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oz

Yizyili agkin stiredir klinik 6rneklerde aside direncli bakterilerin saptanmasi amaciyla kullanilan mikroskobik inceleme her diizey tani
laboratuvarinda uygulanabilen hizli, basit, ucuz ve kolay bir yontemdir. Bu derlemenin amaci tiberkiiloz tanisi igin mikroskobik
incelemede kullanilan EZN boyama yénteminin gelistiriime siireci ve bu siirecte katkisi olanlarin arastiriimasidir. ilk kez 24 Mart
1882'de Robert Koch, yayma preparatlari sicak metilen mavisinde 20-24 saat bekleterek tiiberkiiloz basillerini boyayabildigi
duyurmustur. Koch’un boyamasinda zit boya olarak kullanilan bismark kahverengisi nedeni ile tiiberkiloz basilleri mavi, diger
bakteriler kahverengi boyaniyordu. Koch'un yonteminin iyilestirilmesi igin ilk dneri, Mayis 1882’de Paul Ehrlich'ten gelmistir. Ehrlich
tliberkiloz basili digindaki bakterilerin boyayi birakmalari igin bir mineral asit kullanarak renksizlestirme basamagini gelistirmis,
ayrica boya olarak metilen mavisi yerine fuksin, boya sabitleyici olarak anilin yagini kullanmistir. Prof. Rindfleisch ise sicak boya
kullanmak yerine, lizerine boya koyulan yayma preparati alttan isitilarak boyama siiresini kisaltmigtir. Agustos 1882’de Franz Ziehl,
boya sabitleyici olarak anilin yagi yerine karbolik asit kullanarak Ehrlich'in yontemini degistirmistir. Temmuz 1883’de Friedrich
Neelsen iyilestirme calismalarini birlestirerek birincil boya olarak karbolfuksin, zit boya olarak metilen mavisi, renksizlestirme igin
sulfirik asit ve sicaklik olarak alttan isitmanin kullanildigi yontem ile 5-10 dakikada tiiberkiiloz basillerinin kirmizi diger bakterilerin
mavi olarak boyadigini bildirmistir. Ginimuze kadar kullanilmakta olan bu boyama yontemi en az bes bilim adaminin gabalari
sonucu gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tlberkiloz, Ehrlich, Ziehl, Neelsen, Boyama.

ABSTRACT

For over a century, microscopic examination used for the detection of acid fast bacteria bacilli in clinical specimens has been a
rapid, simple, inexpensive, and easily applicable method in diagnostic laboratories at every level. The aim of this review is to
explore the development process of the Ziehl-Neelsen (ZN) staining method used in microscopic examination for the diagnosis of
tuberculosis and to investigate the contributions made during this process. On March 24, 1882, Robert Koch announced that he
could stain tuberculosis bacilli by allowing smear preparations to stand in warm methylene blue for 20-24 hours. Due to the use of
Bismarck brown as a counterstain in Koch's staining, tuberculosis bacilli were stained blue, while other bacteria were stained
brown. The first suggestion to improve Koch's staining came from Paul Ehrlich in May 1882. Ehrlich developed a decolorization step
using a mineral acid to make bacteria other than tuberculosis bacilli lose their stain. Additionally, he used fuchsin instead of
methylene blue as a dye and aniline oil as a fixative. Prof. Rindfleisch shortened the staining time by heating the smear preparation
from below instead of using hot dye. In August 1882, Franz Ziehl changed Ehrlich's method by using carbolic acid as a fixative
instead of aniline oil. In July 1883, Friedrich Neelsen combined improvement efforts, reporting a method using carbolfuchsin as the
primary dye, methylene blue as the counterstain, sulfuric acid for decolorization, and heating from below for 5-10 minutes,
resulting in tuberculosis bacilli being stained red and other bacteria being stained blue. This staining method, which has been used
to the present day, was developed through the efforts of at least five scientists.
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Girig

Mikobakteriler, hiicre duvarinin kompleks lipidlerden zengin olmasi nedeni ile, boyanin lipit tabakasini
gecebilmesini saglayan 6zel boyama yontemleri ile boyandiginda aldiklari boyayi asit-alkol soltisyonlari ile
birakmazlar. Mikobakteriler bu 6zelligi nedeni ile “aside direncli bakteri” (ARB) olarak adlandirilir. Aside
direncli bakterileri boyamak i¢in kullanilan yontemlere ise “Aside Direncli Boyama” yontemleri denir. Aside
Direncgli Boyama yontemlerinden halen kullaniimakta olan en eski yontem ise (ilkemizde “Ehrlich-Ziehl-
Neelsen” (EZN) boyama, cogu llkede ise “Ziehl-Neelsen” (ZN) boyama olarak adlandirilan yéntemdir.
Tuberkiloz tanisinda yuzyih askin siiredir klinik 6rnekten hazirlanan yaymada mikroskobik inceleme ile
basilin gorilmesi amaciyla kullanilan EZN boyama her diizey tani laboratuvarinda uygulanabilen hizli, basit,
ucuz ve kolay bir yéntemdir.?

Tuberkiloz ile ilgilenen ¢ogu kisi tliberkiloz basillerinin boyanmasi icin kullanilan ilk yéntemin EZN boyama
oldugunu ve Ehrlich, Ziehl ve Neelsen isimli arastirmacilar tarafindan gelistirildigini distnir. Ancak bu
arastirmacilar kimdir ve gercekten bu boyama yontemini birlikte ¢alisarak mi gelistirmislerdir? Tlberkiloz
ile ilgilenen cogu kisinin sahip oldugu diger bir bilgi ise tiberkiloz basilinin ilk kez Robert Koch tarafindan
gorildiugl ve tanimlandigidir. Tiiberkiiloz basili, Ehrlich, Ziehl ve Neelsen’den daha 6nce ilk kez Robert Koch
tarafindan gorildi ise Robert Koch basili nasil boyamistir? EZN boyama yonteminden daha dnce baska bir
boyama yontemi mi gelistirilmistir? Bu sorulara yanit bulabilmek icin tarihte yaklasik 140 yil geriye gidip, adi
gecen arastirmacilari ve EZN boyama yonteminin gelistirilme siirecini arastiralim.

Robert Koch ve Tiiberkiiloz Basilinin Kesfi

ilk kez 24 Mart 1882'de Alman Doktor Robert Koch, Berlin'deki Fizyoloji Enstitiisiindeki (Emil du Bois
Reymond’s Institute for Physiology) sunumunda akciger tiiberkiilozundan sorumlu mikroorganizmayi
kesfettigini ilan etmistir (Sekil 1). Bu Koch'un en biiyik bilimsel basarisi olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
bu muazzam kesif bir anda yapilmamistir. Daha 6nce 1865 yilinda Fransiz bir askeri doktor, Jean-Antoine
Villemin’in tlberkilozun bulasici bir hastalik oldugunu gostermesi Koch’un c¢alismalarina isik tutmustur.
Ayrica Koch'un daha 6nce kullanilan kati besiyeri ya da et suyu temelli besiyeri yerine serum temelli besiyeri
kullanmis olmasi da calismalarini kolaylastirmistir. Yine Koch, 1875'te Karl Weigert tarafindan gelistirilen
alkol-metilen mavisi boyama ydntemi gibi, patojen mikroorganizmalarin gosterilmesinde yararli olan

boyama yodntemleri ile tuberklloz basilinin kolayca boyanmadigini gézlemlemis ve bunun Uzerine Karl
2,3,4

Weigert’'in yonteminde degisiklik yapmayi denemistir.

Sekil 1. Robert Koch

Robert Koch’un Berlin’deki sunumdan iki hafta sonra, konuyla ilgili ilk yayini 10 Nisan 1882'de “Berliner

Klinische Wochenschrift” dergisinde “Die Aetiologie der Tuberculose” bashig ile yayimlandi.>® Akciger
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tiberkilozundan sorumlu Tuberkelviris adli mikroorganizmayi kesfettigini bildirdigi bu ufuk agici makalesi
(iki y1l sonra bu mikroorganizma Mycobacterium tuberculosis olarak adlandirilacaktir) basilin boyanmasinda
kullandigi yéntemin agiklamasini iceriyordu: Bu makalesinde 6zetle yontemi su sekilde anlatiyordu;

“incelenecek malzeme, patojen bakterileri incelemek icin genellikle kullanilan sekilde hazirlanir. Bu malzeme
ya lama yayilir, kurutulur ve isitilir veya alkolde sabitlenir. Lamlar boya ¢ézeltisine konur. Boya ¢ézeltisi su
sekilde hazirlanir: 200 cc damitilmis suya, 1 cc konsantre alkol ile ¢6ziilmiis metilen mavisi ¢ézeltisi
karistirilir, ¢alkalanir ve ardindan 0.2 cc %10'luk potasyum hidroksit ¢ézeltisi tekrarl ¢alkalamalarla eklenir.
Bu karisim, birkag giin bekletildikten sonra ¢ékelti géstermemelidir. Boyanacak materyal bu ¢ézeltide 20-24
saat kalir. Bu islem sirasinda boya ¢ézeltisinin su banyosunda 40°C'ye kadar isitilmasi boyama siiresini yarim
ya da bir saate kadar kisaltabilir. Bunu takiben lamlar, her kullanimdan énce siiziilen konsantre bir sulu
vesuvin ¢ozeltisi (Bismarck kahverengisi) ile kaplanir ve 1-2 dakika sonra damitilmis su ile yikanir. Metilen
mavisi asamasindan sonra preparat belirgin sekilde asiri boyanmistir ve koyu mavi gériiniir. Vesuvin ile
islem sirasinda bu mavi renk kaybolur ve soluk kahverengi bir renkte boyanir. Mikroskop altinda hayvan
dokusunun tiim bilesenleri ve diger bakteriler kahverengi gériiniirken, tiiberkiiloz basilleri giizel bir maviye
boyanir. Tiiberkiiloz basilleri genellikle ¢ok az sayida bulunmalarina ragmen, bu renk kontrasti o kadar
carpicidir ki bunlarin yiiksek kesinlikle gériilmesini ve tanimlanmasini saglar”’

Bu makalede gorldigu gibi Koch’un boyama yonteminde glinimizdeki yonteme benzer sekilde, bir birincil
boya (metilen mavisi), bir mordan yani boya sabitleyici (potasyum hidroksit), boyamay: kolaylastirici isi,
dekolorizasyon ve ikincil boya (vesuvin) kullanmis olmasi ilgingtir. Buradan anlasiimaktadir ki glinimiiz EZN
boyama yontemi Koch'un yontemini gelistirmeye yonelik cabalarin sonucu ortaya ¢ikmistir.

Paul Ehrlich

Koch'un yontemini iyilestirmeye dair ilk dneriler, Koch'un Berlin'deki sansasyonel sunusunda bulunanlardan
biri olan Alman Doktor Paul Ehrlich'den geldi (Sekil 2). Ayni zamanda Karl Weigert'in kuzeni olan Ehrlich,
Berlin'deki Charité'de deneysel klinik tibbin kurucusu Theodor Frerichs'in yaninda histoloji, hematoloji ve
boyalar tizerine ¢alismaktaydi.”

Sekil 2. Paul Ehrlich

Ehrlich, Koch'tan hemen sonra, 1 Mayis 1882'de Berlin i¢ Hastaliklari Dernegi'nde yaptigl konusmasinda
basilin alkali metilen mavisi yerine anilin metil viyole veya anilin fuksin ile boyanmasini 6nerdi. Konusmasi
Ozetle soyleydi;

“Balgamdan kiigiik bir par¢a iki lam arasinda ezilip, sonra lamlar birbirinden ayrilir. Elde edilen ince tabaka
havada kurutulur. Sabitlemek icin bu preparatlari ya 100-110 °C 'de bir saat boyunca tutmak ya da daha
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uygunu bir Bunsen bekinin alevinden (i¢ kez gegcirmek gerekir. Boyama igin, anilin yagi ile doyurulmus su
icine, alkolde ¢éziilmiis fuksin veya metilen mavisi eklenir. Elde edilen bu siviya preparat konulur, 15-30
dakika boyanma icin yeterlidir. Vesuvin yerine daha iyi ve hizli bir renk giderici olarak bir asit kullanmak
gereklidir ve ben 1/3 sulandirilmis nitrik asiti 6neririm, bununla birkag saniye icinde renk solar. Bu asamada
preparati incelemek miimkiin olabilir, ancak basili daha kolay odaklamak icin basiller mor ise (birinci boya
olarak metil viyole kullanilmis ise) arka plani sari, eger basiller kirmizi ise (birinci boya olarak fuksin

kullanilmus ise) arka plani mavi boyamak énerilir.”®®

Sonug olarak; Ehrlich tiiberkiiloz basili disindaki bakterilerin boyay! birakmalari i¢in bir mineral asit (nitrik
asit) kullanarak renksizlestirme (dekolorizasyon) basamagini gelistirmis, ayrica boya olarak metilen mauvisi
yerine fuksin, mordan (boya sabitleyici) olarak anilin yagini kullanmistir. Koch'un memnuniyetle karsiladigi
bu gelisme ile bu tarihten itibaren iki bilim adami arasinda dostluk bagi olusmustur.

Ehrlich, 1886'da anilin ve tilrevleriyle yaptigi ¢calismalar, tiberkiloz basilinin mumsu zarfinin 6nemi, zit
boyamanin rolii gibi konulara degindigi bir makale yayimlayacaktir.®®

Georg Eduard Von Rindfleisch

Ayni yil Wiirzburg Universitesi'nde patolog olan Prof. Rindfleisch, Ehrlich'in yénteminde sicak boya
kullanmak vyerine, Uzerine boya koyulan yayma preparatin alttan isitilarak boyama siresinin
kisaltilabilecegini gosterdi (Sekil 3). 22 Temmuz 1882 tarihinde British Medical Journal’da yayinlanan bir
makalede Ehrlich'in ydntemine Rindfleisch'in preparati isitma degisikligi ile deginildi. &°

Sekil 3. Eduard Von Rindfleisch

Franz Ziehl

Bir bakteriyolog ve nérolog olan Franz Ziehl 1882'de Heidelberg'deki Tip Klinigi'nde calismaktaydi (Sekil 4).
Paul Ehrlich’den kisa bir slire sonra, 12 Agustos 1882'de yayimlanan makalesinde Ehrlich'in yénteminde
mordan olarak anilin yerine karbolik asit (fenol) kullanarak ve dekolorizasyon igin daha zayif bir asit
kullanarak nasil degisiklik yaptigini acikladi. Makalesinde soyle yaziyordu; “anilin yaginin saf bilesenlerini
elde edemedik. Aromatik serilere ait bir madde kullanmamiz gerektigi icin karbolik asidi test ettik”. Boylece
Ziehl tiberkiiloz basilini ilk kez karbolfuksin (fenollii fuksin) ile boyayan kisi olarak tanindi.%!
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Sekil 4. Franz Ziehl

“Deutsche Medizinische Wochenschrift” dergisindeki 31 Ocak 1883 tarihli “Tuberkiloz basilini bulmanin
Ozellikle tani ve prognoz agisindan dnemi” isimli makalesininin sonug¢ boéliminde su bilgilere yer verdi
“Cogu pulmoner tiiberkiiloz vakasinda tiiberkiiloz basili bulunabilir; istisnalar mevcuttur. Tiiberkiiloz
basilinin bulunmasi, tiiberkiiloz tanisini dogrulayabilir. Bazi durumlarda bu bulguyla ayirici tani miimkiind(ir.
Tiiberkiiloz basili bulunamiyorsa, tiiberkiilozu daima dislamak miimkiin olmayabilir. Basilin sayisi ve tiirii
herhangi bir prognoz sonucuna izin vermez”.>** Ayni dergide, 25 Nisan 1883 tarihli “Tuberkiloz basilini

boyama uzerine” baglikli makalesi ise boyama yéntemi ile ilgili Ehrlich ile olan anlasmazligina dairdi.®*3

Friedrich Karl Adolph Neelsen

Neelsen, Ernst Wagner'in 6grencisi olarak egitim gordigl Leipzig'den 1876 yilinda mezun oldu, 1878'e
kadar Leipzig'de, 1884'e kadar Rostock'ta Patoloji Enstitlisii'nde asistan olarak calisti ve burada 1884'te
profesor oldu. 1894'te 40 yasinda tiiberkiiloz nedeni ile 6ldii (Sekil 5).°

Sekil 5. Friedrich Karl Adolph Neelsen

Tlberkiloz basillerinin boyanmasinda kullanilan yontemin iyilestirilmesi slirecine son olarak Neelsen dahil
oldu. Alman dergisi “Centralblatt fir die medicinischen Wissenschaften”deki 14 Temmuz 1883 tarihli,
“Tuberkiloz teorisi lizerine gelisiglizel bir not” isimli makalesinde sunlar yazilmisti: “ilk olarak alkol icindeki
%75 fuksin ve %5 karbolik asit ¢ézeltisini boyama sivisi olarak kullandim ve %25 siilfiirik asit ile

renksizlestirdim. Bu yéntem diger kullandigim yéntemlere gére daha iyi sonuclar veriyor.” 54

Friedrich Neelsen, 6lmeden 2 yil 6nce, 1892'de, “uygulayicilar ve 6grenciler icin patolojik-anatomik teknigin
temelleri” adli bir kitap yayimladi.®* Bu kitapta boyama yéntemini su sekilde aciklad:
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“Lam lizerindeki tiiberkiiloz basillerini boyamak igin, olagan normal karbolik asit ve fuksin ¢ézeltisini (1.0
fuksin, 100.0 karbolik asitin sudaki %5’lik soliisyonu, 10.0 saf alkol) su sekilde kullaniyorum. Kurutulmus lam
preparatlar1 110°C'de 5 dakika isitildiktan sonra, bir pipet araciligi ile biiyiik bir damla boya c¢é6zeltisi ile
kaplanir ve isitici bakir levha lizerine yerlestirilir. (Lam lizerinden sivinin akmamasina, etrafa sagiimamasina
dikkat edilmelidir). Sivi kaynamaya basladigi anda (yalnizca birkag¢ saniye siirer) kurumayi 6nlemek icin bir
damla boya ¢ézeltisi eklenir ve bu preparatlarin kaynar boya ¢ézeltisi ile 1,5-2 dakika boyunca kapl kalmasi
icin tekrarlanir. Bundan sonra, preparatlar sulu siilfiirik asit ¢ézeltisine (75.0 damitilmis suya 25.0) konur ve
koyu kirmizi renk neredeyse tamamen kaybolana kadar 0,5-2 dakika bekletilir. Preparatlar bol su ile yikanir,
eger preparatlar hdld koyu kirmizi gibi gériiniiyorsa siilfiirik asitle dekolorize etme islemi tekrarlanmalidir.
Son olarak, zit boyama igin lamlar 0,5-1 dakika boyunca konsantre sulu metilen mavisi ¢ézeltisi igine
daldirilir, tekrar su ile yikanir, kurutulur. Tiiberkiiloz basilleri preparatta parlak kirmizi, cekirdekler mavi ve
sitoplazma soluk mavi olarak gériiniir”

Ozetle; bir patolog olan Friedrich Neelsen iyilestirme calismalarini birlestirerek birincil boya olarak
karbolfuksin, zit boya olarak metilen mavisi, renksizlestirme icin sulfurik asit ve sicaklik olarak alttan
isitmanin kullanildigi yontem ile 5-10 dakikada tiiberkiiloz basillerinin kirmizi, diger bakterilerin mavi olarak
boyadigini bildirmistir.

Sonug

GUnUmuz EZN boyasi, Koch'un yontemini gelistirmeye yonelik ¢abalarinin bir evrimi olarak ortaya ¢ikmistir.
Bu alandaki 6nemli katkilari olanlar: Mineral asit ile dekolorizasyonu iyilestiren, ayni zamanda kirmizi bir
boya olan fuksini ve mordan olarak anilin yagini kullanan Ehrlich; mordan olarak karbolik asit kullanan Ziehl;
yayma preparati sicak suya koymak yerine alttan isitan Rindfleisch; Ziehl'in mordanini, Ehrlich'in kirmizi
boyasini ve Rindfleisch’in i1sitma yonemini birlestiren ve detaylandiran Neelsen. Bu siirecin ¢ok kisa bir sire
icinde gerceklesmesi de ilgingtir.

Gercgekte, EZN yontemi en az bes kisinin calismasina dayanmaktadir: Koch, Ehrlich, Rindfleisch, Ziehl ve
Neelsen. Bu nedenle belki de yontemin adi “Koch-Ehrlich-Rindfleisch-Ziehl-Neelsen (KERZN)” ydntemi
olmahdir ama bu ¢ok da pratik bir ad olmayacaktir. En azindan 1890’lardan bu yana “Ziehl-Neelsen (ZN)”
yontemi olarak adlandirilan bu boyama yoéntemi, Tirkiye’de “Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama” olarak
adlandirilarak Paul Ehrlich’in de hakki verilmis olmaktadir.

Bilgi
Cikar catismasi bulunmamaktadir.
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