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OZET

Formalin fikse parafine gomiilii doku orneklerinde aside
rezistan basil (ARB) aragtirimasinda modifiye Rhodamine-
Auramine (mR-A) boyama yéntemi sensitiv ve hizli bir yéntem
olarak One sirilmistir. Fakat Ziehl-Neelsen yontemi ile
karsilastirmali kantitativ bir calisma yayimlanmamistir. Bu
caligmada granulomatdz inflamasyon ve kazedz nekroz gosteren
25 doku drnegine Ziehl-Neelsen ve mR-A ydntemleri
uygulanmig her iki yontemle 18 olguda olumlu boyanma
saptanmigtir.  Subjektif olarak yapilan = ARB miktan
degerlendirmesinde Ziehl-Neelsen ile ¢ogu olguda daha fazla
basil izlenmistir, ancak mR-A ile yapilan tarama daha kolay ve
kisa sireli olmustur. mR-A formalin fikse dokuda ARB
aragtirmasinda Ziehl-Neelsen ile birlikte kullanilabilecek hizli ve
duyarl bir yontemdir.

Anahtar Sozciikler : Rhodamine - Auramine, aside rezistan
formalin fikse doku.

GIRIS

Tiiberkiiloz diinyadaki en dnemli enfeksiydz hastaliklardan
biridir. Heryil diinya capinda milyonlarla ifade edilen sayilarda
yeni hastalik saptanmaktadir”. Buna bagh olarak histopatolojik
incelemelerde de siklikla aside direngli basil (ARB) tanisinin
verilmesi gerekmekteir. Klasik olarak formalin fikse parafine
g6émili dokularda ARB tanmisi igin Ziehl-Neelsen ve Grocott
metanamin silver boyama yontemi kullaniimaktadir. Son yillarda
molekiiler biyolojik yontemlerin -dokuda uygulanabilir hale
gelmesinden sonra, uygun kosullarin bulundugu merkezlerde,
yiksek derecede sensitiv bir yontem olan polimeraz zincir
reaksiyonu da kullanima girmistir®. Ancak bu calismalar igin
gerekli teknoloji Gogu merkezde bulunmamaktadir. Ziehl-
Neelsen ile sonuglardan kusku duyulan olgularda farkhi bir
yontem gereksinim duyulabilir. Bu dzellikte, giivenilir, tarama
kolayhgi saflayan bir diger yGntem Rhodamine-Auramine
fluoresans  yontemidir. Genellikle ~ sitoloji  Grneklerinde
kullanilmaktadir, fakat modifiye edilerek doku 6rneklerinde de
uygulanabilecedi bildirilmektedir. Bu galigmada Anabilim
dalimizda kazeifiye granulomatdz inflamasyon olarak tani almis
farkl dokulardan drneklerde Ziehl-Neelsen ve modifiye

SUMMARY
Modified Hhodamme—Auramme (mH-A) method has
_ been recommended as a sensitive, quick method of acid fast
bacilli (AFB) screening in formalin fixed paraffin embedded
tissue sections. But a quantitative analysis has not been
published in comparison with Ziehl-Neelsen method. In this
series tissue sections from 25 cases with granulomatous
inflamation and caseous necrosis have been evaluated for
AFB with Ziehl-Neelsen and mR-A staining methods.
Eighteen cases were positive with both methods. Subjective
quantification of ARB in tissue sections often demonstrated
increased detection rates with Ziehl Neelsen method
compared with mR-A, but search with MR-A method was
obviously easier and less time consuming. MR-A in tissue
sections is a easy, quick and sensitive method for AGFB
detection which can be an adjunct to Zi ehl-Neelsen method.
Key words : Rhomedamme—Aﬂfamlne actd fast basnil
formalin fixed tissue.
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Rhodamine-Auramine (mR-A) boyama ydntemi uygulanmistir.
lki yontemle elde edilen bulgular, yontemlerin uygulama ve
degerlerlendirme giigliikleri karsilastinimistir. Galismanin amaci
formalin-fikse parafine gomiilii dokularda, mR-A ydnteminin,
Ziehl-Neelsen ydntemine yardimei ya da yerini alabilecek bir
yontem olarak degerlendirilmesidir.

GEREC VE YONTEM

Anabilim Dalimizda- 1990 - 1995 willan arasinda
histopatolojik incelemede “kazeifiye granulomatéz inflamasyon”
tamisi verilen 15 lenf nodu, 4 kemik, 3 akciger, 3 deri dokusuna
ait toplam 25 bloktan 5 mikron kalinliginda 2 adet kesit
hazirlandi. Kesitlerden birine Ziehl-neelsen boyasi, digerine
asagida bildirilen sekilde (3) mR-A uygulandi. Ayrica her iki
boyamada da pozitif kontrol kullanildi (Sigma A2299 Acid Fast
tissue Trol).

mR-A yontemi:

Boyama solusyonu:

Auramine0  15gr

Rhodamine B 0.75 gr




Resim 1 : Akciger dokusunda mR-A pozitif mikroorganizmalar (mR-A
imminfloresans x1000).

Gliserol . 75¢cm’

Fenol kristalleri (50 derecede eritilmig) 10 cm®

Distile su-(50 cm’)

Timii hafif ateste isitilarak 5 dakika kanstiriir. Cam yiinden
stzilir. Agzi kapal cam sisede, +4 derece santigratta saklanir.

Yontem :

1) Ksilolde deparafinizasyondan sonra alkol serilerinde
hidrasyon

2) Boyama solusyonunda 60 derece santigratta 10 dakika
boyama

3) Distile su ile yikama

4) Diféransiasyon icin %0.5'lik asit alkol (700 cc alkol, 300
cc distile su, 5 cc konsantre hidroklorik asit) 2 dakika uygulama)

5) Distile su ile yilkama

6) %0.5’lik postasyum permanganat (2 dakika uygulama)

7) 10 dakika musluk suyunda yikama

8) Van Gieson boyasi (30 saniye)

9) %70 %90, absolu alkolle dehidrasyon ksilol ile
seffaflandirma

10) Mounting medium ile kapatma

Ziehl Nelseen boyali preparatlar x40 ve x100 blyitmede 151k
mikroskobunda degerlendirildi. mR-A boyall preparatlar ise Karl
Ziess Jena Lumar imminfloresan mikroskopta mavi igikta
incelendi. Once tiim alanlarda x10 objektife tarama yapildiktan
sonra floresans veren alanlar artefaktlanin ayirdedilmesi
amaciyla x40 ve x100 objektifle degerlendirildi. Yalnizca parlak
turuncu renkte boyanan, morfolojisi mikobakterium grubu
mikroorganizmalarla- uyumlu olan floresans alanlarn pozitif
olarak kabul edildi. (Resim 1,2)

Her iki yontemle izlenebilen basil yogunlugu subjektif olarak
negatif, ender, az, orta, cok olarak belirlendi. Degerlendirme
sirasinda diger yontem sonuglar bilinmiyordu. Iki yontemle elde
edilen sonuglar karsilastirildi.

SONUCLAR
Toplam 25 olgudan 18(%72)'i, her iki yontemle pozitif
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Resim 2 : Lenf nodunda mR-A pozitif mikroorganizmalar (mR-A
imminfloresansx1000)

olarak degerlendirildi. Onbes lenf digimunin 14(%93.3)°l her
iki yontemle pozitfti. 3(%16.7) olguda izlenen basil miktar ayni,
10(66.6) olguda Ziehl-Neelsen, 1(6.6) olguda mR-A yontemi ile
daha yogundu. '

Kemik dokusu oOrneklerinde 5 olgudan 2(%40) sinde ik
yontemle de negatif sonug elde edildi. Diger olgulardan birinde
ayni, ikisinde Ziehl Neelsen yontemi ile daha fazla boyanma
izlendi.

3 deri ve 3 akciger olgusundan 2'ser tanesi iki yontemle
negatifti. Diger birer olguda ise ayni diizeyde pozitiflik saptandi.

Buna gére pozitif boyanan olgularda her iki yontemle 6(%5)
mR-A yontemi ile daha yogun boyanma izlendi.

Elde edilen sonuglar Tablo I'de dzetlenmistir.

TARTISMA :

Tiiberkiilozun kesin - tamsi - etkenin -izolasyonuna ve
identifikasyonuna dayanmaktadir. Bununla birlikte ARB’nin
mikroskobik saptanmasi hizli baglangic basamagi olma
Ozelligini tagimaktadir. Sitolojik 6rneklerde Rhodamine-
Auramine yontemi hizlh olmasi tarama caligmalarini
kolaylagtirmasi yéniinden énerilmektedir. Son olarak Tenover ve
ark. “ tarama siiresini kisaltmasindan dolay! yaymalarda sadece
flouresein asit-fast yonteminin kullanimini énermiglerdir.
Genellikle bu yontemin fikse olmayan materyale uygulanabildigi
goriisii yaygindir. Kullaniminin sitolojik yaymalarda ya da
dokulardan hazirlanan ezilmis materyale sinirh oldugu
diigiinilmektedir®. Bu nedenle yontem histopatoloji
laboratuvarlarinda yerini alamamistir,

Ancak modifiye uygulamanin sensitivitesi bildirilememekle
birlikte bazi laboratuvarlarda formalin fikse parafine gomili
dokularda uzun yillardir giivenle kullamldi§i yayinlanmistir®®
Tanimlanan ydntem Kuper ve May'in auramine floresans
yonteminin ” van Gieson ydntemi ile kombinasyonudur. Klasik
olarak tanimlanan Rhodamine-Auramine yoOnteminden farki
boyamanin 60 derece santigratta gerceklestiriimesidir.

Sitoloji 6rneklerinde de bu asamanin oda sicakhiginin .
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izerinde yapiimasinin boyanma oranini arttirdigi one
siiriilmektedir. McCarter ve ark.an® calismasinda bazi
yaymalarda oda sicakliinda vyapilan boyamada ARB
saptanamadigli, 37° santigratta ise boyanma oldugu
bildirilmigtir.

mR-Aise 60 derece santigratta boyama ile
tanimlanmaktadir ve formalin fikse dokularda basariyla
uygulanmaktadir. Ug avantaiji s6yle dzetlenmistir:

1) Asit fast basilin aranmasi i¢in daha az zaman
gerektirmesi,

2) Rhodamine-auramine boyasinin ARB igin daha sensitiv
olmasi,

3) Hematoksilen eozin boyali parafin kesitlerin kugkulanilan
durumlarda soldurup bu yontemle boyanabilmesi®.

Bu calismanin sonuclan her iki yontemle yalnizca ayni
olgularda ARB saptanmasindan dolayi iki yontemin de benzer
glvenirlirlik gosterdigi yonindedir. Boyanan ARB yogunlugu
subjektif olarak negatif, ender, az orta, bol olarak
degerlendirilmigtir. ~ Sitoloji Orneklerinde ARB miktarinin
belirlenmesinde bilyilk biyitme sahasi basina diigen basil

sayisiiir - saptanmasi  yontemi  kullamimaktadir®,  Bu
dederlendirme doku kesitlerinde yeryer kiimeler olusturan ve tek
tek sayllmasi gok gii¢ ve givensiz olan basil topluluklar
bulunmasi nedeniyle sitoloji orneklerinde bildirilen sekilde
yapiimamistir. Yontem subjektif olmakla birlikte, sonuglarin,
yukarida belirtilen mR-A yonteminin {i¢ avantaji arasinda
bildirilen, “ARBic¢in daha yiiksek sensivite” bulgusunun
desteklenmedigi soylenebilir. Giinkii %61 olguda Ziehl-Neelsen
yontemi ile daha yogun boyanma izlenmistir.

ARB aranmasi igin gerekli stirenin kisalmasi ise yontemin
belirgin avantajidir. Karanlik zeminde turuncu floresans veren
yapilar hemen dikkati gekmekte ve daha disiik biyitmelerde
taramaya olanak saglamaktadir. Yalnizca floresans izlenen
alanlarda biiyiik bilyiitmeye gegilerek basil morfolojik yapisinin
saptanmasi gerekmektedir. Buna kargin Ziehl-Neelsen yontemi
ile daha yavas olarak ve daha biyilk bilyitmelerde tarama
yapilabilmistir.

Bu bulgular mR-A yonteminin Ziehl-Neelsen ydntemine
iistiin olmamakla birlikte formalin fikse parafine goémiili dokuda
ARB arastinimasinda Ziehl-Neelsen yontemi ile birlikte
kullanilabilecek hizli ve duyarli bir yontem oldugu yonindedir.

KAYNAKLAR

1. Hortwiz MA., Esther BW., Dillon BJ., Harth G. Protéctive
immunity against tuberculosis induced by vaccination with
major extracellular proteins with mucobacterium
tuberculosis. Proc Natl Acad Sci 1995; 92: 1530-1534.

2. Popper HH., Winter E., Hofler G. DNA of My cobacterium
tuberculosis in formalin fixed, paraffin-embedded tissue in
tuberculois and sarcoidosis detected by polymerase chain
reaction. Am J Clin Pathol 1994; 101: 738-741.

3. Wockel W. Auramine Fluorescence for acid-fast bacilli in
formalin fixed paraffin embedded tissues. 1995; 103: 667-
668.

4, Tenover FC., Crawford JT., Huebner RE., Geiter LJ.,

Horsburgh CR. Good RC. The resurge of tuberculosis: is
your laboratory ready? J Clin Microbiol 1993; 31: 767-770.

5. McCarter YS., Robinson A. Detection of acid-fast bacilli in
concentrated primary specimen smears stained with
Rhodamine-aurimane at-room tempetarute and at 37 C. J
Clin Microbiol 1994; 32: 2487-2489.

6. Cserni G. Auramine Fluorescence for Acid-fast bacilli in
formalin-fixed paraffin embedded tissues. Am J Clin Pathol
1995; 103: 114. '

7. Kuper SWA., May JR. Detection of acid-fast organisms in
tissue sections by fluorescence microscopy. J Pathol
Bacteriol 1960; 79: 59-67.

S T

Ankara Patoloji Bllteni  Cilt 14 (1), 77-79, 1997

e T o R TR TR

Fi)



