Isik ikroob
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Bilimin herhangi bir alanindaki ilerleme, hem teknoloji hem de enstriimantasyon alanindaki ilerlermeyi
izler. Son yillarda, biyoloji bilimindeki bilgi patlamasinin kékeni cesitli tekniklere ve aletlere dayandiril-
yor. Bunlar arasindaki en onemii gelisme mikroskop ve mikroskop kullanma tekniklerindeki gelisme-
lerdir. Mikroskop, biyologun, ktguk canlilarin organizasyon ve duzenini gérmesini saglar. Bu bilgiler
aaha sonra baska teknikler kullanilarak elde edllen fizik ve kimya bilgileri ile birlestirilir, Nitekim, mik-
roskop canlnin isleyis ve yapisal resminin tamaminin insaasinada yer alan énemli bir gerectir.
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NSANIN bir cismi daha i gér-

mek amaciyla gergeklestirdigi ilk

evlem, cismi goziine vaklastir-

mak ve ona vakindan bakmakur,

Ik asamada “gérme™ ve "oz ¢
bakugimizda, bir nesnevi ¢plak gize,
gok fazla vaklasuramadiginz goriiriiz,
Bu en vakin girme mesafesinde gz,
birbinnden 0,15 mm kadar uzak iki nokra-
vi avire edebilir, Bu kosullarda gz mer-
cedi, fiziksel olarak kalimligim degistire-
rek uyum saglamava calisir. Bir insan
giplak gizle, eger gizlerinde herhangi
bir hastahlk voksa, metrenin binde biri
bitvitkligiindeki kurbaga va da balik
vumurtasini gorebilir. Ancak bu kadan

ad

da vermevip, daha uzad va da daha kii-
cligil, goriinmezt ve bilinmezt gormek
isteyinee insanoglu kendisine yardimed
arag geregler rasalamava baslamustir,

Diinden Bugiine
Mikroskop

NLS. L yiizwilda, Kiiresel bir camin
icine su doldurarak bir mercek gelisti-
rildi: Seneca mercegi. Bu mercek, basit
bitviiteglenin atasi olarak rarithreki veri-
nt aldi, Seneca’yt insanlann o dinem-
de kullanma amaglan basit: Mercegi
bir stk kaynaginin éniine Kovarak 1s1-
g cofalmasimi, yavilmasini saglamak,

Mercek alamindaki gelismeler icin
insanoglunun biraz beklemesi gerekti,
Gorme bozukluklarmin vardimer alet-
lerle giderilmeve baslamas: daha son-
raki yiizyillar da ancak gergeklestirildi,

Bt e Tebnily



Savdam minerallerden diizelrilerek
kesilmis pargalar gergevelere yerlestiri-
lerek insanlarin daha i gormeleri sag-
lanwvor. 13, viizyilda, ltalya'da ilk sili-
kat camu iiretilivor, bu gozliilk uzag
giremeyen mnsanlarn sorunlarny ¢ozi-
vor. Bu ilkeve davanarak, daha giiclii
merceklerin gorme bozukluklan olma-
van Kigilerin, giirme esigini azalttigim
sovlevebiliriz, 16, yy'da ichiikey mer-
cekler iirenldiginde, aruk vakim giire-
meven insanlann da sorunlar bir neb-
ze olsun azalnust.

Bu dénemde, Jacharias Jansen, ig
biikey ve dis bitkey merceklerin dog-
rusal kombinasvonlarini deneverek, ilk
mikroskobu ger¢eklestirdi, Bu ilk kaba
birlesik mikroskobun sonuglan hari-
kaydi. Mikroskop bir nesneyi tama-
men kapali iken 3x (3 kat), agikken 9x
(9 kat) kadar biiviitebilivordu. Mikros-
kop, 2 mercek ve tiipler arasindaki bir
divaframdan olusuyordu, Ne yvazik ki,
Jansen'in 16. yy'da vapug ve Hollan-
da'da Kraliver ailesine satufi bu mik-
roskoplardan higbiri giiniimiize ulag-
mamisr.

Jansen’in direttigi mikroskoplann
inii tiitm Avrupa'vi sarmist. Mikros-
kop direticilerinin sayist arcmistt, Bu ar-
t1s yeni araviglara da yol acivordu,
1619°da Connelius Drobbel, Lond-
ra'da ikili digbiikey gozmercekli ve bir
taraft (hgbiikey objekeifli, kiigiik bir
mikroskop gelistirdi. Mayis 16247te,
Galileo, Drobbel'in mikroskobunu ald
ve birtakam degisikliklerle, mikrosko-
bun gizlemeinin vorumuna bagh ola-
rak. hem mikroskop hem de releskop
olarak kullanilabildigini herkese gis-
termiy oldu. Bu olay Galileo'nun zeka-
stnin ve veteneginin de
bir kanimni olusturur.

Mikroskobun adinim
konulmasi 13 Nisan
1625"te Giovanni Faber
tarafindan gergeklestiril-
di, O donemde mikros-
kop, dznel olarak, kiigiik
nesneleri ya da onlarin
par¢alarini gormek anlamina ge-
livordu, Fakat giiniimiizde, nesnel
olarak mikroskop, sozliiklerde giiclii
bir biiviiteg olarak tanimlanir.

Giiniimiizde mikroskop kulls-
niminim amagt, kesinlikle Ro-
bert Hooke (1635-1703) do-
nemindekinin  aynidir,
16.vv da arasormactlar disinda,

Oeak 1997

Claude Bernard bir grup arkadasiyla, tavsan érnegini mikroskopta inceliyorlar.

asil kigiler mikroskobu bir oyuncak
olarak goriiyor ve degisik amagclar i¢in
satin ahyorlards.

1660-1665 villart arasinda Robert
Hooke ‘micrographia’vt vazdi. Microg-
raphia’da Chistopher Cock’un yapug
ohjekrif ve okiller mercekleri olan bir
mikroskoptan ve o'nu nasil gelistirdi-
ginden bahsedivordu. Hooke, mikros-
koba orta cam da dedigi figiincii bir
mercek yerlesarivor ve boylece mater-
vallerin daha ivi gizlendigini ortaya
koyvuvordu, Hooke mikroskopla sise
mantarnina bako@inda, bunun nere-

Hooke'un drettigi birlesik
mikroskobun bir taklidini gériyoruz,
Eger yeteri kadar isik yoksa,
yaglambasini resimdeki gibi bir
duzenekle kullaniyordu.

Seneca merced)

Objekiif
mercedl

devse tamaminin hava oldugunu gordii
ve tiim bu havawi ¢ergeveleyen vapila-
ra ‘hiicre” adini verdi. Fakat bu hiicre-
lerin gercekten hiicre duvan kalinnla-
i oldugunu bilmivordu. Hooke,
1665'ten sonra o kKadar giizel mikros-

Goz yuvasi GOz yuvasi kup arneklerd
alhr:daki I ortava kovdu
okiler . -l
mercegi ki halen Bi-

lings Mik-
roskop Kol-
leksiyonu'nda ve
Kralivet Mikros-
kop Birligi Kollek-
sivonu'nda bu or-

Kaplama
levhasi
|

nekler bulunmak-
tadir,
Antony Van Leeu-
wenhoek (1632-1723) 40
vaslarinda mikroskop kul-
lanmaya ve vapmaya basladu
Hooke 'un direkatlerini de giz
oniinde bulundurarak 400°den
fazla mikroskop iiretti. Ne vazik ki
bunlarn da sadece Y tanesi giiniimii-
ze kalabilmistir. Leecuwenhock
1673'te basit mikroskoplarla vapilabi-
lecek deneyler hazirlayarak, bunlan
Londra’daki Kraliver Birligine vollu-
vordu. Bun
bakteri ve spormatozoa'nin da tanimi-

art yaparken ilk protozoa,

ni vapan kisi oldu. Kendisi bunlara
‘hayvanaik' Ginimalenles) divordu. 1k
kirmizi kan hiicresinin derayh rani-
mint gergeklestirdi, Leenwenho-
ek ile mikroskop vavas vavas kul-
lanim amacim sapuyordu. Aslinda
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Okdler
mercedi

Objektif
mercedi

Odaklama
vidasi

Leeuwenhoek bir bilim adami degildi.
Fakar daha v gisriineii elde edebilme-
sinin biylece basariva ulasmasinim ne-
denleri ¢ok basitti. Bu yiizyilda kulla-
nilun mercekler ¢ok kaba sayilirdi.
Mercek vapimi, cam erimin ikt parca
tahta arasinda basunlmasivia saglani-
vordu, Bu viizden biviitmede ve renk-
lerde sorun gikivordi. Arastirmaci efer
mikroskobu 40x va da 50x giiciinde
kullanmak istiyorsa, goriintiiniin bula-
nik olmasini kabullenmek zorundavdi.
Lecuwenhoek diizgiin iglenmis tek
mercekli mikroskobun birlesik mik-
roskopran daha ivi sonue verdiging fark
etmigt. Bu mikroskop, nesne verlesti-
rildikten sonm. gize ¢ok vakin olacak
sekilde kaldinhyordu, bitvlece giriin-
tiide 50x-200x arasinda bir biiviieme
saglanvordu, Fakar, tiim bunlann va-
ninda odaklama igin ¢ok i konsantre

Okdler
mercedi

Gézun yakaladif

BayOtiimis
A Ilmmli
'.‘ gorintd

Omegin
durdugu
levha

Ornegi
gorintileyen

Isity yansitan ayna

1826'da dretilmis akromatik mercekli birlesik mikroskop ve
calisma prensibini gbsteren sema.

olmak gerckivordu. Her seve ragmen
hirlesik mikroskopran kar kar iistiin
durumdaydi bu sistem,

Lecuwenhoek'un ince vitksek ka-
liteli ve gliglii merceklerinin sirrin o
dinemde kimse ¢izememisti, Leeu-
wenhoek'un giiniimiize kalan mikros-
koplarinin merceklerine  bakildiginda
gilniimiiz kogullaninda sirn ancak ¢o-
ziilebilivor. Bu mercekler, cam sigirile-
rek elde edilen kiirenin alt kismindaki
duha kalin camdan 6zenle kesilerck el-
de edilmig, Bu kiigitk damlacik Leeu-
wenhock mikroskoplarinin mercegi
gorevini tistlenivormus.

Zamanlaninin en ivi mikroskop
iireticilert, Hooke ve Lecuwenhock
birbirinden davramy olarak gok farkliy-
dilar. Naif Hollanda'li Leeowenhoek,
basit mikroskobuyla, mikroskobik nes-
neleri, "hayvanciklan” arastirmayn hig-

bir zaman birakmadi. O’nun basansi-
nin sirm, ormeklen, mercekleri ve giz-
lerini hep bir arada bulundurmasinda
vanvordi. Hooke ise hep birlegik mik-
roskop kullandi. Bu mikroskoplar iki
va du daha ¢ok mercek sistemlerinden
olugurlar. Bazt birlesik mikroskoplar
sadece basit olarak okiller (géz veri) ve
objekeiften olusur, Hooke, mikrosko-
bu Galileo'nun teleskobu kullanmasi
gibt kullamvordiu. Aynca, daha detavh
giriineil igin daha fazla biiviitme ge-
rektigini diisiiniivordu. Hooke'un
mikroskobundaki aksaklik adese veya
ayna sisteminde biitiin sinkann bir
noktada toplanmamasindan Kavnakla-
nivordu.

17. viizvil bovunca mercek sayisi ar-
tirtlarak, bunlan tiipe yerlestirme de-
nevleri devam etri. Bu denevler Hol-
landa'ly astronom ve fizikgi olan Chris-
topher Huvgens'in (1629-1695), 1uy-
gens okiilerini kesfermesine kadar siir-
dii. Bu okiiler digbiikey kismi objektife
bakacak sekilde, iki tek tarafli dighii-
key mercekten olusuyordu. En alteaki
mereekler gergek goriineiivil, objekrifin
duha parluk fakar Kiigiik goriintii ver-
mesi igin avarliyordu. Bu kiigiik giiriin-
tii, daha sonra iisteekt mercek rarafin-
dan alimtyordu. Huygens tasarimi, hili
bilyiitme i¢in gegerli temel ilkedir.
Diizlemsel, hacimsel va da agisal dleek
retikillleri (¢arpraz yebekeler) Huy-
gens'in vasadig dimemdeki gibi mikro-
metri i¢in olan okiiler i¢in kullandir.,

() dénemde insanlar heniiz mikros-
kopla bilimsel kesifler vapilabilecegini
diisiinmiivordu, ¢linkii mikroskopla
birtakim Kkiiciik hayvanlarin bacaklan-
na, antenlerine va di ¢igek tozlarina
hakmakla yetimvorlardi, Siitii mikros-
kop altina kovup, icindekileri gireme-
mek va da bir dokunun ale biriminin
hiicre oldugunu bilmemek. mikroskop
kullanimimin bu giinkii amacimdan gok
farkh oldugunu gésteriyordu.

Mikroskobun gergek tneminin an-
lagtlmasy, Mercello Malpighi'nin
(1628-1694) vapug kesiflerle gereek-
ten saglanms oldu, Maleello Malpighi
en hiltviik mikroskop kullanicilarindan
biri. bugiin bile hili embriyolojinin ve
histolojinin babast savilivor. Malpighi-
nin mikroskopla yvapugi ilk kesif hav-
van fizvolojisinde anitsal bir dnem ta-
simakeadir,

Dolagim sistemivle lgili olarak,
kamin bagirsaklar da diretilip, karcige-

Bibion ve Tolinik



re dogru ilerlediging, daha sonra Kalbe
vardh@in en son olarak toplardamar ve
atardamarlarla vitcuda dugieddigong
one siiren ilk kisi Galen’dit131-200),
IFakat William Harvey, bu diisiincenin
dogru olmadi@ini, toplardamar ve atar-
damarlar arasinda goriinmez bir bag-
lant oldugunu savunuvordu, Har-
vey 'den sonra Marcello Malpighy mik-
roskobu atardamar ile toplardamar
arasindaki kileal damarlan gidrmek
andt. Bir kurbagamn kullantl-
dign denevde, atardamarlar ve toplar-

icin kul

damarlar arasinda kilcal damarlarin
bulundugu Malpighi tarafindan kanit-
lanmis oldu, Bivlece Galen'in reorisi
clirticiiliirken (1660), mikroskop kulla-
mminda gagdas vaklasimim itk adimla-
rianlmig oldu.

I8.vitzvilda, teknik bilgilerde gelis-
meler dogrultusunda mikroskopra, go-
riintiiniin, bulamk va da nesne errafin-
da renkli halkalarla gevrili olmasimdan
cok. nethgin ve keskinligim artomlmasi
saglamyordu. Bu bulamikliklar ve renk
karmasast camdaki sapingtan kavnak-
lamyordi. Bunun sebebi, tek mercekli
basit mikroskobun gecmis yiizyil bo-
vunca daha cok distiinde durulmasi ve
basit mikroskopta ¢ok daha az saping
olmasiydi. Cokln merceklerde 1igin
curptlmasi, bilkiilmest katlanarak arn-
vordi. Bu, basit mikroskoplara 2 mik-
ron ¢hziiniirliik saglarken, en iyvi birle-
sik mikroskoplarda 5 mikron ¢oziiniir-
litkte kalivorlards

Isigi kirabilen herhangi bir nesne
tcam) i@ farkh dalgabovlanm (renk-
lert) farkly mikearlarda kirabilecekrir,
Bt biza, herhangt bir basit mercegin,

Al

her renk igin a2 du olsa farkly oda

Uhomk 190

Volvox - her klgik hicre, karanhk-alan mikroskobuyla gorintilenmistir

Liklarnmin olaca@ gerge@ine goriiriir,
Eger bir nesne bevazsa (her renge sa-
hiptir), Kirmizr, maviden farkh bir vere
odaklanacakur, Sonug olarak, bir nes-
nevi odakladi@imizda, nesnenin erra-
finda bulamik mave va da kKirmizr hal-
kalar olacakur.

Bu problemin ¢oziimii, 17307 Tarda
Chaster Nore Hall "Cakmukrasy Ca-
mi m varatn@inda bulunmus oldu
Cakmakragt Camn’, eski "Gaobek Ca-

m kadar bitvieeiign giby, arcalige bie-
birine katan renklenn de azalmasin
saghvordu. Chaster More Hall. bu veni
i¢ bitkey merceklen eski gibek cambi-
rinin hemen arkasima verlestrilinse,
farkh renklerin geri ginderilebilecefi-
ni savunuvordu, Bivlece akromarik
mercekler dogdu.

Hall, kendi kesfinin dnemini anla-
mist ve bunu denevip kesinlestirene
kadar beklemek isovordu, Farkl iki
optik ditkkani tle Kontrat vaparak, veni
mercekleri firetmelerini istedi. Fakat,
optik diitkkanlarindan birinin ortag
olan George Bass bir arn bir esietir iki
diverek, Hall'in ne vapmak istedifini
anladi ve Hall higbir zaman kendi ica-
dinin patentini alamadi, George Bass
da bu merceklerin sirmm 20 vil kadar
sakladi. 17507erde John Dolland adlh
bir teleskop iireticisivle bulugtu, Dol-
land. Bass'tan akromartik lenslen du-
vunca cevaln buldugunu disiindii ve
175397da patenti aldr. Bu olay Dolland™
kanun kadar zengin birt yapose,

Akromarik mercekler teleskop win
basan saglamissa da, ince objekuf mer-

ceklermin akromatk stilde vapimi ¢ok
zordu. Bu zorluklar viiziinden, ilk pra-
tik akromarik mikroskop lenslerimin
tirctlebilir hale gelmesi 1800 lere ka-
dar ertelenir.

Kromatik saping sorunuy ¢oziildiik-
ten sonrt, ortada hild bir Kiiresel sa-
ping sorunu varde Bu sorun, nesneden
vansivan isigin, mercefgin kenarma
garptiinda, merkezine ¢arptugimdan
farkli bir odak vzakligr varatmasindan
kavnaklimvordu, Bu sorunda istk agi-
sint diisiiren Kiigtik mercek capinin va
da diagramlann kullaniimasiyla, va da
merced iz kavish fireterck ¢izitlebilir-
di. Eger ¢oklu mercek sistemini, bii-

viitme giiciinii arttrmak igin kullana-
cak olurlarsa, farkh merceklerdeki hara
katlanarak arracak, ve gortineii daha da
katii olacakn,

Joseph Juckson Lister (antiseptik
teknizi kesfeden cerrah Lord Joseph
Lister'in babasi) 1830°da vavinladig
makalede. kiiresel Kirinima ¢oziim
buldugunu belirtivordu. Matematiksel
olarak gosterdifn ¢oziimde, ¢oklu dii-
siik gilgreki mercekler belli araliklarly
verlestirildigi takdirde, ilk mercekreki
kiiresel kirntnim onu izleven mercek-
lerde artarak ¢oEalmayacako, 11k dii-
siik glicteki mercekteki bulaniklik en
diisiik diizevde olacagindan, biiviitme
aiicii toplamda ¢ok olsa bile, tiim seri-
nin bulamklig diisiik olacakt.

Lister bir mikroskop iirericist degil
bir kullamtervdy, Londra'daki Girericile-
rin makaleden fevz alarak veni mikros-
kobu fireemelennt bekledi, takar villar



sonra kendi mikroskobunu kendi yap-
mava karar verdi,

Urerticilerin bilmedikleri bagka bir
sorunda kromartik ve kiiresel bulanik-
ik coziilmiis olsa bile, fiziksel olarak
mikroskop vapimindan kaynaklanan
agisal mercek capr (ag1z ¢apr) sorunuy-
du. Ernst Abbe, 1877'de vayinladig
bir makalede, fiziksel kanunlarnn, en
diisitk ¢oziiniirliik mesafesinin (d), 151-
fmn dalgaboyunun (lambda), niimernk
mercek ¢apina (N.AL) biliinmesine
esit oldugunu, siyledigini beliren. Bu-
rada, niimerik mercek gapr, nesne iize-
rinde ki bir noktadan nesneye dogru
gelen stk konisi agisivla (theta) dogru
orantihdir.

Daha basit bir dille akranirsak, mik-
roskoptan miimkiin olan en fazla ¢ozii-
niirliigii elde etmek icin, objekdf, nes-
neden mimkiin oldugunca cok 151k
konisi toplamahdir.

Bu formiilii deneven Ernst Abbe,
Alman idiretici Carl Zeiss'la ¢alisarak
Zeiss firmasint mikroskop teknolojsi-
nin en in sirasina verlestirmis oldu,

18807 lerde vag daldirma objekuifle-
ri (oil immersion) kullanarak. niimerik
mercek ¢capr (Numeric Aperture) 1.4
savisina ulasildi. Bu deger, 1sik mik-
roskobunun (.2 micron arahikl 1ki nok-
tanin ¢oziindirliigini saglvordu, Cok

siradigt daldirma sivilaning ve mor 6itesi

g8 chsanda birakirsak, bugiin ki si-
nir L4 NUA dir,

19.yiizy1l mikroskop icin énemli
bir dénemdir. Bu yillarda mikroskop
iirericileri daha gok oprik goriintii kali-
tesivle ilgilenmislerdir, ciinkii
1830'arda Daolland ve Lister optik so-
runlarn ¢ozmils  gdoriinliyorlard,
1850'lerde artuk degisik mikroskop ge-
sitlerinden birini secebiliyordunuz. En
ileri kalitede iiretim yapan ii¢ firma
vardi. Andrew Ross, Powell & Le-
aland, R. & J. Beck. Bir sonraki viizyil-
da Swift & Son ve Warson & Sons
onemli firmalar olarak verlerini alacak-
lardi. Cary firmasi ucuz ve tasinabilir
dogal modeller iiretivordu, Ve tabii
Carl Zeiss ve Leiz firmalan énemli bir
kaynak ve malzeme temincisi haline
gelivorlard.

19.viizvilin sonlarina dogru mikros-
kop tizerindeki el is¢iligi ve mikrosko-
bun giizelliginin verini viiksek tekno-
loji ve ucuz seri iiretim aldu

Isik Mikroskobu

Istk mikroskobunun nasil calisuigi-
ni anlamak icin 6nce merceklerin 1511
nasil biiktiigiinti ve nesneden gelen
isign nastl odakladigin anlamak gere-
kir. Bir i1k hiizmesi, bir ortamdan di-
serine gecerken kirmim gergeklesir,

Kirinim indisi, is1@in hizinin bir nesne
tarabindan ne kadar vavaslauldigim il-
ger ve kinmmman biivitkligii ve yvonii
saptanir, Itk havadan cama gecrigin-
de, daha vilksek kirtnim indisinden
olan orramda, ik vavaslar ve normale
dogru biikiiliir, yiizeye dik bir ¢izgi
olusturur. Isigim camdan ¢ikip hava ile
karsilagmasiyla birlikte, 151k hizlanir ve
normalden uzaklasarak biikiiliir,

Tiim modern 151k mikroskoplar,
birlesik mikroskoplardir. Giiniimiizde
4 degisik ik mikroskobu vardir, Bun-
lar parlak-alan mikroskobu, sivah-ze-
min mikroskobu, faz-konerasthk mik-
roskobu ve floresans mikroskobudur,

Parlak-alan mikroskobu, kullanilan
en siradan mikroskoptur: ¢iinkii daha
actk renkli bir zemin iizerinde kovu
renkli bir goriintii olusturur. Sivah-ze-
min mikroskobunda, vasayan boyan-
manus hiicreler ve organizmalar rahat-
¢a gozlenebilir, Isik hilzmesi tvle bir
odaklanmistur ki, ik sadece drmegin
iizerine vansir. Bovlece sadece dmefe
yansiyan va da drmekten vansivan ik
goriintii olusturabilir, Omegin etrafy
kovu iken Kendisi agik renkeedir. Bii-
itk dkarvotik mikroorganizmalann i¢
vapilan bu sekilde incelenebilir. Pig-
mentsiz canlt hiicreler parlak-alan
mikroskobu alunda yeteri kadar gorii-
niir degillerdir; ¢iinkii hiicreler ve su

1/4 dalgaboyu
oranina
indirgenmis

1/2 dalgaboyu
oranma
indirgenmis

Iginlanin bir-
birini yok
etmesl

Param ym faz-
kontrasthk (x100)

Volvox ve Sp

Kkaranhk-alan (x

Bilim ve Teknik



sanal
gordntu

arasinda ¢ok az bir kontrast fark: olu-
sur. Bivlece, mikroorganizmalar ¢o-

funlukly gizlemden dnee hiicre yapi-
lar arasinda farkh renkler varatmak ve
kontrast artirmak igin sabitlenirler (fi-
xed) ve boyanirlar (stained). Bir faz-
kontrasthk mikroskobu, farkli stk sid-
detlerini kolayea avirdedilebilecek
hiicre vogunlugundaki ve Kinnim indi-
sindeki farklihiklar doniiseiiriin; vasa-
van bir hiicrevi gozlemlemenin de en
ivi voludur, Faz-kontrasthk mikrosko-
bunun, kondansatoriin halka bigimin-
de 151k iireten ince gegirgen halkal
opak bir disk vardir, Bu halka bigimin-
deki, 11k, hiicre iginden gegerken, ba-
71 13tk hiizmelen, drnek igindeki kin-
mm indisindeki ve vogunluk cesitlilik-
leri viiziinden biikiiliirler ve 1/4 dalga-
bovu oraninda simirlandinilirlar, Sapu-
rlmig g1k, nesne iizerinde bir goriinii
olusturmak iizere odaklanir. Sapunl-
mamig 151k, objekufre bulunan dzel bir
optik disk olan faz levhasindaki faz
cemberine ¢arpar. Avni zamanda sapt-
rlmis isinlar gembert kaginir ve levha-
nin diger kisimlanndan gegip gider.
Eger faz halkast sapunlmamiy isifin
gececedl sekilde verlestirilmisse. 151k

Ueak 1097

1/4 dalgaboyu giiglendirilir, saptirilmis
ve sapurlimamiy dalgalar 1/2 dalgaboy-
lu olarak faz disinda olusurlar ve bir-
birlerini yok ederler; birlestikleri za-
man bir goriintii olustururlar. Zemin,
sapurilmanmiy 1sik tarafindan olugruru-
lur ve parlakor, avnr zamanda bovan-
mamis nesne koyu renk ve Kontrast
goriiniir. Bu tip mikroskop teknigine
sivah-faz-kontrasthk mikroskop rekni-
#i denir. Cogu zaman renk filtreleri
kullanilarak goriintii gelistirilir. Faz-
kontrast mikroskobu ozellikle bakreri
endosporlarinin ve kiikiirr, polv-Ii-
hydroksibiitirat i¢ceren organel va du
yapilarin aragtinimast icin kullanilir.
Bunlar agikea giriilebilir, ciinkii sudan
farkl kirtnim indisleri vardir, Ayricq,
faz-kontrasthk mikroskobu ékaryotik
hiicre ¢alismalannda da kullandabilir,
Simdive kadar iizerinde durdugumuz
mikroskop tiirlerinin hepsi drnekren
gegen tgiktan giriintil elde edilmesi ile
ilgiliydi, Bir nesne, 15181 vavdigiigin de
goriilebilir. Bu gercek, floresans mik-
roskobunun remelini olusturur, Baz
molekiiller vavilan enerjivi absorbe et-
tiklerinde, uvarthrlar ve daha sonra
hapsettikleri enerjinin ¢ogunu 151k

enerjisi olarak  birakirlar, Uvanlmis bir
molekiil tarafindan vavilan herhangi
bir stk uzun dalgabovlu vani (diisiik
enerjili) olur; sonra radvasvon absorbe
edilir. Floresans 1s1g1, nvanlmis mole-
kiil tarafindan gabucak vavilir. FFlore-
sans mikroskobu, drnegi moratesi, mor
va da mavi 1siga maruz birakarak nes-
nenin floresans 15181 sonucuyla giriintil
olusturmasin saglar, Civa buharl ark
lambast va da baska kavnaklar vogun
bir 151k hilzmesi iiretirler ve 1s1 transfe-
ri 6zel bir kirrmizioresi filere tarafindan
sintrlandinthir. Isik, sadece istenilen
dalgabovunu gegiren uyaner filtreden
gecer. Sivah-zemin kondansatirii koyu
bir zemin yaratarak floresans nesnenin
parlamasini saglar. Genellikle, tirnek
florokrom adly bova molekiilleri ile én-
ceden bovanmis olur, Bu molekiiller
belli bir dalgabovundaki 151ga maruz
kaldiklarinda parlarlar, fakar bazi mik-
roorganizmalar kendilerinden flore-
sunsdhr. Objekal merceklerinin arkasi-
na yerlestirilen engel filtre, gozlemei-
nin giziine zarar verebilecek gende
kalan mordtesi 1g1Zing, goériintiinin
kontrastnt digiirebilecek mavi ve mor
15181 avIrir.
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Okuiter

Objektif
mercedi

Ayna

——

Floresans

mikroskobu
semast ve kamctl
protozoa (x1000)

Engel filtresl

Florokromila
boyanmig 6mek

{

— Karanhk alan
kondansatori

Floresans mikroskobu tubbi mikro-
hiyolojide ve mikrobiyal ekolojide kul-
lantlan ok dnembi bir alertir, Bakeerivel
patojenler, floresansla bovanurak va da
florasan ancikorlan ile 1saretlenerek ra-
nimlanubilir. Ekolojik ¢alismalarda, lo-
resuns mikroskobu, mikroorganizmalan
florekrom akridin turuncusuyla bovana-
rak gizlemlenir. Bovlece mikroorganiz-
malar ekolojik nigleri (goreceli olarak)
bozulmadan dogrudan savilabilirler.

Ornek Hazirlanmasi ve

Boyama

Iyik mikroskobuyla mikroorganiz-
malar dogrudan gozlenehildigt halde,
counlukla teshiv edilmis ve bovanmig
olarak kullanibirlar. Bu véntem goriiniir-
ligiini, dzel morfolojik biliimlen kont-
rastlastirdmasimg ve ileriki ¢alismalar
igin korunmasim saglar.

Bovanmug hilereler vasayvan hiierevi
miimkin oldugu kadar fazla temsil ede-
bilmelidir, Sabitleme igsel ve digsal va-
praun sabitlenip korunmast demekrir.
Bu viintemle hilere morfolojising bozabi-
lecek enzimlenn de aktivasyonu engel-
lenmis olur,

Gienel olarak iKki tiir sabideme von-
temi vardir.

1) Bakreriologlar, bakteriyi cam iize-
rine kovup, agafidan ssiaruk sabitlivor-
lar. Bu tiim morfolojivi korur, fukat hiic-
reigindeki yapilar bozulur.

2) Kimvasal sabitleme narin hiicre-
sel vapilann korunmast i ve morfolo-
jik olarak daha biiviik mikroorganizmu-
larda Kullanihir. Kimvasal sabicleyieiler,
mikroorganizmanin igine, dzellikle pro-
temn ve vaglara, niifuz ederck hiicreig
organik maddelerin goziinmez. hareket
etmez ve akovasvonsuz hale gennirler.

i)

Civa dumani ark lambasi

Cokga kullantlan sabitle-
yiciler, etanol, aserik
asit, formaldehir ve
glutaraldehiclerdir.
Boyalar ve
Basit Boyama
Cokga ¢esidi
olmasina Karsin bo-
yalurin genel olarak
iki onemli vzelliklen
vardir,
1) Hepsi kromofer
grubundandirlar; boyaya
kendi rengini veren bagh gruba
aittirler.
2) Hitcreve ivonik, kovalan, va da
hidrofik bagla baglanirlar. Omek olarak,
pozitif viikli bir bova, hilcrenin negarif

.- i

Gram-boyama metodu: Etanol ve aseto-
nun gram-negatif hiicrelerden kristal
morunu ayndigina dikkat etmek gerekir.
A- Gram-pozitif Clostridium (x800),
B-Staphylococcus aureus aydinlik-alan
mikroskobu (x1000) gram pozitif.

C- E.Coli (x500).

D- Spor boyama (x1000).

E- Kamgih boyama (x400)

-~ R N

vitklii vapisina baglanir. lvonlanna aynla-
bilen bovalar da iki genel simifa avelirlar.,

11 Bazik Bovalar-metilen mavisi,
kristal viole, safran bovalannin poziat
yiiklii geaplan vardir ve genelde klorir
tuzu olarak satihirlur, Bazik boyalar ne-
gatif viiklii molekiillere baglanirlar,
Bakterinin yiizevinin negaaf viiklii ol-
mast nedeniyle, bazik boyalar bakeeriyo-
lojide ¢ok fazla kullamlirlar.

2) Asidik Boyalar- cosin, bengal kir-
mizist, negatif vilkli grup tasirlar, Nega-
uf vitkli olmalan nedemiyle poziaf yiik-
10l hitere yapilanna baglamirlar,

Anyonik bovalar asithi ortamlarda
proteinler ve difer pozitf viik tagivan
molekiilleri bovarken, bazik bovalar
viiksek pH derecelennde en fazla etkin-
lik dilzeyine ulagabilivor,

Differanstyel Boyama

Bu prosediirde bakeeriler bovanma
vzelliklenne gore aynlirlar, Gram Bova-
ma, 1884'te Hollandali bir hekim olan
Christian Gram tarafindan gelistirildi.
Bu prosediir bakterivi iki ana gruba-
gram pozitf ve gram neganl olarak ayi-
nyor,

Gram-boyamanin i1k asamasinda
bakten bazik kristal mor ile hoyanivor,
Diha sonra vor gizeltisi ile vapilan is-
lemde, bu ¢izelti boyasaprar (mordan)
giirevi yapivor. lyot, burada hiicre ile
kristal mor arasindaki ba@ kuvvetlendi-
rivor, Bakten etanol ve aseronla vikana-
rak renksizlestrilivor. Bu adim bakren
aynmindaki en dnemli adim. Gram-po-
zinl baktert knstal mor ile boyvamirken,
gram-nagaril bakeeri renksiz oluyor, En
son olarak bakrert bazik safran ile bova-
ntyor. Bovlece renksiz gram-negatf
bakteri pembemsi bir renk aliyor.

Tiim bunlann vaninda mikroorga-
nizmalarin Ozel vapilannt boyamak igin
de gesitli vontemler gelistinlmis. Bakte-
ri kapsilii igin Hint miirekkebi kullani-
liyor. Endospor bovamast igin ilk dnce
malahic vesili (bakir tag vesili) ile kay-
natihvor, vikaniyor, sonra tekrar safran
ile bovanmivor. Kamgi (flagella) igin farkh
bir viintem kullanthivor, bovamadan zi-
yade kalinlagtirmak igin tizen onik asit
ve potasvum akim kullanthyor.
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