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Bakteri Morfolojisi:

» Bakteri morfolojisi; makroskobik ve mikroskobik olarak ikiye ayrilir.

» Makroskobik morfoloji daha cok bakterilerin koloni morfolojisi olarak
bilinmektedir.

» Yine bakterilerin kati ve swvi besiyerlerindeki ureme sekilleri,
olusturduklar yapilar ve meydana getirdikleri degisimleri de bu
morfoloji icinde incelemek mumkunddr.
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Bakterilerin Koloni Morfolojisi:

» Koloni; bir bakteri hiicresinin (ya da sporunun) kat1 bir besiyerinde
diistigli  herhangi bir noktada c¢ok sayida boliinmeler gegirerek
olusturdugu ve ciplak gozle goriilebilen hiicre toplulugu seklinde bir
yapi1 olarak tarif edilebilir.

» Bir kolonide yalmizca belli bir bakteri tiiriine ait hiicreler bulunur.

» Bu nedenle koloni saymmlarinda, bir koloninin bir hiicreye esdeger
oldugu varsayilmaktadir.

» Ek olarak, koloniler biiyiikliik, renk, saydamlik,
parlaklik, viskozite, kuruluk, yayilma, ¢6ziintirliik

ve koku yoniiyle de incelenmektedir.




Mikroskobik Morfoloji ve Bakterileri
Boyama:

>

Bakteriler genel olarak seffaftirlar ve bu nedenle de mikroskopta direkt olarak
incelenmeleri zordur.

Bakterileri tanimlama yollarindan birisi onlar1 boyayarak incelemektir.

Bu sayede onlarin mikroskobik morfolojileri ve c¢esitli boyalara karsi
davranislar1 hakkinda bilgiler elde edilir.

Mikroskobik morfolojiler-> sekilleri, biiyiikliikleri, dizilis sekilleri, belirli hiicre
organellerinin varlig1 ve yapisi

Cesitli boyalara karsi=> Gram pozitif, gram negatif, aside direngli bakteriler
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Gram negatif bakteri



Boyalar:

» Boya, bir benzen halkasina bagli kromofor ve oksokrom gruplari tasiyan organik bir
bilesik olarak tanimlanabilir.

Kromofor grup, boya molekiiliiniin renk 6zelligini verir.

Oksokrom grubu, molekiile elektrolitik ¢dziinme 6zelligi verir. Ayrica, boyanin asidik M
veya bazik oldugunu belirler. '
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Boyalar:

» Boyalar, boya molekiiliiniin elektrik yiikiine gore, asidik, bazik ve notr boyalar
olmak tizere {lige ayrilabilir.

» Bazik boyalar; Iyonize olduklar1 zaman, pozitif elektrikle yiiklenirler. Bazik
boyalar arasinda metilen mavisi, kristal viyole, bazik fuksin, safranin, malasit
yesili bulunmaktadir.

» Asidik boyalar; Iyonize olduklar1 zaman, negatif elektrikle yiiklenirler. Asidik
boyalar arasinda asit fuksin, pikrik asit, eozin, nigrosin, kongo kirmizisi
bulunmaktadir.

» Notr boyalar ise, asidik ve bazik boyalarin uygun oranda karisimlarindan elde
edilir (Giemsa, Wright, Leishman vb.).

http://mikrobiologie.lf3.cuni.cz/mikrobiologi



Boyalar:

Bakteri hucresi negatif elektriksel yuke sahip
oldugundan bazik boyalar ile boyanir. Boyama
isleminde bazik boya kullaniliyor ise bakterinin kendisi
boyanir, bu tip boyama “direkt boyama” olarak
adlandirilir.

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.

Bakten hiicres: hafif (-) elektnk yukine sahiptir.

bazk bova (=) . asidikbova(-)
elektnk vikune elektnk yikine
sahiptir. sahuptir.

direkt boyama

indirekt bovama




Boya Cozeltisi Hazirlama:

» Boya cozeltileri hazirlanirken boyanin 6zelligi ve kullanilma amacina
uygun olarak farkli islemler veya farkli ¢oziicii sivilar kullanilabilir.

Genel olarak boya c¢ozeltisi hazirlanmasinda takip edilen islem basamaklari
sunlardir:

1. Tablo 1.1°de belirtilen miktarda boya tartilir.
2. Tartilan boya porselen havan iginde havan eli ile ezilir.
3. Havana belirtilen miktarda ¢oziicii (bazik boyalarda alkol, asidik ve nétr

boyalarda ise su) azar azar eklenir ve havan eliyle ezme islemine devam
edilir.

4. Boya maddesi tamamen ¢oziindiiriiliip uygun bir kaba aktarilir.

I\iA 1.

5. Saf su ile hacmi tamamlanar.

6. Cozelti filtre kdgidindan siiziliir.

7. Koyu renkli siselerde 1-2 giin dinlendirildikten @ |
sonra kullanilir.

BOYA KULLANIM
COZELTISI | AMACI REIRYANKG
. .| Basit ve gram |0,1 g boya tartilir ve 100 ml distile su igerisinde
BlziItkain boyama qdz(%ndurulilr.
0,3 g boya tartilir ve 10 ml etanol (%95’lik) icerisinde
Karbol fuksin | ARB boyama |¢oziindiiriiliir. 90 ml %5’lik fenol ¢ozeltisi ilave edilerek
tyice kanstirilir. 1 giin dinlendirildikten sonra kullanilir.
Sulu Karbol | Basit ve gram | Karbol fuksin boya ¢ozeltisi 10 kat sulandirilarak
fuksin boyama hazirlanir.
2 g boya tartilir ve 20 ml etanol (%95°lik) igerisinde
Kristal vigole Basit ve gram | ¢oziindiiriiliir. 0,8 g amonyum okzalat tartilir ve 80 ml
boyama distile su igerisinde ¢oziindiiriilir. [ki ¢ozelti iyice

kanstirtlir,

Safranin

Basit ve spor

0,5 g boya tartilir ve 10 ml etanol (%95’lik) i¢erisinde
¢oziindirilir. 100 ml distile su ilave edilerek iyice

boyama kanstinlir ve siiziliir.
Malagitvesiii' | Sporboyama 2581 [l;:glz;rtualrl::hr ve 100 ml distile su igerisinde
. . 0,3 g boya tartilir ve 30 ml etanol (%95°1ik) igerisinde
n"f:i‘lls"'l" pasitve ARB | ¢izunduralar. 70 m distile su ilave edilerek iyice
Y kangtirihr ve filtre kdgidindan siiziilir.
Kiiflerin 100 g fenol tartilir ve 100 ml distile su igerisinde hafifce
Laktofenol boyasiz isitilarak ¢oziindiriiliir. Uzerine 100 ml laktik asit ve 200
incelenmesi | ml gliserol ilave edilerek iyice karistinhir,
Kaflerin 100 g fenol tartihr ve 100 ml distile su igerisinde hafifge
Laktofenol Sl isitilarak ¢oziindiriliir. Uzerine 0,075 g metilen mavisi,
blue S .| 100 ml laktik asit ve 200 ml gliserol ilave edilerek iyice
incelenmesi k
angtirlir,
f.aktofesol Kiflerin 1 OO.g. fenol tartihir ve 100 ml Q()ymus pikrirk.asit gbzeltisi
ik aait boyal igerisinde ¢ozindirilir. Uzerine 100 ml laktik asit ve 200
pIRII ast incelenmesi | ml gliserol ilave edilerek iyice kanstirihr,
10 g boya tartilir ve 100 ml distile su igerisine aktarihr ve
Nigrodi Negatif kaynar su banyosunda yarim saat tutulur. Uzerine 0,5 ml
boyama formalin koruyucu olarak eklenir. Cift kath filtre

kagidindan stizilir.
Tablo 1.1: Boya Cozeltileri




Boyama Yontemlersi:

» Bakterileri boyama yontemleri u¢ ana baslikta toplanabilir:
1. Basit boyama
2. Differensiyal boyama

3. Negatif boyama

Basit boyama

Kapsiil boyama

Gram boyama
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https://molekulerbiyolojivegenetik.org/gram-boyama-teknigi/ https://microbiologylaboratop
https://akademiksunum.com/index.jsp?modul=document&folder=8dc024c0bcebdfd21fe42d3fac3be063dfd6df37 https://microbiologylaborat




Basit Boyama:

Bu yontem ile bakterilerin boyanmasinda tek bir boya kullanilmaktadir.

Bakteriler boyama kullanilan boyanin rengini alirlar.

o Loeffler’in metilen mavisi - 30-60 saniye
o Kristal violet - 20-30 saniye
o Sulu fuksin - 5-10 saniye

o Safranin




Differansiyal Boyama:

» ki farkli renkte boyanin ayni preparat lizerinde, belli tekniklerle ve ard arda
uygulanmasiyla gerceklestirilen bir boyama seklidir.

o Gram boyama

- Sporb | \ \
por boyama é | ,}, \

o ARB boyama

Gram Negative —»\ ’
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GRAM + AT https://www.foodelphi.com/lab
https://microbiologylabnote

Gram Positive




Negatif boyama:

>

:/lwww . karinsanat.com/sudor-cini-murekkebi-25-ml-sari-27358

Mikroorganizmalarin ~ morfolojilerini  incelemek icin  uygulanan ve
mikroorganizmalan degil, yayildigi ortami (zemini) boyamay1 amacladigindan
asidik boya kullanilan bir boyama yontemidir.

Karanlik olan sahada mikroplar renksiz veya parlak olarak gorundar.

Bu yontem daha cok bakterilerde morfoloji ve kapsil varligin1 ortaya koymak
icin uygulanmaktadir.

Boyama islemi sirasinda cini murekkebi veya nigrosin boyasi kullanilir.

https://www.researchgate.net/figure/Phase-contrast-micrg
subsn fial 7497874



Gram Boyama:

» Gram boyama teknigi, mikrobiyolojide sik kullanilan bir boyama yontemi olup
mikroorganizmalarin siiflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilir.

» 1884°de Christian Gram tarafindan gelistirilmistir.

» Gram boyama ile bakteriler “gram pozitif” (gram olumlu) ve “gram negatif”
(gram olumsuz) olarak ikiye ayrilir.

» Basillerin yaklasik yarisi, koklarin biiyiik kismi ve mantarlar gram pozitiftir.
Spiral sekilli bakteriler ise gram negatiftir.




Gram Boyama:

» Gram pozitif bakterilere 6rnek olarak Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis verilebilir.

» Gram negatif bakterilere 6rnek olarak E. Coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes verilebilir.

https://vwvw.amazon.com/Gram—Positive—BaciIIu%E’SIid e
https://www.quora.com/What-does-an-E-Coli-bacteri
https://www.facebook.com/microbe.notes/posts/e-g
alexandria-egypt/2338645882917081/

https://www.cram.com/flashcards/microbiology-micro-diagnositic-techniques-1714260
https://www.microbiologyinpictures.com




Gram (+) hiicre duvan Gram (-) hiicre duvan
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» Gram boyanma ozelligi bakteri hiicre duvarinin (ceperi) yapisi ile ilgilidir. Hucr
duvar yapilan arasindaki farklar:

1. Gram (+) bakterilerin hucre ceperinde gram (-) bakterilere gore daha kalin
peptidoglikan tabakas1 mevcuttur.

2. Gram (+) bakterilerin hucre ceperinde karbonhidratlar, gram (-) bakterilerin hucre
ceperinde lipidler fazladir. Karbonhidratlar alkolle dekolarizasyon esnasinda
dehidratasyona (su molekiliiniin aciga cikmasi) ugrar. Porlar iyice buzusur, daralir
ve boya disan ¢ikamaz. Lipitler de ise alkol ¢ozucudur ve hicre ceperinde olan
porlar daha cok acilarak genisler.

3. Gram (+) hiicre ceperinde teikoik asit olmasina ragmen gram (-) yoktur.
16




Gram Boyama Asamalari:

» En sik uygulanan gram boyama yonteminde asagidaki islemler sirasiyla uygulanir:

1. Gram boyama i¢in hazirlanacak preparatlarda kullanilacak kiiltiirlerin gen¢ (18-24 saatlik)
olmasi gerekir. Daha yasli kiiltiirlerle ¢alisilmas: durumunda yanlis sonuglar alinabilir. Gram
(+) bakteriler de gram (-) gibi degerlendirilebilir.

2. preparat hazirlanir (yayma, kurutma, tespit).

4. Preparat bol distile suyla yikanr.




5. Preparatin iizerine lugol c¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve 1 dakika beklenir.

6. Preparat distile suyla yikanir.

7. Preparatin lizerine %95’lik etanol veya asit-alkol karisimi eklenerek 10-15
saniye beklenir.

8. Preparat distile suyla yikanir.




9. Preparatin {lizerine sulu fiiksin veya safranin boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir
ve 30 saniye beklenir.

10. Preparat bol distile suyla yikanir.

11. Preparat havada veya kurutma kagidi ile kurutulur.

12. Mikroskopta incelenir. Mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram (+),
pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak degerlendirilir.




Gram (+) ve gram (-) mikroorganizmalarin tamami kristal viyole boyasi ile mor
renge boyanirlar.

Preparata eklenen lugol solusyonu ile gram (+) bakterilerin olusturduklar
yap1, daha sonra ortama eklenen alkol ile giderilemez.

Oysa gram (-) bakterilerin olusturdugu yap1 alkol ile giderilebilir.

Bir baska deyisle, boya, bakteri hucresinden disariya salinir (dekolorizasyon).

Gram (-) bakterilerin renkleri alkolle gittiginden ortama daha sonra eklenen
sulu fuksin ile boyanr.

Boylece gram (+) bakteriler mor renkte (kristal viyole rengi), gram (-)
bakteriler pembe-kirmizi renkte (sulu fuksin rengi) boyanr.

Kristal violeti hucre icinde tutabilen bakteriler gram pozitif, tutamayan hucre
disina birakan bakteriler ise gram negatiftir.

GRAM NEGATIF
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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

Merhaba Hocam,

Genel Mikrobiyoloji Lab. Dersi 1. Hafta Raporum ektedir
Mail bashé bu sekilde olacak

Gillsiim Batman -Dersin Adi
1030604225 —éd Soyad
-Ogrenci No
-Raporun Haftasi
-Rapor Gonderim Tarihi
mail icerigine ekinizi
ekleyerek bu sekilde
bir icerik ekleyiniz.
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Kaynaklar

Ana Kaynak

™ Genel MIKROBIYOLO]I
~ UYGULAMA TEKNIKLERI

| Ayhan TEMiz

Diser Kaynaklar

MEGEP Gida Teknolojisi Laboratuvar Organiza
Laboratuvar Hizmetleri Foyu

http://megep.meb.gov.tr/mte program modu
/ Mikrobiyolojik%20K%C3%BClt%C3%BCr. pdf

http://megep.meb.gov.tr/mte program modul/
/Boyama%20Y%C3%B6ntemleri.pdf



http://megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller/Mikrobiyolojik%20K%C3%BClt%C3%BCr.pdf
http://megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller/Mikrobiyolojik%20K%C3%BClt%C3%BCr.pdf
http://megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller/Boyama%20Y%C3%B6ntemleri.pdf
http://megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller/Boyama%20Y%C3%B6ntemleri.pdf
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