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Ilk Mikroskoplar (Robert
Hooke)
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Figure 1. Microscopic view of a “hairy mould” colony described by Robert Hooke in 1665 (in Micrographia). This
mage was the first published depiction of a microorganism. The reproductive structures (sporangia) sre charactens-
ic of the microfungus Mucor. Sporangia in different stages are identified by the letters A, B, C, and D. Hooke
ncluded a scale reference; the length of the bar under the diagram represents |
< j illy Library, Indiana University, Bloomington, Indiana.)
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inch. (Reproduced courtesy of The




Ik Mikroskoplar (Antonie
van Leeuwenhoek)
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Modern mikroskoplar

Disseksiyon mikroskobu

Standart Isik mikroskobu
Karanlik alan mikroskobu
Faz kontrast mikroskobu
Konfokal mikroskop

Elektron mikroskobu



1. Stereoskop (Dissecting light

microscope)

Blyuk érneklerin iki gdzle
gozlenmesini saglar

Genellikle 10x ve 20x buyuatar

Daha kalin numuneler
kullanilabilir

Uc boyutlu gorinti elde edilir &
Yizey incelemelerinde kullanilir S
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2. Isik Mikroskobu
(Aydinlik Saha Mikroskobu)

Bu guin en cok kullanilan en basit mikroskop, 1stk mikroskobudur. Isik
mikroskobunun gozle baktigimiz okileri ve inceledigimiz preparat
kisminin tGzerinde yer alan objektif kismi bulunur.

Objektif ve okiilerin ayri ayri kendilerine gore bir bliyutme gligleri
vardir. Isik mikroskobunun buyiitme gilicu ise objektif ve okiilerin
buyutme glicleri carpimina esittir.

Istk mikroskoplarinda lizerinde 100x yazan immersiyon objektifi
bulunur. Bu objektif preparat Gizerine immersiyon yagi damlatilarak
kullanihir. Bakteriyoloji laboratuvarinda en sik bu objektiften
yararlanilir.

Orneklerin dogal renklerini gozlemlemede veya boyanmis hicrelerin
incelenmesinde kullanilir. Ornek parlak bir zeminde daha koyu
goruntulenir.



Mikroskobun buyutme glct= okuler lens gucuX objektif gucu
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2. Isik Mikroskobu
(Aydinlhik Saha Mikroskobu)

Buyutme gucunun karsilagtiriimasi

Cozlnrlik = 0.61 x

lsik kaynaginin dalga boyu

Sayisal acikhik/ayrilik (N.A)

Fu 10%

Maksimum buyutme ~2000x
Cozinme limiti 0.2 um
Isigin dalga boyu ve

lensin sayisal
acikligiyla belirlenir




3. Karanlik alan mikroskobu

Ornek karanlik arka
zeminde parlak gorallr

Cok kucuk ve ince
mikroorganizmalari ve
hareketi gérmede iyidir

Canli alyuvar hucreleri (

https://www.sios.net.au/cateqorv/microscope-dark-field)
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3. Karanlik Alan Mikroskobu
(dark field microscope)

Bazi ince yapili mikroorganizmalari ﬁSpiroketIer ibi) 151k mikroskobunda
gﬁrmlek rlm'jmkijn olmaz ve bu amagla karanlik alan mikroskobundan
yararlanihr.

Bu mikroskopta mikroorganizmalar, karanlik zemin tizerinde parlak
goriuntii verirler.

Ozel kondansatorler yardimiyla saglanan karanlik sahada, alttan gelen
1stk, kondansatorin ortasindaki siyah, i1sik gecirmeyen bir bolge nedeniyle
yanlarindan girerek preparat tzerine gelir. Bu sistemde 1sik tlp icine
girmeyerek yanlara dagilhim gosterir.

Ancak, karanlik alanda bulunan mikroorganizmanin yansittigi isik,
objektiflere gelerek mikroskobik inceleme yapan kisinin gdzune ulasir.

Yansitilmis ve kirilmis isik ile boyanmamis islak 6rneklerdeki kiiciik
yapilari gozlemlememizi saglar

Koyu renkli arka planda, aydinlanmis objeler olarak gorultr

Ayna kondansarler kullanilir. Ornege gelen merkez 1sinlar engellenirken
ornegin sadece parlak olan kenarlari izlenir



4. Faz Kontrast Mikroskobu
(Phase contrast microscope)

Faz kontrast mikroskobu isigin farkh kirilma
ozelligi ile sivi bir ortam icerisinde boyasiz olarak
incelenen mikroorganizmalarin hiicre ic
yapilarinin gorilmesini saglar.

Bu amacla kullanilan mikroskoplarin, isik
mikroskobundan iki onemli farklari vardir.
Bunlar,

0zel kondansator ve 6zel faz objektiflerin
kullanilmasidir.

Isigin farkli kirllma indisine sahip hticre
ve hlcre disi yapilardan gecerken hizini
ve yonunu degistirmesine (faz-kontrast
farklihgi yaratilmasina) dayanir. Faz-
kontrast mikroskobunda goruntu iki
turladur




4. Faz Kontrast
Mikroskobu

-Pozitif (karanlik) faz-kontrast; 6rnek detayi, aydinlik geri plan
uzerinde koyu yapilar olarak izlenir.

-Negatif (aydinlik) faz-kontrast; 6rnek detayi, karanlik geri plan
uzerinde parlak yapilar olarak izlenir.

. . A Posiive phase contrast
Faz kontrast mikroskobu genellikle o
boyanmamis canli hiicrelerin

incelenmesi, hiicre ici yapilarin

incelenmesi, yiksek buytutmelerde
detay incelemesi ve silia, filagellum
gibi membran farkliliklarinin incelenmesinde

kullanitlir.



Faz Kontrast Mikroskobu

Tsik mdreskod Var-kossrast mikreskobu

https://www.google.com.tr/imgres?imqurl=https%3A%2F%2Fpixnio.com%2Ffree-
images%2Fscience%2Fmicroscopy-images%2Fanthrax-bacillus-anthracis%2Fbacillus-anthracis-
endospores-under-phase-contrast-
microscopy.jpag&imgarefurl=https%3A%2F%2Fpixnio.com%2Ftr%2Fbilim%2Fmikroskopi-
goruntuleri%2Fbacillus-anthracis%2Fbacillus-anthracis-endosporlar-faz-kontrast-
mikroskobu&docid=9c0aoeH5-Hr37M&tbnid=gwkCd-
l[ItFjzM%3A&vet=10ahUKEwjoooW840biAhXVYBGMBHRSQBXxkQMwhDKAMWAW..i&w=3462&h=
4875&bih=969&biw=1920&g=cell%200f%20phase%20contrast%20microscopy&ved=0ahUKEwj
000W840biAhXVYBGMBHRSQBxkQMwhDKAMwAwS&iact=mrc&uact=8

https://www.google.com.tr/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fi.ytimg.com%2Fvi%2FOmFP5bSPX
bs%2Fhqgdefault.jpg&imarefurl=https%3A%2F%2Fwww.youtube.com%2Fwatch%3Fv%3DOmFP
5bSPXbs&docid=7SnJD0AtxCahL M&tbnid=8WAGovnh5yToBM%3A&vet=10ahUKEwjoooW840
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5.Fluoresan Mikroskobu

Cisimlerin kendilerine gelen isinlari bu isinlardakinden farkli dalga boylarinda
yansitmalari olayina floresan denir. Bir ¢esit optik (1sik) bir mikroskoptur.

|f|k kaynagi olarak ultraviyole 1sinlari kullanihir. Bazi mikroorganizmalar_
fluoresans veren boyalari 6zel olarak alirlar bu mikroskop ile incelendiginde
fluoresans verirler.

Molekiler diizeyde hicre ve doku iceriginin belirlenmesi (6rnek Akridin
turuncusu ile boyanmis preparatlarda DNA ve RNA'nin hicre iﬁi konumu),
maddelerin hiicre/dokulardaki yogunlugunun belirlenmesi, 15tk mikroskobik
boyama yontemleriyle ayirt edilemeyen hiicreler ve hiicre ici/disi elemanlarin
gosterilmesinde kullanilir

Goruntu elde edebilmek icin bu 1sinlarla karsilastiginda floresans veren boyalar
kullanilir.En fazla kullanilanlar: Rodamin (pembe), auramin, flurescein

(yel' iI),I(:'jtidyum-BromL'ir (DNA boyayici-altin sarisi floresans), trioflavin, Kinin
stlfat dir.

Zemin kullanilan boya rengindedir.



Floresan mikroskobu
renkli video (CCD) 35 mm kamera
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Ozetle, floresan
mikroskobu

Kullanim: Mikroorganizmalarin veya hucrelerin bolimlerini incelemek ve
isaretlemek icin kullanthr

Avantajlari: Normal isik ile gozlemlenmesi olanaksiz olan, organ veya hicre
bolumlerini gormemizi saglar

Nasil calisir: Ornekler, fluoresans molekdlleri ile isaretlenir. isaretlenen bu
molekullerin uyarilmasiyla, yayilan isik, filtreler ile islenerek, renk ve kontrasta
donustirilar.

Gorunum: Koyu bir arka plan ve canli renkler

Gereksinim: Ozel objektif lensi, uyarilabilen 1sik kaynagi, kullanilan fluoresans
boyalarina uygun optik lensler.



6.Konfokal (confocal) lazer
tarama Mikroskop

Floresan mikroskobunun daha ileri versiyonudur.

Organellerin, hiicre iskeleti elementlerinin ve makro molekillerin, hiicre
icindeki konumlarini belirlemek icin kullanilr.

Fluoresans boyalariyla, isaretlenmis molekdller, lazer tarafindan taranir.
Taranan imgeler tekrardan islemden gecirilerek, G¢ boyutlu gorintu elde
edilir.

Cozunurlagu arttinlmis, standart fluoresans goruntu

Arka planin karmasik oldugu, konum belirleme calismalari (6rnek olarak,
bakterinin veya proteinin hiicre icindeki yerini tespit etmek icin)



/.Konfokal (confocal) lazer
tarama Mikroskop
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/. Elektron Mikroskobu

Burada isik kaynagi yerine elektronlar kullanilir. Elektron isinlari ile incelenen
yapilar 20.000 ila 1.000.000 kez buyutulebilir. Virusler ve viral parcaciklar bu
mikroskop ile gorulebilirler.

Elektron mikroskobu ile 1sik mikroskobu arasinda iki 6nemli fark bulunur:
> Elektron mikroskobunda isik kaynagi yerine dalga boyu cok kisa olan elektronlar, ve,
o Cam mercekler yerine elektromanyetik kondansatorler kullanilir.

Elektronlar objeden gecerken gecirgenlik derecesine gore az ya da cok absorbe
olurlar. Goriintl fluoresan bir ekran Gzerinde olusur ve disaridan bir cam ekran
araciligiyla gorulebilir.



/. Elektron
Mikroskobu

Elektron mikroskobu (EM)
goriuntu olusturmak icin
elektronlari kullanan bir
mikroskoptur.

)

Elektron mikroskobu yliksek
cozumleme glicl ile incelemeye
olanak veren bir gortintileme
sistemidir.
> Binsan gbziiniin ayirt etme giici
0.1 mm

o Bl Isik mikroskobunun ayirt etme
gucu 0.2 um

o [l Elektron Mikroskobunun ayirt
etme guct 0.1 nm’dir.




/.1. Transmisyon (Gecirimli)
Elektron Mikroskobu (TEM)

*Elektronlari
kullanir

*YUzeyi taramak
yerine (SEM de
oldugu gibi)
Elektronlar cok
iInce olan
numunenin igcinden
gecger.

*HUcrenin icindeki
yapllar gorulur
*SEM e gore
¢cozunurligu daha
yuksektir

Copyright @ 2006 Pearson Edi ion, Inc., publishing as Benjamin Cummings.




(.L.1TAlSITHSYOT
(Gecirimli) Elektron
Mikroskobu (TEM)




[ .2. Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM)
SEM o |

numunelerin 3 \j\
boyutlu yapisini &
gdzlemlemeyi
saglar

Hlcrenin dis
kismi
incelenebilir




[ .2. Taramali Elektron
VK kobu (SEI\/I)

Polioviris 30 nm capta
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Ayni ornegin farkl mikroskoplarda gorunusu

Isigin numuneden nasil gegtigi nasil bir goruntl yakalayacagiizi belirler, bazi kisimlar daha ayrintili gérultr

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Bright-field. Light Bright-field (stained). Differential interference
passing through the Dyes are used 1o stain contrast. Optical methods
specimen is brought the specimen. Certain are used to enhance
directly into focus. Usually, components take up density differences within
the low level of contrast the dye more than other the specimen so that
within the specimen components, and therefore  certain regions appear
interferes with viewing all contrast is enhanced. brighter than others. This
but its largest components. technique is used to view

living cells, chromosomes,
and organelle masses.

Phase contrast. Density
differences in the
specimen cause light rays
1o come out of “phase.”
The microscope enhances
these phase differences so
that some regions of the
specimen appear brighter
or darker than others. The
technique is widely used
to observe living cells and
organelles.

Dark-field. Light is passed
through the specimen at
an oblique angle so that
the objective lens receives
only light diffracted and
scattered by the object.
This technigue is used to
view organelies, which
appear quite bright against
a dark field.




Saccharomyces cerevisiae

Normal 1s1k mikroskobu  Faz kontrast mikroskobu Karanlik alan mikroskobu




Konfokal lazer taramali mikroskop goruntlisu —Tetrahymena da mikrotubuller

Floresan mikroskop goruntusu




Bazi biyolojik orneklerin
boyutlari;

Prokaryotik hiicre (E.coli) = 0.4 - 2 um

Maya ( S. cerevisiae) = 1-4 um

Insan kirmizi kan hiicresi = 7.2 um

Doku kulttrindeki 6karyot hiicre = 10-100 pm
Hiicre cekirdegi = 5-25 um

Mitokondri = 1-10 um

Lizozom ve peroksizom = 0.2-0.5 um



Immersiyon Yaginin
Kullaniimasi

Immersiyon yagi, kullanildiginda lensleri ve
lam ve lamel arasinda sabitlenmis ornegi
kaplar ve camin sahip oldugu kirilma indisine
ulasiimasini saglar.

Immersiyon yaginin kullanim amaci
maksimum ¢ozinurlige ulasmak icindir.




Orneklerin Boyanmasi ve isik
mikroskobunda incelenmesi

Hucrelerin boyanmasi, hiicrelerin mikroskop altinda kolaylikla
incelenebilmesi icin kontrast saglamaktadir.

Kullanilan boyanin ¢esidi, incelemek istedigimiz hiicre 6rnegine gore ve
bilimsel arastirmamiza goére degismektedir.

Cesitli hiicreler icin gelistirilen boyalarin yaninda, organeller icin ve
belirli kimyasallara tepki verecek 6zel boyalar da gelistirilmistir.




UVITICRKICTITN DOyaAarimasi ve
ISIKk mikroskobunda
Incelenmesi

Boyalar hiicre komponentlerine baglanan ve onlara renk veren
kimyasallardir. Boyalar kromofor adi verilen renk-tasiyan iyonlarin
asitligine gore gruplandiriliriar.

Asidik boyalar negatif yikli (anyonik) kromoforlardir ve dogada alkali
ozellikteki hicresel yapilara baglanma afinitesine sahiptirler. Asit
fuksin, eozin, niograsin ve kongo kirmizisi asidik boyalara 6rnek
verilebilir

Bazik boyalar ise pozitif ylkli (katyonik) kromoforlardir. Dolayisiyla
cok sayidaki karboksil (COOH) grubuna sahip olan hiicre ylizeyine
baglanma ozelligindedirler. Boyama deneylerinde kullanacagimiz
boyalarin hepsi baziktir: Metilen mavisi (MB), kristal viyole (CV) ve
safranin (S).

Bu boyalar ticari olarak tuz benzeri yapida satilirlar. Bu nedenle iyon
degis tokusu sonucunda boya hticre duvarina kimyasal olarak
baglanir. Cogu kez bakteri hlicre duvarinda hidrojen iyonu Na* gibi bir
anyon ile yer degistirir.



UVITICRKICTITN DOyaAarimasi ve
ISIKk mikroskobunda
Incelenmesi

Preparat Hazirlanmasi

Kromofor

Bazik Boyalar

o —Kristal viyole

o —Metilen mavisi
o —Malasit yesili
o —=Safranin

Asidik boyalar
o —Negatif boyama
o —Eozin
o —Asit Fuksin
o —Nigrosin



Boyama tipler

Basit
o —“Mordant”

o —Metilen mauvisi, karbolfuksin, kristal viyole, safranin

Ayirt edici
o —Gram
o —Aside Direncli Boyama

Ozel

o —Kapsul

o —Endospor
o —Flagella



Boyama tipler

Basit boyama; tim hiicreyi tek bir renge boyar. Tek bir bakteri susu kullanilir ve
amac htcre morfolojisini incelemek lGzere kontrast olusturmaktir.

Ayirtedici Boyama; hucreleri farkli kompozisyon ve yapilarini gosterecek sekilde
renklendirir.Ornegin, endospor boyamada vejetatif hiicre ve endospor farkli
renklerde boyanirlar. Gram boyama gram+ hticreleri mor, gram- leri ise pembe
boyar.

Her bir boyama uygulamasi baska bir yonden de gruplandirilabilinir:
Pozitif boyama: Hiicrenin kendisinin boyandigi durumdur.

Negatif boyama: Zeminin renklendirilmesi ile kontrast olusturma durumudaur.
Negatif boyama genellikler asidik boyalarla ya da hlicre icine nufuz edemeyecek
kadar buyuk boyalarla olur. Her iki durumda hicre yuzeyi por capi ve de ylizeyin
dogal asidik 6zelligi dolayisi ile bu tip boyalara baglanma 6zelligi gostermez.



Preparat
hazirhgl

Yayma preparat hazrlanismm sekillerle gisterimi

Bir dze delusu srvi kiiltir

Sm1  kiiltirlerden vavma preparat
hazrlamanm ik admn

Lam iizerine vavilacak bakteri kiiltiiri

Kan kiiltiirlerden vayma preparat hazrlamanm ilk admm

Sonrakiasamalar her ikisinde de ayni sekildedir:

Lam iizerine ]r'l]ﬂil.ll Isifiksasvonu
bakteri kiiltiiriin hava
alommvla suvenun




BASIT BOYAMA TEKNIGI

Prosediir bu denevde kullanilan tim
bakteriler icin avnidir.

1. Pasteur pipeti ile smear m iizerine
kapatacak sekilde 2-3 damla bova
damlatmiz.

2. Bovanm niifuz etmesi icin 1 dakika
bekleviniz.

3. Bovavi su ile alatimz: Fazla bovawi
dékiiniz. Ardindan lami vatik pozisvonda
tutup su ile vavasca bovanm fazlasmi
vikavimiz. Suvu dogrudan bakterinin
oldugu kisma uvgulamavmiz: Suvu
bakterinin olmadigi st kistmdan itibaren
vavasca dékiintiz. Lamm altmi vikayvmiz.

4. Preparatin kurutulmasi: Peceteile
vavasca lamm kenarlarma dokununuz ve
lam tizerinde kalan fazla suvu emmesini
saglavimiz. Lamm altmi da kurulaviniz.
Gerekirse bir siire suvun havavla kurumasi

icin bekleviniz.

Blot div




GRAM NEGATIF GRAM POZITIF

peptidoglikan Kamgl

Sitoplaz-

Hﬁcre. l ‘| Hiicre
3 Hicre duvan
duvarn Htcre , ,
zaril duvar




GRAM BOYAMA

1. Bakterilerin lam uzerine yayilmasi ve tespiti

a—




2. Kristal viyole ile boyama-primer boya

-Gram boyamada kullanilan ilk boyadir.

-Lam (preparat) boya kabina konarak, kristal viyole ile
2 dakika boyantr.

-2 dakika sonra kristal viyole boya kabina dokulur.
-Preparat saf su ile yikanir.

-Hem gram pozitif hem de gram negatif hucreleri
mor renk yapar.

___________________________________________________________________________________________________________________]




3. Lugol (iyodur) boyama- %95 etanol ile yikama

-Saf su ile yikanan preparat uzerine gram iyodur
damlatilir ve 1 dk. bekletilir.

-Ardindan, preparat 6-12 sn. yikanir ve saf sudan
gecirilir.

- Gram’ iyodur mordant olarak islev gorur
Mordant metalik bir bilesim olup boyaya baglanir
ve boya-mordant kompleksini meydana getirir
(Bu kompleks mor rengin etanolle kolaylikla
uzaklagmasini engeller). Bu sekilde

boyalarin nufuz kabiliyetini artirir ve hicrenin daha
lyl boyanmasini saglar.

___________________________________________________________________________________________________________________]




4. Safranin-sulu fuksin ile boyama-Zit boyama

Alkol ile yapilan renksizlestirme (renksizlestirici
etmen) isleminde gram (+) bakterilere aldiklari
boyayI birakmazlar.

Gram (-)'ler ise boyayi birakarak renksizlesirler.
Bunlar ise son uygulanan zit boya (sulu fuksin vs.)
ile boyanirlar. Bu suretle gram (+) bakteriler mor,

gram (-)’ler zit boya renginde (sulu fuksin ile pembe-
Kirmizi) boyali olarak gorunurler




GRAM + GRAM -

Tespit

Kristal
viyole

-

:
-

@o

/ / / /i

Renksmles

tirme-Alkol N N N /o)
Loas = (032 = \Jisnd — | [,‘.';:.
o & N ,..{ / \. Y
Knstal viyvole (mor e Lugol © Alkol ° Sulu fuksin veva
bova) uvgulamas uygulamass uygulamast safranin (pembe-kumiz
a fr anln 11 e (mordant) (dekolonzasyon) boya) uygulamast

boyama-zit
boyama

muameles1




1. Knstal vivole: Primer bovadr. Bovama isleminin = gRAM + GRAM -

baglancicimda kullanilir. Bubova hem Gram+ hem de

Gram — hiicreleri mor renge bovar. Uygulanan diger © Fiksasyon @
islemlerden sonra Gram + bakterilerde mor renk sabit

kalirken Gram- bakterilerde bubova akar ve ardndan ‘

vapilan zit bovama ile pembe-komizi renk alwrlar.

2. Gram ivodin mordan olarak islev vapar. Mordan Kristal viyole
genellikle metalik bir bilesik olupbovava baglanir ve Q Cﬂl
coziillemeven renkli bir bilesik olusturur. Bu volla ‘

bovanm hiicreve niifuzunu artwrir ve kolavca hiicre

icinden cikmasmi engeller. Hiicre duvarmda Kristal

vivole-ivodin  (CV-I) kompleksini olusturur. Bu @

kompleks mor rengin etanol uamelesinin ardindan
hiicre duvarmdan ¢ikmasmi engeller. ‘

3. Etanol (remksilestirme ajami) uvgulamasi CV-I

kompleksinin vikanmasi ile Gram- hiicrelerin mor @ Renksizlestir @
rengini kavbetmesine neden olur. Fakat Gra +ler me

mor renklerini korurlar. Etanol-aseton karsmmi da \ J

renksizlestirici ajan olarak kullanilabilir.

4. Safranin zit boya olarak kullamilmakta olup Zit Bovama @
renksiz Gram- hiicrelenn pembe renkle bovavarak (Safr:;nin}

gorillmelenni saglar. Zit bovalar genellikle dmegin

bovanmamis kismmi (primer bova ile bovanmamais)

renklendiren bovalardwr. Gram+ bakteniler hali
hazirda mor renkle bovanmis olduklarmdan zit
bovamadan etkilenmezler.

Ivodin

IIll;:lIIlE:lESi @




Gram Boyama

Gram positif
(S. aureus)

Gram negatif
(E. coli)

Gram pozitif Gram negatif
(Streptococcus) (E. coli)




