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Amag: Tiberkiiloz yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olmasi nedeniyle hizli tani ve tedavi gerektiren bir
hastaliktir. Mycobacterium tuberculosis tanisinda mikroskobik inceleme 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢alisma-
da, otomatize bir mikobakteri boyama sisteminin iki farkli protokoliiniin manuel floresan boyama yéntemi ile
performans ve boyamanin kalitesi yoniinden karsilastiriimasi ve otomatize boyama sistemin ¢apraz kontami-
nasyon olmadan kullanilabileceginin gésterilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Yapilan ¢alismada, bir lniversite hastanesi laboratuvarina rutin inceleme igin gonderilen asidorezis-
tan boyama (ARB) pozitif 100 solunum érnegi dederlendirildi. Klinik érnekler dekontamine edildikten sonra
her klinik 6rnekten toplam (¢ adet yayma hazirlandi. Yaymalardan birincisi manuel floresan boyama ile
ikincisi otomatize boyama sistemin konvansiyonel protokoliine gdre ve lgiinciisi de kisa protokole gére
boyand.. Yaymalar floresan mikroskopta artefaktin varligi, renklerin parlakligi ve degerlendirmenin kolayligi
agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Calismada dederlendirilen tiim pozitif kontroller pozitif, tim negatif kontroller ise negatif olarak
saptandi ve otomatize boyama sisteminde higbir 6rnekte ¢apraz kontaminasyon saptanmadi. Manuel flore-
san boyama sistemi ile elde edilen sonuglar ile otomatize boyama sisteminin konvansiyonel ve kisa protokol-
leri ile yapilan boyama sonuglari arasinda sirasiyla yayma dedgerlendirmesinde %84 ve %82, artefakt varli-
ginda %92 ve %85, renklerin parlakliginda %86 ve %89, degerlendirmenin kolayliginda ise %91 ve %89 uyum
saptandi. Otomatize sistemin konvansiyonel ve kisa protokolleri ile manuel sistem arasindaki Cohen’in kappa
katsayisi sirasiyla 0.79 ve 0.76 idi ve uyum kusursuz olarak degerlendirildi.

Sonug: Otomatize boyama sisteminin kapali bir sistem oldugu igin laboratuvardaki kimyasal kontaminasyonu
azaltacagi ve giinlitk uygulamalarda orta veya yiiksek sayida boyama yapilan ézellesmis laboratuvarlarda is
ylkiinii azaltmak ve boyama standardizasyonunu arttirmak igin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Floresan boyama, mikroskopi, tiiberkiiloz
ABSTRACT

Objective: Tuberculosis has high morbidity and mortality, so it requires rapid diagnosis and treatment.
Microscopic examination has an important place in the diagnosis of Mycobacterium tuberculosis infections.
The aim of this study is to compare two different protocols of an automated mycobacteria staining system with
the manual staining method in terms of performance and quality, and to show that automated system can be
used without cross-contamination.

Method: In this study, acidoresistance staining positive (ARS+) 100 pulmonary specimens which were sent to a
university hospital laboratory for routine analysis were examined. Clinical samples were decontaminated, then
a total of three smears were prepared from these samples.These smears were stained according to manual
fluorescence staining protocol, conventional automated staining protocol and short protocol respectively.
Smears were examined in terms of the presence of artefacts, the color brightness and the ease of evaluation.
Results: Positive controls evaluated in the study were positive,and negative controls were negative, any cross-
contamination was not detected in any sample in the automated staining system. The agreement between the
results obtained in the manual staining protocol and the automated staining system (conventional and short
protocol) was 84% and 82% for smear grade, 92% and 85% for presence of artefacts, 86% and 89% for
brightness of the color, 91% and 89% for the ease of evaluation, respectively. The Cohen’s kappa coefficients
between the manual protocol, the automated conventional and short protocols were 0.79 and 0.76 that are
considered as indicative of excellent agreement, respectively.

Conclusion: The automated staining system can be used because it decreases the chemical contamination,
reduces workload in specialized laboratories which perform medium to high numbers of staining in their daily
practice and improves standardization of staining methods.

Keywords: Fluorescent dyes, microscopy, tuberculosis
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GiRiS

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu akciger
ve akciger disi tiberkiloz diinyada en ¢ok 6lime yol
acan enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Dinya gene-
linde 2017’de yaklasik 10 milyon yeni tlberkiloz
olgusunun oldugu ve yaklasik 1.3 milyon kisinin
tiberkiiloz nedeniyle yasamini kaybettigi bildirilmis-
tir®. Tuberklloz tanisinda diinya genelinde en fazla
kullanilan yontem balgam o6rneginden hazirlanan
yaymanin mikroskopik incelenmesidir. Bir¢cok labora-
tuvarda mikroskopik tani amaciyla yaygin olarak
Ziehl-Neelsen ile boyanmis preparatlarin konvansi-
yonel 151k mikroskopuyla incelenmesi kullaniimakta-
dir. Bu yontemin duyarliligi tiiberkiiloz prevalansinin
yuksek oldugu bolgelerde yiksek olmasina karsin,
blyuk degiskenlikler (%20-%80) gosterebilmektedir
ve HIV ile enfekte hastalarda gecerliligi oldukca
dustktiir®, Diger bir mikroskopik inceleme yontemi
olan floresan mikroskopisinin Ziehl-Neelsen mikros-
kopisine gére %10 daha duyarli oldugu ve degerlen-
dirme silresinin %25 daha kisa oldugu
bildirilmektedir®. ileri inceleme ydntemlerinin
olmadigl merkezlerde kiltir sonucunu beklemek
tedaviyi geciktirecegi icin direkt mikroskopik incele-
me oOnemli bir yer tutmaktadir. Tedavi almayan
tiberkiloz hastalarinda mortalitenin yiksek oldu-
gu, dogal seyrindeki yayma pozitif tedavisiz akciger
tuberkilozu olgularinin 10 yil iginde %70’inin yasa-
mini kaybettigi bildirilmistir®. Bu nedenle direkt
mikroskopik incelemenin gorintu kalitesinin artti-
rilmasi, daha kisa slirede sonuglanmasi igin yeni
boyama segeneklerine gereksinim vardir.

Otomatize RAL [Fluo-RAL (bioMérieux-Fransa)] boya-
ma sistemi 20 adede kadar lamin ayni anda boyana-
bildigi tamamen kapali bir sistemdir. Manuel boya-
madan farkh olarak Auramine-Rhodamine yerine
Auramine-Thiazine Kirmizisi boyalari kullanihr.
Konvansiyonel ve kisa protokoller fiksatif sollisyon ve
boya sollisyonlarinda muamele sireleri agisindan
farklihk gosterir. Laboratuvarin gereksinimi ve istegi
dogrultusunda dokuz adede kadar farkli protokol
olusturulabilir®,

Bu calismada, otomatize bir mikobakteri boyama
sistemi olan RAL boyama sisteminin konvansiyonel
ve kisa protokoliinin manuel floresan boyama yon-
temi ile performans ve boyamanin kalitesi yéniinden
karsilastirilmasi ve RAL sisteminin gapraz kontami-
nasyon olmadan kullanilabileceginin gosterilmesi
amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Klinik érnekler: Ege Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikobakteriyoloji
Laboratuvari’na rutin inceleme icin gonderilen 6rnek-
lerden ARB pozitif olanlar secildi, daha sonra calisil-
masi igin orneklerden bir miktar ayrildi. ARB pozitif
oldugu bilinen 100 solunum 6rnegi [80 balgam ve 20
balgam disi solunum 6rnegi (bronkoalveolar lavaj,
bronkoskopik aspirasyon, postbronkoskopik balgam
ve derin trakeal aspirat)] c¢alismaya dahil edildi.
Capraz kontaminasyonu degerlendirmek igin her
calismada pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Bu
kontroller arsivimizdeki kiltir sonuglarina gore; 10
yayma-kiltir negatif ve 10 yayma-kiltir pozitif
ornek olarak secildi. Her boyamada bir pozitif kontrol
ve bir de negatif kontrol preparat hazirlandi.

Boyama yoéntemi: Klinik ornekler N-Acetyl-L-
Cysteine — NaOH yontemiyle dekontamine edildik-
ten sonra her klinik 6rnekten lam Uzerinde 2 cm?
alani dolduracak sekilde toplam ¢ adet yayma
hazirlandi. Yaymalardan birincisi manuel floresan
boyama (BD TB Fluorescent Stain Kit T) ile ikincisi
RAL sisteminde konvansiyonel protokole gbre ve
Uglinclisii de RAL sisteminde kisa protokole gore
boyandi. Karsilastirma igcin EZN boyama yapilmadi.
Her galismada, bir pozitif (H37Rv) ve bir negatif
yayma kontrolt kullanildi®,

Manuel floresan boyama: BD TB floresan boyama
kiti T, Gretici firmanin onerileri dogrultusunda kulla-
nildi. Ozetlenecek olursa; (i) Lamlar boyama askisina
kondu ve lamlarin Ustlint 6rtecek kadar TB Auramine-
Rhodamine T boyasi dokildl, oda sicakliginda 25
dakika bekletildi ve distile su ile iyice yikandi. (ii)
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Lamlar TB decolorizer TM ile 2-3 dakika renksizlesti-
rildi ve distile su ile iyice yikandi. (iii) Lamlar zit boya-
ma i¢in TB potasyum permanganat ile 4-5 dakika
muamele edildi, distile su ile iyice yikandi ve havada
kurumaya birakildi.

RAL stainer konvansiyonel protokol: Otomatize
RAL boyama sisteminin konvansiyonel protokoli
toplam 28 dakika siirdi ve asagidaki asamalardan
olustu: (i) fiksatif solisyonla 5 dakika muamele,
ardindan 10 saniye yikama, (ii) auramine ile 15
dakika muamele ve 1 dakika yikama, (iii) 1 dakika
dekolorizasyon, ardindan 10 saniye yikama, (iv) thi-
azine kirmizisi ile 5 dakika muamele ve ardindan 30
saniye yikama.

RAL stainer kisa protokol: Otomatize RAL boyama
sisteminin kisa protokoll toplam 19 dakika stirdi ve
asagidaki asamalardan olustu: (i) fiksatif soltsyonla 3
dakika muamele, ardindan 30 saniye yikama, (ii)
auramine ile 10 dakika muamele ve 30 saniye yika-
ma, (iii) 2.5 dakika dekolorizasyon, ardindan 30 sani-
ye yikama, (iv) thiazine kirmizisi ile 1 dakika muame-
le ve ardindan 30 saniye yikama. RAL stainer boyama
sistemi ile tek seferde toplamda 20 preparat boyana-
bildi.

Yaymalarin degerlendirilmesi: Yaymalar floresan
mikroskopunda 450 buyutmede Kent/Kubica kri-
terlerine gore kor olarak degerlendirildi®. Her
yayma artefaktin varhgi, renklerin parlakligi ve
degerlendirmenin kolayligi agisindan degerlendi-
rildi.

Yontem analizi: istatiksel analiz ydntemi olarak
Cohen’nin Kappa katsayisi SPSS 18.0 programi ile
hesaplandi. Cohen’in Kappa degerinin degerlendiril-
mesinde Landis ve Koch’un tablosu kullanildi (Tablo
1), Yontem karsilastiriimasi Cohen’s Kappa metodu
kullanilarak, pozitif orneklerin karsilastiriimasi ve
anlamli fark yorumu da %95 guiven araligi [confiden-
ce interval (Cl)] kullanilarak yapildi®. Ayrica p degeri
hesaplanmadi.
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Tablo 1. Kappa katsayisi degerlendirme tablosu.

Katsayi Yorum

<0 Hig uyugma olmamasi

0.0-0.20 Onemsiz uyusma olmasi

0.21-0.40 Orta derecede uyugsma olmasi
0.41-0.60 Ekseriyetle uyusma olmasi
0.61-0.80 Onemli derecede uyusma olmasi
0.81-1.00 Neredeyse kusursuz uyusma olmasi
BULGULAR

Manuel floresan boyama sisteminin sonuglari ile
otomatize RAL boyama sisteminin konvansiyonel
protokolinin sonuglari karsilastirildiginda yayma
pozitifliginin derecelendirmesinde %84 (Cl 0.7547-
0.9001) uyum saptandi. Kappa katsayisi 0.79 idi ve
her iki yontem arasinda énemli derecede uyusma
oldugu gorildi. Manuel floresan boyama sisteminin
sonuglari ile otomatize RAL boyama sisteminin kon-
vansiyonel protokoliiniin sonuglari arasinda artefakt
varlig agisindan uyum %92 idi. Manuel floresan
boyama yontemiyle boyanan yaymalarin lglinde ve
otomatize RAL boyama sisteminin konvansiyonel
protokollni kullanilarak yapilan yaymalarin ise seki-
zinde artefakt saptandi. Manuel floresan boyama
sistemi ile boyanan yaymalarin 85’inde ve otomatize
RAL boyama sisteminin konvansiyonel protokoli ile
boyanan yaymalarin 97’sinde renk parlakligi kusur-
suz (+++) olarak degerlendirildi. Renk parlakhg ile
ilgili genel uyum %86 (Cl 0.7774-0.9160) idi.
Otomatize RAL boyama sisteminin konvansiyonel
protokolliniin sonuglarina bakildiginda, tim 6rnek-
lerdeki renk parlakliginin iyi olmasina karsin manuel
floresan boyama ile boyanan 100 6rnegin dérdiinde
renk parlakhginin az oldugu (+1) gorildi. Manuel
floresan boyama sistemi ile boyanan yaymalarin
95’inde ve otomatize RAL boyama sisteminin kon-
vansiyonel protokoll ile boyanan yaymalarin ise
96’sinda degerlendirme kolayligi kusursuzdu (+++).
Degerlendirme kolayhgi ile ilgili genel uyum %91 (Cl
8358-0.9538) idi. Her iki boyama yontemi arasinda
degerlendirme kolayhgi agisindan anlamli bir fark
yoktu. Manuel floresan boyama ve otomatize RAL
boyama sisteminin konvansiyonel protokoliiniin
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sonuglari Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Manuel floresan boyama sisteminin sonuglari ile
otomatize RAL boyama sisteminin kisa protokolinin
sonuglari arasinda yayma pozitifliginin derecelendir-
mesinde %82 (Cl 0.7324-0.8839) uyum saptandi.
Kappa katsayisi 0.76 idi ve her iki yontem arasinda
onemli derecede uyusma oldugu gorildi. Manuel
floresan boyama sistemi ile boyanan yaymalarin tg¢
tanesinde, otomatize RAL boyama sisteminin kisa
protokolii ile boyanan yaymalarin 16 tanesinde arte-
fakt vardi. Toplamda sonuglar arasinda artefakt varli-
g1acisindan uyum %85 (C10.7660-0.9081) idi. Manuel
floresan boyama sistemi ile boyanan yaymalarin
85’inde ve otomatize RAL boyama sisteminin kisa
protokolii ile boyanan yaymalarin 96’sinda renk par-

lakligi kusursuzdu (+++). Toplamda renk parlakhgi
acisindan uyum %89 (Cl 8121-0.9391) idi. Manuel
floresan boyama protokoliindeki 100 6rnekten doért
tanesinde renk parlakliginda azalma (+1) varken,
otomatize RAL boyama sisteminin kisa protokoliin-
deki tiim orneklerde renk parlaklig iyiydi. Manuel
floresan boyama sistemi ile boyanan yaymalarin
95’inde ve otomatize RAL boyama sisteminin kisa
protokolii ile boyanan yaymalarin 94’Ginde degerlen-
dirme kolayhg kusursuzdu (+++). Toplamda deger-
lendirme kolayligi agisindan uyum %89 (ClI 8121-
0.9391) idi. Her iki ydntem arasinda degerlendirme
kolayhgr agisindan anlamh fark yoktu. Manuel flore-
san boyama protokolii ve otomatize RAL boyama
sisteminin kisa protokolinin sonuglari Tablo 3’te
Ozetlenmistir.

Tablo 2. Manuel Floresan Boyama protokolii ile RAL boyama sistemi konvansiyonel protokolii sonuglarinin karsilagtiriimasi.

Boyama yontemi

Manuel protokol

Konvansiyonel protokol

Tum drnekler Balgam Tum ornekler Balgam
Yayma derecelendirmesi
1+ 38 28 44 28
2+ 30 21 27 23
3+ 17 16 15 15
4+ 15 15 14 14
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum ornekler Balgam
Artefakt varlig
Yok 97 78 92 74
Var 3 2 8 6
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum ornekler Balgam
Renk parlaklig
+ 4 4 0 0
++ 11 11 3 3
+++ 85 65 97 77
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tam o6rnekler Balgam
Degerlendirme kolayligi
+ 3 3 1 0
++ 2 2 3 2
+++ 95 75 96 78
Toplam 100 80 100 80
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Tablo 3. Manuel Floresan boyama protokolii ile RAL boyama sistemi kisa
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protokolii sonuglarinin kargilagtiriimasi.

Boyama yontemi

Manuel protokol

Kisa protokol

Tum drnekler Balgam Tum ornekler Balgam
Yayma derecelendirmesi
1+ 38 28 47 32
2+ 30 21 22 18
3+ 17 16 17 16
4+ 15 15 14 14
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum ornekler Balgam
Artefakt varlig
Yok 97 78 84 68
Var 3 2 16 12
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum 6rnekler Balgam
Renk parlaklig
+ 4 4 0 0
++ 11 11 4 4
+++ 85 65 96 76
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum ornekler Balgam
Degerlendirme kolayhigi
+ 3 3 1 0
++ 2 2 5 4
+++ 95 75 94 76
Toplam 100 80 100 80

Otomatize RAL boyama sisteminin kisa protokoll ve
konvansiyonel protokolliiniin sonuglari arasinda,
yayma pozitifliginin derecelendirmesinde %87 (Cl
0.7888-0.9238), artefakt varliginda %88 (Cl 0.8004-
0.9315), renk parlakhginda %97 (Cl 0.9117-0.9935),
degerlendirme kolayliginda ise %98 (Cl 0.9256-
0.9989) uyum vardi. Her iki yontem arasinda yayma
degerlendirmesi, renk parlakligi, degerlendirme
kolayhgr acisindan anlamh fark saptanmadi. Buna
karsin, kisa protokolde 100 6rnegin 16’sinda, konvan-
siyonel protokolde ise 100 6rnegin sekizinde artefakt
saptandi (Tablo 4).

Manuel boyama sistemi protoloki yaklasik 35-40
dakika, otomatize RAL boyama sisteminin konvansi-
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yonel protokolii 28 dakika ve kisa protokoli de 19
dakika stirdl. Her calismada ¢apraz kontaminasyonu
degerlendirilmek igin kullanilan tim pozitif kontrol-
ler pozitif, tim negatif kontroller ise negatif olarak
saptandi ve sonug olarak otomatize boyama siste-
minde ve manuel boyama sisteminde hicbir 6rnekte
capraz kontaminasyon saptanmadi.

TARTISMA

Tuberkiloz tanisinda mikroskopi hizli sonug veren,
disuk maliyetli ve tuberkiloz disi mikobakteri enfek-
siyonlarinin prevalansinin distk oldugu kosullarda
0zgll bir yontemdir. Buna karsin uygun sekilde
boyanmaya, egitilmis personele gereksinim goster-
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Tablo 4. RAL boyama sistemi kisa protokolii ile konvansiyonel protokoliiniin sonuglarinin karsilagtiriimasi.

Boyama yontemi

Manuel protokol

Konvansiyonel protokol

Tum drnekler Balgam Tum ornekler Balgam
Yayma derecelendirmesi
1+ 47 32 44 28
2+ 22 18 27 23
3+ 17 16 15 15
4+ 14 14 14 14
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum 6rnekler Balgam
Artefakt varlig
Yok 84 68 92 74
Var 16 12 8 6
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum 6rnekler Balgam
Renk parlaklig
+ 0 0 0 0
++ 4 4 3 3
+++ 96 76 97 77
Toplam 100 80 100 80
Tum ornekler Balgam Tum ornekler Balgam
Degerlendirme kolayhigi
+ 1 0 1 0
++ 5 4 3 2
+++ 94 76 96 78
Toplam 100 80 100 80

mektedir. Ayrica tek bir yaymanin mikroskopik ince-
lenmesi ile elde edilen pozitiflik orani %22 ve %43
oraninda degismektedir. Bu nedenle mikroskop ve
boyama kalitesi gelistirilerek yapilan mikroskobik
bakinin duyarhhginin arttirilmasi, tiiberkiloz kontro-
linde 6nemli bir adim olacaktir®®, Sunulan ¢alisma
otomatize RAL [Fluo-RAL (bioMérieux-Fransa)] boya-
ma sisteminin manuel floresan boyama yontemi (BD
TB Fluorescent Stain Kit T) ile performans ve boya-
manin kalitesi yoniinden karsilastiriimasini ve arala-
rindaki uyumu degerlendirmeyi amaclayan bir kalite
ve zaman ¢alismasi olarak planlanmistir.

Calismanin sonucunda, yayma derecelendirmesi agi-
sindan bakildiginda, RAL boyama sisteminin perfor-

mansinin manuel boyamaya esit oldugu gortlmastir.
Degerlendirme kolayhgl acisindan her iki yontem
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptan-
mamasina karsin, renk parlakligi agisindan RAL boya-
ma sisteminin manuel protokolden daha iyi oldugu
belirlenmistir. RAL boyama sisteminin kisa ve kon-
vansiyonel protokolleri arasinda performans agisin-
dan fark saptanmamistir.

Benzer calismalar degerlendirildiginde, tlkemizde bu
konuyla ilgili yapilmis baska bir ¢alismaya rastlanma-
mistir. Literatlr incelemesinde ise yalnizca bir calis-
ma oldugu gorilmustir. Ticari florokrom boyama ve
RAL boyama sisteminin performanslarinin degerlen-
dirildigi ve 58 balgam, 51 balgam disi solunum 6rnegi
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ve 23 solunum disi 6rnek olmak Uzere toplam 132
klinik 6rnegin incelendigi bu calismada, yayma sonug-
larinin degerlendirilmesi agisindan her iki yontem
arasinda tam bir uyum saptanmis ve RAL boyama
sisteminin arastirmayi yapan laboratuvar tarafindan
gunlik rutinde kullanimina karar verilmistir®.

Bu calismada, RAL otomatize boyama sisteminde
hicbir 6rnekte ¢apraz kontaminasyon saptanmamis
ve kisa protokol ile 20 dakika iginde yaymalarin mik-
roskobik degerlendirmeye hazir hale geldigi belirlen-
mistir. Sonug olarak, RAL otomatize boyama sistemi-
nin kapal bir sistem oldugu icin laboratuvardaki
kimyasal kontaminasyonu azaltacagi ve ginlik uygu-
lamalarda orta veya yiksek sayida boyama yapilan
Ozellesmis laboratuvarlarda zamandan tasarruf sag-
lamak ve boyama standardizasyonunu arttirmak igin
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Tesekkiir
Bu calisma RAL Diagnostics tarafindan finanse edil-

mistir.
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