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BOYAMA



Boyama

» 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
reaksiyonlar vb.) elde edebilmek icin boyanarak incelenmeleri de gerekir.

» Bu amacla, kulturlerden veya marazi maddelerden usuline uygun olarak
preparatlar hazirlanir, boyanir ve mikroskopta incelenir.

» Bakterilerde kapsiil varligimi tespit etmek icin negatif boyama yapilir.




BAKTERILERDE KAPSUL OLUSUMU

» Baz1 mikroorganizmalar hucre duvarinin dis yuzeyini kaplayacak sekilde
ekstraselular(hucre dis1) polimerler uretirler.

Hucreyi saran bu yapiya kapsul adi verilmektedir.
Bakteriler kapsullu ve kapsulsuz olmak uzere iki gruba aynlirlar.

Kapsul hucre ile ¢cevresi arasinda bir tampon ve osmatik bariyer gorevini
ustlenmektedir.

» Bazi kapsul tipleri bakterileri bakteriyofajlarin enfekte etmesinden veya
vucuttaki lokositlerin fagositoz etkisinden de koruyabilmektedir. Ayrica
kapsuller bakterilerin kat1 yuzeylere tutunabilmesine yardimci olur
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BAKTERILERDE KAPSUL

» Cogu bakteriler dis ylizeyinde su bakimindan zengin kapsul ad1
verilen ince yapilarla veya ince bir zarla cevrilidirler.

Baz1 yuvarlak (Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, Vs.),

Comak bicimli (P multocida, B. anthracis, Klebsiella
pneumoniae, Vvs.)

» Bu mikroorganizmalar da hucre duvarindan ayrn olarak ve
bunun disinda jelatinoz, viskoz, elastik veya mukoid
karakterde higroskopik ve organize olmus bir tabaka bulunur ki
buna kapsiil denir.

» Kalinligi mikroorganizma tiiriine gore 0,2-10 mikron arasindadir




Negatif (Differensiyal) (indirekt) Boyama

» Bu tir boyama yonteminde mikroorganizmalar degil, saha boyanir.

» Yani arka fon boyanir

» Karanlik olan sahada mikroplar renksiz veya parlak olarak gorulurler.
>

Bu amac icin asit boyalar nigrosin veya cini murekkebi kullanilir.

Bakten hiicresi hafif (-) elektnk yvikine sahiptir.

bazik boya (-) . asidikboya(-)
elektnk \'ukﬁne elektnk vukune
sathur sahiptir.

direkt boyama

indirekt boyama




INDIREKT BOYAMA YONTEMLERI

» 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 gorunur. Bu yontem
daha cok bakterilerde morfoloji ve kapsul varligini ortaya koymak icin
uygulanmaktadir.

» Boyama islemi sirasinda cini murekkebi veya nigrosin boyasi kullanilir




INDIREKT BOYAMA YONTEMLERI

» Bakterilerde kapsil varligim ortaya koymak icin cogunlukla negatif boyama
yontemlerinden vyararlanilmaktadir. |ki cesit negatif boyama yontemi
bulunmaktadir.

» Birinci yontem yas preparasyon teknigi ile negatif boyama, ikinci yontem ise
negatif differensiyal boyama yontemidir. Her iki yontemde de esas olarak ,
hazirlanan preparatlarda , bakterilerin yayildigi ortamin  boyanmasi
amaclanmaktadir.

» Negatif boyama yontemlerinde bakterilerin kapsiil varligi ortaya konulabildigi gibi
, bakterilerin hucre morfolojisi ve hucrelerin dizilis sekilleri de belirlenebilir.

» Kapsul varligini ortaya koymak icin genellikle yas preparasyon teknigi ile negatif
boyama tercih edilir. Ciinkii kapsiillerin bircogu yaklasik %99 oraninda su
icermektedir. Bu durumda preparat kurutulacak olursa (negatif differansiyal
boyama) kapsiil blizlismeye egilimli hale gelmektedir.




Yas Preparasyon Teknigi ile Negatif
Boyama

» Temiz, kuru ve yagsiz bir lam alinir.
» Kati kulturle calisilacaksa lamin ortasina bir oze dolusu saf su aktarilir.

incelenecek kati kiiltiirden o6ze ile bir miktar alinarak lam iizerindeki su
icerisinde cozundurulur.

» Sivi kulturle calisilacaksa lam uzerine direkt kulturden bir 6ze dolusu aktanlir




Yas Preparasyon Teknigi ile Negatif
Boyama

» Klasik boyama yontemlerinden farki preparat kurutulmadan fikse edilmeden
hazirlanip incelenmesidir.

» Boylece hucre orijinal haliyle incelenir. Cunku kurutulan ve fikse edilerek
hazirlanan preparatlarda hucreler az veya cok buzusmektedir.

» Yas preparasyon yontemi ile negatif boyamada cini murekkebi
kullanilmaktadir.

» lyi sonuc alabilmek icin preparatin cok ince yayilmasi gerekmektedir.

FIKSASYON YOK !!!




Yas Preparasyon Teknigi ile Negatif
Boyama

» Kulturun uzerine bir damla nigrosin veya cini murekkebi konarak oze ile
yaymadan karistinlir.

» Kansimin kenar kismina yaklasik 45d egimle bir lamel degdirilir ve yavasca
Uzerine kapatilir. o Preparatin altina ve ustiine kurutma kagidi konularak
basparmak ile lamele bastirnlir ve karisimin fazlasi atinir.

» Kurutma kagitlan alinarak dezenfektan icerisine atilir ve eller dezenfekte
edilir.

» Preparatin kurumamasi icin kibrit copu veya kurdan yardimiyla lamelin cevresi
immersiyon yagi ile kaplanr.

Lam

» Preparat mikroskopta incelenir. Obje




NEGATIF boyama/kapsul boyama: Bakteriler (pH: 7’ de) boyayi

geri cevirir, boyanmazlar, sadece zemin boyanir.

Nigrozin Asit Fuksin

Cryptococcus neoformans Streptococcus pneumonia







Rapor Gonderim Kosullar1 ve Ornek
Rapor Sablonu
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Kaynaklar

Ana Kaynak

™ GENEL MiKROBIYOLOJi
UYGULAMA TEKNIKLERI

5. Baskt

Ayhan TEMIZ

Diser Kaynaklar

1.

MEGEP Gida Teknolojisi Laboratuvar Organiza
Laboratuvar Hizmetleri Foyu

www. mikrobiyoloji.org
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