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Direkt mikroskopi teknikleri konusunun girisinde verilen genel bilgiler ve
yayma preparatin hazirlanmasi asamalari hem karbol fuksin boyama hem
florokrom boyama yoéntemlerinde aynidir. Rutinde tani amacli en sik karbol
fuksinli (Erlich Ziehl Neelsen- EZN , Kinyon) boyama kullaniimakla birlikte, daha
duyarli ve hazirlanan preparatin daha hizli taranmasini saglayan florokrom
boyalar da kullanilabilir. Bu boyama yontemlerinde, daha kiicik bir buayttme ile
daha genis bir alan taranabilir ve preparatin taranmasi icin gereken zaman azalir.
Bu nedenle 6zellikle zaman problemi olan ve fazla sayida hasta érneginin
islemlendigi laboratuvarlarda, florokrom boyama yéntemleri hem tani icin hem
de antitiberkiloz tedavi alan hastalarin izleminde tercih edilebilir.

Florokrom boyamada ana ilke fenollu fuksin yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Floresan boyalar, mikobakterilerin lipitten zengin hticre duvarina
baglanarak, gérinir hale gelmesini saglar. Ancak boyalarin hazirlanmasi,
amaclanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve
boyama islemi sirasinda isi-stire degisikliklerinin uygulanmasi gibi, bazi kriterlere
gore, farkh floresan boyama yéntemleri uygulanabilir. Bu yéntemler arasinda
Auramin-Fenol boyama yéntemi, Glikerson ve Kanner’in floresanli boyama
yontemi, Auramine-Rhodamine boyama ydntemi, Truant'in modifiye Auramine-
Rhodamine boyama yéntemi sayilabilir. Kullanilan auramin’in karsinojen oldugu

unutulmamali, 6zellikle direkt temas-hava yolu izolasyon énlemleri alinmalidir.

AURAMIN-RHODAMINE BOYAMA iSLEM BASAMAKLARI
A. Orneklerin Hazirlanmasi : Karbol Fuksin boyama yénteminde anlatildi.

B- Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi

1. Auramine — Rhodamine Floresan Boyamin Hazirlanmas:

Auromin O--—-—-—-  1.54r.

m_mamm B 070 Once fenol sonra boyalar eklenerek suda
Gligerok—-----------—- 75ml eritilir. En son gliserol eklenir. Stizillirek
Sivi fengl-—--ee————  10ml 4°C’de koyu renkli bir sisede saklanir

(Isitiimig fenol 10 ml +dH,O S0ml)
Safsu —----------—-— 50ml
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2.Asit Alkol Hazirlanmasi
Etil alkol (% 70'lik) ---------- 99.5 ml
Konsantre HCl------------------ 0.5 ml

3.Karsit Boya Cozeltisi Hazirlanmasi
Potasyum permanganat (KMnO4) --------- 0.5¢r
Distile su 100 ml

C- Kalite Kontrol

Her boyama icin mutlak pozitif ve negatif kontroller hazirlanmalidir.
Pozitif kontrol hazirlanmasi: Middleebrook 7H9 sivi besiyeri icinde mikobakteri
(mimklnse standart M tuberculosis H37Rv) stspansiyonu hazirlanir.Bu
stspansiyondan lam Gzerine bir damla konularak ya isitici blokta ya da havada
kurutulup, tespit edilir.

Negatif kontrol hazirlanmasi: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pssudomonas
aeruginosa ile sivi besiyerinde hazirlanan stispansiyondan bir damla lam Gzerine

konularak ya isitici blokta ya da havada kurutulup, tespit edilir.

D- islemin Uygulanmasi
¢ Odaisisinda saklanan boyalar kullanilmadan énce mutlaka iyice ¢calkalanmalidir.
e Hazirlanan lamlar alevde fiske edilir. (Resim 1)
e Hazirlanan lamlarin Gzerine AR boyasi dokulir ve 15-20 dakika oda isisinda
beklenir. Boya lamin Gzerini tamamen kaplamali ve eksilmemelidir (Resim 2,3).
e Distile su ile yikanir. Klorsuz su kullanilmahdir, ¢cinkt klor floresani azaltir
(Resim 4).
e Yikama sonrasi % 0,5 asit alkol dékilerek 2-3 dakika beklenir. Yeterli
dekolarizasyon isleminde ciplak gozle boya goértlmez(Resim 5-7).
e Yikama islemi tekrarlanir (Resim 8).
e Zemin boyasi olarak hazirlanmis KMnO4 ile 2 dakika boyanir. Stire uzatilirsa
floresan azalabilir (Resim 9).
e Yikanir ve havada kurutulur (Resim 10).
e Pozitif bir yaymada mikobakteriler, karanlk bir zeminde sari-turuncu parlak,
ince, kivrik i¢i tanecikli floresan veren bakteriler olarak goérulir (Resim 11)
e Her 6rnegin boyanmasi sirasinda, mutlaka pozitif ve negatif kontrol

kullaniimalidir.
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¢ Boyanan preparatlar en kisa strede 25x ya da 40x buyUtme ile floresan
mikroskobunda incelenmelidir. Basil morfolojisi x1,000 ya da x450 buyUutme ile
kontrol edilmelidir.

e Gerekirse pozitif degerlendirilen preparatlar, EZN ya da Kinyon boya ile

boyanabilir.

E. SONUGLARIN BiLDIiRIMi:
Negatif: Floresan gortalmeyen tiim yaymalar “ Aside direncli basil gértilmedi
seklinde raporlanir.
Pozitif: Karanlik bir zeminde sari-turuncu parlak, ince, kivrik ici tanecikli floresan
veren bakteriler olarak géraltr “Aside direncli basil goraldi’” seklinde rapor
edilir. Boyanma yontemi belirtilir ve yaymada go6zlenen aside direncli basilin
miktari hakkinda bilgi verilir. Basilin miktari hakkindaki degerlendirmede karbol

fuksin boyama yonteminde kullanilan tablo rehber olarak kullanir.

Resim 1-11: Auramine — Rhodamine Floresan Boyama isleminin resimlerle izlemi
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