MIiKROBIYOLOJIDE BOYAMA YONTEMLER i

Mikroorganizmalar renksiz veseffaf olduklarn icin mikroskopla yapilan go6zlemde
morfolojileri tam olarak belirlenemez. Bunun iginkmorganizmanin ggtli boyalardan biri
ile boyanmasi gerekir. Boyangnolan mikroorganizma canlgini kaybeder ve zeminle
arasinda olgan renk ton farklifgi (kontrast) onun morfolojik olarak net gérinmessaglar.
Boyama glemi bakterinin o boya grubuna kareaksiyonunu belirlemek icin de yapilabilir
(Gram boya metodu). Ayrica mikroorganizmaninsittie organellerinin (Kapsul, spor,
cekirdek, flagella vb.) belirlenmesi icin degilgk tip boya ve metotlari da kullaniimaktadir.

Boyama mikroorganizma ve boya arasinda kimyasalrdaksiyon sonucu meydana gelir.
Boyalar genellikle iyonlardan bir tanesinin renklidugu tuzlardir. Tuz negatif ve pozitif
yuklU iyonlardan olgur. Renk pozitif iyon tzerinde ise bazik; negayibm Uzerinde ise asidik
olarak adlandinlir. Hicre kendisini ¢evreleyenaartn noétr pH' a sahip olgu genellikle

negatif yukltiduir. Boylece bazik boya ile boyanarcreil negatif ve pozitif yukli iyonlarin
birlesmesi sonucu boyanir. Metilen mavisi, safranin vistlt violet bazik boyalara érnek

olarak verilebilir.

Asit boyalari ise negatif yukli hicreyi boyayamaaidar icin, hiicre etrafinda deposit
olustururlar. Bu tur boyamaya negatif veya direk olntay@yama denir. Bu tir boyama
genelde bakteriyolojide kullanilmaz. Fakat bu tiaydma ile mikroorganizmanigekli ve

Bakteri ¢ini murekkebi veya nigrosin ile giremedikhden dolayi, bakteriler mavimsi renkte

boyanan zemine kiyasla daha acik renkgieiseedilirler.
Mikrobiyolojide kullanilan boyama yontemlerini gdeca iki gruba ayirmak miamkuinddr.

1) Basit boyamalar: Bu tarz boyamada, preparatlardaki mikroorganizmbhkkkinda kisa
sure icinde bilgi edinmek icin tek boya solUsyomlidnilir. Boya preparata bir defa uygulanir
ve bakteriler boyalarin karakterine gore boyanu. @nacla karbol fuksin, kristal violet ve

metilen mavisi gibi bazik boya solliisyonlarindan becilir.
2) Bilesik boyamalar: Birden fazla boya ile yapilan boyama yontemidunkr;

a) Diferansiyel boyamalar: Mikroorganizmalari birbirinden ayirmada kullanili(Gram

boyama)

b) Struktirel boyamalar: Bakterilerin i¢ ve di yapilan hakkinda bilgi edinmek igin
kullanilan bilgik boyama yontemleridir. (Spor, kapsul, flagellakigdek, lipid v.s.)



BASIT BOYAMA METODU
Deneyin Amaci:

Bakterilerin morfolojileri hakkinda bilgi sahibi mlanin yaninda bazi bakterilerin boyanma

reaksiyonlarini belirlemek.
Bazi basit boyama yontemleri:

1. Karbol Fuchsinle Boyama : Usuliine gore hazirlangi kurutulmy ve fiske edilmg
preparatlar tzerine, karbol fuchsin solusyonudilkagidindan stzilerek konur ve 5 — 10
saniye boyama icin birakildiktan sonra, boya dakuki hafif akan su ile yikanir. Kurutma
kagidi ile veya havada kurutulduktan sonra, UzerirdBrsggl konarak immersiyon objektifi

2 . Krital Viyolet ile Boyama : Hazirlanan preparat Uzerine kristal viyolet sobmsyndan
konarak 20 — 30 saniye kadar bekletilir. Streninusmla boya doékudlir, preparat su ile
yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muarye edilir. Mikroorganizmalar mor renkte
goralurler.

3. Metilen Mauvisi ile Boyama : Bu amacla Loffler metilen mavisi solusyonu kullami
Preparat lzerine boya solusyonu konarak 5 — 8 dak#kletilir. Boya dokultr, yikanir,
kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene ediMikroplar mavi renkte gorularler.

4. Negatif Boyama : Butlr boyama yonteminde mikroorganizmalagitiesaha boyanir.
Karanlik olan sahada mikroplar renksiz ve parlaait gortintrler. Bu amag icgin, nigrosin ve
cin marekkebi kullanilir. Lam Gzerine bir damlaybove sonra bir damla kiltir konarak
yaylilir ve ince bir froti hazirlanir. Kuruduktanrsa muayene edilir. Bu yéntemden kapsdulleri
gormek icin yararlantlir.

5. Spor Boyama :Safranin ile 30 saniye boyanir. Boya dokultr, safle yikanir. Kurutma
kagidi ile kurulanir. Sirasiyla olmak (zere tim obiidatle incelenir.immersiyon yai ile
immersiyon objektifinde sporlar y& bakteriler kirmizidir.

6. Mantar Boyama : Kati mantar kultirindergine ile numune alinir, kurutulur, tespit edilir.
Laktofenol mauvisi ile 3 dakika boyanir. Dokulurf sa ile yikanir. Kurutulur ve immersiyon
objektifinde mantarlar mor olarak gozlenir.

Deneyde kullanilan alet ve malzemeler:
- Mikroskop
- Lam, 0ze, boyalar, immersiyongiabeher, kurutma Kadi

Metilen Mavisinin Hazirlargu: Bkz. EK 2



Deneyin Yapllsi:

- Kaltdr ortam sivi ise: Sterilize edilgwolan 6ze ile alinan kalttr temiz bir lamin ortarkina

konarak yayilir.

- Kdltdr ortami kati ise: Hazirlanan peptonlu (%4)0veya fizyolojik tuzlu sudan (% 0.085)
temiz lam Uzerine pipetle (1 ml'lik) bir damla damlir. Kati vasattan sterilize edilgigne

Oze ile alinan kaltr bu suda 6zelendirilir (Homuoee edilir).
Basit Boyama:
- Lam Uzerine alinan numunenin havada kurumasasa.
- Alevden gecirilerek (3 defa) fiziksel tesbit edilir

- Eger basit boyama yapilacaksa, kilturin yagildilani Orteceksekilde boyalardan
biri (Metilen mavisi veya safranin vb) lam tzeriaéktllr 2 dakika beklenir.

- Boya kaba dokulerek, lam az miktarda akan muslyk de yikanarak kurutma ad|

ile kurulanir.

- Bir damla immersiyon y& damlatilarak, mikroskopla incelemeye alinir (%00



