak
arasindan girilerek materyal enjekte edilir.

- Peros (Agiz yoluyla inokulasyon): Inokile edilecek
materyal su icine karistirllarak icirilir. Uygun besin icine
konularak yedirilir ya da ince bir lastik sonda ile mideye
girilerek dogrudan dogruya mideye verilir.



- Intratorasik (GAgus ici inokiilasyon)
- Intrapulmoner (Akcigere yapilan inokilasyon)
- Intramammar (Meme igine yapilan inokulasyon)

- Intratestikiler (Testis i¢i inokilasyon)



BOYALAR

- Mikroorganizmalarin mikroskopta incelenmesi ile onlarin;
buyuklugu, sekli, sporu, kapsult, kirpigi, durus bicimleri,
hicre ici grantlleri ve boyalara karsi durumlari hakkinda
bilgiler edinilir.

- Mikroorganizmalardaki biyolojik molekdiller gortinen 1g1gi iyi
absorbe etmezler. Bu nedenle mikroorganizmalarin
boyanarak incelenmesi gerekir. Boya molekulleri 1sigi farkl
sekilde absorbe ederek mikroorganizmalarin gorinmesini
saglar.



- =
BOYALAR

Tabii ya da dogal boyalar SETIEIS Y CEL S

boyalar

- Antonie van Leeuwenhoek — Pancar suyu- 1719

- Bitki kdklerinden elde edilen dogal boyalar gliinimuzde hematoksilen
disinda kullanilmamaktadir.

- Hematoksilen, Yunanca Haimato (kan) ve Xylon(odun) kelimelerinden
koken alir. Meksika'da yetisen Haematoxylon campechianum L. isimli
agacin kabuklarindan elde edilir.

- Genel doku boyasi olarak; nukleus ve sitoplazma ayiriminda
kullanilan, histolojik boyalar icinde en genis kullanimi olan, dokunun
farkli bolgelerini farkh olarak boyayan Hematoksilen-Eosin boyasidir.



- Sentetik boyalar 6nceden anilinden elde
edilirken bugln maden kKOmurdnun
distilasyonundan elde edilip, benzen
threvleridir.

- Boyalarin cogu organik bilesiklerden olup
benzen halkasi ile birlesmis kromofor ve
oksokrom gruplarini icerirler.

- Kromofor grubu ihtiva eden benzen
halkasina kromogen halkasi denir.
Kromogen grubu, bilesige boya ozelligi verir.

- Ancak, bu bilesik renkli olmasina karsin
henlz boya karakterinde degildir. Clnkd, bu
boyanin bakteri, doku veya lifle_baglanma
vetenedi yoktur. Olusan renk mekanik
yoldan kolayca giderilebilir.

@

Benzene
CeHe

KROMOFOR

0
OH

OKSOKROM



- Gercek boya haline gecebilmesi icin kromofor grubu yani
sira, diger gruplari da (oksokrom) ihtiva etmesi gereklidir.
Boyanin dokulara baglanmasini oksokrom grup yapar.

- Boyalar genellikle iyonlardan bir tanesinin renkli oldugu
tuzlardir. Renk pozitif iyon Uzerinde ise bazik, negatif iyon
Uzerindeyse asidik olarak adlandirilirlar. Oksokrom grup,
boyanin bazik (katyonik) veya asidik (anyonik) yapisini
belirler.



Boya Molekultnun Elektrik Yuktne Gore Boyalar;

- Asidik Boyalar

Renkli madde (kromofor grup negatif elektriksel yike sahip)
asit kokte, renksiz madde baz kokte bulunur.

Orn; asit fuksin, asit pikrik, eosin, nigrosin, kongo kirmizisi
VS.

- Bazik Boyalar

Renkli madde (kromofor grup pozitif elektriksel ytke sahip)
baz kokte, renksiz madde asit kokte bulunur.

Orn: metilen mavisi, kristal viyole, bazik fuksin, malasit
yesili vs.
- NOtr Boyalar
,g\_sl,_it ve baz boyalarin uygun oranda karisimlarindan elde
edilir.
Orn; Giemsa, Wright, Leishman vs.



e
BOYAMA YONTEMLERI

1. Basit Boyama: Metilen mavisi, safranin, sulu fuksin vb.
bazik boyalardan bir tanesi kisa sureli kullanilir.

Amac: Boyanan  mikroorganizmalarin  morfolojisi
hakkinda (sekil, buytkluk, dizilig) bilgi edinmek.

2. Bilesik Boyama: Iki veya daha fazla boyanin, ¢oziiculerin,
mordanlarin belirli bir sidre ve sirayla kullaniimasi
islemidir. (Diferansiyel ve struktirel boyama)

Amac: Cesitli bakteri turleri arasindaki yapi farkhliklarinin
ve spor, kapsul, kirpik gibi 6zel yapilarinin belirlenmesi.



*Mordan madde

Boya ile bakteri ceperinde suda ve alkolde erimeyen
bilesikler olusturmasi ile boyanin bakteri ceperine fikse
olmasini saglayan maddelerdir. Boyamadan Once, sonra
veya beraber kullanilabilir.

Boyayi mikroorganizma hicresi tGzerinde tutmak amaciyla
kullanilan bilesiktir. Klasik olarak tanimlanan mordantlar
genellikle metal iyonlaridir.

Orn; NH,, okzalat, KOH, tannik, okzalik, pikrik, fenik
asitler, Al, Fe, Zn, Cu tuzlari..



3. Panoptik Boyama: Giemza, Wright, May Grunwald gibi
notral boyalarin kullanildigr yontem.

Amac: Bakterilerin disindaki mikroorganizmalarin
(protozoon) doku ve hucrelerinin, cekirdek ve
sitoplazmalarinin farkli renklerde gortlerek taninmasi.

4. Negatif Boyama: Zemin boyamasi kontras teskili ile
yapilan boyamadir. Bakteri slspansiyonu icine cini
murekkebi veya nigrosin konularak lama yayilir, bakterinin
bulundugu zemini boyar, boyalarin bakteri hicresine
affinitesi yoktur.

Amac: Mikroorganizmalarin kapsullerinin belirlenmesi.



5. Canli boyama: Canli hicrelerin boyanmasi icin kullanilan
yontem.

Intra vital — Vlcutta canli boyama
Supra vital — Vucut disinda canli boyama

6. Impregnasyon: Mikroorganizmalarin yiizeyine madeni tuz

cOzeltileri (agir metaller) ile muamele sonucu boyanin
cOkmesi olay!.

Amac: Doku ve spiroketlerin boyanmasi.



Preparat Hazirlama

Eter-alkol karisiminda bekletilmis ve silinmis lamlar kullanilr.
1.Lam cizilir

2 .Materyal konur ve kurutulur

3. Tespit edilir

Tespit (Fiksasyon): Hazirlanan preparattaki bakterilerin
hicre yapilarini bozmadan 6ldirmek ve lama yapistirmak,
boyama islemi sirasinda lamdan uzaklasmasini engellemek.

Hlcre zari ve duvarinin gegirgenligini arttirarak kolay
boyanmasini saglamak

a.Havada kurutarak 2-18sa havada bekletme Fiviksel
h.Alevde 45°C’lik acli ile bek alevine yalatma

c.Kimyasal maddelerle (metil alkol 3dk, %95 etil alkol 15-
20dk, vb. organik cozucdulerle)



BASIT BOYAMA

-Preparat alevde tesbit edilir

-Metilen mavisi veya sulu fuksin (1 dakika)

-Su ile yikanir ve kurutulur

-Immersiyon yagi dokdilir ve
100X’luk objektifle incelenir

VILENMAVISI




Basit boyama Mikroskop Goruntusu

Basit Boyama-Sulu Fuksin



Basit boyama Mikroskop Goruntusu

Basit Boyama-Metilen mavisi



. B
GRAM BOYAMA

-Preparat alevde tesbit edilir
-Kristal viyole (3 dakika)

-Su ile yikanir

-Lugol (2 dakika)

-Su ile yikanir

-Alkol (30 saniye)

-Su ile yikanir | ‘
-Safranin (1 dakika) ———
-Su ile yikanir ve kurutulur
-Immersiyon yagi dokdilir ve
100X’lUk objektifle incelenir. , . _—




Gram boyama Bakteri hiicreleri
basamaklari
® esw | 1. Kristal viyole | Hucreler mora
® === | (ik boya) boyanir
L Jre—
o == 2. Lugol Hicreler hala
) (Mordan madde) mordur
(—
o ®
PY 3. Alkol Gram(+) bakteriler
® —— | (Dekolarizasyon) | mor renkli iken;
o0 — Gram (-) bakteriler
= renksidir
4. Safranin Gram(+) bakteriler
® @ === | (kinciboya) mor renkli iken;
® ® s Gram (-) bakteriler
kirmiziya koyanir




Gram boyama Mikroskop Goriunttsi

.’~

Gram Boyama



Kaynaklar

- Mikrobiyoloji Pratik Kitabi, Ed. Prof.Dr. Tevfik
Cengiz,Ankara: Antip, 2001.

- Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar Kilavuzu, Dog.Dr. Omer
Poyraz, TC Cumhuriyet Uni.Yayinlari, 1998.



