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OZET

Bu calismada, son vyillarda gériilme sikligi yeniden artmis olan
Tuberkuloz hastaliinin teshisinde kullanilan ve pozitifligi tanida énemli yer
tutan Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama y&ntemi, mikrodalga iginimi ile
yapildl. Bu modifiye boya yénteminde, siire kisaltiimasi, boyama kalitesinin
artinlmasi ve laboratuvar sartlarinda riskli ve rahatsiz edici olan alevle 1sitma
agamasinin ortadan kaldinimasi amaglanmistir. Calisma icin gerekli
materyel, hastaneye bagvuran ve Tbc hastali§i siiphesi ile balgam 6rnegi
alinan hastalardan elde edildi. Bu 6rneklerden yayma preparatlar hazirlandi.
Hazirlanan yayma preparatlar farkli alti grup iglemden gegirildi. Bu gruplarin
hepsinde EZN boyama teknigi kullanilip sadece bazi asamalar mikrodalga
isinimiyla  gergeklestirildi.  Ozellikle rutin yéntemdeki alevle isitmanin
bulundugu, fiksasyon ve karbolfuksin ile boyama agamasinda, mikrodalga
isinimi kullanildi. Rutin yéntemde isitma agamasinin bulunmadigi, metilen
mavisi ile boyama asamasinda da mikrodalga firin kullanildi. Boyama
sonuglan 100'luk objektif altinda 1gitk mikroskopik olarak incelendi. Her bir
preparat, basil boyanmasi, renk canliigi, morfolojik yapinin korunmasi ve
zemin boyanmasindaki kalite agisindan degerlendirilip  birbirleriyle
karsilagtirildi. Fiksasyon agamasinda mikrodalga iginimi uygulamanin basili
slduriip 6ldurmedigi de aragtinildi. Sonug olarak mikrodalga isiniminin EZN

boyama tekniginde, 6zellikle fiksasyon ve karbolfuksin agamalarinda

kullanildiginda doyurucu sonug verdigi ve basili 6ldirdGga goralda.

Anahtar kelimeler: Tuberkuloz basili, Erlich-Ziehl-Neelsen boyama metodu,

mikrodalga isinimi, 1tk mikroskopik inceleme.

i
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SUMMARY

Use Of Microwave Irradiation In Ziehl-Neelsen Staining

In this study, Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) staining technique that is
usefull for diagnosis of tuberculosis which is increasingly seen today, was
processed by microwave irradiation. By this modified method, we aimed to
reduce time that is required, increase the quality of staining and reduce the
risks of flame by eliminating heating step. Material that is used for this study
were obtained from patients suspiciously having tuberculosis which applied
to hospital and gave the sputum. Smears were prepared from these
materials. These smears were processed in six different ways. in all groups
EZN staining procedure were used, microwave irradiation only used in some
steps. Especially, steps that are having heating process by flame in routine
technique, (fixation and staining by carbol-fuchsin), were done by microwave
irradiation. Methylene blue staining step was also done by microwave
irradiation although there is no heating process in routine technique. Stained
smears were examined under X 100 objective with light microscopy. All
stained smears were evaluated according to bacilli determination, colour
brightness, preservation of morphological features, staining quality of ground
and comparisions between each group were done. Killing effect of microwave
irradiation that was used for fixation on bacilli were also studied. As a result,
satisfactory results were obtained by the use of microwave irradiation in EZN

technique, especially in the steps of fixation and carbol-fuchsin staining and

the killing effect of microwave irradiation was seen.

Key words: Tubercle bacilli, Erlich-Ziehl-Neelsen staining method, microwave

irradiation, light microscopic examination.
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GIRIS

Tuberkiloz (Tbc) gelismekte olan butiun ulkelerde ve Tirkiye'de
yaygin olarak gorilen, mortalite orani oldukga yiksek enfeksiyon
hastaliklarindan biridir. Diinya niifusunun tgte biri Tbe basili ile enfekte olup,
her yil yaklasik sekiz milyon kisi Tbc hastaligina yakalanmakta ve yaklagik iki
milyon kisi élmektedir. En gok hastanin bulundugu bes ulke, Hindistan, Cin,
Banglades, Filipinler, ve Giney Afrika'dir (1). Ulkemizde ise Tbc hastaligi
insidansi 2000 yilinda verem savas dispanserlerinde kayitl hastalara gore
hesaplandiginda % 0.027'dir ve c¢ogunlugu geng yastadir (1). Tbc
hastaliginin zaman zaman daha da yayginlagmasi, 1991 yilinda Dogrudan
Gézetimli Tedavi Stratejisini (DGTS) dogurmustur (1). Bu stratejide yer alan
unsurlar sunlardir;

1- Tbc kontrolii ile ilgili uygulamalar igin politik iradenin ortaya konmasi,
2- Semptomatik hastalarda pasif ydntemle bakteriyolojik tani konmasi,

3- Gozetimli kisa sureli tedavi,

4
5

Ucretsiz ve surekli ilag saglanmasi,

Kayit-raporlama-analiz sitematiginin kurulmasi.

Her yil diinya nufusunun yiizde biri Tbe basili ile enfekte olmaktadir.
Enfekte nifustan sirekli yeni hastalar ¢ikacagi igin Tbc sorununun uzun yillar

strecegi aciktir (1).

Tuberkiloz basilleri enfekte ettikleri kimselerin viicudunda onlarin
yasamlar boyunca dormant bir sekilde durabilir ve direnglerinin distigu bir
anda da hizla gcogalmaya baslayarak o kisilerin yeniden hastalanmasina

neden olabilir. Dunya genelinde tiberkulozu blylk sorun yapan da buyik

6lctide basillerin bu 6zelligidir (2).

Basille enfekte olan kisi, yasadigi surece hastalanma riski altinda
oldugu igin, insanlarin Tbc basiliyle kargilagmasini 6nlemek verem savasinin

temel hedefini olusturur. Bu da enfeksiyon kaynaklarinin yani basil cikaran
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hastalarin  bulunup, tedavi edilerek basil gikarmaz hale getirimesiyle
mumkandar (2).

Bir tuberkuloz hastasinin ortalama 5-10 kisiyi enfekte ettigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle enfeksiyon kaynaklarinin miimkiin oldugunca erken

teshis edilmeleri biylk énem tagimaktadir (3).

Ulkemizde bakteriyolojik tani koymak konusunda ciddi eksikliklerimiz
vardir. Dinya Saglhk Orguta (DSO)'niin Kuresel Tbc Kontroli 2002
raporunda, dispanserlerden gonderilen verilere gére hastalarin % 24'Gnin
mikroskobisinin pozitif oldugu bildirilmistir (1). Bu pozitiflik orani yanilticidir;
¢unkl verem savas dispanserleri kendi saptadiklari pozitiflikleri bildirmekte,
hastanede saptanan pozitiflikleri kayit sistemi nedeniyle bildirememektedir
(1). Ulkemizde tedavilerin uygulanmasi, ilag rejimlerinin segilmesi, tedavi
suresi ve tedaviye uyum konusunda da sorunlar vardir. Hastaliga
yakalananlarin cinsiyet ayinmi, yas siniflamasi ve bunlarin raporlanmasi
diger 6nemli Ulke problemlerimizdir. Iste biitin bunlara dayali olarak veremle
savasta hedefler belirlenmistir. Bu hedefler iki ana baglik altinda belirtilmistir;

tani hedefi ve tedavi hedefi.

Tedavi hedefi: Ozellikle yayma pozitif akciger Tbc hastalarininin
tamaminda kir saglamak, standart tedavi rejimlerinin uygulanmasini

saglamak ve tani konulan tim hastalarin tedavisini bagaryla tamamlamaktir

(1).

Tani hedefi: Balgam yaymasi pozitif Tbc hastalarininin tamamni
mUmkan olan en kisa surede saptamaktir. Bu amagla Tbc siiphesi olan her
hastaya (¢ kez mikoskobik inceleme yapmak, bakteriyolojisi menfi hastalarda
ileri tetkikler yapmak ve saptanan her hastanin temaslilarin erkenden

muayene etmek gereklidir (1).

(R]
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Dinya Saghk Orgiiti'niin 2005 yll igin dunyaya énerdigi hedef, var
olan balgam yaymasi pozitif The olgularinin % 70'ini bulmak ve saptanan
balgam yaymasi pozitif yeni Tbc hastalarinin % 85'inde kir saglamaktir (1).
Bu hedeflere ulagsmak igin yapilmasi gerekenler asagida belirtiimektedir (1):

1- Tbc hastalarina taniyi bakteriyolojik olarak koymak,

2- Tani konulan her hastanin bildirimini yapmak,

3- Standart rejimle yeterli siire ve diizenli tedavi yapmak,

4- Kir saglanana kadar tedaviyi yakindan izlemek,

5- Tbc ilaglarini tcretsiz vermeyi siirdiirmek ve ilag temininde surekliligi
saglamak,

6- Temaslilara, yeni enfekte olanlara, hastalik gelisme riski yiksek
olanlara koruyucu ilag tedavisi vermek, standart bildirim, kayit ve
raporlama iglemininin strekliligini, duzenliligini saglamak,

7- Cocukluk ¢aginda BCG agisi yapmayi siirdiirmek,

8- Verem savasinda galigan bitin personelin dizenli egitiminin
yapilmasini saglamak,

9- Topluma yénelik Tbc egitimi ve bilinglendirme calismalar yapmak, Tbc
hastalarina ve ailelerine yénelik sosyal yardim ve destek saglamak

(1).

Goruldagu gibi veremle savasta énemli ilk basamak hastaligi teghis
etmektir. Akciger tiberkllozu tanisinda, hastanin éykisi, klinigi ve muayene
bulgulari ile akcider grafisi ve tuberkdlin testinin buyik yarar bulunmaktadir.
Bu incelemeler bize kesin tanlyl vermemekle birlikte, hastaligi diustinmemizi
saglamakta ve daha ileri incelemeler icin yo6nlendirici bir gérev

ustlenmektedir.

Hastanin oykiusinden, yakin akrabalarinda verem olup olmadig,
arkadas gevresi ve caligtigl yerde veremle temasi olup olmadig:, ailede
Oksdren kisilerin tetkiki ile gizli tuberkilozun ortaya c¢ikarilimasinda faydali
bilgiler elde edilebilir (2).
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Bu hastaligin oldukea belirgin klinik bulgularinin olmasi da tani igin gok
yol géstericidir. Kuru ve kesik 6ksuriik, zayiflama, terleme, halsizlik, subfebril
ates tuberkilozun karakteristigidir. Hiler ve bronsa baski yapan adenopatili
tuberkilozda uzun sire kuru, krizler seklinde oksiruk gérulir. llerleyen
akciger parankim lezyonlari ile tiberkiiloz 6ksiirtigis, balgaml (muko-puralan)
karakter goésterir. Brons tiberkilozunda 6ksirik uzun sure devam eder.
Plevra tiberkiilozunda kuru olan 6ksurige gégus agnsi eslik eder. Genglerde

kanl balgam (hemoptizi) 6ncelikle akciger tiiberkilozunu digundurar (2 ).

Akciger tuberkilozunun tani ve izlenmesinde radyolojik inceleme de
cok onemlidir. Primer infeksiyonunun seyri sirasinda akciger radyograminda
patolojik bulgu gérilmeyebilir. Anormal bulgular arasinda en ¢ok dikkat
cekeni, buylimus lenf bezlerine bagh hilus golgesi genislemesidir. Toraks
icindeki primer tuberkiloz enfeksiyonu su dort yapidan biri veya daha
fazlasini daima tutar: Akciger parankimasi, mediastinal veya hiler lenf bezleri,
trakeobronsiyal agac ve plevra. Parankimada konsolidasyon, lenf bezlerinde
buyiime ve buna bagl obstriiktif amfizem ve atelektazi olusabilir. Postprimer
tilberkilozda  ise  kavitasyonlar, lokal eksudatif lezyonlar ve
fibrokalsifikasyonlar radyogramda dikkati geker. Hem primer hem postprimer
tiuberkillozda genellikle Ust loblarda yuvarlak veya oval densiteler seklinde

gériilen tuberkilomalar tani koydurucudur (2).

Tuberkoloz hastaliginda enfeksiyon nedenini bulmak igin; etkenin
vilcutta yaptigr degisiklikleri aragtirmak yaninda basili bakteriyolojik olarak
gostermek de gereklidir. Her tuberklloz vakasinda basil aranmalidir. Her
zaman basile ulagmak miimkin olmayabilir. Bunun cesitli nedenleri vardir.

» Her vakada israrla basil aranmamasi,

o Balgam ve materyalin uygun olarak toplanmamasi,

s Materyaldeki basil adedinin az olmasit,

s Yeterli sayida inceleme yaplimamasi (En az 3 muteakip glin balgam

alimp incelenmelidir) (2, 4),
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o Hastanin ilag alp almamasidir (Alinan ilaglar bakteriyolojik

incelemeden 3-4 gun 6nce kesilmelidir) (2).

Tuberkiloz hastaliginin kesin tanisi bakteriyolojik olarak konulmasina
ragmen, batin bu yukaridaki hususlara dikkat edildigi ve basil bulunamadig
vakalarda radyolojik ve klinik bulgular uyuyorsa Tbc tanisi konulmaktadir (1,
2, 5).

Tbc tanisinda kullanilan bakteriyolojik ¢alismalarin en basinda
numunelerin toplanmasi gelmektedir. Balgam 6rnegi alabilmek igin &nce
hasta egitilmeli ve derin dksiiriikle koyu ve yapiskan balgam elde edilmeye
calisiimahidir. Tukritk vasfindaki érnekler incelemeye alinmamalidir. Balgam
birbirini takip eden ¢ gin istenmeli ve incelenmelidir. 24 saatlik balgam
biriktirilmesinden sakiniimalidir. Cunkiu kontaminasyon fazla olur. Ayrica

balgamdaki otoliz mahsuilleri basillere zarar verebilir (2).

Bakteriyolojik muayenede ikinci adim direkt yayma hazirlanmasi ve
mikroskobik incelenmesidir (1, 2, 6). Materyalin kalan kismi kiltir igin
kullanilir veya yapilamayacaksa uygun bir laboratuvara gonderilir. Yaymada
gorilen aside direngli basiller (ARB) Mycobacterium tuberculosis kompleks
disi mikobakterilerle ya da baska nedenlerle olabilir. Bu nedenle pozitif kaltar

Tbc tanisini kesinlestirir.  Yayma negatif hastalarda da kdltdr tany

kesinlestirir (1, 6).

Ozetle bakteriyolojik olarak etkenin gosterimesinde dogrudan
mikroskobik inceleme ve kiltir en yaygin kullanilan yontemlerdir.
Enfeksiyonun kesin tanisinda altin standart basilin kaltdrde Gretilmesidir (1).
Ancak tiberkiloz basilinin treme siresi oldukga uzun olup 6-8 haftadir. Bu
siire “BACTEC" kiltar sistemlerinin kullanimiyla biraz daha kisaltilmis olup
10 gline kadar azaltilabilir. Bu nedenle, pulmoner tiberkilozun tanisinda
dogrudan mikroskobik olarak balgam orneklerindeki basilin gdsterilmesi

yéntemi onemlidir (7).

hn
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Hastahgin kesin teshisi igin The basilin gosterilmesi, hastahga sebep
olan mikroorganmizmanin yani M. tuberkulosis'in morfolojik 6zelliklerinin gok iyi

pilinmesiyle miOmkdndar

The basih 0 3-06 ve 14um boyutlarninda ve basil morfolojisindedir.

DUz veya efn tek veya birkag tanes! birarada bulunur. Hareketsiz ve

-

orsuzdur Uniform veya duzensiz boyanabilir Klasik bakteriyolojik boyalar

boyanmaz EZN ve Fluorochrome boyama yontemleri ile boyanirlar.
Enfekte balgamin boyanmasinda basiller kultirde bulunandan daha uzun,
veya kisa zinculer olusturarak bulunur. “Cord faktor® birgok mikobakterinin
yuzeyinde  bulunan brr hpid materyaldir. Bu madde M. tuberculosis

hucrelennin cord seklinde uremelenni ve bir arada durmalarini saglar (2).

Mikobakten  hucrelen  Gram  veya basit boya yontemleri ile
boyanmazlar Hucre duvarinin yuksek lipid 1igengi boyanin penetrasyonuna
jrenchdyr EZN boyama islemi sirasinda, boya solusyonunun isitilmasi ile bu
trene  ontadan  kaldinlabiir - Normal  kosullarda  Gram  boyasinda
mikobaktenler, 24 saal gibi bir surede ¢ok az mavi boya alir, alkol ve asit ile
renk  qidermeye  de  direngl olduklarindan  Gram  pozitif olarak tarif
edimsierdir Hucre duvar lipid igendi ve antibiyotik direnci agisindan da
Gram nagatif baktenlere benzetenler de vardwr. Bazilari da Gram nbtr olarak
oidirmislerdir (2). Ancak M. tuberculosis igin pratik olarak gram boyamanin

gedezn yoklur.

WMikobakteriler, bir plazma membani ile sinirflanan sitoplazmadan ve
ounu ceveeleyen lipidden zengin bir hicre duvarindan olusmuslardir,

Sioplazmada bir nikleer cisim iginde sikica katlanmig fakat bir nikleer

e

~murzn le cevnll olmayan tek bir kromozom vardir. Bu nedenle,
mwonaxtenter de diger bakteriler gibi prokaryotturlar. Bazi mikobakterilerin
zigg'azmalannda, plazmidler veya episomlar diye adlandinlan, ek kiicik

ONA halkaian bulunur.
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Sekil-1: Basil membraninin sematize ediimis sekh (8)

Mikobakteri hicre duvan diger bakterilerin hicre duvarlarn ile
karsilastinldiginda sadece daha kalin degil, ayni zamanda olaganustu lipofilik
ozellik gosteren tek oOrnektir. Bu duvar yapisi, mikobakterilere 6zgu bazi
teme! dzelliklerin ortaya gikisina yol agmaktadir. Bunlar; aside dayaniklilk,
hiicrelerin bir araya toplanimi, konakgl hicreleri tarafindan yapilan litik
enzimlers ve bakterisidal ilaglara direng ve muhtemelen bazi besinler, hatta

antibiyotiklerin girisinin engellenmesi seklinde dzetlenebilir (2).

Hiecre duvarlan mikobakterilerin en karmasik pargcasini olusturur.
Tame! ozelligi cok yiksek oranda lipid igermeleridir. Lipidler hiicre duvar
adqifiginin % 80171 olusturur ve cok farkl bilesikleri icerir. Mikobakterilerin

hiicre duvan icin de@isik modeller ileri sUrlimistir. Bu medeller hucre
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dirvarnnda  hale

duvannda bolca bulunan temel lipid yapilarinin yerlesimini  gostermeyi

'a membraninin ustinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandan

frmiirarm

Jrein) olusmustur. Bu tabaka diger bakterilerde oldugu gibi kisa peptid
cirien iz capraz bagh, uzun polisakkarid zincirlerini igerir. Bu nedenle
burada agd seklinde bir makromolekul olusarak hiicrenin seklini ve rijiditesini
sadlar. SBurada bulunan polisakkarid zincirleri, birbirini izleyen N-glycolyl
sit ve N-acetyl glukozaminden olusmustur. Capraz bagh peptid
zincirizn ise 4 amino asitten olusmustur. Mikobakteriyel murein diger

aerde bulunanlarda benzerdir.

Peptidoglikanlara bitisik tabaka arabinogalaktan tabakasidir. Hicre
duvannin % 351 olusturur. Arabinogalaktan, arabinoz ve galaktozdan
o'usan dalh bir pohsakkariddir. Peptidoglikana fosfodiester képrileri ile
baghdir. Arabinogalaktanlarin yan zincirlerindeki ug arabinoz birimlerine
mikolx asid diye adlandirilan bir grup uzun zincirli yag asitleri kovalent
baglarlz baglanirlar. Bu asitler hucre duvarinin kalinhgindan ve biiyiik oranda

da hicrenin aside direncli olusundan sorumludurlar.

Yapilan degisik calismalara ragmen aside direncliligin kimyasal temeli
cok iyi bilinmemektedir. Fakat, arabinogalaktanlara kovalent baglarla bagli
mikolk asitlerin, belirli sekillerdeki dizilimlerinin, aside direnclilige neden
oldugu dusUnulmektedir. Mikolik asitler ayrica, trehalose gibi sekerlerle
0zglanarak ‘cord faktér' olusturabilirler. En dis tabaka bir grup heterojen
pepudeglhikolipidler veya fenolik glikolipidlerden olusmustur ve ‘Mycosidler’
olarak adiandirilir.

Hicre duvarnindan daha pek cok karmasik molekiller elde edilmistir.
Bazilari olasiikia basilin virllanst ile iligkilidir. Kesin kanitlar olmamakia
nirikie digerleri de mikobakterilerin antijenik reaksiyonlarina katimaktadir.

Son yillarda mikobakteriyel lipidler yodun sekilde arastindlmistir. Hicre
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duvarinda  bulunan lipidlerin  g¢ogu uzun zincirli yag asitlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu lipidler, tiberkulostearik asit, mycoserosic, phthienol

ve mukolik asitleri icerirler (2).

Tuberkiloz ve diger batun mikroorganizmalarin yayma preparatlarinda
ve doku kesitlerinde gosteriimesi histopatolojistler igin bazi zorluklar
tagimaktadir. Bazi mikroorganizmalarin gok kiguk boyutlarda olmasi isik
mikroskobik goruntiulenmeyi zorlastinrken bazilarimin biyuk olmalarina
ragmen ahsiimis Hemotoksilen-Eosin ile boyanmamasi énemli bir sorundur.
Bu nedenle birgok 6zel boya gelistirilimistir. Ornegin Pneumocystis-carinii igin
Grocott-Gomori Methamine gumus boyasi, Difteri igin Albert'in boyasi,
Spiroketler igin Warthin-Starry, Riketsia ve Klamidya igin Macchiavello'nun

teknigi, protozoalar igin Giemsa, virusler igin Phloksine-tartrazine boyasi bu

6zel boyalardandir (5, 6).

Aside direncli boyama teknikleri yaninda kapsul, bakteriyel spor, lipid,
hicre duvarn, nikleer materyal ve flagella gibi, bakteriyel yapilara o6zel

boyama teknikleri de vardir (6). Gunumuzde kullanilan immunofloresan

boyalar da olduk¢a faydali olup organizmayr daha carpici boyamasi

acgisindan avantajhdir.

Mikroorganizma boyamalarindaki diger sorunlar ise bazen organizma
sayisinin az olmasina bazen de doku alindiktan ya da yayma hazirlandiktan
sonra preparat (zerinde ureyen diger mikroorganizmalarin, asil etkenin fark

edilmesini zorlastirmasina baghdir (2, 5). Butin bu problemler yaninda

histopatolojistlerin isini  kolaylastiran etkenler de vardur. Incelenecek
orneklerle ilgili klinik bilgilerin bulunmasi, etkene 6zel doku ve s
degisiklikleri olmasi gibi bulgular kolaylastirici etkendir. Ornegin tiiberkiiloz

i¢in dokudaki granilomatoz reaksiyon, incelenen sividaki renk ve yogunluk

degisiklikleri oldukga yol gostericidir (5).
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Mikroorganizmalari géstermek icin yapilan boyamalarda ilk agarma lam
uzerine yayma vyapimasidir. Yayma yaparken steril olmaya gok dzen
gosteriimelidir ve ézellikle M. tuberculosis igin ultraviyole (UV) ile bakteriler
oldurerek daha guvenli bir yayma yapilmasi saglanmalidir. Yaymalar havadz
kurutulmali ya da M. tuberculosis arastirmalaninda isitilarak kurutulmali ve
alevden 3-4 kez gegirilerek tespit edilmelidir. Tespit edilen yayma soguduktan
sonra boyanmalidir. Kullanilacak boya goértlmek istenen mikroorganizmanin

cinsine gore segilir (5, 6).

Ornegin Gram boyama yéntemi mikroorganizmalari gram (+) ve gram
(-) olarak siniflamada kullanilir. Gram boyamada; primer boya, dekolorizan
ajan ve zit boya kullanilir. Primer boya olarak en ¢ok Hucker'in kristal viyoles:
kullanilir. lyot soliisyonu boyayi sabitlemek icin kullanilir, Dekolonzasyon
genellikle % 95 etanol ile yapilir. Yikama sirasinda suyun akim hizi onemlidir
Zit boyama icin ise genellikle % 0.25 safranin kullanilir Gram pozitif

mikroorganizmalar boyay! tutar ve mavi boyanirlar. Gram negatifler ise

kirmizi boyanirlar. Boyanmay bakterilerin  hicre duvarinin kimyasal ve
fiziksel yapisi etkiler. Yaymanin kalinhgi, ylkama asamasinda suyun akim
hizi, iyot ve kristal viyolenin konsantrasyonu, dekolorizan solusycnun
ozellikleri gram boyamanin sonuglarini etkileyen faktérlerdir (5, 6) M
tuberculozis o6zel hicre duvar yapisindan dolayl gram boyamasinin
uygulanamadigi ve ozel boyama teknigi gerektiren mikroorganizmalardan

biridir (5).

Gunumuzde tuberkulozun hizh tamisinda gelistirilen yeni yontermler
bulunmaktadir; Akciger tuberkulozunun tanisinda en cok yararandigimiz
yontem radyolojik incelemedir. Bugun artik akciger filmi fizik muayensye ek
olarak rutinlesmistir. Tuberkulin testinin The tamisindaki deger tartismahdi

Testin pozitif olmasi kisinin eski veya yeni enfeksiyonunu goésierir
Ucuz ve noninvaziv bir géranteleme yontem) olan ultrasonografinm

9ogus hastaliklan kliniginde bulunmasi onerilmektedir. Plovral siv variginn

10
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ve lokalizasyonunun tesbitinde ayrica plevra biopsisi alinmas! dz gok ¢z

bir tant yéntemidir.

Bilgisayarli tomografi de akciger filmi normal bulunan s2bso
bilinmeyen atesi olan kisilerde akciger parankimasini daha iy1 g37msk

kaviteleri degerlendirmek agisindan yararlidir.

Tuberkuloz tanisinda erken tani yontemlennden binsi dz 7ios70ot«

bronkoskopidir. Ozellikle yaygin infiltrasyon veya miliyer gorinim gos=ran

ve balgam cikartamayan vakalarda transbronskoskopik biops! yapiimaizi

Tuberkiiloza bagh serdz zarlarin enfeksiyonunda. alinan sivi izinzs
adenozin deaminaz (ADA) tayininin yapilmasi rutin hale gelmistir. S 2 7e™

Tbe kékenli ise, ADA miktari 40 anite/ml Ustunde bulunur.

Kultar; Tbe basilinin yavas bélunmesinden dolayr (18-22 sz3t 22¢
sonu¢ veren bir yontem olmasina ragmen altin standaridir. s« <27
besiyerleri arasinda olan “Lowenstein-Jensen™e bugun "Middsdrood’ ve
"“BACTEC" besiyerleri ilave olmustur. BACTEC 460 sisteminds (S=cion i
Dickinson USA) Tbc vasatina radyoaktif karbon katiimakia ve trems«is o'an '
basillerin ortaya gikardigl radyoaktif '“C'a bagh CO,  radyomsirs o 2 i

saptanarak kultir sonuglan en erken 2 gln en geg¢ 43 gunde, oaama 4

W
]
h
]
]

ginde elde edilmektedir. Ureme indeksi Gl olarak bslitiir v

Mycobacterium antijenlerinin  immunoassay iz gdsterimeaz ds
glinumuzde kullanilan, % 66-100 sensitivitesi ve % 95-100 spesifiies: can o
yontemdir. Radioimmunoassay (RIA), ELISA, Lateks Agiutnasyon ws

Hemaglutinasyon testleri bu gruptandir.
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Gunumbizde bakterinink RNA ve DNA'sinin gosterilmesine yanelik
molekller yontemler gelistirimistir (2). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve

hibridizasyon yontemler bunlann arasindadir (1).
Tiiberkiloz Mikroskobisi

Mikroskop ile Tbe basillerinin saptanmasi, Tbc hastaliginin tanisinin
konmasinda en hizl, en ucuz, en yararh yontemdir (1, 2, 5). Aside direngli
organizmalari géstermek i¢in 3 cesit yayma boyamasi vardir. Bunlar EZN,

floresan teknik ya da Auramine-Rhodamine (A- R) ve soguk uygulanan

teknik Kinyoun's boyama yontemidir.

Aside direncl olusun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. The
basilinin hucre duvarinin yuksek oranda lipit igermesi 6zellikle de mikolik asit
varligi bu durumun bir agiklamasi olabilir (2, 5, 6). Ancak membran yapisinin
butunlig bozulursa ki bu gok hafif bir mekanik incitmeyle gergeklesebilir

basilin aside direncli olma 6zelligi de bozulur (6).

EZN Tbc tanisinda en cok kullanilan metoddur. Cunku yorumu kolay

oldugu gibi kullanilan ara¢ gere¢ agisindan da basittir (6). Ayrica en az

maliyetle en hizli uygulanabilir bir tekniktir (7).

EZN boyama teknigi icin Karbolfuksin, dekolorizasyon solusyonu,
metilen mavisi ve musluk suyu ya da tercihen distile su gereklidir (1, 2, 5, 6).

Tbe basilinin Karbolfuksin boyasini yapisina kolay alabilmesi igin isitilarak
membran gegirgenliginin artinimasi gereklidir (6, 9, 10). Isitma islemi basil
membranini boyaya gegirgen kildigr gibi, boya iginde bulunan maddelern
6zellikle de fenolun membran yapisinda bulunan mikolik asit ile kompleks
yapmasina da neden olur.(6, 9, 10). Bu kompleks olusumu asit ve alkol ile
dekolarizasyonu imkansiz hale getirir. Bu nedenle aside direngl olarak
tanimlanirlar. Karbolfuksin boyama agamasindan once oksidasyon basamagi

kullanilarak daha fazla sayida basil boyandigi gosterilmistir (6). Bu agamada
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30 dakika % Tk potasyum permanganat ya da 4-24 saat énceden % 10'luk
penyodik asit kullanihr. Ancak bu rutin kullammda uygulanan bir yontem

dedildir

Dekolorizasyon solusyonu olarak asit alkol kulaniimasi en uygun
yontemdir (2, 6). Metilen mavisi baslica kullanilan zit boyadir. Zit boyama ile
dekolorizasyon asamasinin aynt anda uygulanmasini 6nerenler de olmustur

ancak digert kadar iyi sonug vermedigi gorulmaustur (2, 6).

Auramine-Rhodamine boyama yéntemi fluorochrome bir metoddur:
EZN'den fark) karbolfuksin yerine fenollu floresan boya kullaniliyor olmasidir.
Birgok floresan metot gelistiriimis olup en son Matthaei'nin yéntemi Truant ve
arkadaglan tarafindan modifiye edilerek kullaniimaya baslanmistir (6,11).
Buna gdre 11 ile fiksasyondan sonra A-R boyasi 60°C de 10 dakika, 37°C de
16 dakika ya da 25°C de 20 dakika uygulanir. 0.5 ml HCI ve 99.5 ml % 70'lik
etanolden hazirlanmig asit alkol ile dekolorize edilir. % 0.5'lk potasyum
permanganatl le 2-4 dakika bekletilir. Bu asamada zemin boyanmasinin daha
az floresan vermesi saglanir.  Floresan mikroskobunda 25X veya 45X'lik

buyutmede incelenir (6)

EZN boyama yontemine gore en onemli avanta)l, hassasiyet
kaybolmadan kucuk buyutme ile kisa surede hizlica genis bir alanin
taranmasidir (10,12) Bu yontemin mikroskobisinde daha iyi kontrast olup
daha az goz yorgunlugu ve c¢ahisanin renk keskinligine ihtiyacin daha az
olmasidir (5, 6). A-R boyamasinin bakteri sayisinin az oldugu durumlarda
EZN'den daha istun oldugunu bildirir caligma da vardir (11). Bazi ¢alismalar
bu yontemin daha duyarli ve spesifik oldugu belirtimis, ¢ok fazla balgam
incelemesi yapan merkezlerde zamandan ve ekonomik yénden kar
edilebilecegi bildirilerek bu yontem onerilmistir (4, 5, 6, 11). Ayrica bu
yontemle olu basillerin gorulmesi de moumkundiir (2). Daha az zaman
almasina ve daha duyarlt olmasina ragmen bu yéntemde yalanci negatiflik ve

yalanci pozitiflik oraninin EZN boyama yéntemine gore daha yiksek oldugu
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bildidmigtir (5, 7). Flog

esan mikroske

Dbk yantem gerekli arag gerece sahip

olundufu slirece mukemmel sonuc verir (8 Ancak gerekl arag gerecin daha

komplke olmasi ve buna hadh olarak ki

.

Jlarimn hatalanmin olabilmesi bir
dezavantajdir (6)

Kinyoun'un sofuk boyama teknifji ise iisinden de daha az kullanighdir
(5). Bu ybnlemde karbolfuksin vonsantrasyonu  artinlarak ve 1sitma
yaplimadan uygulanir ve duyarliig: klasi EZN boyamasindan daha dusuktir
(5, 6). Boyamayi hizlandwrmak ©in karbolfuksin icine deterjan etkisi olan
Tweeen-80 maddes) eklenir Yine de klasik yontemden daha hizh bir
boyanma elde edilmez (8) Bu yontemde de ik ance 15 ile fiksasyon yapilir.
Primer boya oda isisinda 5-10 dakika uygulanir. 5 ml nitrik asit (HNO3) ve 95
ml % 70'lik etanolden ciugmus solusyon ile 30 sn - 2 dakika arasinda
dekolornizasyon yapilir  Metlen mavisi ile zit boyamadan sonra 1Sk
mikroskobik olarak ncelenir EZN'deri gior hrmizi basil, mavi zemin
boyanmasi elde edilir (6} Kinyoun un soguk karbolfuksin boyasi ve Auromin-

Rhodamine boyasi Ziehl-Neelsen kadar duyarl ve spesifik degildir (7).

Boyanma  gergeklestkien  sonraki  en onemli  asama  ise
degerlendirmedir. Bir preparata poziif diyebilmek igin 300 sahada en az 3
basil gérmek gerekidir. 1-2 basil supheldir Basil gorilmedigi takdirde 15
dakikadan sonra incelemeye devam ediimaz. Her sahada bol basil géraldugu

durumlarda daha fazla taramaya gerek yoktur (1),

Bir yaymaya negatif diyebilmzk izin en az 300 saha taranmis olmaldir.
Tarama esnasinda lam G(zerinde yatay ve uzun eksene parelel dort hayali

cizgi takip edilmelidir (1).

Yapilan pek ¢ok ¢aligma Zighl-Neelsen boyama metodunun, pulmoner
tuberkisloz  vakalarinin %  70-80%nin tamisinda  faydall  oldugunu
gbstermektedir (7). Bu sadece halgamda basil taranmasi icin degil mide

sivisl, idrar, gayta ve diger butiin viicut sivilan icin de gegerli bir yontemdir
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(2, 6). Bu nedenle saglik birimlerinde kullanilan esas tani yontemi bu
boyamadir.

Boyali preparatlarda aside direngli basillerin raporianmasi

Basil sayisi

'Raporlama :
300 alanda hig basil yok ‘Negatif |
300 alanda 1-2 basil var fSUpheIidir‘ test tekrarlanir 1
100 alanda 1-9 basil var ;ﬂ_ e
10 alanda 1-9 basil var +t e ;
1 alanda 1-9 basil var e —
1 alanda 10 yada daha fazla basil var | ++++ ===t

Mikrodalga Isiniminin Histolojik Tekniklerde Kullanimi

Gercekte mikrodalga I1siniminin s kaynag! olarak laboratuvarlara

girisi 1970l yillarin baslangicina rastlar. Mikrodalga 1siniminin histolojik ve

histopatolojik ilk uygulamalar yaklasik 25 yil 6nce Mayers (12) tarafindan

yapiimistir.  llerleyen  vyillarda  laboratuvarlarda mikrodalga  1simimy

uygulamalari  6ncl arastirmaci  gruplarin cabalariyla  buyuk olgude

yayginlagsmistir (13). Bugiin mikrodalga 1sinimi, Istk ve elektron mikroskobik

hizli fiksasyon, doku takibinin gabuklastirimas: dekalsifikasyon, boyama,

histokimya ve imminohistokimya, in situ hibridizasyon,  antijen retrioyal

reaksiyonlar ile kan yaymalarinin hizla kurutulmas: gibi
kullanilmaktadir (14, 15, 16. 17, 18, 19, 20. 21)

asamalarda

Mikrodalga 1simimt ile yapilan calismalarda alinan sonuciann tatmin

edici olmasi, kullanilan yontemlerde kisa surede sonuca ulastmass by

konuda yapilan calismalar hizlandirmis ve rutin kullanima aumesihde

Bikon

olmuslur
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kullaniimamasi nedenryle bu c?ayl mikrodalga stabilizasyonu’ olarak
tammlamasi 1 Sismistir. Daha sonraki yillarda Bernard (31),
tim fareyi higbir salisyon kul'anmadan mikrodalga finn iginde 151Imma maruz
birakmig ve 13imim sonras) cisseke edilen dokular konvansiyonel yollarla
takip edilmis ve parafin blokiara gomulmustir. Yapilan ayrintilh inceleme
sonucundz Bernard, dokulznn s etksi ile fiziksel olarak fiske edilebilecegini
ve ayrica her oir dokunun farklr derecelerde mikroskobik ayrintisinin
korundugunu bildirmisr. Mixrogziga simmi ve klasik yontemlerle iyi fikse
edilmis dokulznn parafin kestznnin isik mikroskobik morfolojisinin ayni
oldugunu belirtien ¢alisma (32) 2 bu alanda mikrodalga isimimi kullanimi

artrmistir,

Mikrodalga Isinimi ve Boyama

Doku kesitlerinin soyanmas! ki fakiore baghdir: boyanin hicre igine
difizyonu ve substraiz bagianmas! Mikrodalga 1simimi bu iki faktore de etki

ederek boyanma sdrecini nizianding Diftizyon fiziksel bir iglemdir ve

mikrodalga 15imim: ile arunizdic. Boyanin substrata baglanmasi ise hem
fiziksel hem kimyasal bir iglemdir ve burada mikrodalga simiminin rolu
degisik faktoriers baghdyr. Soyama isleminde affinite gok 6nemlidir. Affinite

boyanin, boyama sollsyonunca hicreye dogru hareketidir. Boyama

sistemindeki herhangi oir fakwor { boya. ¢ozucl vb.) boyanin hiicreye olan

affinitesini etkiler. Boya nhocre lgkismi atkileyen en basit gug Colombik

glclerdir. Colomb gocd If =izkirik yikiu hucresel substratlara iyonik

boyalarin bagianmasinga 1ol oynayan guc olarak tammlanabilir.  Bu

reahlyonla. is1ya bagimidir vixsek sicakliklarda baglama iglemi daha kisa

wiestinlic. Sova iyonlanmin islem yapilan dokuya girmesi
1= dagil soyowixlen de de ligkilidir. Ayni zamanda boya
banyosundaki boya digindax: clskrolitienn miktan da dokunun sigmesine ya

da bizigmeasing NectEr
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Mikrodalga 1sinimi, boyalarin hiicre igine difiizyonunu ve substrata
baglanmasim hizlandirdiqi gibi molekullerin birbirine garpigmasini arttirarak
kimyasal reaksiyonlan gergeklestirir ve dengeyi saglar (27, 34, 35, 36). Bu
gorugten yola ¢ikilarak son zamanlarda smear, parafin ve plastik kesitlerin
boyanmasinda mikrodalga 1simimi uygulanmaktadir. Mikrodalga isimimi ile
boyama, sale igerisinde yapilabildigi gibi, kesit Uzerine damlatma metodu ile
de uygulanabilir. Yontemin segimi kullanilan mikrodalga finnin 1s1 probu olup
olmamasina, boyanin tipine ve arastiricinin deneyim sahibi olup olmamasina
baghdir. Damlatma metodu yayma preparatlar icin kullanilan ideal bir
yontemdir (37, 38).

Sicaklik kontrolu sale icinde yapillan boyamalarda 1sI probu
kullanilarak daha kolay olmasina karsin, damlatma yoénteminde, damlanin
sicakh@ini 6lgme ozel problarla yapilabildiginden ya da yapilamadigindan,
preparal Uizerine damlatilan boya solusyenunun buharlagma olasiligina kars!

dikkatli olmak gerekmektedir.

Mikrodalga finnda yapilan boyamalarda istenmeyen sonuglar
olusabilir. Mikrodalga finn ile kullanilan 1sinin ¢ok kolay kontrol edilmesi ve
bir dugmeye basmakla baslatilip, bitirilebilmesi bir avantajdir (20, 25). Ancak
mikrodalga finn difuzyonel islemlerin veya kimyasal reaksiyonlarin, hangisini
daha fazla artirmak hangisinin ise degismeden kalmasini saglamak
yonundeki aymmi yapamaz. Mikrodalga ile isitma, cesitli istenmeyen
maddelerin de difuzyonunu artirabilir. Bu yazden artefaktlar olusabilir. Isitma
artefaktlan su sekilde siniflandirilabilir:

« Kullanilan boyalarnn miktari azalabilir veya kimyasal yapisi degisebilir,
» Dokudaki boyanacak hedeflerin ozellidi degisebilir, In  vitro
bolgelerinden bagka bir yere tasinabilir veya dokudan kaybolabilir,

« Dokunun fiziksel karakteri degisebilir,

« Yikselen sicakliklarda boyanma ozellikleri degisebilir.
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Kullanilan  solisyonlarin  tazeliginin boyama kalitesini ~etkiledigi
bilinmektedir. Pratikte tekrar tekrar kullanilan boyama solusyonlarinda,
boyama suresinin uzatilmasi ile istenilen sonuca ulasilabilmektedir. Bunun
yanisira mikrodalga finnda bazi boya solusyonlarinin tekrar tekrar
kullaniminin sakincalan vardir. Yapilan bir galismada (25) Toluidin blue
solisyonunun mikrodalga i1ginimi uygulandiktan sonra boyama 6zelligini

kaybettigi bildirilmistir.

Biyolojik materyallerdeki selltiler ve doku proteinlerinin i1si etkisi ile
asin  denatirasyonu gibi degisiklikler, doku takibinin herhangi bir
basamaginda olusabilir. Asiri denatire materyaller gegirgen degildirler, bu
nedenle trikrom metodlari ile boyama yapildiginda, asiri 1sitiimis ve denatire
olmus bdlgeler yapinin orijinal dogasina aykir olarak sitoplazmik boya
tarafindan daha hizli boyanir. Asin fiksasyonun kimyasal etkileri de vardir.
Mikrodalga 1sinimi ile indilklenmis stabilizasyon veya fiksasyon isleminden

sonra, asit boyalarin boyama 6zelliginin azaldigi buna bir drnektir (12).
Mikrodalga Iginimi Kullaniminin Tehlikeleri

Mikrodalga firinlan basit hatalar sonucunda asirt 1sinabilir. Bu nedenle
eger mimkinse Isi probu kullaniimalidr. Igine konulan dokunun boyutu,
fiksatifin miktan, kullanilan kabin buayikiGgd ve cinsi 1sida belirgin
degisiklikler yapabilir. Bunlarin sonucunda beklenmeyen kaynama ve
buharlagmalar gérilebilir. Patlamalar ve toksik madde salinimi ortaya
¢ikabilir (Ornegin formaldehitte). Bu nedenle havalandirma sistemi olan
mikrodalga firinlar kullaniimalidir. Pek cok laboratuvarda kullanilan normal
mutfak finnlar bu is i¢in uygun degildir. Ayrica mikrodalga firnlarin iginde
metal cisimler kullaniimamalidir, ¢linkdl bunlar kivilcim olusumuna neden
olurlar, bu da ézellikle patlayici gaz olusmussa tehlikelidir. Mikrodalga firinin
kapadini agarken olasi patlamalara karsi yuz mutlaka baska bir yéne

gevrilmelidir (25).
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Dokular mikrodalga enerjisini gok etkili olarak emerler. Bu nedenle
viicut iginde 1s1 ortaya c¢ikar. Isi olusturma hizi viicudun fizyolojik sogutma
mekanizmalarn ile bir denge olusturamiyorsa doku Isisi yikselir. Bu da 1si
stresi ya da yaniklara neden olabilir. Gines Is1g1 radyasyonu sadece deri
tabakasini etkiler mikrodalga ise doku derinliklerine gider. Yiksek dozda
isinim  biyolojik zedelenmeye yol agar. Mikrodalga radyasyonu iyonize
radyasyondan farklidir (24, 39). Gunki noniyonizedir. Mikrodalga radyasyonu
ile iliskili enerji atom gibi iyonize bir madde igin gerekli enerjiden ¢ok azdr.
Hidrojen atomu igin gerekli enerji frekansi 2.4x 10%° Hz dir. Mikrodalga da ise
frekans 2.5 GHz dir. Dogurdugu enerji kimyasal baglanma enerjisinden gok
azdir ve en gevsek molekiler bagl bile pargalayacak gugten dagiktar.
MolekUller aras| carpisma sonucu bireysel enerji artigi ortaya ¢ikar. Bu gok
hizl bir islemdir. Isi artigi saglamak igin yodun bir mikrodalga iginimi
kullanilabilir. Bu durumda foton absorbsiyon hizi ¢ok yilkselir. Boylece
dokudaki gok az 1st artigi bile doku molekillerinde degigiklige neden olur. Bu
suyun -1° C den +1° C ye gikarak degismesine benzer. Isi artigi ¢ok
olmamakla birlikte materyalin yapisi degigmistir. Bu 6rnekten farkli olarak
mikrodalga 1ginimi ile olusan doku molekdl degisikligi geri donusumsuzdur
(40).

Yaklagik 40 yillik gegmisi bulunan mikrodalga iginimi ile ilgili
calismalarin sonucunda; distik dozdaki mikrodalga igimiminin ozellikle ileriye
deénuk zararl etkileri hentiz belli degildir. Bu nedenle mikrodalga kullanilan
laboratuvarda mikrodalga kagak detektérlerinin bulundurulmasi, guvenli

¢aligma ortam| saglamasi acisindan 6nemlidir (41 ).
EZN Boyamasinda Mikrodalga Isinimi Kullanimi

1990 yilinda Dougles-Jones ve ark (42) tarafindan yapilan bir
¢alismada, karaciger dokusunda, Ziehl-Neelsen boyamasinin mikrodalgada
yapiimasinin avantajlarindan bahsedilmisgtir. Ozellikle, mikroorganizmanin

mikrodalga i1gtnimi ile kisa strede 6ldugu ve boyanma karakterinde de

Scanned by CamScanner



herhangi olumsuz bir duruma sebep olmadigi gdsterilmigtir. Ayni ¢aligmada
mikrodalga iginiminin basilin membran gegirgenligini artirmadig) ve aside
direngli olma &zelligini bozmadigi gésteriimigtir. Bu galigmada, Dbasili
oldurebilecek guigteki  mikrodalga 1siimin onun fiziksel &zelliklerini

degistirmedigi de gosterilmigtir.

Ziehl- Neelsen boyamasindaki sadece karbolfuksin asamasi 1984
yilinda Hafiz ve arkadaglarinin (43) yapti§i bir galigmada mikrodalga iginimi
ile denenmis ve daha kisa zamanda ayni guvenilirlikte sonug verdigi
belirtilmistir. Mikrodalga teknolojisi zamanla histopatoloji ve mikrobiyoloji

laboratuarlarinda kullanim alani olan bir teknik haline gelmistir (9, 43, 44, 45).

Bu ¢aligmadaki beklenti:

a- EZN boyama yénteminin dekolorizasyon ve yikama harig her
asamasinda mikrodalga 1gimimi kullanilarak, boyama zamanini belirgin
bir élgtide azaltmak,

b- Klasik boyama ile ayni kalitede ya da basilin kolaylikla taninabilmesini
saglayacak canliik ve parlaklikta, yeterli kontrasta sahip kirmizi
boyanma elde etmek,

c- Alev kullanmanin gerekmedigi, guvenli galigma ortami yaratiimig

laboratuvarlarda, Tbc tanisinda rutin kullanima sunulabilecek bir

mikrodalga prosediri geligtirmektir.
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GEREG VE YONTEM

Bu ¢alisma Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Mikrobiyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklari ABD “Tiberkiiloz laboratuvari’nda, 6gretim dyeleri ve
¢alisanlarinin destegiyle yiritaldi. Etik kurul onay! alindiktan sonra, direkt
yaymasinda tuberkiloz basilinin pozitif oldugu bilinen hastalarin balgam
érnekleri bu calismada kullanildi. Balgam é&rnekleri, UUTF Mikrobiyoloji
Laboratuvarina génderilen 6rneklerden, Heykel Verem Savas Dispanseri ve

Bursa Gogus Hastaliklan Hastanesinden alinan érneklerden temin edildi.

Her bir balgam oérneginden direkt yaymalar hazirlandi. Bunlardan
6'sarli gruplar olusturuldu. Bu gruplarin tim elemanlan ayni balgam érmegine
ait olacak sekilde ayarlandi. Tablo 1'de ¢aligma gruplarn gosteriimektedir.
Birinci grup caligmanin kontrol grubunu olugturdu ve ginimizde tdm

tuberkiloz laboratuvarlarinda uygulanan klasik Ziehl-Neelsen boyama

yontemi ile boyandi (1, 6).
Klasik EZN Boyama Yontemi (1, 2, 4, 5, 6, 10, 11):

Laboratuvarda uygun bir késede boyama Gnitesi olusturulur. Lamlar,
alev Uzerinden 3-5 kez gegirilerek tespit edilip boya sehpasina dizilir.
Uzerleri karbolfuksin ile kaplanir. Lamlar alttan isitilir. Bu iglem sirasinda
boya kaynamamalidir, boyadan buhar gikmaldir ve boya eksilmemelidir.
Eger eksilirse ekleme yapiimalidir. 2-3 dakika isitilip 5 dakika sogumasi
beklenir. Boya kesinlikle kurumamahdir. Daha sonra su ile yikanip asit alkol
ile dekolorize edilir. Dekolorizasyon lamlar Uzerindeki pembelik kayboluncaya
kadar devam etmelidir. Tekrar yikanip, metilen mavisi ile 1 dakika boyanir.
Su ile lam uzerindeki fazla boya giderilerek boyama tamamlanir. Sonug
olarak, mikroskopta incelendiginde Tbc basilinin  parlak kirmizi  diger

mikroorganizmalarin ve zeminin mavi boyandigi goralar.
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lkinci grup sadece fiksasyon asamasinda mikrodalga iginiminin
kullanildigr grubu olugturdu ve max giigte 3 dakika mikrodalga iginimi ile
lamlara fiksasyon islemi asagida belirtildigi bigimde uygulandi. Ugtinci grup,
sadece karbol fuksin boyama agamasinda mikrodalga iginiminin kullanldigi
gruptu ve boyama 45 sn max gigte yapildi. Dérdinci grup, sadece metilen
mavisi boyamasinin mikrodalga iginimi ile max gigte 15 sn olarak
uygulandi§l grubu olusturdu, Besinci grup ise hem karbolfuksin hem de
metilen mavisi boyamalari igin mikrodalga isiniminin kullanildigi, max gugte
sirasiyla 45 sn ve 15 sn uygulandi§i boyama grubunu olugturdu. Altinci
grupta ise besinci gruptaki boyama yéntemlerinin ayni  bigimde
uygulanmasindan énce max gigte 3 dk fiksasyonun mikrodalga 1ginimi ile
yapildi§i yayma preperatlar yer aldi. |kinci gruptan itibaren, tim gruplarda
boyamanin mikrodalga i1sinimi  kullanilmayan diger agamalan klasik

yontemde oldugu gibi gergeklestirildi.
Mikrodalga Iginimi ile Gergeklestirilen Basamaklarin Ayrintilar;

Calismada kullanilan mikrodalga firin; frekansi 2450 MHz, mikrodalga
cikis giici maksimum 900 W olan, gigli gaz ekstraksiyon sistemine, Isi

probu ve dijital 1s1 gostergesine sahip Bosch HMT 882 G'dir.

Mikrodalga iginimi ile fiksasyon:
Tablaya kurutma kagidi yerlestirilir. 200 cc musluk suyu igeren beher,

firn tablasinin arka orta bdlgesine, igine Is1 probu yerlestirilerek konur.
Preperatlar kurutma kagid tzerine yerlestirilir. Max gugte 3 dk 1sinlanir.

Baslangig ve bitig sicakliklar not edilir (Ek—1).

Mikrodalga 1sinimi ile karbolfuksin boyamasi:
Kurutma kagidi 50 cc musluk suyu ile islatilir. Isi probu 1slak havlu

kagit Uzerine konur. Preperat haviu kagit tzerine yerlestirilir. Karbolfuksin
boyas! yaymay! kaplayacak sekilde damlatilir. Max giicte 45 sn isinlanir. llk
ve son sicakliklar kaydedilir (Ek—2).
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Mikrodalga i1sinimi ile metilen mavisi ile boyama:

Kurutma kagidi 50cc musluk suyu ile islatilir. Isi probu islak havlu

kagit Gzerine konur. Preperat havlu kagit tizerine yerlestirilir. Metilen mavisi

boyas! yaymayi kaplayacak sekilde damlatilir. Max giigte 15 sn 1ginlanir. llk
ve son sicakliklar kaydedilir (Ek-3).

Mikrodalga isinimi ile gergeklestirilen 5. ve 6. gruplarin boyamalari
sirasinda elde edilen sicaklik degerleri Ek—4 ve Ek—5'te gériilmektedir.

Tablo 1: Z-N boyamalarinin gruplara gére uygulanimi.

ZIEHL-NEELSEN BOYAMA ASAMALARI

GRUP | Fiksasyon Karbol  fuksin | Asit alkol ile | Metilen mavisi
boyamasi dekolarizasyon ile boyama
1 3-5 kez alevden | Alevle isitilarak | 10 dakika veya | 1-2 dakika
gegirilir 5 dakika kirmizilik  gidene
kadar
2 MW, 3 dak, | Alevle isitilarak | 10 dakika veya | 1-2 dakika
max gug¢ 5 dakika kirmizihk gidene
kadar
3 3-5 kez alevden | MW, 45 sn, |10 dakika veya | 1-2 dakika
gegirilir max gii¢ kirmizilk  gidene
kadar
4 3-5 kez alevden | Alevle sitilarak | 10 dakika veya | MW, 15 sn,
gegirilir 5 dakika kirmizilik  gidene | max giig
kadar
5 3-5 kez alevden | MW, 45 sn, | 10 dakika veya | MW, 15 sn,-
gegirilir max gii¢ kirmizihk  gidene | max giig
kadar
6 |MW, 3 dak |MW, 45 sn,[10 dakika veya | MW, 15 sn,
max giic max gii¢ kirmizilik  gidene | max giig 5
kadar ‘
24
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Mikroskobik Degerlendirme:

Kurumus preperatlarin Uzerine bir damla immersiyon yagi damlatilarak
mikroskopta 100x objektifle incelendi. Mikobakteriler mavi zeminde pembe—

kirmizi boyanmis olarak gériildi.

Her gruptan 50 adet olmak {izere 300 preperat 151k mikroskobik olarak
100X buyitmelik objektifde degerlendirildi. Degerlendirmede dért ana kriter
kullanildi. Bunlar;

1. Basilin boyanip boyanmadig,

2. Basil renginin canliligr,

3. Basilin morfolojik 6zelliklerinin korunmasi,
4

. Zemin boyasi ile basilin iyi kontrast olugturup olusturmadigr'dir.

Eger preperatta basil géruldi ise 1, goriulmedi ise 0 puan; basil rengi
canli kirmizi ise 1, soluk ise 0 puan; zemin boyanmasi ile basil rengi
arasindaki kontrast belirgin ise 1, degil ise 0 puan verildi. Elde edilen
sonuglar istatistiksel olarak Pearson ve Fisher ki kare testleri ile

degerlendirildi.
Yayma preperatlardan kiiltiir yapilmasi

Balgaminda 4(+) basil bulunan bir hastanin balgam yaymalarnndan 5
tanesi UV'den gegirilmedi. Bunlarin isi ile fiksasyonu mikrodalga firinda 45
sn, 1 dak, 3 dk, 5 dk, 10 dk sirelerde yapildi. Ayrica UV'den gegirilmis bir
yayma preperat ile sadece alevden gegirilerek fiske edilmis fakat UV'den

gecirilmemis baska bir yayma preperat da kdltlrleri yapmak (zere hazirland!.

Bu yaymalar Uzerindeki balgam tabakas| kazinti yapilarak kiiltir
ortamina ekilme islemi yapildi. Kazinti baska bir lam aracihgiyla alinip
boncuklu tiiplere konuldu. Tbe haricindeki diger mikroorganizmalarin élmes;i

icin (dekontaminasyon amaci ile) NaOH 1/1 oraninda serum fizyolojik ile
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beraber kazintinin Uzerine eklenerek vortekste kanstinildi. 15 dakika oda
isisinda bekletildi. Tuplerin igine, tamamen dolana kadar fosfat tamponu
eklenip 3000X devirde 15 dakika santriftj edildi. Tupler icindeki sIvi
dokilerek dipte kalan gokeltiden 0.5 cc alinip Bactec 12 B sigelerindeki
besiyerine ekildi. Kiltirler 37°C sicaklikta etiivde bekletildi. Haftada iki kez
basillerin ortaya gikardigi CO, miktar, radyometrik yontemle olgilerek

ireme olup olmadig takip edildi.

26
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BULGULAR

Her gruptan 50 adet olmak (izere 300 preperat 151k mikroskobik olarak

100X buyltmelik objektifle, belirtilen  kriterler géz oOnine alinarak
degerlendirildi.

Klasik Ziehl-Neelsen teknigiyle yapilan boyama sonucunda, Tbc basili
kirmizi boyanirken zemin ve diger mikroorganizmalar mavi boyandi (sekil 2).

Sekil-2: Kontrol grubu (1. grup ), EZN boyamasi, 100X.

Ikinci grup sadece fiksasyon asamasinin mikrodalga 1simmi ile
yapildigi grup olup kontrol grubuyla ayni kalitede boyanma gdsterdi. Bu
gruptaki, canli kirmizi basil boyanmasi ve basil ile iyi kontrast olusturan

zemin boyanmasi Sekil 3'de gorulmektedir.
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Sekil-3: ikinci grup, (mikrodalga isimimi ile fiksasyon), EZN boyamasi, 100X.

Uglincll grupta sadece karbolfuksin boyamasi mirodalga isinimi ile
yapildi. Bu yontemle elde edilen boyama sonucu kontrol grubuyla esit
kalitede bulundu (Sekil 4).

Sekil-4: Ugtnci grup, (mikrodalga isinimi il karbolfuksin boyamasi), EZN, 100X

;
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Doérdiincli grupta sadece metilen mavisi boyamasi mikrodalgada
yapildi. Bu yéntemle elde edilen boyama sonuglari, basil renginin canliligr ve
zemin boyamasinin bu renkle olusturdugu kontrast agisindan kontrol grubu
ile ayni kalitede sonuc vermedi. Sekil 5'te bu gruba ait bir ornek

gorulmektedir.

Sekil-5: Ddordincd grup, (mikrodalga 1simimi ile metilen mavisi boyamasi),EZN,

100X.

Besinci grupta hem karbolfuksin boyamasi hemde metilen mavisi
boyamas! mikrodalgada yapildi. Bu yontemde elde edilen sonuglara gére,
basil boyanmasl, renk canliligi ve zemin ile olusturdugu kontrast durumu,
kontrol grubu kadar kaliteli bulunmadi. Sekil 6'da ve Sekil 7°de bu yontemle
yapilan boyamaya érnekler gorlimektedir. Sekil 7'de, basil boyanmasinin
cok soluk olmasi ve zemin renginin kontrol grubundaki kadar iyi kontrast

olusturmamas! daha da belirgin olarak gorilmektedir.
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Sekil-6: Besinci grup, (mikrodalga 1sinimi ile karbolfuksin ve metilen mavisi
boyamasi), EZN, 100X,

Altinci grupta, fiksasyon, karbolfuksin boyamasi ve metilen mavisi
boyamasi mikrodalgada yapildi. Basil boyanmasi, renk canliligi ve zemin
boyamasi kontrol grubundaki kadar kaliteli bulunmadi. Sekil 8'de ve sekil

Sekil-7: Besinci grup, (mikrodalga 1sinimi ile karbolfuksin boyamasi ve metilen

mavisi boyamasi), EZN, 100X.

30
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Sekil-8: Altinci grup, (mikrodalga 1simmi ile fiksasyon, karbolfuksin boyamasi ve

metilen mavisi boyamasi), EZN, 100X.

Sekil-9: Altinci grup, (mikrodalga isinimi ile fiksasyon karbolfuksin boyamasi ve

metilen mavisi boyamasi), EZN, 100X.

Gruplara gore dort kriterin ayri ayri degerlendiriime sonuglari Tablo 2,
3, 4, ve 5'te, ortak degerlendirme sonuglari ise Tablo 6'da gosterilmektedir.

31
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Tablo 2: Basil boyanmasi kriterinin degerlendirme sonuglari.

Grup 0—Boyanmadi 1-Boyandi
1 — %0 50 %100
2 — %0 50 %100
3 p %2 48 %96
4 11 %11 39 %78
S ) %9 41 %82
6 A %7 43 %86

Tablo 3: Basil boyanmasinda renk canlilidi kriterinin degerlendirme sonuglari.

Grup 0-Boyandi ama soluk 1-Belirgin boyand]
1 4 %8 46 %92
2 2 %4 48 %96
3 8 %16.7 40 %83.3
4 7 %17.9 32 %82.1
S 15 %36.6 26 %63.4
6 11 %25.6 32 %74.4

Tablo 4: Morfolojik 6zelliklerin korunma kriterinin degerlendirme sonuclari.

Tablo 5: Zemin boyanmasi ve kontrast kriterinin dege

Grup 0-Morfolojik 6zellikler 1-Morfolojik 6zellikler
korunmamig korunmus
Basil gérilmeyen grup sayisi Basil gérilen grup sayisi
1 — %0 50 %100
2 — %0 50 %100
3 2 %4 48 %100
4 11 %22 39 %100
5 9 %18 41 %100
6 7 %14 43 %100

rlendirme sonuglar.

Grup 0-Zemin boyanmis ama kétl 1-Zemin boyanmasi iyi
1 5 %10 45 %90
2 1 %2 49 %98
3 4 %8 46 %92
4 9 %18 41 %82
5 11 %22 39 %78
6 10 %20 40 %80

Tablo 6: Dért kriterin birarada degerlendirilmesi ile elde edilen ortalama degerler.

Grup 0 1
1 9 %4.5 191 %95.5
2 3 %1.5 197 %98.5
3 14 %7.1 182 %92.9
4 27 %15.2 151 %84 .8
5 35 %19.2 147 %80.8
6 28 %15.1 158 %84.9

32
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Tablo 2'de, 1. ve 2. gruplarda, basilin boyanmasinin % 100 boyanma
orani ile en iyi, 4. grupda % 78 boyanma orani ile en két grubu olusturdugu
goriimektedir. Basil boyanmasinda renk canliiginin, 2. grupta en iyi olup %
96 iken 5. grupta % 63.4 ile en kétl oldugu Tablo 3'de gérllmektedir. Tablo
4'de, basil boyanmasi olan bitin gruplarda morfolojik 6zelliklerin korunmug
oldugu gérulmektedir. Tablo 5'de en iyi zemin boyamasinin % 98 oraniyla 2.
grupta, en kétl zemin boyanmasinin ise % 78 oraniyla ile 5. grupta oldugu
gorulmektedir. Butiin kriterlerin ortalama degerlendirme sonucu (Tablo 6) en
iyi grubun % 98 oraniyla 2. grup, en kéti grubun % 78 oraniyla 5. grup
oldugu gérulmektedir.

Elde edilen sonuglara; Fisher kesin ki-kare ve pearson ki-kare testleri
uygulandi. Gruplar arasi fark olup olmadigi, varsa hangilerinin anlamli oldugu
bulundu. P> 0.05 oldugu zaman gruplar arasi fark istatiksel olarak anlamsiz
degerlendirilicken, P< 0.05 oldugu zaman anlaml olarak degerlendirildi.llk

olarak butun gruplarda ayri ayri dort ana kritere gore kargilagtirma yapildi.

Basil boyanmasinin olup olmamasina gore yapilan karsilastirmada

elde edilen sonuglar Tablo 7'da gésteriimektedir.

Tablo 7: Basil boyanmasina gére gruplarin kargilastinimasi.

Grup |1 2 3 4 5 6

1 P=1.000 |P=0.49 P=0.0005* |P=0.0026" |P=0.0125"
2 P=1.000 P=0.49 P=0.0005 |P=0.0026 ; P=0.0125

3 P=0.49 P=0.49 P=0.0147* |P=0.054 P=0.1598

4 P=0.0005 |P=0.0005* |P=0.0147" P=0.8026 |P=0.4348

S P=0.0026 [P=0.0026* |P=0.054 P=0.8026 P=0.7441

6 P=0.0125 [0.0125" P=0.1598 |P=0.4348 |P=0.7441

*anlamli P degerleri

Kontrol grubuyla (1. grupla), 2. ve 3. gruplar istatistiksel olarak benzer

sonuglar verdiler. 4,5 ve 6. gruplar kontrol grubundan (1. gruptan) anlamii
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derecede farkliydi. Bu ¢ grup ayni zamanda 2. gruptan da anlamii derecede
farkli bulundu. 3. grup ise sadece 4. grup ile farkli iken 5. ve 6. grup ile

arasindaki fark ihmal edilebilir dizeydeydi. 4,56, gruplarin birbirinden farki
istatiksel olarak anlamsiz bulundu.

Basil renginin canliigina gére yapilan karsilastirmada elde edilen
sonuglar Tablo 8'de gosteriimektedir.

Tablo 8: Basil renginin canlihgina gére gruplarin karsilastiriimast.

Grup |1 2 3 4 5 6

1 P=0.677 P=0.2288 |P=0.2009 |[P=0.0014* |P=0.0261"
2 P=0.677 P=0.0488* |P=0.0388* |P=0.0001* |P=0.0052*
3 P=0.2288 |P=0.0488" P=1.000 P=00509 |P=0.3154
4 P=0.2009 |P=0.0388* |P=1.000 P=0.0812 |P=0.4366
5 P=0.0014+|P=0.0001* [P=00509 |P=0.0812 P=0.3470
6 P=0.0261-|P=0.0052* [P=0.3154 |P=0.4366 |P=0.3470

*anlamli P degerleri

2, 3 ve 4. gruplar kontrol grubundan istatistiksel olarak farksiz olup 5.
ve 6. gruplar anlamli derecede farkl bulundu. 2. grup, kontrol grubu (1. grup)
hari¢ diger butin gruplardan farkli olup bu farklilik 2. grup lehine anlamli

bulundu. 3, 4, 5 ve 6. gruplar ise kendi aralarinda istatiksel olarak benzer

sonuglar verdi.

Morfolojik degerlendirme sonuglari basil varligini  degerlendirme

sonuglan ile ayni bulundu.

Zemin boyanmasinin degerlendirimesinin  sonuglan  Tablo 9'da

gosterilmektedir.
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Tablo 9: Zemin boyamasina goére gruplarin karsilastirnimasi.

Grup |1 2 3 4 5 6

1 P=0.2044 |P=1.000 |P=0.3881 |P=0.1714 |P=0.2623

2 P=0.2044 P=0.3622 |P=0.0157* |P=0.0038* |P=0.0078"
3 P=1.000 |P=0.3622 P=0.2336 |P=0.0905 |P=0.1478.
4 P=0.3881 |P=0.0157* |P=0.2336 P=0.8051 |P=1.000.".
5 P=0.1714 |P=0.0038* |P=0.0905 |P=0.8051 F’=1.0005‘;.|,
6 P=0.2623 |P=0.0078* |P=0.1478 |P=1.000 P=1.000 o

*anlamli P degerleri

Pearson ki- kare testine gore bitin gruplar istatiksel olarak kontrol

grubuna esdeger sonuglar verdi. Sadece 2. grup 4, 5 ve 6. gruplardan farkli

olup bu fark ikinci grup lehine anlamli bulundu.

Doért kriterin ortalamalari

alinarak elde edilen,

karsilagtirma sonuglar Tablo 10'da gosterilmektedir.

gruplar

arasi

Tablo 10: Dort kriterin ortak dederlendiriimesine gére gruplarin karsilagtinimasi.

Grup |1 2 3 4 5 6

1 P=0.1428 |P=0.3632 |P=0.0008* |P=0.000 |P=0.008"
2 P=0.1428 P=0.0059" |P<0.001* |P<0.001" |P<0.001"
3 P=0.3632 |P=0.0059* P=0.0194" |P=0.006 |P=0.0145"
4 P=0.0008* | P<0.001* |P=0.0194* P=0.330 |P=1.000
5 P=0.000" |P<0.001* |P=0.006* |P=0.330 P=0.333
6 P=0.008* |P<0.001* |P=0.0145" |P=1.000 |P=0.333

"anlaml P degerleri

4, 5, 6. gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamsiz bulundu. 1,

2,3. gruplarin diger (¢ gruptan farki istatiksel olarak anlamliydi. Birinci grup

ile ikinci grup arasindaki fark anlamsiz iken 2. ve 3. grup arasindaki fark 2.

grup lehine istatiksel olarak anlamli bulundu.

e
i
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Balgaminda 4 (+) basil bulunan hastanin yaymalanindan kazinti
yapilarak hazirlanan kaltur ekimlerinin okutulmas! sonucu elde edilen
sonuglar soyleydi:

= UV'den gegcirilmis preperatlardan yapilan kdltirlerde, 1si ile

fiksasyon, alev Ozerinden 3-5 kez gegirilerek veya mikrodalga
isinimt ile yapildiginda Greme olmad:.

= UV'den gegiriimeyen preperatlarda alev {zerinden 3-5 kez

gegirilerek fikse edilen grupta treme olup mikrodalga i1sinimi ile
fikse edilen grupta Greme olmadi.

|
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TARTISMA

Gram boyama teknigi, mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde
kullanilan en yaygin metottur. Bu metod, beliri lcii iginde bakterilerin
basit¢e, gram boyasi ile boyanabilirligi ya da boyanmamasina bakarak, gram

(+) ya da gram (-) olarak adlandiriimasinda kullanilir.

Gram boyama iglemi énce bir bazik boya ( kristal viole) uygulamasi ile
baglar. Bundan sonra bir iyot ¢g6zeltisi uygulanir. Bu asamada bakteriler mavi
renge boyanmistir. Sonra alkol ile isleme maruz birakildiinda gram (+)
hacreler kristal viole-iyot bilesigini tutarak mavi renkte kalirlar. Gram (-)
hicreler ise alkolden sonra renklerini kaybederler. Son asamada kirmizi
renkli bir boya ile (safranin gibi) karsit boya yapilir. Rengini kaybetmis olan
gram (-) hicreler bu zit boyay alarak kirmizi-pembe renge boyanr.

Bu metod, doku kesitlerindeki gogu bakterinin demonstrasyonunda en

iyi yolu sadlar; buna karsin bu metod ile Tbc basili iyi demonstre edilemez.

Tbc basilinin, gevresinde bulunan lipidden zengin duvar nedeni ile,
gram boyama metodu ile demonstrasyonu zordur. M. tuberculosis'in
demonstrasyonunda kullanilan EZN boyama tekniginin temeli basilin bu 6zel
duvar yapisindan dolay! asit ve alkol ile boyanin uzaklastiriimasina direng
gostermesidir. Kirmizi boya karbolfuksin, 1si ile bakteri ve diger yapilar glclu
boyarken, daha sonra uygulanan asit-alkolin etkisine kapsulun lipid yapisi
dayanikh oldugundan, diger tim yapilardan uzaklastig: halde bakteride kalir
ve kontrast icinde mavi zit boyama kullanilir.

Erlich sicak boya soltusyonlarini 15-30 dakika uyguladiginda basil
gugli mineral asitlerle dekolorizasyona direngli davranmistir. Bundan dolayi
basilin siradan boyalara direngli oldugunu ve sadece alkali boyalara gegirgen

bir kapsiille cevrili oldugunu soylemistir. Ziehl ise asidik boyalarla
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boyanabilirligi géstermistir. Ziehl karbol fuksin kullanmig, Neelsen bu boyay!

fenol ile glglendirmis ve en sonunda standart EZN metodu ortaya ¢ikmiglir

(9).

EZN boyamasinda ik asama yayma preparatin alev (zerinden
gegcirilerek 1si ile fiksasyonudur. Isitma ile bakteriyel hiicre membrani ¢ézuntr
maddelere daha gegirgen hale gelir. Ancak uzun siire maruz kalma hicre
yikimina veya butlnlGginin bozulmasina neden olabilir. Alevden gegirilerek
yaptlan isi ile fiksasyonun tbe basilini ldirmede yeterl olmadigi Cardoso ve
arkadaslar (46) tarafindan yapilan, 1si1 ile fiksasyondan sonra da Tbc
basilinin yasayabilirliginin arastinldigi calismada gosterilmistir. Tbc basilinin,
alev Ozerinden 3-5 kez gegirilerek yapilan fiksasyon isleminden sonra
6lmedigi ancak boyama sirasinda canliligimi yitirdigi belirtilmektedir. Ayni
calismada, Blair ve arkadaslarinin da Tbc basilinin konvensiyonel 1si ile
fiksasyon igleminden sonra 6lmedigini gésterdigine dair bilgi yer almaktadir
(46).

Douglas-Jones ve arkadaslarinin (42), dokuda bulunan Tbc basilinin
fiksasyon asamasinda fiksasyon sirasinda isi kaynadl olarak kullanilan
mikrodalga 1simimi ile oldurilebilirligini aragtirdigr ¢aligmada, alinan doku
parcalarindan, mikrodalga i1ginimi uygulanarak yapilan fiksasyon sonrasinda
frozen kesitler elde edilmis ve bu kesitlere klasik Ziehl-Neelsen boyamasi
uygulandiginda 1sik mikroskobik seviyede yapilan inceleme ile bakteri

morfolojisinin degismedigi ancak bakterinin canlihgini yitirdigi gosterilmistir.

Douglas-Jones ve arkadaslarnin (42) bu c¢alismasl ile doku
kesitlerinde, Tbc basilinin gdsteriimesinde frozen éncesi mikrodalga 1ginim

ile fiksasyonun morfolojiyi bozmadigi igin kullanilabilecegi ve kaliteli frozen

kesitler elde edilebilecegi sonucuna varimistir.

Bu tez galigmasinda mikrodalga 1ginimi ile yapilan ve klasik yontemle

yapilan fiksasyondan sonra Tbc basilinin KkultlrG yapilarak canliigina
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bakildiginda, fiksasyon éncesi UV uygulandiginda iki grupta da kiilturde Tbc
basili Gremesi olmamasina karsin, UV uygulanmadigji zaman klasik yontemle
fiske edilen grupta treme olmustur. Mikrodalga fiksasyonu yapilan grupta ise
UV uygulanmamis oldugu halde killtirde tireme olmamistir. Bu bulgu literatir
(42) ile uyumludur. Mikrodalga isinim1 ile fiksasyon bu galismada 3 dk
uygulanarak diger boyama agamalarina gegilmigtir. Strenin 3 dk segilme
nedeni max gig ile ~100°C'ye ulagiimasi ve bu sicakligin Tbc basilini

Oldirmesinin saglanmasinda yeterli olmasidir.

Mikrodalga i1ginim ile fiksasyondan sonra Tbc basilinin canli kalip
kalmadigini ve segilen fiksasyon stresinin yeterli olup olmadiginin
arastinlmas igin, mikrodalga i1sinimi ile 45sn, 1 dk, 3 dk, 5 dk, 10 dk
fiksasyon uygulayip preparatlar tizerindeki yayma materyali kazinti alinarak
kultdr ortamina ekildi. Boyama 6ncesi uyguladigimiz 45 sn'lik mikrodalga
isimimi ile fiksasyonda bile basil Gremesi olmadigindan rutin uygulamada
basilin élmesi igin kullanilan, kullaniminda 6zel diizenek gerektiren, diger
canlilar igin laboratuvarda tehlike olusturabilen ve 20 dk siren UV
agamasinin, mikrodalga iginiminin fiksasyonda kullaniimasi ile ortadan

kaldinlabilecegi disuncesine varilmigtir.

Mikrodalga 1ginimi ile fiksasyon, Tbc basilinde yikima ya da morfolojik
butdnligun bozulmasina neden olmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda,
mikrodalga 1sinimi ile fiske ettikten sonra klasik EZN boyamasina devam
ettigimiz grupta (2. grup) alinan sonuglarin mikemmel olmasi ile daha 6nce
mikrodalga 1ginimi ile yapilan doku kesitlerinin ve tim dokunun fiksasyonu

sonucunda elde edilen bulgular (42) tam bir uyum géstermektedir.

Morfolojik ézellikleri degerlendirirken, Tbc basilinin 0.3-0.6 ve 1.4pum
boyutlarinda olan, diz veya egri, tek veya birka¢ tanesi birarada bulunan bir
basil oldugu géz oninde bulunduruldu. Tek tek, ikili veya kisa zincirler
seklinde olabildigi gibi cord faktére bagli olarak daha kalabalik gruplar

halinde bulunmasi da normal morfolojinin gdstergesi olarak kabul edildi.
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Boyanan tum preparatlarda morfoloji korunmustu. Boyanma olmamas|
boyamay! engelleyen dider faktsrler |

elimine edildiginde morfolojinin
bozulmas! olarak degerlendirilebilir

Bu calismada basil boyanmasi olan
bitun gruplarda morfolojik gérintim normaldi. Fiksasyonun ve karbol fuksin

boyamasinin - mikrodalga firinda yapildigi gruplar. basil morfolojisinin

korunmasi agisindan kontrol grubuna esdegder bulunduy

Mikrodalga 1simimi ile gergekte 1si etkisi olusmaktadir. Bu s etkisi,
elektrik alan komponentine baglidir. Bu nedenle tam bir 1sinma elde etmek
icin elektrik alan dagiliminin uniform olmas; gerekir. Mikrodalga firinin kapali
alan nedeniyle, mikrodalga isinlarinda yansimalar olusur. Bu yansimalar,
mikrodalga dagiliminin diizgin olmamasina neden olur. Uniform olmayan
elektrik alan dagihmi, firin kabini iginde mikrodalganin yogun oldugu hot spot,
daha az yogun oldugu cold spot noktalarinin olusumuyla sonuglanir (22, 47,
48, 49, 50). Bu tez calismasinda preparatlar elektrik alan dagihm bilinen
mikrodalga firin igcinde hep ayni noktaya (hot spot noktalarina) konarak

tniform olmayan elektrik alan etkisinin ortadan kaldinimasi saglanmistir.

Fiksasyon diginda boyama agamasinda da mikrodalga 1sinimi degisik
arastirmacilar tarafindan kullanilmistir (24, 27). Mikrodalga iginimi ile yapilan
boyama iglemleri difiizyonu indikleme ve reaksiyonu artirma egilimindedir.
Boyanma paterni degisik difuzyon hizlan veya degisik reaktiviteler tarafindan
kontrol edilir. Bu yuzden de mikrodalga isinimi, yeni ve istenmeyen boyanma
paternlerine yol agabilir (51). Difuzyon artefaktlarina buyik molekiler agirlikl
ve yavas diflizyon 6zelligi olan boyalar ile yapilan boyamalarda daha siklikla
karsilasilir. Diger bir artefakt ise gok agamall boyama iglemlerinde olusabilir.
Ornegin, bir basamakta uygulanan mikrodalga indiksiyonu, bir &nceki
basamaktan kalan ozellikle dusuk molekdler agirhga sahip boya
depozitlerinin  difiizyonunu artirabilir, bu da net bir polikromazi yerine
renklenmenin karmasik olmasina neden olabilir (12). Bu gibi artefaktlar boya
konsantrasyonlarinin mutlak veya relatif degistiriimesi, boya surelerinin

degistiriimesi veya mikrodalga i1giniminin yogunlugunun azaltiimasi ve taze
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boyalarin kullanilmasi ile azaltilabilir veya 6nlenebili. Ayni zamanda

maddeleri ve soliisyonlar isitmak onlarin degisimine, genislemesine veya
tamamen kaybolmasina neden olabilir. By durum boyar maddeler igin de
gegerlidir. Bir maddenin kaybi iki nedenle olur: bunlarin birincisi kaynamaya
bagli buharlasmadir. Kaybolan miktar yerine konmalidir. Madde kaybindaki
ikinci etken, solUsyonlardaki maddelerin s yolu ile presipitasyonudur.

Presipitasyon ise bazen solisyon igindeki bir maddenin buharlagmasina
baghdir (12, 52).

Bu tez calismasinda hem karbolfuksin hem de metilen mavisi ile
boyama asamalari, 5. ve 6. gruplarda mikrodalga iginimina ardisik olarak
maruz birakilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére, fiksasyonu mikrodalga
igimimi ile yapilan grupta (6. grup) ardisik boyama sonuglari, fiksasyonu
klasik yontemle yapilan ancak boyamalar mikrodalga isinimiyla uygulanan
gruba (5. grup) gére daha iyi bulunmustur. Bu farkliigin nedeninin,
mikrodalga Isinimiyla  gergeklestirilen fiksasyonun ardindan gelen
boyamalarin, mikrodalga firinda yapilmasi ile olusan kimyasal reaksiyonlarin
dengelenmesi oldugu disuniimastir. Fiksasyonun ve tim boyamalarin
mikrodalga isinimiyla yapildigi grubun (6. grup) sonuglar 1., 2. ve 3. gruba
gore daha kotl bulunmugtur, Fiksasyon igleminin mikrodalga firinda
yapiimasi, ardindan gelen boyama asamalarini etkilemektedir. Yapilan bir
calismada (12) mikrodalga 1gimimi ile induklenmis stabilizasyon veya
fiksasyon igleminden sonra asit boyalarin boyama &zelliginin azaldig
belittiimektedir. Bu tez calismasinda asidifiye edilen metilen mauvisi,
mikrodalga 1sinimi ile fiksasyon ve karbolfuksin boyamalari sonras)
uygulandigindan (6. grup igin) elde edilen sonucun 1., 2. ve 3. gruba gore

daha kot olmasi, yukarda belirtilen literaturdeki (12) agiklama ile uyumiy

bulunmustur.

4. grupta sadece metilen mavisi boyamasi mikrodalga isinimi ile
uygulandigindan, yukarida bahsedilen olumsuz etki gérilmemistir. Bu bulgu

4. grubun 5. gruba goére istatiksel olarak da daha iyi bulunmasi ile istatiksel
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olarak da desteklenmistir. 6. grup ile esit kalitede boyanma géstermesi ise 6.
grupta fiksasyon agamasinin mikrodalga firinda yapilmasi nedeni ile olabilir
dustncesine varlmisir.

Karbolfuksin boyamasi mikrodalga isinimi ile yapildiginda  klasik
boyama yontemi ile ayni kalitede boyanma sonuglar daha kisa sirede ve
daha az kontaminasyon riski ile elde edilmistir.

Metilen mavisi boyama asamasi klasik yontemde Isitmanin
kullaniimadigi bir asamadir. Mikrodalga isinimi sadece bu basamakta
kullanildiginda (4. grup) renk canlii@i agisindan kontrol grubuna esdeger
sonuglar elde edilmigtir. Ancak basilin boyanmasi, morfolojinin korunmasi,
renk canlihdi ve zemin kontrasti agisindan tium kriterler bir arada
degerlendirildiginde 1., 2. ve 3. gruba gére daha kétl bulunurken 5. gruba
gbre daha iyi bulunmustur. 5. grupta her iki boyama asamasi mikrodalga
isinimi ile yapiimig olup sonucun 1., 2. ve 3. gruba gére kéti olmasi, Horobin
ve arkadaslar tarafindan belirtien (25) ¢ok asamali mikrodalga iginimi ile
boyamalarda beklenilen sonuglarin kétl olmasi, 2. asamadaki 1sitmanin 1.
asamada depo edilmis ya da baglanmis olan boyanin difizyonunu arttirmasi

sonucu olabilecegi dustincesini desteklemektedir.

4. grupta sadece metilen mavisi boyamasi mikrodalga iginimi ile
yaplimasina kargin elde edilen sonuglann kontrol grubuna gére kotu
bulunmasi, rutinde 1si uygulanmayan bir boyama asamasinda Isi
kullanilmasinin, boyalarin dengesinin bozulmasina neden olarak bu sonucu

almamiza sebep oldugunu disindurmastar.

Mikrodalga iginimi ile boyamalar sale iginde ya da damlatma yontemi
ile yapilabilir. Bu galismada damlatma yonteminin segilmesinin nedeni, sale

icinde boyama sirasinda tum preparatlar - ayni solusyonda iglem

goreceginden, preparatiar arasinda kontaminasyon olasiliginin ortadan

kaldinimasi dusuncesi olmustur. Damlatma seklinde yapilan boyamalarda
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damla halindeki solUsyonun isisinin Oletimu kullanilan 1si problari ile mumkdn
degildir. ~ Ancak kiiglk boyutta olan fiberoptik problar bu amag igin
kullanilabilir. Bu proba sahip olmayan arastirmacilar 1sinin dlciilmesi ve
regulasyonu igin degisik yéntemlere basvurmuslardir. Bunlardan biri Is
yuksek bir seviyeye ayarlanarak (80°C) 1si probu mikrodalga finn iginde bir

kégeye birakilir, glic seviyesi sabit oldugu igin Is| higbir zaman ayarlanan
yiksek seviyeye ulagsmaz. Bu sabit 1sinim sirasinda damlanin zayif anten
ozelliginden dolayl goéreceli olarak daha yavasg I1sindigi ve bu isinmanin
sonucunda buharlasma ve infrared radyasyon nedeni ile daha da koculduga,
bunun sonucunda daha zayif anten ozelligi gosterdigi, béylece bir denge
olusturdugu goralmustar (21). Bu tez galismasinda da 1s1 probu kagit haviu
uzerinde mikrodalga finn igcinde bir késeye konularak islem
gergeklestiriimigtir. Bdylece sabit 1ginim sirasinda damlanin goreceli olarak
daha yavas 1sindigi, buharlagsma etkisi ile damlanin kiigiidiigii ya da boyanin
azaldigr zaman zaman gérulmustir. Asirt buharlagsma ya da kuruma nedeni
ile gérulen olumsuz etki (basilin renginin soluk olmasi) sekil 7 ve 8'de
gorilmektedir. Bunlarin o6nlenilmesi amaci ile mikrodalga finnlarda
damlalardaki 1sinin kontrol edilmesi igin fiberoptik termometreler kullanilarak
cok kiclk problar kullanilarak damlalarin isisi Glgllebilir. Yuksek isiya
ulasildiginda islem durdurulabilir ve boyanin buharlagma yolu ile hacminin

azalmasi 6énlenebilir ya da azalan hacim yerine konulabilir.

Daha énce mikrodalga iginimi ile EZN boyamasi sadece karbolfuksin
asamasinda Hafiz ve arkadaslar (43) tarafindan uygulanmistir. Bildirnlen
sonug klasik yénteme gére daha kisa surede esit kalitede boyama elde
edildigidir. Bu tez caligmasinda da sadece karbolfuksin asamasinin
mikrodalga isinimiyla yapildigi grupta (3. grup) elde edilen sonuc klasik
boyama yontemine esdeger bulunmustur. Hafiz ve arkadaslar (43)
mikrodalga 1sinimini 30 sn max gigte uygularken, bu tez calismasinda 45 sn

max giig kullaniimistir ve literattr ile uyumlu sonug elde edilmistir.
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Bir baska calismada (42) mikrodalga 1sinimi, dokuda bulunan Tbc
basilinin  gosteriimesi amaci ile fiksasyon asamasinda kullaniimistir.
Mikrodalga 1simimi ile fiksasyonun dokudaki Tbe basilini oldurdagu, buna
karsin morfolojinin  bozulmadan basilin identifiye edilebilmesini sagladidi

gosterilmistir.

Tbe basilininin teshisinde kullanilan Ziehl-Neelsen boyamas! igin
mikrodalga iginiminin kullanilmasinin pek gok avantaji vardir. Klasik Ziehl-
Neelsen boyama teknigindeki alevle 1sitma asamasi laboratuvarda bir tehlike
olugturmaktadir. CUnkl laboratuvarlarda bulunan ugucu organik ¢ozucilerin
alevle temasi bir risktir. Ayrica lamlarin alt yiizunde alevle isitiimaya bagh is
birikimi olmaktadir. Yine alevin etkisiyle buharlagsma ve kurumaya bagl kristal
birikimleri olmaktadir (9). BUtlin boyama streci 20-30 dakika gibi bir zaman
almaktadir ve karbolfuksin konsantrasyonunu artirarak sdreyi kisaltma
denemeleri sonug vermemigtir (53). Bu problemlerin bazilari mikrodalga firin
kullanimiyla gézilebilmigtir. Boyama suresi 15 dakika kisaltilmis, lamlar daha
temiz kalmis ve kristal depolanmasi engellenmistir. Direkt alev kullaniimadigi
icin lamlarin gatlamasi olasihgl da ortadan kalkmistir (9). Bu ¢alismada da

mikrodalga 1sinimi kullanimi sonucunda klasik boyama yonteminde belirtilen

problemlere rastlaniimamigtir.

En iyi zemin boyamasi bu calismada, fiksasyonun mikrodalga firinda

gerceklestirildigi grupta géruldi ve diger gruplarda da kontrol grubuna

esdeder bulundu. Mikrodalga 1ginimi yardimi ile yapilan fiksasyon, boyama

ve ézellikle immunohistokimyasal galismalarda (21, 22, 27, 33, 52) zemin

boyanmasinin olmamas! agisindan iyi sonuglar elde edildigi bildirilmektedir.

Elde edilen sonug literattr bilgisi ile uyumludur.
amasinin mikrodalga firnnda yapildigi

gruplar, basil tesbit edilmesi agisindan kontrol grubuna esdeger sonug verdi,

Bu bulgu ézellikle fiksasyonda basilin 6lumunu saglarken boyama kalitesinde

Fiksasyonun ve karbol fuksin boy

44

Scanned by CamScanner



azalma olmamas! sonucu ile birlikte ele alindiginda oldukga degerli
bulunmustur.

Bu galismada fiksasyon mikrodalga firinda yapilinca, kontrol grubuna
gore daha canli renk elde edilitken, karbol fuksin boyamasinin tek basina
mikrodalga finnda yapildigi grup (3. grup) ile metilen mavisinin tek bagina
mikrodalga firnda yapildigi grup (4. grup), renk canlihdr agisindan istatiksel

olarak kontrol grubuna esdeger bulundu.

Bu calisma ile EZN boyama yénteminin dekolorizasyon ve yikama
disindaki tum asamalari mikrodalga 1gimimi kullanilarak gergeklestirildi.
Sonugta klasik boyama zamani kisaldl, ayni kalitede ve Tbc basilinin
kolaylikla taninabilmesini saglayan parlak kirmizi kontrasta sahip boyama
elde edilmesinin yani sira alev kullaniminin gerekmedigi gvenli bir galisma

ortaminda gergeklestirilebilecek mikrodalga boyama prosediri gelistirildigi

kanisina varildi.
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EKLER

Ek—1: Mikrodalga 1ginimi ile fiksasyon sirasinda elde edilen sicaklik

degerleri.
[ ZGRuP
FIKSASYON ILK SICAKLIK SON SICAKLIK
Max giig, 3 dk

1 25.1°C 102.7°C

2 25.1°C 102.7°C

3 20.9°C 96.1°C

4 19.5°C 100.2°C

5 19.5°C 100.2°C

6 26.3°C 100.5°C

7 26.3°C 100.5°C

8 26.3°C 100.5°C

9 23.5°C 99.2°C

10 23.5°C 99.2°C

1 23.4°C 99.3°C

12 19.8°C 100.6°C

13 19.8°C 100.6°C

14 19.8°C 100.6°C

15 20.9°C 96.1°C

16 20.9°C 96.1°C

17 20.9°C 96.1°C

18 21.7°C 100.7°C

19 21.7°C 100.7°C

20 20.7°C 104.2°C

21 20.3°C 100.0°C

22 20.3°C 100.0°C

23 20,3°C 100.0°C

24 19.4°C 100.8°C

25 19.4°C 100.8°C
26 21.9°C 100.2°C
27 21.9°C 100.2°C
28 21.1°C 100.3°C
29 21.1°C 100.3°C
30 21.1°C 100.3°C
31 24.6°C 100.6°C B
32 24,6°C 100.6°C J
33 24.6°C 100.6°C |
34 24.6°C 100.6°C |
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35 18.5°C 99.8°C

36 18.6°C 99.8°C

37 18.5°C 99.8°C

38 18.8°C 100.8°C
a9 18.8°C 100.8°C
40 21.3°C 100.1°C
M 21.3°C 100.1°C
42 21.3°C 100.1°C
43 17.5°C 101.2°C
44 17.5°C 101.2°C
45 17.5°C 101.8°C
46 18.8°C 100.8°C
47 18.8°C 100.8°C
48 18.8°C 100.8°C
49 18.8°C 100.8°C
50 18.8°C 100.8°C

Ek—2: Mikrodalga 1ginimi ile karbolfuksin boyamasi sirasinda elde edilen

sicaklik degerleri.

3, GRUP
KF BOYASI ILK SICAKLIK SON SICAKLIK
Max glig, 45 sn
1 29.8°C 57.2°C
2 29.8°C 57.2°C
3 20.7°C 72.9°C
4 32.5°C 65.9°C
5 32.5°C 65.9°C
6 36.4°C 71.5°C
7 36.4°C 71.5°C
8 36.4°C 71.5°C
9 36.1°C 76.5°C
10 36.1°C 76.5°C
11 36.1°C 76.5°C
12 29.4°C 68.2°C
13 29.4°C 68.2°C
14 29.4°C 68.2°C
16 30.3°C 73.0°C
16 30.3°C 73.0°C
17 30.3°C 73.0°C
18 23,3°C 77.5°C
19 23.3°C 77.5°C
20 23.3°C 77.5°C
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2 28.6°C 69.3°C
2 28.6°C 69.3°C
23 28.6°C 69.3°C
24 36.7°C 63.2°C
25 36.7°C 63.2°C
26 23.3°C 69.1°C
v 23.3°C 69.1°C
28 23.3°C 69.1°C
2 50.3°C 88.6°C
A 50.3°C 88.6°C
KL 50.3°C BB.6°C
32 59.4°C 94.0°C
3 59.4°C 84.0°C
34 59.4°C 94.0°C
35 26.7°C 52.7°C
36 26.7°C 52.7°C
a7 26.7°C 52.7°C
38 3TeC 58.3°C
39 37.9°C 58.3°C
40 19.8°C 48.8°C
41 19.8°C 48.8°C
a2 19.8°C 48.8°C
43 24.7°C 45.4°C
44 24.7°C 454°C
45 24.7°C 454°C
46 22.1°C 48.8°C
a7 22.1°C 48.8°C
48 24.7°C 77.9°C
49 24.7°C 77.9°C
50 24.7°C 77.9°C

Ek-3: Mikrodalga iginimi ile metilen mavisi boyamasi sirasinda elde edilen

sicaklik degerleri.

4. GRUP
METILEN mavisi ILK SICAKLIK SON SICAKLIK
1 23.3°C 32.4°C
2 23.3°C 32.4°C il
3 23.3°C 32.4°C
] 21.3°C asc
5 21.3°C aec
3 21.3°C 33.8°C
7 21.2°C 46.7°C ]
48
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27.2°C 46.7°C
9 27.2°C 46.7°C
10 26.1°C 33.3°C
" 26.1°C 33.3°C
12 26.1°C 33.3°C
1 21.5°C 35.9°C
4 21.5°C 35.9°C
15 21.5°C 35.9°C
18 215°C 35.9°C
17 26.3°C 39.9°C
18 26.3°C 39.9°C
19 26.3°C 39.9°C
20 25.6°C 32.8°C
21 25.6°C 32.8°C
22 25,6°C 32.8°C
23 38.3°C 57.5°C
24 38.3°C 57.5°C
25 38.3°C 57.5°C
26 31.8°C 46.8°C
27 31.8°C 46.8°C
28 26.2°C 38.5°C
29 26.2°C 38.5°C
30 26.2°C 38.5°C
31 22.0°C 45.3°C
32 22.0°C 45.3°C
33 22.0°C 45.3°C
34 22.0°C 453°C
35 20.0°C 36.7°C
36 20.0°C 36.7°C
37 20.0°C 36.7°C
38 23.2°C 34.2°C
39 23.2°C 34.2°C
40 19.3°C 26.8°C
4 19.3°C 26.8°C
a2 19.3°C 26.8°C
a3 23.7°C 36.8°C
2 23.7°C 36.8°C
a5 23.7°C 36.8°C
46 23.7°C 36.8°C
a7 20.7°C 32.7°C
a8 20.7°C 32.7°C
49 20.7°C 32,7°C
50 20.7°C 32.7°C

49

Scanned by CamsScanner



Ek —4: Mikrodalga i1sinimt ile karbolfuksin ve metilen mavisi boyamalari
sirasinda elde edilen sicaklik degerleri.

5. GRUP
KF: Max giig, 45 sn ILK SICAKLIK SON SICAKLIK
MM: Max glg, 15sn
LG 19.0°C 29.3°C
MM 20.2°C 33.7°C
2 19.0°C 49.3°C
20.2°c 33.7°C
3 18.0°C 49.3°C
20.2°C 33.7°C
4 334°C 67.9°C
24.6°C 41.4°C
5 334°C 67.9°C
24.6°C 41.4°C
6 28.3°C 60.7°C
28.1°C 44.7°C
7 28.3°C 60.7°C
28.1°C 44.7°C
B 28.3°C 60.7°C
28.1°C 44.7°C
9 20.8°C 51.4°C
21.7°C 36.0°C
10 20.8°C 51.4°C
21.7°C 36.0°C
" 20.8°C 51.4°C
21.7°C 36.0°C
12 23.3°C 77.5°C
27.9°C 40.2°C
13 23.3°C 77.5°C
27.9°C 40.2°C
14 23.3°C 71.5°C
27.9°C 40.2°C
15 23.3°C 77.5°C
27.9°C 40,2°C
T 28.3°C 55.0°C
24.4°C 39.2°C
7 20.3°C 55.0°C
24.4°C 39.2°C
e 29.3°C 55.0°C
24.4°C 39.2°C
% 33.2°C 74.4°C
24.2°C 67.5°C
50
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n

& 33.2°C 44T

e | 4.2 67.5°C

: J3.2°C 74.4°C

4.2°c 67.5°C

& 228°C T

e . 47.1°C 49.0°C

“ 22.8°C e

47.1°C 49,0°C

. 22.8°C 86.4°C

47.1°Cc 49.0°C

2 22.8°C 86.4°C

47.1°C 49.0°C

26 18.2°C 58.9°C

29.5°C 46.5°C

27 18.2°C 58.9°C

29.5°C 46.5°C

28 18.2°C 58.9°C

29.5°C 46.5°C

29 39.5°C 72.7°C

32.4°C 41.6°C

30 39.5°C 72.7°C

32.1°C 41.6°C

31 39.5°C 72.7°C

32.1°C 41.6°C

32 43.5°C 85.7°C

22.8°C 60.3°C

33 43.5°C 85.7°C

22.8°C 60.3°C

34 43.5°C 85.7°C

22.8°C 60.3°C

36 19.9°C 77.5°C

20.0°C 52.4°C

36 19.9°C 77.5°C

20.0°C 52.4°C

37 19,9°C 77.5°C

20.0°C 52.4°C

T 21.6°C 76.5°C

23.2°C 34.2°C

39 21.6°C 76.5°C

23.2°C 34.2°C

5 21.6°C 76.5°C

23.2°C 34.2°C

el 20.7°C 72.9°C

J 25.6°C 32.8°C
.
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a2

20.7°C 72.9°C
25.6°C 12.8°C
4 20.7°C o
26.6°C 32.8°C
“ 20.7°C 729°C
25.6°C 32.6°C
b, 24.7°C e
27.8°C 32.7°C
48 24.7°C 779°C
27.8°C 32.7C
47 24.7°C 77.9°C
27.8°C 32.7°C
4% 29.8°C 70.8°C
22.1°C 31.1°C
49 29.8°C 70.8°C
22.1°C ariec
50 29.8°C 70.8°C
22.1°C 31.1°C

Ek —5: Mikrodalga 1stnimi ile fiksasyon, karbolfuksin ve metilen mavisi

boyamalari sirasinda elde edilen sicaklk degerleri.

6. GRUP

FiKS: Max glig, 3dk ILK ISI SON ISI
KF: Max glig, 45 sn
MM: Max glig, 15

sn

1 FIKS 21.9°C 100.2°C

KF 31.5°C 69.1°C

MM 22.1°C 29.8°C

21.9°C 100.2°C

2 31.5°C 69.1°C

22.1°C 29.8°C

21.9°C 100.2°C

3 31.6°C 69.1°C

22.1°C 29.8°C

20.2°C 100.2°C

4 36.4°C 63.1°C

21.3°C 33.8°C

20.2°C 100.2°C

5 36.4°C 63.1°C

21.3°C 33.8°C
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26.1°C

53

6 100.1°C
32.3°C .
z7.2°c 46.7°C
26.1°C TYTT

7 32.3°C 69.9°C
21.2°C 46.7°C
26.1°C 100.1°C

8 32.3°C 69.9°C
fr.2°c 46.7°C

20.7 97.3
9 322 74.4
261 333
20.7 97.3
10 322 74.4
26.1 33.3
207 97.3
11 322 74.4
26.1 333
207 97.3
12 33.2 74.4
24.2 67.5
20.7 97.3
13 33.2 74.4
24.2 67.5
20.7 97.3
74.4

14 33.2
24.2 67.5
20.7 97.3
N 13.2 74.4
- 67.5
20.7 97.3
. 222 70
1 51.4

318
I 0.7 97.3
0

. 222 L
st 51.4
[
| —
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'___“_‘—-———-—__h____________
% 20.7 073
" 22.2 77.0
318 st
— ]
20.7 S
19 222 o
31.8 1.4
20.7 67.3
20 41.5 o
25.2 867
20.7 07.3
21 415 72.8
25.2 66.7
20.7 97.3
2 415 728
g2 66.7
100.6
20.3
59.9
23 26.7
425
25,5
20.3 100.6
24 26.7 69.9
25.5 425
20.3 100.6
25 26.7 69.9
25.5 425
18.4 100.2
26 25.1 B6.5
235 46.2
18.4 100.2
27 25.1 86.5
235 46.2
18.4 100.2
= 25.1 86.5
23.5 46.2

tn
S
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18.4 100.2
29 29.8 76.8
271 43.9
18.4 100.2
30 29.8 76.8
271 439
18.4 100.2
k| 29.8 76.8
271 439
18.4 100.2
32 29.8 76.8
271 43.9
18.4 100.2
13 48.6 94.2
22.1 3141
18.4 100.2
34 48.6 94.2
221 4
18.2 99-2
23.9 76.5
18.2 99.2
26 17.9 65.3
23-9 76-5
== 18.2 99.2
65.3
a7 37.9 p
23.9 76.
— | 18.8 100.8
37.9 58.3
38 23.2 39.9
| 18.8 100.8
37.9 58.3
3 23.2 399
-
[
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0 18.8 100.8
37.9 58.3
23.2 39.9
19.3 100.6
41 32.7 54.6
20.2 322
18.3 100.6
42 327 54.6
20.2 32.2
19.3 100.6
43 327 54.6
20.2 32.2
19.3 100.6
44 327 54.6
20.2 32.2
19.3 100.6
45 327 54 6
20.2 32.2
233 100.6
46 35.8 58.8
22.3 34.5
23.3 100.6
47 358 58.8
22.3 345
23.3 100.6
48 5.8 58.8
22.3 345
17.3 101.8
49 16.7 63.2
22,5 54.2
17.3 101.8
63.2

50 36.7
22.5 54.2
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Ek —6: Kullanilan solsyonlarin hazirlanmas:.

Karbolfuksinin Hazirlanmasi;

0.3 gr bazik fuksin, 10 ml %95'lik etil alkol, 5 gr fenol kristalize ve 100ml
distile su ile hazirlanir. Filtre kagidi ile stizillerek 24 saat sonra kullanilir.(4)

bazi kaynaklarda 1-2 hafta olgunlagsmasi gerektigi séylenmektedir (12). 2 ay
boyunca kullanilabilir.

Dekolorizasyon Soliisyonu Hazirlanmasi;
3 ml konsantre HCI 97 ml %95 etanol tzerine ilave edilir. (4,12)
Zit Boyanma igin Metilen Mavisinin Hazirlanmasi;

Bazik bir boyadir. 1.5 gr metilen mavisi 80cc distile su ile kanstirilir. 24 saat

sonra siizilerek kullanilir. (4)

Scanned by CamScanner |



KAYNAKLAR

1. Ozkara $., Aktas Z, Ozkan S, Ecevit H. Turkiye'de Tuberkilozun
Kontroli igin Bagvuru Kitabi. Ankara. Rekmay Ltd Sti; 2003.

2. Kocabag A. Tuberkiloz Klinigi ve Kontroli. 1. basim. Ankara. Emel
Matbaasi; 1991.

3. De Kantor IN, Isola NC. Culture of Mycobacterium Tuberculosis from
non-fixed sputum smears. Tubercle 1985; 66:137-139.

4. Ulakanhgil M, Aslan G, Tasgi S, A comparative study on the different
staining methods and number of specimens for the detection of acid
fast bacilli. Mem Ins Oswaldo Cruz 2000; 95 (6):855-858.

5. Steven A. Microorganisms. In: Bacroft JC, Stevens A, Turner DR
(Eds). Theory and Practice of Histological Techniques.(i"1
edition.NewYork: Churchill Livingstone; 1990. 289-307.

6. Barholomew JW. Stains for Microorganisms. In: Clark George (Ed).
Staining procedures. 4" edition. Baltimore: Williams & Wilkins; 1981;
375-441.

7. Tarhan G, Ordulu L, Gumislia F, Ceyhan |, Cesur S. The comparison
of Auramine—Rhodamine staining method in the diagnosis of
tuberculosis. Mikrobiyo!l Bul 2003 Apr—Jun;37(2-3):131-136.

8. URL: http://www.cat.cc.md.us/courses/bioll 41/leceuide/unitl/prostruct/u

9. Hafiz S, Spencer RC, Lee M, Gooch H, Duerden Bl. Use of
microwaves for acid and alcohol fast staining. J Clin Pathol 1985;
38:1073-1084.

10.Nauss K, Nauss N. Normal tissue controls for immunuhistochemistry.
Technical Bulletin for Histotechnology, 1998; 28(1):1-5.

11.Kumar N, Tiwari MC, Verma K. AFB staining in diagnosis of
tuberculosis without classical features: a comparison of Ziehl-Neelsen
and fluorescent methods. Cytopathol 1998; 9:208-214.

12.Horobin WR. Problems and artifacts of microwave accelerated
procedures in neurohistotechnology and resolutions. Methods 1998:
15(2):101-106.

58

Scanned by CamScanner



13.Boon ME, Kok LP. Microwave stimulated diffusion for fast processing
of tissue; reduce dehydrating, clearing and impregnating times.
Histopathol 1986: 10:303-309.

14.Kok LP, Visser PE. Histoprocessing with microwave oven: an update.
Histochem J 1988; 20:323-328.

15.Noyan S, Kahveci Z, Cavusoglu |, Minbay FZ, Sunay FB, Sirmali SA.
Effects of microwave irradition and chemical fixation on the localization
of presinusoidal cells in rat liver by gold impregnation. J Micros 1999;
197(pt 1):101-106.

16.Login GR, Dvorak MA. Microwave fixation provides excellent
preservation of tisue cells and antigens for light and electron
microscopy. Histochem J 1988; 20:373—-387.

17.Kahveci Z. Degisik Dokularin Fiksasyonunda Mikrodalganin Kullanimi
(Doktora Tezi). Bursa: Uludag Universitesi; 1993.

18.Kahveci Z, Cavusoglu |, Sirmali $A. Mikrowave fixation of whole fetal
specimens. Biotech & Histochem 1997; 72(39):144—147.

19.Cavusodlu |, Minbay Z, Temel $G, Noyan S, Sirmali SA. Rapid
polymerization Epon TEM with the use of microwave oven. Euro J
Morphol 2001; 39(5):313-317.

20.Login GR, Dvorak AM. Methods of microwave fixation. Progress in
Histochem and Cytochem 1994, 27(4):1-127.

21.Kahveci Z. Immiinohistokimya'da mikrodalga iginimi kullanimi. Bursa
Devlet Hast. Blt.15 (2): 179-184, 1999.

22.Boon ME, Kok LP. Mikrowaves for immunohistochemistry. Micron
1994; 25(2):151-170.

23.Marani E. Acceleration of chemical reactions by microwave irradiation
Euro J Microbiol 1993; 31(49):285-286.

24.Feirabend HKP, Ploeger S, Kok P, Choufoer H. Does microwave
irradiation have other than thermal effects on histological staining of
the mammalian CNS? European J Morphol 1992; 30:312-327.

59

Scanned by CamScanner



25.Horobin RW, Flemming L. Trouble shooting microwave accelerated
procedures in histology and histochemistry: understanding and dealing
with artifacts, errors and hazards. Histochem J 1990; 22:371-376.

26.Kok LP, Visser PE. Histoprocessing with microwave oven: an update.
Histochem J 1988; 20:323-328.

27.Leong ASY. Microwave techniques for tissue fixation, processing and
staining. EMSA Bulletin 1990;20(2):61-65.

28.Leong ASY. Microwave irradiation in histopathology. Pathol Annu
1998; 23:211-234.

29.Mayers CP. Histological fixation by microwave heating. J Clin Pathol
1970; 23:273-275.

30.Marani E, Boon ME, Adriola PJM, Rietveld WJ, Kok LP. Microwave—
cryostat technique for neuroanatomical studies. J Neuroscience
Method 1987, 22:97-101.

31.Bernard GR. Microwave irradiation as a generator of heat for
histological fixation. Stain Technol 1974; 49:215-224.

32.Hopwood D, Milne G, Penston J. A comparision of microwaves and
heat alone in the preperation of tissue for electron microscopy.
Histochem J 1990; 22:358-364.

33. Horobin RW. An overview theory of staining. In: Bancroft JD, Stevens
A (eds). Theory and Practice of Histological Techniques. 3th edition.
New York: Churchill Livingstone; 1990. 93-105.

34.Leong ASY, Daymon ME, Million J. Microwave irradiation in
histopathology. Pathol Annu 1988; 2:213-233.

35.Kok LP, Boon ME. Microwaves for microscopy. J of Micros 1990;
158(3):291-322.

36.Leong ASY. Microwave techniques for diagnostic laboratories.
Scanning 1993; 15:88-98.

37.Boon ME, Kok LP. Microwave Cookbook of Pathology: The art of
Mikrocopic Visualization. Second Edition. Coulomb Pres, Leiden.
1988, pp. 15-72, 155-73.

60

Scanned by CamScanner



38.Kok LP, Boon ME. Physics of Microwave Technology in
Histochemistry. Histochem J. 22, 381-8, 1990.

39.Harran O. Mikrodalga radyasyonunun saglikla ilgili bilinen etkileri.
Cumbhuriyet Bilim Teknik Dergisi 1992; 290:14.

40.Boon ME, Kok LP. Microwave Cookbook of Pathology: The art of
Mikrocopic Visualization. Second Edition. Coulomb Pres, Leiden.
1988, pp 119-121.

41.Kahveci Z, Sirmali SA. Mikrodalga finnlarin potansiyel tehlikeleri.
Bursa Devlet Hastanesi Bulteni 1997; 13(1):55-58.

42.Douglas-Jones AG, Duddridge LR, Jenkins PA. Kiling of
mycobacterium tuberculosis in tissue by microwaves with
simultaneous tissue fixation. Tubercle 1990; 71:7-13.

43.Hafiz S, Spencer RC, Lee M, Gooch H, Duerden BIl. Rapid Ziehl—
Neelsen staining by use of microwave oven. The Lancet, November 3,
1984.

44.Reed W, Erichsen A, Roald B. Rapid supplementary fixation in frozen
sections: microwave versus conventional fixation. Pathol Res Pract
1991; 187:824-827.

45.Ainley CD, Ironside JW. Microwave technology in diagnostic
neuropathology. J Neuroscience Method 1994; 55:183-190.

46.Cardoso CL, Giacomelli Bigao LR. Survival of tubercle bacilli in heat—
fixed and stained sputum smears. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, Vol. 96 (2): 277-280, February 2001.

47.Marani E, Horobin RW. Overview of microwave applications in the
neurosciences. J Neuroscience Method 1994; 55:111-117.

48.Kok LP, Boon ME. Physics of microwave heating. J of Clin Pathol
1990; 23:273-275.

49.Ng KH. Microwave ovens. Mapping the electrical field distribution.
Medical Laboratory Science 1991; 48:189-182.

50.Boon ME, Marani E. The major importance of temperature data in

pubications concerning microwave techniques. Euro J Morphol 1991;

29:181-183.

61

Scanned by CamScanner



51.Marani E, Guldemond JM, Adriola PJM, Boon ME, Kok LP. The
microwave Rio-Hortage technique: a 24 hour method. Histochem J
1987; 19:658-66.

52.Horobin RW, Boon ME. Understanding microwave stimulated
Ramanowsky—-Giemsa staining of plastic embedded bone—marrow.
Histochem J 1998; 20: 239-244.

53.Pathan AJ, Arain AR. Comparative study of cold stain and Ziehl-
Neelsen stain. Tubercle 1988; 69:227-229.

62

Scanned by CamScanner



TESEKKUR

Tezimi hazirlarken bana tim olanaklari sagdlayan, bilgi ve
deneyiminden yararlandigim degderli hocam, Prof Dr. $ahin A. Sirmali'ya; her
zaman yardimindan yararlandigim tez hocam Prof. Dr. Zeynep Kahveci'ye;
tez calismam icin gerekli olanaklar hazirlayan, destedini hep yanimda
buldugum Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali TUberkdloz
Laboratuvarindaki bagta Prof. Dr. Suna Gedikoglu olmak Uzere diger 6gretim
Gyeleri ile laboratuvar teknisyeni Mustafa Sarikaya'ya, ayrica Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali tum o6gretim Uyelerine, ¢alisma arkadaglarima,

sabirlari ve destekleri icin aileme sonsuz tesekkdrler.

Dr. Nursad CIFCI

63

Scanned by CamScanner



HZGECMIS

1972 vyilinda Bursa'da dogdum Ik ogrenimimi Bursa Davutkadi
llkokulu'nda, orta ve lise ogrenimimi Bursa Yildinm Beyazit Lisesinde
tamamladim 1989 yihnda basladiim Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi
(Ing)'nden 1996 yilinda mezun oldum. Mezuniyet sonrasi Ardahan Yalnizcam
Saglik Ocaginda 2 ay, Bursa Yildinm Belediyesi Saglik Isleri biriminde 5 yil

pratisyen hekim olarak caligtim

2001 yilt Eylul TUS sinavi sonucu ile Uludag Universitesi Tip Fakditesi

Histoloji ve Embriyoloji Abilim Dali'nda Arastirma Gorevlisi olarak calismaya

basladim.

Ana Bilim Dali'mla ilgili Turk Histoloji ve Embriyolo) Demegi ve Bursa

Tabip Qdasi'na uyeligim devam etmektedir.

Ingilizce biliyorum

Od ‘

Scanned by CamScanner



