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PREPARAT HAZIRLAMA

= PREPARATIN HAZIRLANMASI

Lam Uzerinde,

Sivi ktltlr stspansiyonundan veya
Kati besiyerinden alinan koloni stispansiyonundan
(koloni steril fizyolojik tuzlu suda suspanse edilir)

bir 6ze dolusu alinir hazirlanir.




PREPARAT HAZIRLAMA

= PREPARATIN KURUTULMASI
= PREPARATIN TESPITi (FIKZASYON)

) FIZIKSEL TESPIT (Isi ile).... Alevden 3 defa gecirilir.

1) KIMYASAL TESPIT (metanol, etanol, alkol eter, alkol aseton vs ile)
Metil alkol ile 3-4 dk. / etil alkol ile 10 dk. tespit edilir.

Hafif akan suda yikanir.
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Boyama Yontemleri

Basit ve Bilesik Boyama Yontemleri
= Basit Boyama; tek bir boya kullanilarak yapilan boyama yontemi
Mikroorganizmalarin morfolojileri ve bluyukltkleri hakkinda bilgi

edinilir.

= Bilesik Boyama; birden fazla boya kullanilarak vyapilan boyama

yontemi
Bilesik boyama yontemi ile mikroorganizmalar daha ayrintili

olarak gruplara ayrilabilmektedir.




Basit Boyama

= [am uzerinde sivi kdltar stispansiyonu veya kati besiyerinden alinan
koloni stispansiyonu (FTS ile) hazirlanir.

® Havada Kurutulur
= Tespit edilir.

» Uzerine Karbol fuksin, kristal violet vs konulur.

= Karbol fuksinde 5-10 sn, kristal violet boyasinda 30 sn, Metilen
Mavisi (5-8 dakika) beklenir.

= Su ile yikanir.
® | am kurutulur (kurutma kagidi veya havada).
= X 100’lik objektifte immersiyon yagi konularak incelenir.

= diyafram acik, kondansator yukarida




BASIT BOYAMA

Negatif Boyama
Lam Uzerine bir damla cini miurekkebi veya nigrosin konur.

Bir damla bakteri kulttra ilave edilir, yayilarak froti hazirlanir.

Lam Kurutulur ve incelenir.

Il Bakteriler boyanmaz, saha boyanir. Karanlk olan sahada

mikroorganizmalar renksiz veya parlak goralur.

= Kapsul ve spiroketleri gormek icin yararlanilir.







Bilesik boyama yontemi

1) Striiktiirel (yapisal) boyama yontemi

= Mikroorganizmalarin sahip oldugu flagella, fimbriya, kapsul, spor

(spor olusturan mikroorganizmalarda) vb. yapilar belirlenir.

Il) Diferansiyel (ayirici) boyama yontemi

= Bakteri hicre duvar vyapilari ayirimi ve aside-direncli (asido-

rezistant) ve duyarli olarak gruplandirmalar yapilabilmektedir.




®» Kan ve dokudan vyapilan boyamalarda hicrelerin yapilarinin
bozulmamasi icin kimyasal maddeler kullanilarak (aseton, alkol,

vb...) tespit islemi yapilir.

= Kiltdrlerden preparat hazirlanmasinda fiziksel tespit (isi islemi)

yaptimalidir.




Gram boyama

= Bu yontemle bakteriler Gram pozitif (+) ve Gram negatif (-) olarak

ikiye ayrilmaktadir.

®» Ancak Gram degisken ve intermediate bakteriler de bulundugundan

tum bakterileri bu yontemle ikiye ayirmak mumkun degildir.




Gram Boyama Yontemi

Kiltirden preparat hazirlanir, kurutulur ve isi ile tespit edilir.
Preparatin Uzerine kristal viyolet dokulerek 2-3 dakika boyanmasi saglanir.

Boya dokiulir ve preparat tzerine lugol solusyonu (mordant) konarak 1-2 dakika
beklenir.

Lugol solusyonu dokulerek absolut alkolde 10-15 sn dekolore edilir.
Su ile yikanir.

Safranin-eosin veya sulu fuksin ile 30 saniye boyanir.

Su ile yikanarak boya giderilir.

Preparat kurutma kagidinda veya havada kurutulur.

Sedir yagi konulur ve x100 lik biylitme ile incelenir.



Gram Boyama Asamalari
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Gram Boyama

® Gram pozitif mikroorganizmalar mavi-mor renkte,

® Gram negatif mikroorganizmalar kirmizi veya pembe renkte
boyanir.

11 Kalturler eskidikce mikroorganizmalar Gram negatif boyanirlar.




\.S‘.‘V}?fzg;-;"-;\a{":}’;?;?““‘\.‘\to -.'/"\ :.,..'. ¥
YN W

.~ \ S
'~ \N “...‘ o. ‘\N' '.b p ;‘ ! ( : '..|

.‘.’. .My ".;.\
. p ] ’l.o, " ’ - ’ .
J \ W AM 1 0’. 0 2
Q‘Q\}.‘:;' ".“ ‘g L 1 le v '.,C-k'
M TR Rt l?-:.’. MPPLAL ‘1 ~‘o/" '
. - _» a M
.;"g"l st ""‘," "\. v LR “‘ -‘ \
’ o o ) -
’0.5('g s 2T o ." t‘\/.“‘:“ : \,g ...‘.A
".' " "/.o 4 TR/ £ " ! *
- : » ’ ‘A3 ‘ - y
n\O:IN‘.\.. n' P Bonbe S¥
Y B h 3 - 3 | )
- ':‘.‘\ .\ ."\.,‘. " ¥ | s of \ .\'. ".’.‘$
R BT L R \
"f. ‘.‘ .. {\. “. - wvJe " / ’.‘0 5
Valnin' A el S | . il
.“.‘\...‘00'-":- .~ " ‘."" - e :
r s N s'rs. \\“ |.... “ ¢ o b
e v Viad 909 »° .oy b
iat ol\'-k\':' 'Y & g # "
\ b‘\‘ \\‘,/ & "a R \o. d - )
“. : h: ”.0’., '-" A .lr” ‘b ‘
’ 4 » ' : z
Ll W " V3 \ .

Gram pozitif bakteri Gram negatif bakteri



Streptococcus agalactiae gr(+) pozitif kok
tesbih taneleri gibi yan yana dizilen koklar




Staphylococcus aureus gr(+) kok
uzum salkimi gibi duzensiz kiimeler yapan koklar




Escherichia coli Gr(-) basil
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Staphylococcus aureus (Gram pozitif kok) ve Escherichia coli (Gram
negatif basil) iceren bir kolturden yapilan Gram boyama.
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Gram Boyama

» Gram-pozitif bakteriler

® Bqcillus, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus,
® Fnterococcus, Corynebacterium , Clostridium
®» Gram-negatif bakteriler

® Fscherichia coli, Salmonella, Shigella, Brucella,

» Pgsteurella, Campylobacter, Vibrio, Spiroketler




Gram Boyama ile boyanamayan bakteriler

|- Hlcre duvari bulunmayan Mycoplasma’lar
lI- Aside direncli bakteriler
-Mycobakteriler

-Nocardia

-Korinebakteriler
llI- Spiroketler (Treponema, Borrelia, Leptospira)

IV- Zorunlu hicre ici, besiyerinde uretilemeyen bakteriler (Chlamydia,
Rikettsia, Coxiella)




Tluiberkiiloz (aside diren¢li) boyama
(Ziehl Neelsen boyama-Asit-Fast Boyama)

= Tlberklloz, paratuberktloz gibi aside direngli bakterilerin hiicre

duvari yapisina sahip olan Mikobakterilerin boyanmasi

» Bu boyama yonteminde daha cok incelenecek numune (6rnek)
madde olarak cesitli dokularda bulunan tiberkiloz lezyonlarindan

(tiberkellerden) froti hazirlanir.

111" Boyanmalari icin yogun fenolli eriyiklerin 1s1 ile beraber

uygulanmasi gerekir.



Tliberkuiloz (aside direncgli) boyama Yontemi
™ Preparat tespit edilir.
= [ am Uzerine karbol fuksin solusyonu ilave edilir.

® Preparat alttan 4-5 dakika isitilarak boyanin lipid tabakasini asarak
iceriye girmesi saglanir.(Bu 1sitma islemi esnasinda preparatin

kaynamamasina ve kurumamasina dikkat edilmelidir.)

= Boya dokulur ve preparat asit-alkol (%5 asit+%95 alkol) ile dekolore

edilir. Lam su ile yikanir.

® Preparat Uzerine metilen mavisi dokulerek 10-15 saniye boyanir. Lam

su ile yikanur.



Tiiberkuiloz (Aside direncli) Boyama metodu

® Preparat kurutulur ve immersiyon objektifi ile incelenir.

= TlUberkuloz etkenleri kirmizi renkte kliclk, comaklar tarzinda goéruldr,

diger bakteriler mavi renkte gozlenir.

= Diger bakteriler asit-alkol ilavesinde karbol-fuksini birakirlar. Renksiz
kalan diger bakteriler metilen mavisi ilavesi ile boyanarak mavi renkte

gozlenirler.



Asit-Fast Boyama Yontemi

Procedure

-
Non Acid Fast
Acid Fast
Application of Application A i i i
2 pplication of Application of
Carbolfuchsin of heat Acid Alcohol Methylene Blue

(primary stain) (mordant) (decolorizer) (counter stain)




Ziehl-Neelsen boyama sonucu aside direncli
Mycobacterium tuberculosis etkenleri




Giemsa boyama yontemi

= Giemsa boyasinin bilesiminde asidik ve bazik boya bulunmaktadir.
= Azur-eozin ve metilen mavisinden ibarettir.

= Bu boya ile asit unsurlar bazik, bazik unsurlar ise asidik boya ile

boyanir.




Giemsa Boyama Yontemi

= Dokudaki htcrelerin (eritrositler, akyuvarlar vs) ve hucrelerde yer alan

mikroorganizmalarin tespitinde,

= Anthraks’da ise Bacillus anthracis’te kapsul varliginin gosterilmesi

amaciyla kullaniimaktadir.

= Kapsul kirmizi renkte bir hale olarak gorulur, bakterinin diger unsurlari ise

eflatun renkte boyanir.
= Ayrica Spiroketalarin gosterilmesinde kullanilan bir boyama yontemidir.

= Yine bu boyama yontemi ile Vebanin etkeni Yersinia pestis'te ve

pastorellozisde etkenler bipolar tarzda boyanir.



Giemsa boyama yontemi

® Dokulardan yapilan boyamalarda sikca kullanilan bir yontemdir.

™ |am Uzerine lamin uc¢ kismina yakin olarak antikoagiilanli/antikoagulansiz bir
damla kan damlatilir.

= jkinci bir lami birinci lamla 30° to 35° aci olusturacak sekilde yayma yapilir.
= Preparat metanol ile kimyasal olarak tespit edilir.

= Giemsa boya cozeltisi (azur eosinmethylene-blue) lamin Uzerini kaplayacak
sekilde konur.

= 5% Giemsa solusyonu ile 20-30 dakika, cok acil durumlarda %10 luk solusyon
ile 5-10 dakika boyama yapilir.

® Hafif akan suile yikanir.

®» Kurutulur-immersiyon objektifi ile incelenir.



Giemsa boyama sonucu kandan yapilan frofi
orneginde Comak tarzinda B. anthracis etkenleri




Eritrositlerde Anaplasma marginale etkenleri




Bipolar tarzda boyanan Yersinia pestis etkenleri
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Spor Boyama

= Bazi bakteriler belirli kosullarda, hticre icerisinde dis etmenlere karsi
daha direncli olan ve Endospor olarak adlandirilan 6zel formlar
olustururlar.

® Endospor olusumundan sonra, bakteri hlicresi 6lebilir veya lize
olarak dagilabilir.

®» Bu durumda endosporlar serbest hale gecerler. Bunlara serbest
spor yada kisaca spor denir.

= Spor olusumu Bacillaceae familyasinin tipik 6zelligidir.

= Spor bu familyanin tyeleri olan Bacillus ve Clostridium cinsi
bakterilerde goruldr.



Spor Boyama

» 1. incelenecek bakteri kiltiiri ile preparat hazirlanir (yayma,

kurutma, tespit),
= ). Preparat kaynar su banyosu duzenegi lzerine yerlestirilir
® 3 Preparatin Uzeri %5’lik malasit yesili boya cozeltisi ile kaplanir.

» 4. Uzerine lamdan daha kiicik olacak sekilde kesilerek hazirlanmis
olan bir kurutma kagidi yerlestirilir. Kurutma kagidi boya cozeltisini

cekerek islanir.



Spor Boyama

®» 5 Kurutma kagidi Gzerine malasit yesili boya cozeltisi damlatilir ve
kagidin surekli olarak islak kalmasini saglayacak sekilde hareket
edilir. Bu amacla, kurutma kagidinin islakhgl azaldikca, Ustine

malasit yesili boya cozeltisi damlatilir ve bu sekilde preparat 5-6 dk

boyanir.

® 6. Sure sonunda kurutma kagidi bir pensle kaldirilarak atilir,

preparat yikanir.




Spor Boyama

®» Karsit boya olarak bazik fuksin yada safranin (%0.5) ile 20-30 sn

boyanir

®» 7. Preparat yikanir ve havada kurutulur.

®» 8 Mikroskopta immersiyon merceginde (100X’lik objektif) incelenir.

=» Bu boyamada bakteriler pembe-kirmizi, sporlar yesil olarak

gorulur.




Spor Boyama

Application of Application Application of Application of
Malachite Green of heat water Safranin

(primary stain) (mordant) (decolorizer) (counter stain)




Bakteriler kirmizi, sporlar ise yesil olarak gorultr




Sonug

Il Boyama bakteriyolojik tanida ilk asamadir

Laboratuvar tanida yuratilmesi gereken yontemler

nakkinda bilgi verir.

Tek basina boyama yontemi tanida yeterli degildir.




