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BASIT BOYAMA METODU NEDIR VE NEDEN YAPILIR?

Mikroorganizmalar cok kucuk ve genellikle seffaf olduklarindan
mikroskop altinda bile incelenmeleri zordur. Bu nedenle mikroskobik
incelemelerini daha kolay yapabilmek, daha net goruntu ve kesin bilgi
elde edebilmek amaciyla boyanarak incelenmeleri gerekir.

Mikroorganizmalarin ve ozellikle bakterilerin mikroskobik
morfolojilerinin incelenebildigi boyama yontemidir.

Bu amacla farkli boyalar kullanilir. Bakteriler, kullanilan boyanin rengini
alir.

Mikroorganizmalarin mikroskobik morfolojileri (sekilleri, buyuklukleri,
dizilisleri, belirli hiicre organellerinin varligi ve yapisi) ve cesitli

boyalara kars1 davranislarn (gram pozitif, gram negatif, aside direncli
bakteri) boyanarak belirlenebilir.



Basit boyama yonteminde uygulanan islemler

. Preparat hazirlama

. Fiksasyon

Preparata boya uygulanmasi
Preparattaki boyanin yikanmasi
Preparatin kurulanmas
. Mikroskopta Inceleme
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PREPARAT HAZIRLAMA

» Mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmis
numuneye “preparat” denir.

» Lamin ustune kultur veya numuneden konulup lamel
kapatilarak yayma, kurutma, fikse etme gibi islemler
yapilarak preparat hazirlanir.

Kullanilan lamin temiz oldugundan emin olmaliyiz.

Lam1 kullanmadan once etil alkol ile silip alevde
kurutabiliriz.

» Oze ile alinmis bir numune ile calisiiyor ise dncelikle
lamin ortasina bir damla damitik su veya FTS konur,
daha sonra numune o0zenin ucu ile dokundurularak
lam Uzerinde belirli bir alana yayilir.

Swvi bir numune ile calisilacaksa numune dogrudan
pipetle lama damlatilip bir tabaka halinde yayilmasi
saglanir.




Fiksasyon

>

>

Mikroorganizmalarin lam uzerine tespiti (fiksasyon)
yapilir.

Lam yuzeyine yaydigimiz numunenin tam
yapistigindan emin olmamiz gerekir.

Fiksasyon oda sicakliginda lamin havada kurumasi
saglanarak yapilabilir.

Fiksasyon islemi cogunlukla numune yayilmis lamin
alev uzerinden 3-4 kez gecirilmesi ile yapilir.

Tespit sirasinda preparatin yanmamasina dikkat
edilir.

Yanmis preparatlarda mikroorganizmalar dagilms,
sismis ve deforme olmus bir sekilde gorulur.




Preparata boya uygulanmasi

» Mikroorganizmalar, mikroskop altinda
boyasiz incelenebildigi gibi iyi ve
detayli gorebilmek,
identifikasyonlarina (tanima,
tanimlama, mikroorganizmanin cins ve
turunun belirlenmesi) yarayacak bazi
bilgileri (spor, kapsul, sekil, boya
reaksiyonlan vb.) elde edebilmek icin
boyanarak incelenmeleri de gerekir.

» Bu amacla cesitli boyalar kullanilarak
preparat boyanr.




Preparat boyamada kullanilan boyalar

Boyalar, boya molekulunun elektriksel yukune gore asidik, bazik ve notr
boyalar olmak uzere uc¢ gruba aynlir:

» Asidik Boyalar

lyonize olduklan zaman, negatif elektrikle yiiklenirler. Bunlar renkli
asitlerin tuzlandir (Genellikle sodyum tuzudur, bazen potasyum, kalsiyum
veya amonyum tuzlar1 da olabilir.). Asidik boyalar arasinda asit fuksin,
safranin, pikrik asit, eozin, nigrosin, kongo kirmizis1 bulunmaktadir.

» Bazik Boyalar

lyonize olduklari zaman, pozitif elektrikle vyiiklenirler. Bunlar renkli
bazlarin tuzlaridir (genellikle klorid benzen sulfat, okzalat ve asetat).
Bazik boyalar arasinda metilen mavisi, kristal viyole, bazik fuksin,
safranin, malasit yesili bulunmaktadir

» Notr Boyalar

Asidik ve bazik boyalarin uygun oranda karisimlarindan elde edilir (Giemsa,
Wright, Leishman vb.).




Preparat boyamada kullanilan boyalar
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COZELTIsE |  Anact HAZIRLANISI
- ~ |Basit ve gram | 0.1 g boya tartihir ve 100 ml distile su icerisinde
Bazik fuksin
- > bovama goziindiiriilir.
0.3 g boya tartilir ve 10 ml etancl (%e9571ik) icerisinde
Karbel fulsin | ARB bovama | ¢iziindiiriliir. 90 ml %5°1d: fenol ¢ozeltist ilave edilerek
e tyice kangtinlic. 1 gin dinlendirildikten sonra kullanil,
‘Sulu Karbol\ |Basit ve gram | Karbol fuksin boya gozeltisi 10 kat sulandimilarak
 fulsin bovama hazirlans.
2 gbova tartilir ve 20 ml etanc] (%09571ik) icerisinde
Kristal vi Basit ve gram | ¢ozindiiriliir. 0.8 g amonyum olzalat tartilir ve 80 ml
v bovama distile su igerisinde coziindirilir. I ¢ozelti ivice
kangtinlr.
Basit 0.5 g boya tartilir ve 10 ml etanol (%09571ik) icerisinde
Saffanin ) | = PY | coziindiiriliir. 100 ml distile su ilave edilerek iyice
yama ksl ve siizilii.
N 5 g bova tartilir ve 100 ml distile su igerisinde
Malagit yegili | Spor boyama ,;ngfm,lm S
. 0.3 g boya tartilyr ve 30 ml etanol (%e95711ik) icerisinde
- EﬂasﬂveARB poziindirilis. 70 ml distile su ilave edilerek iyice
vt yama karstnly ve filire kagidindan siiziliis.
Kiflerin 100 g fenol tartilir ve 100 ml distile su igenisinde hafifce
Laktofencl bovasiz wsitilarak coziindiiriliir. Uzenine 100 ml lakiik asit ve 200
incelenmes: | ml gliserol ilave edilerek rnice kangtnhr.
Kiiflerin 100 g fenol tartilr ve 100 ml distile su icenisinde hafifce
Laktofencl bo wstitlarak ¢oziindirilic. Uzerine 0,075 g metilen mavis,
blue ingxh] - | 100 ml laktik asit ve 200 ml gliserol ilave edilerek iyice
kangtinls.
Laktofenal Kiiflerin 100 g fenol tartilir ve 100 ml doyomg pilerirk asit ¢ozeltisi
borike asit boyah ~ |igerisinde ¢iziindiirilir. Uzerine 100 ml laktik asit ve 200
incelenmesi | ml gliserol ilave edilerek iyice karstunlr.
10 g boya tartilsr ve 100 ml distile su igensme altanlr ve
Nigrosin Negatif kavnar su banyosunda varmm saat tutnler. Uzerne 0,5 ml




Preparat neden boyanir?

» Mikroorganizmalar oldukca kucuk ve genellikle seffaf
olduklarindan dolay1 mikroskop altinda bile incelenmeleri
zordur.

» Mikroorganizmalarin mikroskobik incelemelerini daha kolay
yapabilmek, daha net ve kesin bilgi elde edebilmek amaci ile
boyanarak incelenmeleri gerekir.

» Mikroorganizmalar boyandiginda mikroskobik morfolojileri
(sekilleri, buyuklukleri, dizilis sekilleri, belirli hucre
organellerinin varligi ve yapisi) ve cesitli boyalara karsi
davranislarn (gram pozitif, gram negatif, aside direncli bakteri)
belirlenebilir.




Direkt ve Indirekt Boyama

Bakteri hucresi negatif elektriksel yuke sahip
oldugundan bazik boyalar ile boyanr.

Boyama isleminde bazik boya kullaniliyor ise
bakterinin kendisi boyanir, bu tip boyama “direkt
boyama” olarak adlandinlir.

Z1t elektriksel yuk birbirini cektiginden bakteri
hucresi boyanir. Direk boyama yontemleri
icerisinde basit, gram, spor, ARB boyama
yontemleri yer almaktadir.

Asidik boyalar bakterileri boyamaz zemini boyar
boylece bakteriler renksiz gorunur. Bu boyama
turune “indirekt (dolayli) boyama” adi verilir.

Notr boyalar kan ve doku preparatlarinin
boyanmasinda, kanin sekilli elemanlari, hucreler ve
bazi parazitlerin daha etraflica gozlenmelerinde
kullamlir.

Bakten hucrest hafif () elektnk vikune sahiptir,

bazk boya (=) asidik bova(-)

elektnk yukune elektnk vuhlne
sahiptir. sahiptir.
direkt bovama

indirekt bovama




Basit ve Bilesik Boyama

» Kullanilan boya sayisina gore de boyama yontemleri 2 grupta
degerlendirilmektedir.

» Boyamada bir boya cozeltisi kullaniliyorsa “basit boyama”,

birden fazla boyanin istiraki ile yapiliyorsa “bilesik boyama” olarak
adlandinlmaktadir.

B Crystal violet
B todine

[] Alconol

B safranin




Preparatin yikanmasi ve kurulanmasi

» Preparat uzerindeki fazla
boyanin uzaklastirilasi
gerekmektedir.

» Lam saf su ile dikkatlice
yikanir.

» Lam uzerindeki fazla su filtre
kagidi ya da pecete
dokundurularak alinir.




Preparatin mikroskopta incelenmesi

» Mikroskop, mikroorganizmalarin (bakteri,
virls, mantar, protozoa ve benzeri) ve
dokular olusturan hucrelerin

buyukliklerinin belirlenmesini saglamistir.

» Normal bir insan gozu birbirine 0.1
mm’den daha yakin olan iki noktay1 ayirt
edemez. Hucreler 0.1 mm den cok daha
kucik oldugu icin ciplak gozle gorlilemez,
ancak mikroskopla incelenebilir.

» Mikroskop, ciplak gozle gorulemeyecek
kadar kucuk cisimlerin mercekler
yardimiyla buyutulerek incelenmesini
saglayan bir alettir.

» Mikroskoplar ozelliklerine gore buyuk
farklilik gosterir. Gunumuzde
laboratuvarlarda yaygin olarak 151k
mikroskobu ve floresan mikroskobu
kullanilmaktadir. Bunun disinda elektron
mikroskobu da vardir.
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Preparatin mikroskopta incelenmesi

» Boyama Sekli: Basit Boyama

» Kullanilan Boya: Kristal Viyole

» Hucre Morfolojisi: kok

» Mikroskopta gozlemlenen
renk: mor

» Incelenen mikroorganizma:
Staphylococcus aureus




Rapor Gonderim Kosullar1 ve Ornek
Rapor Sablonu

Genel Mikrobiyoloji Lab. Giilsiim Batman 1030604225 1.Haft...

i erciyes gida <erciyesgidamikrolab@gmail. com>

Genel Mikrobiyoloji Lab. Giilsim Batman 1030604225 1 Hafta Raporu 10/10/2020

bu adrese mail génderilecek Cc Bee

Merhaba Hocam,
Genel Mikrobiyoloji Lab. Dersi 1. Hafta Raporum ektedir
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Kaynaklar

Ana Kaynak

i ' GENEL MIKROBIYOLOJi
~ UYGULAMA TEKNIKLERI
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Diger Kaynaklar

1.

MEGEP Gida Teknolojisi Laboratuvar Organiza
Laboratuvar Hizmetleri Foyu
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