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Mikobakteriler i¢cin baslica iki boyama teknigi gelistirilmistir:
1. Karbol fuksin yontemi ( Ziehl- Neelsen, Kinyoun): Aside direncli
mikroorganizmalar 1s1tk mikroskobunda kirmizi renkte gérular.
2. Florokrom yéntemi ( auramin O, auramin-rhodamin): Aside direncli
mikroorganizmalar florasan mikroskopta sarimsi - turuncu renkte floresan verirler.
Aside direncli boyama mikobakterilerin lipidden zengin hlicre duvarlarinin primer
boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asit ve alkolle muameleden sonra boyali
kalmasi esasina dayanmaktadir. Bu nedenle mikroorganizma aside direngli basil
(ARB) olarak adlandirilir.

Direk mikroskopi ile gorulebilmesi igin, balgamin her ml’ sinde 5000-10000
basil bulunmasi gereklidir. Direkt mikroskopik incelemenin duyarhligi % 22-80

arasinda degiskenlik gosterir.

Duyarhhig etkileyen faktorler;
e Ornegin tipi,
e Enfekte eden mikobakteri turd,
e Dekontaminasyon ve kontaminasyon isleminin etkisi,
e Boyama tipi,
e Yaymanin kalinligi,
e Yaymayi inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi.

Yaymanin Hazirlanmasi: Lamin kirilmasi, boya basarisizligi gibi problemler
veya dlUsUk miktarda organizma iceren pozitiflikleri dogrulamak icin en az iki

yayma hazirlanmasi gereklidir.

A. BOS disi klinik 6rnekler :
e Etanol ile temizlenmis ciziksiz her lama hasta protokol no’su yazilir.

* Yayma islemi 6ncesi 6rnekler iyice vortekslenir.
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e Ornek 6ze veya pipet kullanilarak lama transfer edilir. islem gérmemis
orneklere ait preparat hazirlamak icin kanl, mukoid ve nekrotik kisim kullanilir.
e Ornek lam Gzerine orta bélimde oval tarzda yayilir. Yogun materyalden
preparat hazirlandigi durumlarda; bir lam Gzerine alinan materyal, ikinci bir lam
ile bastirilir ve iki lam arasinda yayilimi saglayacak sekilde zit yénde ¢ekilir.
¢ Oze yeniden kullanilmadan énce iyice alevden gegirilir.

¢ Pipetler kullanim sonrasinda dezenfektana veya tibbi atik kabina birakilir.
e Preperatlarin biyolojik gtvenlik kabininde kurutulmasi 6nerilir.
e Yayma preparatlar asagidaki yontemlerden biri ile lama tespit edilir.
a) Elektrikli lam isiticisi (65-70°C)' nda en az 2 saat stireyle bekletilir. Gece boyunca
kalmasi kabul edilebilir.

b) Lamlar, bek’in mavi alevinden 3 veya 4 kez gecirilir, fazla isitilmaz.
c) Lamlar saf metanolde 1 dakika streyle bekletilir.

Not: Isi ile tespit, tUm mikobakterileri 6ldiremeyebilir. Bu nedenle lamlarin
bulastirici olabilecedi unutulmamali ve incelemeyi takibeni tibbi atik

kaplarina atilmalidir.

B. BOS Ornekleri:
e BOS sedimenti vortekslenir
e Steril pastor pipeti ile lamin merkezine damlatilir.
e Preparat havada kurutulur.
¢ Damlatma islemi iki kez daha tekrarlanir, her defasinda yeni damla dogrudan
Oonceki damlanin Gzerine damlatilr.

e Daha O6nceden tanimlanan yontemlerden biri ile tespit edilir.

A. KARBOL FUKSIN BOYAMA
1. Ziehl-Neelsen karbol fuksin
a) Solusyon 1. 10 ml % 95 etanolde 0.3 g bazik fuksin ¢ézulur.
b) Soltsyon 2. 100 ml distile suda 5.0 g fenol kristalleri ¢oztltr (hafif 1sitma
gerekebilir).
Calisma soliisyonu : Sollsyon 2’ nin 90 ml’si solGsyon 1‘ile 100 ml’ ye tamamlanir.

2. Kinyoun'un karbol fuksin
a) Soltisyon 1 : 20 ml % 95 etanolde 4.0 g bazik fuksin c¢oézulur.
b) Soltsyon 2 : 100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri ¢cozulir. Isitmak gereklidir.
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Calisma solisyonu : Solisyon 1 ve 2'nin tamami Dbirlestirilir.

B. RENK GiDERICi AJAN
% 3 asid - alkol

3 ml konsantre hidroklorik asidi, 97 ml % 95 etanol’e dikkatlice eklenir.

C. ZIT BOYA
Metilen mavisi veya brilliant yesili zit boya olarak kullanilabilir.
1) Metilen mavisi : 100 ml distile suda 0.3 g methylen blue chlorid'i ¢6zulur.
2) Brilliant yesili : 100 ml distile suda 1.0 g brilliant green ¢oézulur.

NOT: Hazirlanan boya ve solusyonlarin adi, hazirlama ve son kullanma tarihi

sise Uzerine etiketlenir. Hazirlanan solusyonlar 3 aydan sonra kullanilmamaldir.

KALITE KONTROL

Her boyama isleminde negatif ve pozitif kontrol calisiimalidir.
Kalite kontrol yaymalari asagidaki sekilde hazirlanir.
. Escherichia coli (negatif kontrol) ve Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC
25177 (pozitif kontrol) suslari, 1.0 ml fizyolojik tuzlu su veya steril distile suda
ayri ayri No.1 Mc Farland bulaniklik standardinda ve biyolojik gtivenlik kabininde
stspansiyonlari hazirlanir.
Not: Mycobacterium kansasii gibi daha az patojenik organizmalar pozitif
kontrol amacli kullanilabilir. Ancak hizli Greyen mikobakteriler’in aside direncli
boyalari tutmalari degiskenlik gésterdiginden kullaniimazlar.
e Kontrol lamlar etiketlenir. Uzerine hazirlama tarihi ve hazirlayanin adi
kaydedilir.
¢ Negatif kontrol stispansiyonundan tek kullanimlik bir pipetle lamin ucuna
yakin bir damla damlatilr.
¢ Pozitif kontrol sispansiyonu ile Giciinc basamak tekrarlanir, damla negatif
kontrol ve lam etiketi arasina damlatilir.
* Yaymalar tercihen biyolojik glivenlik kabininde havada kurutulur ve tespit
edilir
e Lamlar etiketli lam kutusunda saklanir.

Kontrol lamlar ticari olarak temin edilebilir.

Mign |
L163J




DEGERLENDIRME:
I. Hasta yaymalari okunmadan 6nce kontrol lamlari degerlendirilir.
Karbol fuksin (Ziehl-Neelsen veya Kinyoun):
1) Mycobacterium spp.: Kullanilan zit boyaya bagli olarak mavi veya yesil zeminde
kirmizi renkte,
2) N.asteriodes veya E.coli: Kullanilan zit boyaya bagli olarak mavi veya yesil
renkte gorulur.
Il. Kontrol lamin sonuglar kaydedilir. Sonuclar kabul edilebilirse hasta yaymalari
incelenir. Kontrol lami uygun degilse, boyalarin hazirlanmasi ve islemleri yeniden
gdzden gegirilir.
Degerlendirme sonucu kabul edilemez kontrol lamlari sunlardir:

1) Pozitif kontrolde basiller kirmizi renkte gérilmuyorsa

2) Negatif kontrolde basiller kirmizi renkte goéruliyorsa.

3) Zemin geregi sekilde dekolorize olmamissa.

Problem ortaya ¢iktigi zaman tim hasta lamlari ve bir kontrol lam yeniden

boyanir.

BOYAMA ISLEMLERI
A. ZIEHL-NEELSEN ( SICAK KARBOL FUKSIN) BOYAMA:
e Tumlam karbol fuksin boya ile kaplanir.
e Bek veya elektrikli boyama rafi kullanarak buhar cikacak kadar (sigara dumani
tarzinda) lam alttan yavasca isitilir.
e Dusuk isiyla veya aralikli 1st kullanarak 3-5 dakika streyle buharlasmasi devam
ettirilir.
e Lam sogumaya birakilir ve takiben su ile yikanir.
* % 3 asit-alkolle lam kaplanir ve renk akmayincaya kadar renk giderme islemi
uygulanir.
e Lamsu ile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilir.
e Lam Gzerine zit boya (metilen mavisi veya brilliant yesili) ilave edilir ve 20-
30 saniye boyanir.
e Cesme altinda su ile iyice yikanir ve fazla su lamdan akitilir.
e Yayma havada kurutulur. (Kurutma kagidi kullanilmamalidir).

e Preparat 100’1tk immersiyon objektifi ile incelenir.
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B. KINYOUN KARBOL FUKSIN (SOGUK KARBOL FUKSIN) BOYAMA:
e Tum preparat karbol fuksin ile kaplanir.

e Yayma 2 dakika stireyle boyanir.

e Lam suyla yikanir.

e Lam % 3 asit-alkolle kaplanir ve renksizlestirme islemi yapilir.
e Suile yikanir ve fazla su lamdan akitilir.

e Lam zit boya ile ( metilen mavisi veya brilliant yesili) kaplanir.
e Zit boya ile 20-30 saniye boyanir.

e Suile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilir.

e Yayma havada kurutulur. Kurutma kagidi kullaniimaz.

* Preparat 100'lik immersiyon objektifi ile incelenir

YAYMANIN iINCELENMESI
A. inceleme Yéntemi:
¢ Aside direncli basilin varligi icin, her yayma en az 15 dakika sure ile incelenir.
¢ Yaymayi negatif olarak raporlamadan 6nce karbolfuksin boyama ile minimum
300 alan incelenmelidir.
e Yaymanin uzun kenari boyunca 3, kisa kenari boyunca 9 paralel tarama
yapilmalidir. Bu hem genis bir okuma alani saglar, hem de ayni bélgenin birden

fazla okunmasi olasiligini uzaklastirir.

MORFOLOJIK OZELLIKLER:
¢ Aside direncli basil yaklasik olarak 1-10 pm uzunlugunda ve tipik olarak
kirmizi, ince, tekli veya demetler halinde ¢omak seklinde géralar.
e Bakteri, boncuk dizisi tarzinda boyanma bélgeleri gdésterebilir.
e M. tuberculosis disinda bazi mikobakteriler pleomorfik goértinebilir, uzun

basillerden kokoid formlara kadar degismektedir.

SONUCLARI RAPOR ETME:

Boyama sonuglari 24 saat i¢inde klinisyene bildirilmelidir.
ARB negatif : Aside direncli basilin gértlmedigi tim yaymalar “ Aside direncgli

basil goralmedi ” seklinde raporlanir. Negatif raporlanan yaymalar kalttr rapor

edilinceye kadar saklanmalidir.
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ARB pozitif : Bir yaymada aside direncli basil gértldtigt zaman, “ Aside direngli
basil goraldu '* seklinde rapor edilir. Boyanma yéntemi belirtilerek yaymada

go6zlenen basil sayisina gore skorlama yapilir.

RAPOR GORULEN ARB MIKTARI
(BASIL SAYISI /iINCELEME ALANI)
Fuksin boya FAorokrom boya
1000 X 250 X 450 X
Negaftf 0 0 0
Supheli 1-2/300alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
(6rnek tekran)
1+ 1-9/100alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1abn 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >8/1alan >90/1 alan >36/1alan

Alisilmadik siklikta yayma pozitif (ktltir negatif) sonug ile karsilasilir ise,
yanhs pozitiflik nedenleri arastirilmalidir.

e Su, su tanklari ve boyalar aside direncli mikroorganizmalarla kontamine
olabilir.

e Boyama islemi slresince materyalin lamdan lama transferi olusabilir.
e immersiyon objektifi icin kullanilan yag ile aside direncli organizmalarin

transferi olusabilir. Pozitif bir yaymadan sonra lens  mutlaka temizlenmelidir.

ARB boyama:
A. Mikobakteriden baska Rhodococcus spp., Legionella micdadei, Cryptosporidium
spp.'nin kistleri ve Isospora spp. gibi bazi mikroorganizmalarin ARB boyanabildigi
dikkate alinmahdir.
B. Hizli Greyen mikobakteriler boyanmada degiskenlik gosterebilirler.

C. Pozitif yayma preparatlari bir baska uzman tarafindan da dogrulanmalidir.
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