DÖNEM 1, BLOK 1, MODÜL IV TBBİ MİKROBİYOLOJİ UYGULAMASI  

/GRAM BOYAMA

/DIŞKININ MİKOROSKOBİK İNCELENMESİ

/BESİYERLERİNE TEK KOLONİ KÜLTÜR EKİMİ
MİKROBİYOLOJİDE KULLANILAN BOYA VE BOYAMA YÖNTEMLERİ:

BOYALAR
            Boyalar doğal ve sentetik olmak üzere iki gruba ayrılır.

A. Doğal boyalar: Doğal boyalar bitkisel ve hayvansal orijinli olabilirler.    hematoksilen ve orcein, hayvansal orijinli olanlara ise carmen örnek gösterilebilir 
B. Sentetik boyalar: Ehrlich tarafından  bazik , asid ve nötr boyalar diye üç gruba ayrılmıştır.
a. Bazik boyalar: Bazik boyaların kromofor grubu pozitif yüke sahiptir. Yani, yukardaki açıklamanın ışığında, bu nötr tuzu meydana getiren bazik kısım (kation , +) renkli buna karşın asid kısım (anion, -)1,2 ise renksizdir.  Bu tür boyalara katyonik boyalar da denir.  
          ( Örneğin; metilen mavisi bazik bir boyadır ve içeriği tetramethhyl-thionin-chlorhydrate’tır. Bu tetramethyl-thionin baz’ı hidroklorik asit ile nötr bir tuz meydana getirecek şekilde birleşmiştir. Tetramethyl-thionin bazı renklidir ve metilen mavisi boyasına rengini verir, anion kökü olan hidroklorik asit ise renksizdir.)  Bismarck brown y, crystal violet, methyl green , pararosanilin ( basic fuchsin), resorcin blue diğer bazik boyalardır. 
b. Asid boyalar : Asid boyaların boyayıcı kısımları negatif elektriksel yüke sahiptir.  Yani burada  tuzun baz kısmı renksiz asid kısmı ise renklidir. Bu tür boyalara anyonik boyalar da denir. Asitik boyalar zemini boyamak için kullanılmaktadır.
            Örneğin;   sodium eozinat  da eozinat negatif yüklü olup kromofor özelliktedir. Diğer asidik boyalara  acid fuchsin, anilin blue, kongo red, fast green, light green, erytrosin, orange G, acid pikrik, Phyloxine, alizarin red S, çini mürekkebi, nigrosin, malaşit yeşili gibi boyalar örnek gösterilebilir. 
c. Nötr boyalar: Nötr boyalar iyonik olmayan boyalardır. Bunlar suda çözünen renkli organik bileşiklerdir.  Burada nötr tuzu meydana getiren asid ve bazın her ikiside renklidir. Hematoloji ve mikrobiyolojide sık kullanılan bu boyalara Giemsa boyası en güzel örnektir. Bu boyalar parazitlerin incelenmesinde , rikettsiya ve klamidyaların boyanmasında kullanılmaktadırlar. Wright ve Leisman boyalarıda bu tip boyalara örnektir. 
PREPARATLARIN HAZIRLANMASI VE İNCELENMESİ 
Preparatların hazırlanması:
Preparatlar doğrudan hasta örneklerinden, kültürlerden ya da deney hayvanlarındaki patolojik lezyonlardan hazırlanırlar.  
Tesbit Yöntemleri:
Preparatların tespit edilmesindeki amaç onların lama yapışmalarını sağlayarak tutturmaktır 
1- Fiziksel tesbit: a)- Alevden geçirme  b)- Oda ısısında bekletme (18-24 saat)
2- Kimyasal tesbit:  a)- Alkol-eter karışımı  b)- Metanol  c)-Aseton, d)- Absolut alkol  
BOYAMA YÖNTEMLERI
I-Basit Boyama Yöntemleri:
a)- Negatif Boyama:  Mikroorganizmanın büyüklüğü ve morfolojisi hakkında bilgi edinmek ve spiroketler gibi zor boyanan bakterilerin gözlenmesi amacıyla kullanılır. Çini mürekkebi / Nigrosin eriyiği kullanılır.  
b)- Löfflerin Metilen Mavisi  
II-Kompleks Boyama Yöntemleri:
Gram Boyama
En az iki bazik boyanın kullanıldığı boyama yöntemidir. Gram pozitif ve negatif boyanma özelliklerini, bakterilerin morfolojilerinin belirlenmesini, polimikrobiyal görünüm tesbitinde önemlidir. 
Ehrlich - Ziehl - Neelsen Boyama Yöntemi 
Mycobacterium'ların hücre çeperinde bol miktarda uzun zincirli yağ asitleri vardır.  Aside rezistan basiller(ARB)i gözleyebilmek için  kullanılır.
Auramin - Rhodamin ile Boyama Yöntemi
Bunlar floresan veren boya maddeleridir.  
Kapsül Boyama
Negatif boyamada yapılan modifikasyonla veya birleşik boyama yöntemleri ile kapsül boyanabilmektedir. Çini mürekkebi içinde  bakteri süspansiyonu yapılır ve lamın üzerine ince yayma gibi yayılır, kurutulur. Alevden geçirilerek tesbit edilen preparat üzerine herhangi bir bazik boya konur. Bakteri bu boya renginde, zemin siyah, kapsül boyasızdır.
 His metodu, Muir yöntemi ve Antony yöntemi kullanılır  
Spor Boyama
Sporların hücre çeperi çok kalın olduğu için alttan ısıtılmak suretiyle boyayı almaktadır. Gram boyama yönteminde sporlar boyasız, vegetatif şekiller boyalı görülür. Sporun boyanması için spor boyama yöntemi olarak en başta Schaffer Fulton yöntemi kullanılır Bu yöntemde preparat malaşit yeşili ile alttan ısıtılarak 5 dk boyanır. Soğutulduktan sonra yıkanır. Dekolarizasyon yapılmadan kontrast boya olarak safranille 20 saniye boyanır. İmmersiyon objektifle incelenir. Sporlar yeşil, bakteri kırmızı, pembe görülür.
Kirpik Boyama 

Kirpikler mikroskopla dahi gözlenemeyecek kadar ince  (12-30 nanometre) olduğu için özel yöntem gerekir.   Bakterideki kirpiği gözlemek için Leifson metodu ile boyama en yaygın olarak kullanılır.
Metakromatik Cisimcikleri Boyama Yöntemi
Metakromatik cisimcikler başta Corynebacterium’lar olmak üzere bazı bakterilerin hücre yapısında bulunan ve büyük bir çoğunluğu volütin’den oluşmuş, bazik boyama yöntemleri ile değişik boyanan cisimciklerdir.
1- Metilen mavisi ile boyama yöntemi 
2- Neisser Boyama Yöntemi (Albert)  
Giemsa Boyama Yöntemi
Parazitlerin boyanması ;Giemsa daha çok parazitolojik inceleme amacıyla kullanılır. Kalın damla ve ince yayma preparatların boyanmasında kullanılır. İnce yaymada eritrositlerin içindeki parazitleri görmek için boyamaya geçilmeden metanolle tesbiti gerekir. 30 dakika boyama yeterlidir. Kalın damlada ise preparata Giemsa ile boyamadan önce distile su damlatılarak eritrositlerin parçalanması sağlanır. Ya da doğrudan Giemsa ile boyanır. Kalın damla preparatlarda amaç eritrositlerin parçalanıp hücre içindeki parazitlerin dışarı çıkmasını sağlamak olduğundan  preparatlar tesbit edilmez. 
Spiroketlerin ; incelenmesi amacıyla da kullanılır. Giemsa genel olarak stok çözelti halinde bulunur. Boyama yapılırken sulandırım yapılır. 1ml sulandırıcı + 1 damla stok Giemsa ile sulandırılır. Spiroketler için 18 - 24 saatlik bekleme süreli Giemsa boyaması yapılır.

Diğer boyama yöntemleri

Riketsiya ve Klamidi’yaların Boyanması;
Castenada Boyası, Macchiavello Boyası: Klamidyalar içindeki elementer cisimcikler Castenada yöntemi ile mavi mor, Giemsa ve Macchivello ile kırmızıya boyanır, retiküler cisimcikler ise maviye boyanır.

Mantarların Boyanması; 
Laktofenol Pamuk Mavisi Boyama Yöntemi: (Laktik asit, kistal fenol, gliserin, saf su, pamuk mavisi): Özellikle küf tarzında üreyen mantarlardaki hif ve sporlarını incelemek amacıyla kullanılmaktadır.  
Çini mürekkebi ile boyama: Özellikle kapsüllü mantarlardan   Cryptococcus neoformans’ın tanısı amacıyla kullanılır.

Gram Boyama: Daha çok mantarlar  gram pozitif boyanırlar.

NaOH veya KOH preparatları ile mantar incelemesi: %15 oranında kullanılır. Kitin tabakasının çözülmesi ve hiflerin ortaya çıkması sağlanır.  
Peryodik Asit Shift (PAS) Boyama Yöntemi: Genel olarak doku içindeki mantarların gösterilmesi amacıyla kullanılmaktadır.  
Bakteri DNA’sını boyamak için en fazla Fulgen Metodu kullanılır.

Kuduzdaki Negri cisimciğini gözlemek için Seller Metodu kullanılır.
NATİV (Boyasız)PREPARATLARIN HAZIRLANMASI 
VE

İNCELENMESİ
            Boyasız preparatlar daha çok  bakteri hareketlerinin gözlenmesi, varsa protozoon kist ve trofozoitleri ve parazit yumurtalarının incelenmesi amaçları için kullanılır. 
Hareket  testi iki şekilde yapılir:
1-Lam lamel arası preparat: Hareket muayenesi yapılacak mikroorganizmanın sıvı kültürü yapılmalıdır. Lamın ortasına bir damla bakteri süspansiyonu damlatılır, üzerine lamel kapatılır,  kuruması önlenmek istenilirse lamelin etrafı, çepeçevre sıvı vazelin veya tırnak cilası ile sıvanır. Önce 10 luk sonra 40 lık objektiflerle  incelenir.  
2-Asılı damla preparatı ile hareket incelenmesi: Bu iş için ortasında bir çukur bulunan çukurlu lam kullanılır. Sıvı örnekten (bakteri süspansiyonu) öze ya da pastör pipeti ile alınan örnek temiz bir lamelin ortasına bırakılır. Lamel ters çevrilerek lamdaki çukura kapatılır, etrafı vazelinlenir.10x ve 40x objektiflerle inceleme yapılarak hareket izlenir. Hareket muayenesi için en uygun mikroskop  karanlık alan mikroskopisidir.
DÖNEM 1, BLOK 1, MODÜL IV TBBİ MİKROBİYOLOJİ UYGULAMASI 

GRAM BOYAMA

Gram boyamada önemli olan özellikler
Gram pozitif bakterilerin hücre çeperinde Gram negatiflere kıyasla oldukça kalın peptidoglikan tabaka mevcuttur. Bu nedenle aldıkları boyayı alkolle dekolarizasyonda gram negatiflere nazaran daha geç bırakırlar.. Gram pozitif bakterilerin hücre çeperinde karbonhidratlar, gram negatiflerde lipidler fazladır. Karbonhidratlar alkolle dekolarizasyon esnasında dehidratasyona (su molekülü açığa çıkar) uğrar. Porlar iyice büzüşür , daralır ve boya dışarı çıkamaz. Lipitler için ise alkol çözücüdür ve hücre çeperinde  olan porlar daha çok açılacaktır. Gram pozitif hücre çeperinde bulunan teikoik asit, bazik boyalarla  daha kuvvetli birleşik oluşmasını sağlar. Gram pozitif hücre çeperinde bulunan magnezyum ribonucleatın gram boyanmada önemli fonksiyonları vardır.
Bakteri protoplazmasının pH sıda önemlidir. Gram pozitiflerdeki protoplazmanın pH sı daha asidiktir. Bakteri Kültürünün Yaşı: Genel olarak yaşlanmış kültürden elde edilen preparat gramla negatif boyanma eğilimindedir.
Gram boyamada izlanecek yol:
Örnek alımı

Preparatın hazırlanması(Örneğin lam üzerine yayılması)

Kurutulması(Oda ısısında havada kurutmak)

Tesbit: Alevden 3 kez geçirilerek ısıda tesbit yapılır

Boyama sehpası üzerine yerleştirilerek preparatın soğuması beklenir.

Gram boyama işlemi:
Kristalviole boyası preparat üzerine dökülür 1 dakika beklenir

Suyla preparat yıkanır(kurumasına izin verilmez)

Lugol boyası preparat üzerine dökülür 1 dakika beklenir

Suyla preparat yıkanır(kurumasına izin verilmez)

Etil alkol(%95)/absolut ile 30 saniye süreyle boya çözündürülür

Suyla preparat yıkanır(kurumasına izin verilmez)

Sulufuksin boyasıyla  son boyama  45 saniye süreyle yapılır

Suyla preparat yıkanır(kurumasına izin verilmez)

Preparat kurutulur. İncelemeye hazır hasta preparatı oluşturulmuştur.

Mikroskobik inceleme; preparat üzerine “immersion yağı” damlatılarak 100X büyütmede”z” harfi çizgisi şeklinde preparat üzerindeki boyalı materyalin tamamı incelenerek, şüpheli yapıların görüldüğü yerler mikroskop tablasındaki şaryoda var olan koordinatlar kayıt edilerek, hatta mikroskop üzerindek fotoğraf makinasıyla görüntüler dijital ortama aktarılarak, incelemeler tekrarlanılır. İncelemede esas olan çok fazla gözlemcinin katılması ve ortak yorumda buluşmaları tanıyı daha doğru ve kolay hale getirecektir.
Kıymetli örnekler incelendikten sonra lam üzeri etiketlenerek kayıt altına alınır ve üzeri kanada balsamı-lamelle kapatılarak daimi preparat haline getirilir. Arişvlenerek zengin bir laboratuvar geçmişi oluşturulur.
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 DIŞKININ MİKROSKOBİK İNCELENMESİ

Örnek alımı: Hasta ve hasta yakınına örnek alımı kuralına uygun olarak tarif edilmelidir. Örnek temiz, sıvı sızdırmayan, kapaklı, yaklaşık 250 ml hacimli plastik kaplara alınmalıdır. Üzerine hastanın adı-soyadı, protokol numarası, tarih ve zaman yazılmalıdır.
Hastadan alınan dışkı öncelikle makroskobik olarak incelenip özellikleri(Kokusu, rengi, kan içeriği, viskozitesi, erişkin parazit varlığı,pH) kayıt edilir. Mikroskobik inceleme için:
Preparat hazırlanması; temiz bir lam üzerine bir damla serumfizyolojik(SF) damlatılır. Üzerine gaitadan eküvyon ucuyla 1 gr materyal alınır, SF üzerine konularak lam üzerinde 1 cm2 lik alan çapında dairesel hareketle yayılır. Materyal kurumadan üzerine daha geniş yüzeyel alana sahip lamel kapatılarak 10X, 40X büyütmelik objektiflerle inceleme yapılır(NATİV İNCELEME). İstenildiği taktirde mikrobiyolojide kullanılan boyalardan birsi +SF+feçes ile karıştırılarak boyalı preparat hazırlanır ve incelenir. En çok kullanılan boya “Lugol” solüsyonudur.
NoT: Çalışmalar eldiven ve ömlük giyiler, hijyen kurallarına uyularak yapılmalıdır.

NoT: Dışkı ile yapılacak çalışmalarda patojen organizmaların kimyasal maddelerle(Formol vb.) öldürüldükten sonra 
yapılmalıdır
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TEK KOLONİ KÜLTÜR EKİM YÖNTEMLERİ
Bakterileri bilinen bir ortamda(besiyeri) bekletilerek(inkübe edilerek) kolonizasyonu oluşturulur. Daha sonra bu koloniden bakteriye ait laboratuvar(invitro) çalışması sürdürülür.

Kanlı agar besiyeri, Eosin Metilen Blue besiyeri(EMB), Buyyon(sıvı besiyeri), Saboroud dekstroz agar(SDA), Muller Hintton agar vb besiyerlerinde kültür ekimleri yapılır.
Kültür ekimi için: Bunzen alevi, Öze, Cama yazar kalem, eldiven ve Besiyerleri 
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