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Mikobakteri ler için bafll ›ca iki boyama tekni¤i gelifl tiri lmiflt ir :

1. Karbol fuksin yöntemi (Ziehl- Neelsen, Kinyoun): Aside dirençli

mikroorganizmalar ›fl›k mikroskobunda k›rm›z› renkte görülür .

2. Florokrom yöntemi (auramin O, auramin-rhodamin): Aside dirençli

mikroorganizmalar florasan mikroskopta sar›ms› - turuncu renkte floresan verirler.

Aside dirençli boyama mikobakterilerin lipidden zengin hücre duvarlar›n›n primer

boya ile boyanmas› ve renk giderici ajan asit ve alkolle muameleden sonra boyal›

kalmas› esas›na dayanmaktad›r. Bu nedenle mikroorganizma aside dirençli basil

(ARB)  olarak adland›r›l›r.

Direk mikroskopi ile görülebilmesi için, balgam›n her ml’ sinde 5000-10000

basil bulunmas› gereklidir. Direkt mikroskopik incelemenin duyarl›l›¤› % 22-80

aras›nda de¤iflkenlik gösterir.

Duyarl›l›¤› etkileyen faktörler;

• Örne¤in tipi,

• Enfekte eden mikobakteri türü,

• Dekontaminasyon ve kontaminasyon iflleminin etkisi,

• Boyama tipi,

• Yayman›n kal›nl›¤›,

• Yaymay› inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi.

Yayman›n Haz›rlanmas›: Lam›n k›r›lmas›, boya baflar›s›zl›¤› gibi problemler

veya düflük miktarda organizma içeren pozitiflikleri do¤rulamak için en az iki

yayma haz›rlanmas› gereklidir.

A. BOS d›fl› klinik örnekler :

• Etanol ile temizlenmifl çiziksiz her lama hasta protokol no’su yaz›l›r.

• Yayma ifllemi öncesi örnekler iyice vortekslenir.
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• Örnek öze veya pipet kullan›larak lama transfer edilir. ‹fllem görmemifl

örneklere ait preparat haz›rlamak için kanl›, mukoid ve nekrotik k›s›m kullan›l›r.

• Örnek lam üzerine orta bölümde oval tarzda yay›l›r. Yo¤un materyalden

preparat haz›rland›¤› durumlarda; bir lam üzerine al›nan materyal, ikinci bir lam

ile bast›r›l›r ve iki lam aras›nda yay›l›m› sa¤layacak flekilde z›t yönde çekilir.

• Öze yeniden kullan›lmadan önce iyice alevden geçirilir.

• Pipetler kullan›m sonras›nda dezenfektana veya t›bbi at›k kab›na b›rak›l›r.

• Preperatlar›n biyolojik güvenlik kabininde kurutulmas› önerilir.

• Yayma preparatlar afla¤›daki yöntemlerden biri ile lama tespit edilir.

a) Elektrikli lam ›s›t›c›s› (65-70°C)’ nda en az 2 saat süreyle bekletilir. Gece boyunca

kalmas› kabul edilebilir.

b) Lamlar, bek’in mavi alevinden 3 veya 4 kez geçirilir, fazla ›s›t›lmaz.

c) Lamlar saf metanolde 1 dakika süreyle bekletilir.

Not: Is› ile tespit, tüm mikobakterileri öldüremeyebilir. Bu nedenle lamlar›n

bulaflt›r›c› olabilece¤i unutulmamal› ve incelemeyi takibeni t›bbi at›k

kaplar›na at›lmal›d›r.

B. BOS örnekleri:

• BOS sedimenti vortekslenir

• Steril pastör pipeti ile lam›n merkezine damlat›l›r.

• Preparat havada kurutulur.

• Damlatma ifllemi iki kez daha tekrarlan›r, her defas›nda yeni damla do¤rudan

önceki  damlan›n üzerine damlat›l›r.

• Daha önceden tan›mlanan yöntemlerden biri ile tespit edilir.

A. KARBOL FUKS‹N BOYAMA

1. Ziehl-Neelsen karbol fuksin

a) Solüsyon 1. 10 ml % 95 etanolde 0.3 g bazik fuksin çözülür.

b) Solüsyon 2. 100 ml distile suda 5.0 g fenol kristalleri çözülür (hafif ›s›tma

gerekebilir).

Çal›flma solüsyonu : Solüsyon 2’ nin 90 ml’si solüsyon 1’ile 100 ml’ ye tamamlan›r.

2. Kinyoun’un karbol fuksin

a) Solüsyon 1 : 20 ml % 95 etanolde 4.0 g bazik fuksin çözülür.

b) Solüsyon 2 : 100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri çözülür. Is›tmak gereklidir.
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Çal›flma solüsyonu : Solüsyon 1 ve 2’nin tamam› birlefltiril ir.

B. RENK G‹DER‹C‹ AJAN

% 3 asid - alkol

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

C. ZIT BOYA

Metilen mavisi veya brilliant yeflili z›t boya olarak kullan›labilir.

1) Metilen mavisi : 100 ml distile suda  0.3 g methylen blue chlorid’i çözülür.

2) Brilliant yeflili : 100 ml distile suda 1.0 g brilliant green çözülür.

NOT: Haz›rlanan boya ve solusyonlar›n ad›, haz›rlama ve son kullanma tarihi

flifle üzerine etiketlenir. Haz›rlanan solusyonlar 3 aydan sonra kullan›lmamal›d›r.

KAL‹TE KONTROL

Her boyama iflleminde negatif ve pozitif kontrol çal›fl›lmal›d›r.

Kalite kontrol yaymalar› afla¤›daki flekilde haz›rlan›r.

• Escherichia coli (negatif kontrol) ve Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC

25177 (pozitif kontrol) sufllar›, 1.0 ml fizyolojik tuzlu su veya steril distile suda

ayr› ayr› No.1 Mc Farland bulan›kl›k standard›nda ve biyolojik güvenlik kabininde

süspansiyonlar› haz›rlan›r.

Not: Mycobacterium kansasii gibi daha az patojenik organizmalar pozitif

kontrol amaçl› kullan›labilir. Ancak h›zl› üreyen mikobakteriler’in aside dirençli

boyalar › tutmalar › de¤iflkenl ik gösterdi¤inden kullan› lmazlar .

• Kontrol lamlar etiketlenir. Üzerine haz›rlama tarihi ve haz›rlayan›n ad›

kaydedilir.

• Negatif kontrol süspansiyonundan tek kullan›ml›k bir pipetle lam›n ucuna

yak›n bir damla damlat›l›r.

• Pozitif kontrol süspansiyonu ile üçüncü basamak tekrarlan›r, damla negatif

kontrol ve lam etiketi aras›na damlat›l›r.

• Yaymalar tercihen biyolojik güvenlik kabininde havada kurutulur ve tespit

edilir

• Lamlar etiketli lam kutusunda saklan›r.

Kontrol lamlar ticari olarak temin edilebilir.
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DE⁄ERLEND‹RME:

I. Hasta yaymalar› okunmadan önce kontrol lamlar› de¤erlendirilir.

 Karbol fuksin (Ziehl-Neelsen veya Kinyoun):

1) Mycobacterium spp.: Kullan›lan z›t boyaya ba¤l› olarak mavi veya yeflil zeminde

k›rm›z› renkte,

2) N.asteriodes veya E.coli: Kullan›lan z›t boyaya ba¤l› olarak mavi veya yeflil

renkte görülür.

II. Kontrol lam›n sonuçlar› kaydedilir. Sonuçlar kabul edilebilirse hasta yaymalar›

incelenir. Kontrol lam› uygun de¤ilse, boyalar›n haz›rlanmas› ve ifllemleri yeniden

gözden geçirilir.

De¤erlendirme sonucu kabul edilemez kontrol lamlar› flunlard›r:

 1) Pozitif kontrolde basiller k›rm›z› renkte görülmüyorsa

 2) Negatif kontrolde basiller k›rm›z› renkte görülüyorsa.

 3) Zemin gere¤i flekilde dekolorize olmam›flsa.

 Problem ortaya ç›kt›¤› zaman tüm hasta lamlar› ve bir kontrol lam yeniden

boyan›r.

BOYAMA ‹fiLEMLER‹

A. Z‹EHL-NEELSEN ( SICAK KARBOL FUKS‹N) BOYAMA:

• Tüm lam karbol fuksin boya ile kaplan›r.

• Bek veya elektrikli boyama raf› kullanarak buhar ç›kacak kadar (sigara duman›

tarz›nda) lam alttan yavaflça ›s›t›l›r.

• Düflük ›s›yla veya aral›kl› ›s› kullanarak 3-5 dakika süreyle buharlaflmas› devam

ettirilir.

• Lam so¤umaya b›rak›l›r ve takiben su ile y›kan›r.

• % 3 asit-alkolle lam kaplan›r ve renk akmay›ncaya kadar renk giderme ifllemi

uygulan›r.

• Lam su ile iyice y›kan›r, fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Lam üzerine z›t boya (metilen mavisi veya brilliant yeflili) ilave edilir ve 20-

30 saniye boyan›r.

• Çeflme alt›nda su ile iyice y›kan›r ve fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Yayma havada kurutulur. (Kurutma ka¤›d› kullan›lmamal›d›r).

• Preparat 100‘lük immersiyon objektifi ile incelenir.
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B. K‹NYOUN KARBOL FUKS‹N (SO⁄UK KARBOL FUKS‹N) BOYAMA:

• Tüm preparat karbol fuksin ile kaplan›r.

• Yayma 2 dakika süreyle boyan›r.

• Lam suyla y›kan›r.

• Lam % 3 asit-alkolle kaplan›r ve renksizlefltirme ifllemi yap›l›r.

• Su ile y›kan›r ve fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Lam z›t boya ile ( metilen mavisi veya brilliant yeflili) kaplan›r.

• Z›t boya ile 20-30 saniye boyan›r.

• Su ile iyice y›kan›r, fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Yayma havada kurutulur. Kurutma ka¤›d› kullan›lmaz.

• Preparat 100’lük immersiyon objektifi ile incelenir

YAYMANIN ‹NCELENMES‹

A. ‹nceleme Yöntemi:

• Aside dirençli basilin varl›¤› için, her yayma en az 15 dakika süre ile incelenir.

• Yaymay› negatif olarak raporlamadan önce karbolfuksin boyama ile minimum

300 alan incelenmelidir.

• Yayman›n uzun kenar› boyunca 3, k›sa kenar› boyunca 9 paralel tarama

yap›lmal›d›r. Bu hem genifl bir okuma alan› sa¤lar, hem de ayn› bölgenin birden

fazla okunmas› olas›l›¤›n› uzaklaflt›r›r.

MORFOLOJ‹K ÖZELL‹KLER:

• Aside dirençli basil yaklafl›k olarak 1-10 μm uzunlu¤unda ve tipik olarak

k›rm›z›, ince, tekli veya demetler halinde çomak fleklinde görülür.

• Bakteri, boncuk dizisi tarz›nda boyanma bölgeleri gösterebilir.

• M. tuberculosis d›fl›nda baz› mikobakteriler pleomorfik görünebilir, uzun

basillerden kokoid formlara kadar de¤iflmektedir.

SONUÇLARI RAPOR ETME:

Boyama sonuçlar› 24 saat içinde klinisyene bildirilmelidir.

ARB negatif : Aside dirençli basilin görülmedi¤i tüm yaymalar “ Aside dirençli

basil görülmedi ‘’ fleklinde raporlan›r. Negatif raporlanan yaymalar kültür rapor

edilinceye kadar saklanmal›d›r.
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ARB pozitif : Bir yaymada aside dirençli basil görüldü¤ü zaman, “Aside dirençli

basil görüldü ’’ fleklinde rapor edilir. Boyanma yöntemi belirtilerek yaymada

gözlenen basil say›s›na göre skorlama yap›l›r.

Al›fl›lmad›k s›kl›kta yayma pozitif (kültür negatif) sonuç ile karfl›lafl›l›r ise,

 yanl›fl pozitiflik nedenleri araflt›r›lmal›d›r.

• Su, su tanklar› ve boyalar aside dirençli mikroorganizmalarla kontamine

olabilir.

• Boyama ifllemi süresince materyalin lamdan lama transferi oluflabilir.

• ‹mmersiyon objektifi için kullan›lan ya¤ ile aside dirençli organizmalar›n

transferi oluflabilir. Pozitif bir yaymadan sonra lens mutlaka temizlenmelidir.

ARB boyama:

A. Mikobakteriden baflka Rhodococcus spp., Legionella micdadei, Cryptosporidium

spp.’nin kistleri ve Isospora spp. gibi baz› mikroorganizmalar›n ARB boyanabildi¤i

dikkate al›nmal›d›r.

B. H›zl› üreyen mikobakteriler boyanmada de¤iflkenlik gösterebilirler.

C. Pozitif yayma preparatlar› bir baflka uzman taraf›ndan da do¤rulanmal›d›r.
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