BAKTERILERIN BOYANMASI VE BOYAMA METOTLARI

Mikroorganizmalar dogada c¢ok vyaygin olarak bulunurlar. Onbinlerce farkli cins ve tlrdeki
mikroorganizmanin; bulunduklari yerler, yasam fonksiyonlari, Greme ve ¢odalma 6zellikleri ve birbirleri
ile olan iligkileri bayuk farkliliklar gdsterir.

Mikroorganizmalarin bazilari dodrudan veya dolayli olarak insan yasamina fayda saglarken, bazilari
zararll hatta 6ldurtcu 6zellik gdsterirler. Bunun yaninda ayni mikroorganizma belirli kosullar altinda
yararli iken, kosullarin degismesi ile zararli hale gelebilir. Ya da ayni mikroorganizma bazi 6zel kullanim
kosullarinda yararli iken, bir gidada bulunmasi bozulmalara yol acabilir. Ornegin, sirke lretiminde
kullanilan asetik asit bakterileri sarap Uretiminde blytk tehlikedir, biyogaz Uretiminde kullanilan metan
bakterilerinin, baklagillerde azot tesbit eden Rhizobium bakterilerinin, biyolojik kontrolde kullanilan
Bacillus bakterilerinin gida maddelerinde bulunmasi istenmez.

Benzer sekilde Escherichia coli, mikrobiyolojik ¢alismalarda ve 6zellikle genetik arastirmalarda en ¢ok
kullanilan bakteri iken, bunun hi¢cbir gida maddesinde, hatta sulama ve kullanma sulari ile plajlarda
bulunmasina izin veriimez. Cunku E.coli dojada sadece sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin
bagirsaklarinda bulunur. Gida, su, toprak gibi materyallerde E.coli bulunmasi dogrudan dogruya o
materyale E. coli bulagtiginin veya lagim suyu ile temasta oldugunun kanitidir. Bununla beraber, yine
fekal (digki) kaynakli olan fekal Streptococcus cinsine ait bazi tirler bugiin 6zel peynirlerin yapilmasinda
kullaniimaktadir.

8.1. Bakteri Morfolojisi

Bakteri morfolojisi; makroskobik ve mikroskobik morfoloji olarak ikiye ayrilir. Makroskobik morfoloji bir
anlamda koloni morfolojisidir. Ancak makroskobik morfoloji kavrami icinde, bakterilerin kati ve sivi
besiyerindeki UGreme sekilleri, olusturduklari yapilar ve meydana getirdikleri degisimler de
incelenebilmektedir.

8.1.1. Makroskobik (koloni) morfoloji

Koloni, bir bakteri huicresinin (ya da sporunun) kati bir besiyerinde distigl herhangi bir noktada ¢ok
sayida bdlinmeler gecirerek olusturdugu ve c¢iplak g6zle gorulebilen hicre toplulugu seklinde bir yapi
olarak tarif edilebilir.

Tek bir bakteri hlcresi agarli besiyerinin ylizeyinde logaritmik olarak Uremeye baslayinca binlerce
organizma meydana gelir ve bunlar gézle gérulebilir hale ulastiktan sonra koloni olarak adlandirilir. Her
bir bakteri ve fungal organizma karakteristik koloni sekline sahiptir.

Bir kolonide yalnizca bir bakteri tirt oldugundan, bir koloni bir hiicreye esdeger sayilabilir. Bir bakteri
farkli besiyerlerinde farkl koloni morfolojisi olusturabilir.

Saf kiltur olarak izole edilmis klonlari (tek bir birey) tanimlamak igin koloni dig gérinimlerinden
yararlanarak farkli koloni tiplerini belirlemek, mikrobiyolojik ¢alismanin baglangicini olusturmaktadir.
Bunlara ek olarak koloni &zelliklerinin farkh kisilerin de anlayacagi ve yorumlayacagl sekilde
tanimlanmasi gerekir. Buna gdére koloni 6zellikleri su sekilde tanimlanabilir:

Sekli ve blyuklagu: yuvarlak, dizensiz ve ince.
Kenarlari: duz, dalgali, loplu.

Yuksekligi: konveks, duz, kabarik, ¢ikintili.

Rengi: renkli, opak, seffaf, parlak, donuk veya mat.
Yapisi: nemli, mukozlu, kuru.
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8.1.2. Mikroskobik morfoloji

Mikroskobik tanimlamalar ézellikle klinik mikrobiyolojide oldukga dnemli iken, gida sanayiinde gunluk
analiz yapan laboratuvarlarda ayni 6neme sahip degildir. Bunun baglica nedeni, klinik mikrobiyolojide
materyalin genellikle “Kanli Agar” gibi zengin bir besiyerine surilmesi ve izolatin bu sekilde genel bir
besiyerinden elde edilmesi, buna karsin gida mikrobiyolojisinde izolatin genellikle selektif bir
besiyerinden elde edilmesidir. Ornegin Violet Red Bile Agar besiyerinden elde edilen tipik koloni zaten
gram-negatif cubuk seklinde bir bakteri olacaktir. Plate Count Agar’da gelisen bakterinin tanimlanmasi
ise ancak ¢ok 6zel kosullarda yapilir. Gida mikrobiyolojisi arastirma laboratuvarlarinda mikroskobik
tanimlamanin yeri vardir.

8.2. Bakterilerin Boyanmasi

Bakteriler genelde seffaftir, bu nedenle mikroskopta direkt olarak incelenmeleri gugtir. Bakterileri
tanimlama yollarindan birisi onlari boyamaktir. Mikroorganizmalarin boyanmasi ile mikroskopta onlarin
ic organelleri belirgin hale gelmektedir. Dolayisiyla bakteriler daha iyi incelenmekte, morfoloji ve
histolojileri hakkinda daha iyi bilgi edinilmektedir. Yani boyama ile bakterilerin identifikasyonlari da
kolaylagsmaktadir. Bu nedenle biyolojik boyalar ile boyama metotlarinin mikrobiyolojide énemli bir yeri
vardir.

Bakteriler, c¢esitli boyalara ve boyama metotlarina karsi gosterdikleri davraniglarina (sekilleri,
buyuklikleri, dizilis sekilleri, belirli hiicre organellerinin varligi ve yapisi) gore gram-pozitif, gram-negatif
ve aside direngli bakteriler (Mycobacterium cinsi) olmak tzere gruplara ayrilabilirler.

Ancak bakteri hiicreleri boyanmadan da basit preparat hazirlamak suretiyle incelenebilir. Basit preparat
canlh hicrelerin incelenmesine olanak tanir. Boylece;

- Hareketlilik ve ikiye bolinme gibi hiicre aktiviteleri gdzlemlenebilir.

- Bakterilerin boyanmasi sirasinda uygulanan isiyla tespit islemi (fiksasyon) ve kullanilan boyalar,
hicre 6zelliklerinin degisimine neden oldugundan, hiicrelerin dogal sekil ve boyutlarinin incelenmesi
amaciyla basit preparat hazirlanmasi daha uygun olmaktadir.

8.2.1. Boyalar

Ozellikle kullanilan biyolojik boyalarin igerikleri ve mikroorganizmalarin boyanma metotlari
mikrobiyolojide 6nemli bir asama olarak kabul edilmektedir.

Boya, bir benzen halkasina (CesHs) bagh kromofor ve oksokrom gruplari tasiyan organik bir bilesik olarak
tanimlanabilir. Benzen halkasindaki H atomlari yerine farkli element veya gruplarin girmesiyle degisik
boyalar olusmaktadir. Kromofor grup molekuliin renk 6zelligini verir, ancak ortamda oksokrom olursa bu
boyay! bakteriye baglar. Boyanin asidik veya bazik oldugunu oksokrom grubu belirler. Kromofor gruplari
ise renk verme 6zelligi fazla ve az olanlar olarak ikiye ayrilabilmektedir.

Renk verme 6zelligi fazla olanlar: Azo -N=N-
Nitrozo -N=0
Azoksi -N=*N-O
Tiyo C=S

Renk verme 6zelligi az olanlar: Nitro *NO-O
imino C=N-
Karbonil C=0
Etenil Cc=C

Oksokrom gruplari : —OH (hidroksil), I- (iyot), Br- (Brom), CI-(Klor)

Boyalar, boya molekulinin elektrik yikine gore asidik, bazik ve nétir boyalar olmak Gzere Uge ayrilir.
Yine igerdikleri kromofor gruplarina goére nitro boyalar (pikrik asit vd.), azo boyalari (metil oranj, metil
kirmizisi vd.), antrakinon boyalari (alizarin sarisi-S, purpurin), kuinonimin boyalari (metilen mavisi,
resazurin vd) ve ksanten boyalari (eosin Y, eritrosin, bromtimol mavisi vd.) gibi gruplara ayriimaktadir.
Daha bunlar gibi birgok boya gruplari kullaniimaktadir.



Yukarida s6zi edilen sentetik boyalarin yaninda dogal boyalar (indigo, karmin, litmus vd.) da
bulunmaktadir.

8.2.2. Boyama teorileri

Bakterilerin boyanmasi ve bakteri ile boya arasindaki etkilesimleri acgiklamak igin bir ¢gok fiziksel ve
kimyasal teori ileri surilmuastir. Boyama islemi genel olarak preparat hazirlama ve boyama olmak tzere
iki asamada gerceklestirimektedir:

a. Preparat Hazirlama

Temiz bir lam 1-2 damla ksilol veya alkol ile temizlendikten sonra ortasina bir damla damitik su konulur.
Kultirden 6ze ile alinan érnek 6nce su damlasi yaninda ezilerek, daha sonra da su damlasi ile azar
azar karistirilarak lamin Gzerine ince bir film halinde yayilir. Havada kurumasi saglanir. Lam bunzen
beki alevinden ¢ defa gecirilerek 6rnegin sabit hale gelmesi (fiksasyon) saglanir.

b. Boyama
Genellikle bazik boyamanin yapildi§i boyama isleminde uygulanan yéntemler (¢ ayri baslikta toplanir.

1. Basit boyama: Baslica islem asamalari lam Uzerine aktarma, yayma, kurutma, fiksasyon, boyama,
yikama, kurutma ve mikroskopta incelemedir. Temel olarak morfolojik inceleme igin yapilir. Her ne
kadar dogrudan gram boyama ile hem gram reaksiyon hem de morfoloji belirlenebilirse de morfolojik
inceleme icin basit boyama 6nerilmektedir.

Boyamada tek bir boya (Loeffler'in metilen mavisi, kristal violet, sulu fuksin ve safranin gb.) kullanilir.
Preparat hazirlandiktan sonra (yayma, kurutma, tespit) tzeri boya ¢ozeltisi ile kaplanir ve 1 dakika
beklenir. Boya dokulerek preparat damitik suyla yikanir ve kurutulan preparat mikroskopta
immersiyon objektifiyle incelenir.

Bakterilerin boyanmasinda genelde basit boyama tercih edilir. Bakteri ylizeyinde negatif yiik varsa
hicre asidik boyayl kabul etmez, bu nedenle de boyanmaz. Basit boyamada, boyama muddeti ve
kullanilan boyaya bagl olarak mikroorganizmanin rengi farklilik gdstermektedir.

2. Diferansiyel boyama : iki farkl renkteki boyanin ayni preparat (izerinde belli tekniklerle ve ardi
ardina uygulanmasiyla gergeklestirilen bir boyama seklidir. Diferansiyel boyama ile
mikroorganizmalarin  gruplandiriimasi (gram boyama, asit-fast boyama) ve organellerin
goruntilenmesi (flagella boyama, kapsil boyama, spor boyama, cekirdek boyama) mumkin
olmaktadir.

Once hiicreler birinci boya ile boyanir, etil alkol gibi maddeler ile dekolorizasyon (renk giderme) islemi
yapilir. Bazi hucreler digerlerine gére daha kolay dekolorize olur. Gram boyama ve diger diferansiyel
boyamalarda bakterilerin bu 6zelliginden yararlanilir. Dekolorize olmus hucreler karsit boya ile tekrar
farkli bir renge boyanir.

Diferansiyel boyamaya gram boyama, Ziehl-Neelsen boyama yéntemi (Mycobacterium tuberculosis
gibi aside direncli bakteriler icin), spor boyama ydntemleri, negatif diferansiyel boyama yéntemleri,
yag boyama yontemi gibi yontemler 6rnek verilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilani gram boyama
yontemidir.

- Gram boyama: Bakteriyolojide ¢ok 6nemli olan bu teknik 1884’de Christian Gram tarafindan
gelistiriimis diferansiyel bir boyama teknigidir. Gram boyama ile bakteriler gram-pozitif ve gram-
negatif olarak ikiye ayrilabilmektedir. Ancak bazi bakteriler vardir, ki 6érnegin Mycobacteriumlar,
onlari gruplama imkani yoktur. Gram boyama bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda énemli bir
kriter ve boyama teknigidir. Sadece bakteriler igin uygulanir. Bakteriler hiicre ¢eperlerindeki lipit ve
lipit tirevlerine gbre boyama sonunda mavi-mor (Gram-pozitif) ya da kirmizi-pembe (Gram-negatif)
boyanirlar. Bazi gram-pozitif bakteriler boyama sirasinda kullanilan dekolorizatér (renk giderici)
¢Ozeltisine duyarh olduklari igin bunlar da kirmizi-pembe renkte gorilebilir. Bunlar Gram-labil
(duyarli) olarak adlandirilir. Bazi bakterilerin ise ¢ok yaslh kulturleri farkh reaksiyon verir. Bunlar da



Gram-variable (degisken) olarak tanimlanir. Gram-variable etkiden sakinmak i¢in bakterilerin 18-
24 saatlik kulttrleri kullanilir.

Gram boyama yodntemi su sekilde yapilir :

18-24 saatlik klltirden preparat hazirlanir.

Preparat kristal viyole ile kaplanir ve 1 dakika beklenir.

Preparat bol damitik suyla yikanir (ya da lugol ¢cozeltisiyle).

Preparat Uizeri lugol (Gram iyot ¢ozeltisi) ile kaplanir ve 1 dakika beklenir.

Lugol akitilarak damitik suyla yikanir.

Preparat Gzerine % 96’k etil alkol yayilarak 10-15 saniye beklenir (preparat uygun bir kaptaki
alkol icine daldirilarak da beklenebilir), bu isleme de dekolorizasyon adi verilmektedir).
Preparat hemen damitik su ile yikanir.

Karsit boya sulu fuksin veya safranin ile kaplanarak 10-30 saniye beklenir.

Preparat bol damitik su ile yikanarak ya da kurutma kagidi arasinda kurutulur.

Preparat mikroskopta immersiyon merceginde incelenir. Kristal viyole ¢dzeltisini hiicre iginde
tutabilen, dolayisiyla mikroskop altinda mor renkte gérinen bakteriler gram-pozitif; adi gegen
¢cOzeltiyi tutamayip hiicre disina birakan ve bu nedenle pembe-kirmizi renkte géziiken bakteriler
de gram-negatif olarak degerlendirilir.
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- Spor boyama : Bacillus ve Clostridium cinsi bakteri turleri isil islemlere dayanikli, endospor adi
verilen vyapilar olusturmaktadir. Endosporlar 1sil iglemlere dayaniklihdin yani sira spor
olusturmayan bakterilerin duyarl oldugu pek ¢ok kimyasala da direnglidir. Kimyasallara ve 1sil
islemlere kargi dayaniklihgin temelinde kalin spor kilifi rol oynamaktadir.

Spor boyamada uygulanan isil islemle boya, spor kilifina islemekte ve hiicre boyanmaktadir. Boya
giderici islemler ile boya uzaklastirilamaz.

3. Negatif boyama: Mikroorganizmalarin morfolojilerini incelemek igin uygulanan ve mikroorganizmalari
degil, bunlarin yayildigi ortami boyamayi amaglayan bir boyama yontemidir. Boyama igin g¢ini
murekkebi veya nigrosin boya ¢dzeltisi kullanilir.
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