ARB BOYAMA NASIL YAPILIR

written by Dr. Aydogan Lermi

EZN (ARB) BOYAMA = Ehrlich Ziehl Neelsen = ASIDE
DIRENCLI BOYAMA

Tiiberkiiloz bakterileri gibi dis yuizeyidne mikolik asit iceren bakteriler gram boyama ile
boyanamazlar bu bakteriler aside direnclidir, EZN ozellikle Mycobacteria tiirleri gibi asite
direncli mikroorganizmalar tanimlamak icin kullanilan 6zel bir boyama yontemidir

Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama:

Acide Resistant Bacilli (ARB) boyama yada Acide Fast boyama yontemi. Aside direngli bakterilerin
tespiti icin kullanilan bir boyama yontemidir. Daha ¢ok Ziehl - Neelsen (ZN) boyama diye bilinir.
Aside direncli bakteriler ilk boyay oyle siki tutarlar ki asit alkol karisimiyla bile yikansalar boyay1
birakmazlar ( Fast = tutma kapasitesi ).

Basta Mycobakteriler olmak tizere Actinomyces ler, Nocardia lar (N. brasiliensis ve N. Asteroides),
Cryptosporodium ve Isospora gibi parazitler aside direncli boyanirlar. Mycobakteriler lipidden
zengin hiicre duvarlar1 nedeniyle aside dayanikhidir. Asit alkol ile yapilan renk giderme de boyay1
birakmazlar.

ARB boyanan mikroorganizmalar

] Mycobacterium spp: Aside direncli

[ Cryptosporidium Kistleri: Aside direncli

[ Isospora Kistleri: Aside direncli (zayif boyanir)

[0 Nocardia spp: Aside az direncli (zayif boyanir)

0 Rhodococcus spp: Aside az direngli (zayif boyanir)

[ Legionella micdadei: Aside az direncli (zayif boyanir)

EZN boyama yontemi 5 bilim adaminin cabalar1 sonucu gelismistir:

1- Robert Koch: Tuberkiiloz basilini sicak alkali metilen mavisi solusyonunda 24 saat
bekleterek ancak boyayabilmistir 1882.

2- Paul Ehrlich: Baz bakterilerin asit ile bile boyay: birakmadiklarini gordu 1882. Basilleri
anilin yagini1 mordant ( fiksatif ) olarak kullanip basik fuksin ile boyadiktan sonra mineral
yaglarla dekolorize edip gortunir hale getirdi.

3- Franz Ziehl: Anilin yag yerine mordant ( fixatif ) olarak karbonik asit kullandi 1882.

4- Rindfleisch: Sicak boya kullanmak yerine boyay1 lam tizerine koyup lami 1sitarak zamani
kisaltmistir 1882.

5- Neelsen: Bazik fuksin ve karbonik asit yontemlerini birlestirerek tek metod
olusturmustur 1883.

Mycobakteriler lipidden zengin hiicre duvarlar1 nedeniyle gram boyama gibi normal boyama
yontemleri ile cok zor boyanirlar. EZN boyamada Karbo Fuksin gibi fenollii boyalar lipid tabakay1
gecebildiklerinden ilk boya olarak kullanildilar. Karbo fuksin ile boyarken ornek 1sitilirsa lipit tabaka
( mumsu - waxy tabaka ) gevser ve boyanin iceri niifuz etmesi, hiicre duvarina ulagmasi saglanir.
Asit alkol karigimi ile ornek yikaninca normal hucrelerin hepsi boyay: birakir ancak Aside direncli
bakteriler boyay1 birakmazlar, boya lipid tabakanin altina ge¢mistir ve lipid asit ve alkole direncli
oldugundan icerideki boyaya ulasamaz yani aside direnclidirler, dekolorize olmazlar, boyay1
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birakmazlar.

Bakteriler bu 6zellige gore 2 guruba ayrilirlar: aside direncli bakteriler ( boyay: birakmayarak bu
sekilde boyanabilenler) ve digerleri olarak. Dekolorizasyon dan sonra boyanan bakterilerin kolay
gorilebilmesi icin zeminin boyamasi gerekir ¢iinkii bu bakteriler ¢ok ¢ok az boya tuttugundan parlak
zeminde gorulmeleri zordur. Bu amacla metilen mavisi yada malasit yesili kullanilir. Bu sayede
kontrast renkler olusturularak boyanmis kirmizi acid fast organizmalar goruniir hale gelir.

EZN boyamak icin gerekenler:

1- Karbo Fuksin: Primer boya (yani ilk boya), 0,3% Karbo Fuksin (kahverengi sisede
saklanmaldir. 1 yil stabil kalir)

Hazirlanisi:

1. Yontem

50 gr fenol havanda ezilir, 100 ml %90 etanol ( yada %95 metanol) icerisinde eritilir,
uzerine 3 gr bazik fuksin eklenerek karistirilir, distile su ile 1 1t tamamlanir. filtre
kagidindan siiztilerek kahverengi siseye alinir.

2. Yontem

Basik fuksin 2,5 grm, Distile su 250 ml, Alkol %100 25 ml, Fenol kristal 12,5 grm
karistirilarak da yapilabilir.

2- %1 asit alkol Dekolorizasyon solusyonu ( 1d yil stabil kalir)
Hidroklorik asit 10 ml izerine %70 alkol 990 ml eklenir.
3- Metilen mavisi (Zit boyama)

- stok soliisyonu ( 1 yil stabil kalir)

0,7 grm metilen mavisi havanda ezilerek distile suyla karistirilarak 50 ml ye tamamlanir.
- Metilen mavisi calisma soliisyonu ( 2 ay stabil kalir)

Metilen mavisi stok solusyonundan 5 ml uzerine distile su ile 50 ml ye tamamlanir.

EZN boyama prosediiru :

1- Ornek lam iistiine yayilir, kurutulur,

2- Kuruyan ornek 3-4 kez alevden gegirilerek fixe edilir,

3- Lam boya teknesine konur,

4- Uzerine karbo fuksin dokiiliir,

5- Lam alttan alkol alevi ile 1sitilir, kaynamamasina dikkat edilir, buhar ¢ikmaya baslayinca alev
cekilerek 1sitma islemi 5 dakika kadar surdurulur.

6- Cesmede boya akmayincaya dek yikanir.

7- 1% Asit alkol ile 15-20 san. bekletilir dokiiliir, renk akmayincaya (yada hafif pembe olana) dek
bu islem tekrarlanir.

8- Cesmede yikanir,

9- Metilen mavisi dokilerek 1-2 dakika beklenir,

10- Cesmede yikanir,

11- Kurumaya birakilir,

12- 100x Immersiyon objektif ile incelenir.
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Balgamda EZN sonucunu raporlama

Lam en az 300 saha bakildiktan sonra raporlanmalidir.
100x immersiyon ile
* 300 sahada hi¢ ARB goriulmez ise ...... >ARB gorulmedi

* 300 sahada 1-2 arb goruldu ise ........... >Supheli, ornek tekrar onerilir,
* 100 sahada 1-9 ARB gorulur ise ARB 1+
* 10 sahada 1-9 ARB gorilir ise ARB 2+
* Her sahada 1-9 ARB gorulur ise ARB 3+

* Her sahada 9 dan fazla ARB gorulir ise ARB4+ olarak raporlanmalidir.

Balgam da ARB negatif demek icin ardisik olmayan giinlerde sabah alinan en az i¢ 6rnek gormek
gereklidir.

ARB negatif diye raporlanmaz; eger 300 sahada gorilmedi ise ARB gortilmedi diye raporlanmalidir.
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