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Direkt Bakıda Tanımlama Zorluğu Yaşanılan Dört Parazit İçin 
Alternatif Bir Yaklaşım
Alternative Staining Method for Four Parasites that are Difficult to Identify through Direct 
Inspection

ÖZ

Amaç: Taze dışkı örneklerinde, ıslak preparat (nativ-lugol) incelemesinde tanımlamada zorlandığımız Blastocystis spp. (özellikle granüler form), Dien-
tamoeba fragilis, Entamoeba histolytica/dispar trofozoitleri ile deneyimsiz araştırmacıların tereddüt yaşayabileceği Giardia intestinalis kistleri için farklı 
bir fiksatif kullanılarak Trikrom boyası ile yaklaşık beş dakika içinde tanımlanması amaçlanmıştır. 
Yöntemler: Çinko sülfat hidrat, bakır sülfat hidrat, alüminyum sülfat hidrat ve ferrik sülfat hidrat gibi dört farklı mordan [bazı boyalar ile koordinasyon 
kompleksleri oluşturan polivalens (en az +2 değerlikli) metaller] kullanılarak hazırlanmış etil alkol, formalin, asetik asit ve distile su bazlı fiksatifler ile 
tespit edilmiş preparatlar Gomori’nin trikrom boyasının  modifiye edilmiş şekli ile boyanmıştır. Kontrol ve kıyaslama amacıyla altın standart olarak; cıva 
klorür içeren Schaudinn fiksatifi ile fikse edilen örnekler Gomori’nin trikrom boyasının Wheatley modifikasyonu ile boyanmıştır. 
Bulgular: D. fragilis ve Entamoeba histolytica/dispar trofozoitleri ele alındığında; alternatif yöntem tatbik edilen dışkı örnekleri ile klasik fiksasyon/
boyama yöntemi ile boyanmış preparatlar arasında değerlendirme kriterleri açısından hemen hemen benzer sonuçlar alınmıştır. Blastocystis spp. ve 
Giardia intestinalis kistleri ele alındığında ise, klasik fiksasyon/boyama yönteminin alternatif yönteme nazaran biraz daha üstün olduğu gözlenmiştir.
Sonuç: Alternatif yöntem klasik yönteme göre bir miktar yetersiz kalmasına rağmen sürecin kısalığı göz önüne alındığında iyi bir seçenek gibi gözükmektedir.
Anahtar sözcükler: Protozoon, dışkı, fiksatif
Geliş Tarihi: 20.02.2018		  Kabul Tarihi: 18.05.2018

ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to identify Blastocystis spp. (particularly the granular form), Dientamoeba fragilis, and Entamoeba histol-
ytica/dispar trophozoites, which are difficult to identify using wet mount, as well as Giardia intestinalis cysts, which are difficult to identify by unexpe-
rienced researchers, in fresh fecal samples within 5 min using a different fixative employing trichrome staining.
Methods: The slides were fixed by fixatives based ethyl alcohol, formalin, acetic acid, and distilled water including four different mordants (divalent or 
polyvalent metals that form coordination complex with some dyes) consisted of zinc sulfate hydrate, copper sulfate hydrate, aluminum sulfate hydrate, 
and ferric sulfate hydrate using a modification of Gomori’s trichrome staining. Samples fixed by Schaudinn fixative including mercury chloride were 
stained using Wheatley modification of Gomori’s trichrome staining as gold standard for control and comparison.
Results: Regarding D. fragilis and E. histolytica/dispar trophozoites, similar results were obtained among the slides stained by classical fixation/
staining method and those stained by the alternative method. However, regarding Blastocystis spp. and Giardia intestinalis cysts, classical fixation/
staining method was relatively superior to the alternative method.
Conclusion: Although the alternative method is slightly inferior to the classical fixation/staining method, it seems to be a good option with respect 
to the process time.
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GİRİŞ

Dışkı örneklerinde bağırsak parazitlerinin tanısını etkileyen 
en önemli faktörlerden biri de numunenin verilişi ile ince-
lenmesi arasında geçen zaman faktörüdür. İdeal şartlarda 
sulu ve yarı katı dışkılarda özellikle de trofozoit şekilleri-

nin yapılarının bozulmadan tanımlanabilmesi için numune 

verildikten 30 dakika içinde incelenmesi gerekmektedir. 

Hasta-çalışan uyumu, laboratuvar işleyiş yoğunluğu, ilk in-

celemede tanımlamada tereddütte kalınanların tekrardan 

incelenmesi gibi faktörler bu sürecin aksamasına sebep ol-
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maktadır. Zaman faktörünü bir şekilde bertaraf edebilmek için 
fiksatifler kullanılmaktadır (1).  

Potansiyel karsinojenik özellikleri, inhalasyon ve deriden emilme-
si sonucunda yüksek toksisitesi olmasına rağmen formalin solüs-
yonu ile yüksek düzeyde toksik ve koroziv özelliklere sahip cıva 
klorür (HgCl2) bazlı Schaudinn ve düşük viskoziteli polivinilalkol 
(PVA) fiksatifleri bağırsak parazit yaymalarının iyileştirme ve tanısı 
için dışkı örneklerinin korunmasında birçok laboratuvarda uzun 
senelerdir kullanılmakta olan geleneksel dışkı fiksatifleridir (2-4). 

Bağırsak parazitlerinin morfolojik olarak uzun dönemli korun-
masını sağladıkları için halen parazitolojide altın standart olarak 
kabul edilmektedirler. Formalin solüsyonu helmint erişkin ve yu-
murtaları ile protozoon kistleri gibi farklı yaşam evrelerini koru-
mada kullanılmaktadır (2).

Polivinilalkol plastik bir reçine olup; dışkı yaymaları hazırlanması 
esnasında dışkının cam slayt üzerine yapışmasını kolaylaştırıcı etki 
yapmaktadır (2, 5).

Atıklarının yüksek maliyetli bertaraf sorununa rağmen cıva klorür 
(HgCl2) içeren Schaudinn veya PVA’lı Schaudinn fiksatifleri önce-
likli olarak bağırsak protozoonlarının tanısında kullanılmaktadır. 
Çinko sülfat (ZnSO4) ve bakır sülfat (CuSO4) gibi farklı mordanlar 
ile kıyaslandığında bu amaç için halen en önemli teknik olduğu 
düşünülmektedir (3, 5, 6).

Çalışmamızın temel amacı; taze dışkı örneklerinde, ıslak prepa-
rat (nativ-lugol) inceleme esnasında tanımlamada zorlandığımız 
Blastocystis spp. (özellikle granüler form), Dientamoeba fragilis 
(D. fragilis), Entamoeba histolytica/dispar (E. histolytica/dispar)  
trofozoitleri ile deneyimsiz araştırmacıların tereddüt yaşayabi-
leceği Giardia intestinalis (G. intestinalis) kistleri için dört farklı 
mordan seçeneği ile hazırlanan yeni bir fiksatif kullanarak Trikrom 
boyası ile yaklaşık beş dakika içinde tanımlanmasıdır.

YÖNTEMLER

Çalışmamızda kullanılacak olan fiksatifimiz içerik olarak 100 
mL’de; 15 mL etil alkol (temel olarak %96’lık etil alkol kullanılmış-
tır), 1 mL formalin solüsyonu (temel olarak %37-40’lık formalin 
kullanılmıştır), 5 mL asetik asit (temel olarak %99’luk asetik asit 
kullanılmıştır) ve 79 mL distile su içerecek şekilde hazırlanmıştır.

Hazırladığımız baz fiksatif solüsyonlarının içerisine mordan olarak; 
50 mg çinko sülfat hidrat (ZnSO4x7H2O), 50 mg bakır sülfat hidrat 
(CuSO4x5H2O), 50 mg alüminyum sülfat hidrat [Al2(SO4)3xH2O] 
ve 50 mg ferrik sülfat hidrat [Fe2(SO4)3xH2O] eklenmiş, karıştı-
rılarak tamamen fiksatif içinde çözünmeleri sağlanmıştır. Mor-
danlar çözüldüğü anda dört farklı fiksatif de kullanıma hazır hale 
gelmiştir.

Karşılaştırma amacıyla altın standart olarak cıva klorür (HgCl2) 
içeren Schaudinn fiksatifi kullanılmıştır.

Taze dışkı örnekleri nativ-lugol inceleme yapıldıktan sonra, ön-
celikli olarak Blastocystis spp.(özellikle granüler form), D. fragilis, 
E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intestinalis kistleri olduğu 
düşünülen dışkı örnekleri ayrılmıştır. Fiksasyon ve boyama süre-
ci çok kısa olduğu için dört farklı mordan ile aynı anda boyama 

yapmaktansa sırası ile bakır sülfat hidrat, çinko sülfat hidrat, alü-
minyum sülfat hidrat ve ferrik sülfat hidrat içeren her bir fiksatif ile 
işlem yapılmıştır.

Altın standart yöntem ile fiske edilen ve Gomori’nin trikrom bo-
yasının Wheatley modifikasyonu ile boyanan preparatlar yakla-
şık 60-70 dakika arasında incelemeye hazır hale gelmektedir (7). 
Alternatif yöntemimizde; fiksatifte 1 dakika, %96’lık etilalkolde 3 
dakika,  Trikrom boyada 1 dakika bekletilmektedir. Renk gider-
me safhasında sırası ile 0,5 mL glasiyal asetik asid içeren %90’lık 
etil alkolde 1-3 saniye, sonrasında iki adet % 96’lık etilalkolde 1-3 
saniye bekletilerek boyama tamamlanmaktadır. Ksilende 1 daki-
ka yeterli olmakla birlikte süreyi uzatıp uzatmamak uygulayıcının 
tercihine bırakılmıştır.

Her dışkı örneği için hazırlanan beşer adet boyalı preparat x1000 
büyütmede ışık mikroskobunda incelenmiştir. Değerlendirme 
esnasında dikkat edilen parametreler; genel anlamda parazitin 
morfolojisi, çekirdek ve sitoplazmik organellere ait detayların şe-
kil ve netliği ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edi-
lebilirliği olmuştur. Skorlamada; bu kriterler dikkate alındığında 
1 en kötü, 5 ise en iyi kriterlere sahip olanı belirtmek için kulla-
nılmıştır.

Bu çalışmada kullanılan dışkı örnekleri ile ilgili olarak hastalardan 
onam belgesi alınmıştır.

Bu çalışma için etik kurul onayı Harran Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Etik Kurulu’ndan alınmıştır (08.06.2017 tarih, 06 no’lu oturum, 17 
sayılı karar). 

BULGULAR

Nativ-lugol inceleme sonrası Blastocystis spp (özellikle granüler 
form), D. fragilis, E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intesti-
nalis kistleri olduğu düşünülen 50 adet taze dışkı örneğine ait 
toplamda 250 adet boyalı preparat incelenmiş ve kullanılan mor-
danlara göre bulgular Tablo 1’de kıyaslanmıştır.

Tablodan da anlaşılacağı üzere; D. fragilis ve E. histolytica/dispar 
trofozoitleri ele alındığında, alternatif fiksatifler ile tespit edilerek 
hızlı bir şekilde Trikrom boyama yöntemi tatbik edilen dışkı ör-
nekleri ile Schaudinn fiksatifi ile tespit edilmiş ve klasik Trikrom 
yöntemi ile boyanmış preparatlar arasında parazitin morfolojisi, 
çekirdek ve sitoplazmik organellere ait detayların şekil ve netliği 
ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebilirliği açı-
sından hemen hemen benzer ya da yakın sonuçlar alınmıştır (Re-
sim 1a, b, c, d, e, f, g, h, i, j).

Blastocystis spp. ele alındığında, klasik fiksasyon/boyama yön-
teminin alternatif yönteme nazaran parazitin morfolojik netliği 
ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebilirliği 
açısından biraz daha üstün olduğu gözlenmiştir (Resim 1k, l, 
m, n, ö).

Giardia intestinalis kistleri ele alındığında, klasik fiksasyon/boya-
ma yönteminin alternatif yönteme nazaran parazitin morfolojik 
netliği ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebi-
lirliği açısından biraz daha üstün olduğu gözlenmiştir. Ayrıca bu 
parazitte dört farklı mordan ile yapılan alternatif fiksatiflerin tü-
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Resim 1. a-z. a) Alüminyum sülfat hidrat, D. Fragilis. b) Bakır sülfat hidrat, D. Fragilis. c) Ferrik sülfat hidrat, D. Fragilis. d) Çinko sülfat 
hidrat, D. Fragilis. e) Schaudinn fiksatifi, D. Fragilis. f) Alüminyum sülfat hidrat, E. histoyltica/dispar. g) Ferrik sülfat hidrat, E. histoyltica 
/dispar. h) Çinko sülfat hidrat, E. histoyltica /dispar. i) Bakır sülfat hidrat, E. histoyltica /dispar. j) Schaudinn fiksatifi, E. histoyltica /
dispar. k) Bakır sülfat hidrat, B. hominis. l) Ferrik sülfat hidrat, B. hominis. m) Çinko sülfat hidrat, B. hominis. n) Alüminyum sülfat hidrat, 
B. hominis. ö) Schaudinn fiksatifi, B. hominis. p) Çinko sülfat hidrat, G. intestinalis. r) Alüminyum sülfat hidrat, G. Intestinalis. s) Bakır 
sülfat hidrat, G. Intestinalis. t) Ferrik sülfat hidrat, G. Intestinalis. ü) Schaudinn fiksatifi, G. intestinalis. v) Bakır sülfat hidrat, I. bütschlii. 
y) Ferrik sülfat hidrat, I. bütschlii. z) Alüminyum sülfat hidrat, E. hartmanni 
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Tablo 1. Boyalı preparatların kullanılan fiksatif ve içerdiği mordana göre değerlendirilmesi

Örnek No	 Parazit İsmi	 Kullanılan fiksatif ve içerdiği mordan

		                                             Yeni fiksatif		                            Schaudinn

		  CuSO4	 ZnSO4	 Al2 (SO4)3	 Fe2 (SO4)3	 HgCl2

1	 B. hominis	 4,5	 3,4	 4,5	 5	 4,5

	 D. fragilis	 4,5	 4,5	 4,5	 4,5	 4,5

2	 B. hominis	 3,4	 3	 3	 3,4	 3

	 D. fragilis	 4,5	 5	 4,5	 4,5	 4,5

3	 B. hominis	 3	 3	 3	 3,4	 3-5

	 E. nana (trf)	 3-5	 3-5	 3-5	 3	 3-5

	 G. intestinalis (k)	 2-5	 2-5	 1,2	 2,3	 2-5

	 G. intestinalis (trf)	 1	 3,4	 3,4	 3	 4

	 E. coli (trf)	 4,5	 4,5	 3	 4	 4,5

4	 B. hominis	 4,5	 4,5	 3-5	 3-5	 3-5

	 E. h/E. d (trf)	 4,5	 4,5	 5	 4,5	 4,5

	 E. nana (trf)	 3,4	 3,4	 3	 Ø	 3

5	 B. hominis	 3,4	 3-5	 4,5	 3-5	 4,5

	 E. h/E. d (trf)	 4,5	 5	 5	 4,5	 4,5

6	 D. fragilis	 4,5	 3,4	 5	 3-5	 4,5

7	 B. hominis	 4	 3,4	 3	 3,4	 3-5

	 E. coli (pk)	 4	 2,3	 1,2	 2,3	 3-5

8	 B. hominis	 3	 Ø	 2	 3	 3,4

	 E. nana (trf)	 3	 1	 3,4	 2-4	 3,4

	 G. intestinalis (k)	 2	 1	 2	 1,2	 2-4

9	 B. hominis	 4	 3,4	 3,4	 3,4	 2-4

10	 B. hominis	 2,3	 3-5	 2-4	 3-5	 3,4

	 C. mesnili (k)	 2	 3-5	 2,3	 4,5	 3

11	 B. hominis	 4,5	 3,4	 2,3	 3,4	 3-5

	 D. fragilis	 Ø	 3	 2,3	 3,4	 2,3

12	 B. hominis	 3,4	 3,4	 3,4	 3-5	 4,5

	 D. fragilis	 4,5	 Ø	 3,4	 Ø	 3,4

	 E. nana (k)	 4,5	 4,5	 4,5	 4,5	 5

	 E. nana (trf)	 4,5	 3	 3,4	 4,5	 3-5

13	 B. hominis	 4	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4

14	 B. hominis	 2,3	 3,4	 3	 2,3	 3,4

	 D. fragilis	 3-5	 3-5	 Ø	 Ø	 Ø

15	 B. hominis	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4

16	 C. mesnili (k)	 3-5	 3-5	 2,3	 3-5	 4,5

	 E. hartmanni (k)	 1-3	 1-4	 1-4	 1-3	 3-5

	 E. coli (k)	 1,2	 3	 1	 1	 3-5

17	 B. hominis	 3,4	 2,3	 2-4	 2,3	 2,3

	 C. mesnili (k)	 3,4	 3-5	 1-4	 3	 1-3

	 C. mesnili (trf)	 3,4	 Ø	 Ø	 Ø	 Ø

	 E. coli (k)	 1-3	 1-3	 1-3	 1,2	 2-4

18	 B. hominis	 3-5	 2-4	 2,3	 2-4	 2,3

	 D. fragilis	 3,4	 1-3	 3,4	 2-5	 3,4
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Tablo 1. Boyalı preparatların kullanılan fiksatif ve içerdiği mordana göre değerlendirilmesi (devam)

Örnek No	 Parazit İsmi	 Kullanılan fiksatif ve içerdiği mordan

		                                         Yeni fiksatif	                                               Schaudinn

		  CuSO4	 ZnSO4	 Al2 (SO4)3	 Fe2 (SO4)3	 HgCl2

	 E. coli (k)	 1-3	 Ø	 Ø	 Ø	 3,4

	 E. coli (trf)	 3-5	 1	 1,2	 1-4	 3,4

19	 B. hominis	 2,3	 2,3	 2,3	 2,3	 3,4

	 D. fragilis	 Ø	 Ø	 Ø	 Ø	 3

20	 B. hominis	 3	 2,3	 2,3	 2,3	 2-4

	 D. fragilis	 2,3	 2,3	 2,3	 2,3	 2-5

21	 B. hominis	 3,4	 2-4	 3,4	 3,4	 2-4

22	 B. hominis	 3	 3,4	 3,4	 3-5	 3-5

	 D. fragilis	 3-5	 4,5	 4,5	 3-5	 3-5

23	 B. hominis	 3	 2-4	 1,2	 2	 3,4

24	 G. intestinalis (k)	 1-5	 1-5	 1-4	 2-5	 1-5

25	 B. hominis	 2,3	 2	 2,3	 2-4	 2-4

	 E. nana (trf)	 Ø	 2,3	 2,3	 2	 2-4

	 E. coli (trf)	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4	 4

26	 B. hominis	 3,4	 2-4	 2-4	 2,3	 3,4

27	 B. hominis	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4	 3,4

28	 B. hominis	 2-4	 2-4	 2-4	 2-4	 3-4

	 D. fragilis	 3-5	 Ø	 4,5	 Ø	 3

	 E. nana (trf )	 2,3	 Ø	 Ø	 Ø	 Ø

29	 B. hominis	 4,5	 2-4	 2-4	 2-4	 3-5

	 D. fragilis	 4,5	 Ø	 Ø	 Ø	 Ø

30	 B. hominis	 2-4	 3,4	 2-4	 2-4	 3-5

	 E. nana (k)	 Ø	 3,4	 Ø	 Ø	 3-5

	 E. nana (trf)	 3,4	 1,2	 Ø	 3	 2-4

31	 D. fragilis	 3-5	 3-5	 2,3	 3	 3,4

32	 B. hominis	 2-4	 2-4	 3	 2-4	 3-5

	 D. fragilis	 2-4	 2-4	 3,4	 2,3	 4,5

33	 B. hominis	 2-4	 2-4	 3	 2-4	 3-5

	 D. fragilis	 2-4	 2-4	 2-4	 4,5	 3,4

	 C. mesnili (trf)	 Ø	 Ø	 4,5	 Ø	 3,4

34	 B. hominis	 Ø	 1-3	 1-3	 2-4	 2

	 D. fragilis	 3-5	 3,4	 2,3	 Ø	 3-5

	 E. nana (k)	 3,4	 3	 4	 3	 3-5

	 E. nana (trf)	 3,4	 3,4	 3-5	 3,4	 3-5

	 G. intestinalis (k)	 3-5	 3-5	 3,4	 Ø	 3,4

	 E. coli (trf)	 3	 Ø	 Ø	 3	 Ø

	 C. mesnili (trf)	 3,4	 3,4	 3	 1,2	 3-5

35	 B. hominis	 2-4	 2-4	 Ø	 4	 2-4

	 D. fragilis	 3	 3,4	 Ø	 4,5	 4

36	 B. hominis	 2-4	 2,3	 1,2	 2-4	 3,4

	 E. nana (k)	 2-4	 2-4	 2,3	 3,4	 4,5

	 E. nana (trf)	 2,3	 3	 Ø	 3,4	 Ø



münde boyanabilirlik açısından bir ile beş arasında değişen geniş 
bir patern elde edilmiştir (Resim 1p, r, s, t, ü).

Her ne kadar önceliğimiz olmamasına rağmen non-patojen pro-
tozoonlardan olan Endolimax nana (E. nana), Entamoeba coli (E. 
coli), Chilomastix mesnili (C. mesnili), Entamoeba hartmanni (E. 
hartmanni), Iodamoeba bütschlii (I. bütschlii) kist veya trofozoitleri 
de boyanan preparatlarda tiplendirilebilmiştir. E.coli, C.mesnili, E.
hartmanni ve I.bütschlii kistik yapılarında klasik fiksasyon/boyama 
yönteminin alternatif yönteme nazaran parazitin morfolojik netliği 
ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebilirliği açısın-
dan daha üstün olduğu gözlenmiştir (Resim1v, y, z, 2a, 2b).

Entamoeba coli trofozoitlerinde de E. histolytica/dispar trofozo-
itlerine benzer şekilde, alternatif fiksatifler ile tespit edilerek hızlı 

bir şekilde Trikrom boyama yöntemi tatbik edilen dışkı örnekleri 
ile Schaudinn fiksatifi ile tespit edilmiş ve klasik Trikrom yöntemi 
ile boyanmış preparatlar arasında parazitin morfolojisi, çekirdek 
ve sitoplazmik organellere ait detayların şekil ve netliği ile pa-
razitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebilirliği açısından 
hemen hemen benzer ya da yakın sonuçlar alınmıştır (Resim 2c, 
2d, 2e, 2f).

Alternatif metodda mordanlar arasında kıyaslama yapıldığında 
en iyi sonuçların sırası ile bakır sülfat hidrat (CuSO4x5H2O), ferrik 
sülfat hidrat [Fe2(SO4)3xH2O], çinko sülfat hidrat (ZnSO4x7H2O) 
ve alüminyum sülfat hidrat [Al2(SO4)3xH2O] içeren boyalar ile 
alındığı görülmüştür. Çinko sülfat hidrat ve ferrik sülfat hidrat her 
ne kadar birbirine yakın boyama yapmış olsalar da ferrik sülfat 
hidrat ile boyanan preparatlar ile daha bakır kırmızısı bir sitoplaz-
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Tablo 1. Boyalı preparatların kullanılan fiksatif ve içerdiği mordana göre değerlendirilmesi (devam)

Örnek No	 Parazit İsmi	 Kullanılan fiksatif ve içerdiği mordan

		                                              Yeni fiksatif	                                             Schaudinn

		  CuSO4	 ZnSO4	 Al2 (SO4)3	 Fe2 (SO4)3	 HgCl2

37	 B. hominis	 1-4	 2-4	 2,3	 2-4	 3,4

	 E. nana (trf)	 3	 3	 4,5	 3,4	 4,5

38	 E. nana (k)	 3-5	 1-5	 1-4	 3-5	 5

	 E. nana (trf)	 3,4	 Ø	 3,4	 4	 4,5

39	 B. hominis	 3	 1,2	 1,2	 1-3	 3,4

	 D. fragilis	 3,4	 Ø	 Ø	 3,4	 Ø

	 E. nana (k)	 3	 2,3	 Ø	 Ø	 4

	 E. nana (trf)	 Ø	 Ø	 3,4	 3,4	 5

40	 B. hominis	 2,3	 3	 2,3	 2	 2-4

41	 B. hominis	 2-4	 2-4	 2-4	 2-4	 3-5

	 E. nana (trf)	 2-5	 3-5	 3-5	 2-4	 4,5

	 C. mesnili (trf)	 4	 Ø	 3,4	 4,5	 4,5

42	 G. intestinalis (k)	 3-5	 2-5	 1-5	 1-4	 3-5

43	 D. fragilis	 3-5	 3,4	 3,4	 2,3	 3,4

	 E. coli (trf)	 3	 3,4	 1-4	 1,2	 3-5

	 E. coli (pk)	 3-5	 2,3	 Ø	 Ø	 3-5

44	 B. hominis	 Ø	 1-3	 1-3	 Ø	 1-4

	 E. nana (k)	 3	 1-3	 1,2	 2-5	 4,5

	 C. mesnili (k)	 3	 1,2	 1,2	 1,2	 2-4

45	 I. bütschlii (k)	 1,2	 2,3	 1,2	 1,2	 2-4

46	 B. hominis	 2-4	 2-5	 3-5	 3-5	 5

	 E. coli (pk)	 3-5	 Ø	 3	 3,4	 4

47	 D. fragilis	 3-5	 3	 3	 3	 4

48	 G. intestinalis (k)	 1-3	 1-4	 1-3	 1-4	 1-4

49	 B. hominis	 1-3	 1-3	 1-3	 1-3	 1-3

50	 B. hominis	 2-4	 2-4	 2-4	 2-4	 3-5

trf: trofozoid, k: kist, pk: prekist, Ø: preparatta görülmedi 
1-5 arası rakamlar: Değerlendirme esnasında dikkat edilen parametrelerin  (genel anlamda parazitin morfolojisi, çekirdek ve sitoplazmik 
organellere ait detayların şekil ve netliği ile parazitin dışkıdaki artefaktların arasında fark edilebilirliği) incelemeyi yapan uzman tarafından sayısal 
verilere dökümüdür. 1 rakamı en kötü, 5 rakamı en iyi sayısal veriye karşılık gelmektedir.



ma rengi alınmıştır. Alüminyum sülfat hidrat ve çinko sülfat hidrat 
ile boyanan preparatlar hem saha hem de paraziter yapılar açısın-
dan daha yeşile çalan bir renk vermiştir. 

TARTIŞMA

Parazitoloji laboratuvarları ve parazitolojik tetkiklerin yapıldığı 
mikrobiyoloji laboratuvarlarında barsak protozoonlarının ayırt 
edilmesinde en önemli teknik olarak kabul edilen HgCl2 içeren 
Schaudinn veya düşük viskoziteli PVA ile fiske edilen ve Gomo-
ri’nin trikrom boyasının Wheatley modifikasyonu ile boyanan 
preparatlar yaklaşık 60-70 dakika arasında incelemeye hazır hale 
gelmektedir (6, 7).

Rutin laboratuvarlarda teknisyen sayısının azlığı, yeterli deneyime 
sahip olmaması, klasik yöntemin oldukça vakit alması sebebiyle 
çoğu zaman sadece ishalli dışkılarda boyama metodunun kulla-
nılmasına ya da hiç yapılmamasına yol açmaktadır. Klasik yöntem 
kullanıldığında ise yoğun çalışan laboratuvarlarda ya da toplum 
taraması gerektiren yüksek sayılı örneklemelerde fiksasyon ve 
boyama süresinin uzun oluşunun dezavantajlarını yaşamaktayız.

Yüksek bertaraf maliyetlerine ve zorluklarına rağmen halen HgCl2 
içeren Schaudinn veya düşük viskoziteli PVA fiksatifleri kullanıl-
makta ya da tercih edilmektedirler (5).

Garcia ve ark. (6) yapmış oldukları çalışmada bakır sülfat (CuSO4) 
ve cıva klorür (HgCl2) içeren PVA fiksatiflerinin etkinliğini kıyas-
lamışlardır. Sayısal anlamda preparatlarda etkenlerde atlama 
yapmasa da, netlik ve çekirdek ayrıntıları açısından daha kötü bir 
performans sergilediği ve sitoplazmik büzüşme görüldüğü belir-
tilmiştir.

Garcia ve ark. (5) yapmış oldukları bir başka çalışmada çinko sülfat 
(ZnSO4) ve cıva klorür (HgCl2) içeren PVA fiksatiflerinin etkinliğini 
kıyaslamışlardır. Her ne kadar sayısal anlamda nadir protozoon 
içeren bazı preparatlarda etkeni atlasa da, netlik ve çekirdek/si-

toplasma ayrıntıları açısından daha kötü bir performans sergilese 
de çinko sülfat (ZnSO4)’ın protozoonları tanımlama da alternatif 
bir mordan olabileceğini belirtilmiştir.

Garcia ve Shimizu (3) yapmış oldukları bir diğer çalışmada ise 
bağırsak paraziti tespit edilen 46 hastadaki 67 protozoonun ta-
nımlaması için Ecofix ile fikse edilen preparatları önerilen boya 
Ecostain (ES) ve Gomori’nin trikrom boyasının Wheatley modifi-
kasyonu (WT) ile boyamış ve kıyaslamıştır. ES ve WT ile boyanan 
preparatlardaki protozoonların yapısal karşılaştırmaları çoğu ol-
guda (36/67 [53,7%]) eşit düzeyde, bazı olgularda (24/67 [35,8%]) 
ES ile boyanmış olanlar daha iyi, çok az bir kısmında (4/67[6%]) ise 
WT ile boyamada daha iyi sonuçlar elde edilmiştir. Farklı fiksatif 
ve boya eşleştirmelerinin sağlayacağı uyumun klasik metodoloji-
ye alternatif oluşturabileceğini belirtmişlerdir.

Nace ve ark. (4) yapmış oldukları çalışmada Strecktissue fixative 
(STF) adında bir fiksatif ile cıva klorür (HgCl2) içeren PVA fiksatifi 
ve formalini karşılaştırmışlardır. Kalıcı boyalı preparatlarda PVA’ya 
oranla keskinliğin kaybolması, çekirdek ve sitoplazmik ayrıntıların 
soyutlaşması ve renk tonunda kırmızı ve yeşile çalma gibi bulgu-
lar elde etmişlerdir.

Jensen ve ark. (8) insan ve primat dışkısı kullanarak yaptıkları ça-
lışmalarında düşük viskoziteli PVA’ ya alternatif olarak üç ticari fik-
satifi (Ecofix, Parasafe ve Proto-fix) kalıcı boyalı preparatların ha-
zırlanmasında karşılaştırmışlardır. Zemin ya da arka plan açısından 
Parasafe ile hazırlanan preparatlarda yaklaşık %40 oranında kirlilik 
görülürken diğer üç fiksatifle hazırlanan preparatlarda bu görül-
memiştir. Dört farklı metodun beş parazitin (E. histolytica/dispar, 
E. coli, I. bütschlii, B. hominis, C. mesnili) tespit edilmesindeki 
duyarlılıkları istatistikî anlamda değerlendirildiğinde Protofix’in 
E. histolytica ve C. mesnili’ nin tanımlanmasında PVA’dan daha 
iyi, diğer parazitlerin tanımlanmasında ise kıyaslanabilir olduğu-
nu belirtmişlerdir. Ecofix’in ise tanımlamada PVA ile benzer oldu-
ğu fakat netlik ve çekirdek/sitoplazma ayrıntıları açısından daha 
kötü bir performans sergilediğini belirtmişlerdir. Parasafe’te ise 
E. histolytica, E. coli ve C. mesnili tanımlaması diğer üç metodun 
tümünden kötü olmuştur ve zeminde yeşil renkli bir kirlilik oluş-
muştur. Ayrıca metodların uygulama aşamalarının 15 ile 22 basa-
mak arasında olduğu, boyalı preparatın hazır hale gelmesi içinde 
24 ile 55 dakika arasında bir sürenin gerektiğini belirtmişlerdir.

Pietrzak-Johnston ve ark. (2) çalışmalarında düşük viskoziteli PVA’ 
ya alternatif olarak beş ticari fiksatifi (Ecofix, sodyum asetat-asetik 
asid-formalin [SAF], STF, Parasafe ve Proto-fix) kalıcı boyalı pre-
paratların hazırlanmasında karşılaştırmışlardır. Ecofix dışındaki 
ticari kitler ile yapılan kalıcı preparatların düşük viskoziteli PVA 
ile fiske edilmiş preparatlardaki boyama kalitesine kıyasla yetersiz 
kaldığını gözlemlemişlerdir. Ecofix ile fiske edilen preparatların 
da önerilen boya (Ecostain) ile boyandığı takdirde düşük viskozi-
teli PVA ile fiske edilmiş preparatlardaki boyama kalitesine ben-
zer sonuçlar alınabildiğini belirtmişlerdir.   

Genel anlamda önceki yapılan çalışmalara bakıldığında alternatif 
olarak sunulan yöntemlerde sürecin uzunluğu konusunda net bir 
çözüm sunulmamıştır.
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Resim 2. a-f. a) Çinko sülfat hidrat, C. Mesnili. b) Çinko sülfat 
hidrat, E. hartmanni. c) Bakır sülfat hidrat, E. Coli. d) Ferrik sülfat 
hidrat, E. Coli. e) Çinko sülfat hidrat, E. Coli. f) Schaudinn fiksatifi, 
E. coli

a

d

b

e

c

f



Yapmış olduğumuz çalışmada elde ettiğimiz bulgular; alternatif 
yöntemin özellikle Blastocystis spp. (özellikle granüler form), D. 
fragilis, E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intestinalis kistleri 
gibi dört patojen etkeni tanımlamada diğer dışkı protozoonlarına 
kıyasla daha efektif olduğunu göstermiştir. D. fragilis ve E. histol-
ytica/dispar trofozoitleri içeren preparatlar hemen hemen klasik 
yönteme benzer kriterlerde boyanmışlardır. Blastocystis spp. ve 
G. intestinalis kistlerinde ise klasik yöntem biraz daha üstün ol-
makla beraber alternatif yöntemde 10 kat zaman kazandırarak 
avantaj sağlamıştır.

Öncelikli amacımız dört patojen etkeni tanımlama olmasına rağ-
men, boyanan preparatlarda E. nana, E. coli, C. mesnili, E. hart-
manni, I. bütschlii kist veya trofozoitleri de tiplendirilebilmiştir. 
Genel anlamda kistik yapılarda klasik yöntemin üstünlüğü açık 
bir şekilde görülmekte iken trofozoit şekillerinde özellikle E. coli 
trofoizoitlerinde de E. histolytica/dispar trofozoitlerine benzer 
sonuçlar elde edilmiştir.

Bir başka açıdan bakarsak, boyamada klasik yöntem kadar etkili 
olamadığı E. coli, C. mesnili, E. hartmanni, I. bütschlii kistleri ile il-
gili olarak, nativ-lugol incelemesinde tipik ayırt edici morfolojileri 
ile tiplendirme için neredeyse boyamaya bile ihtiyaç duyulmama-
sının bu yöntemin öneminin asıl nativ-lugol incelemede tanım-
lama güçlüğü çektiğimiz trofozoit şekillerinde ön plana çıkacağı 
yönündedir.

Boyamalar esnasında ilk tercihimin bakır sülfat hidrat olması 
sonuçları bir miktar bu mordan lehine olumlu etkilemiş olabilir. 
Değerlendirme aşamasında bazen trofozoit ve prekistik şekillerin 
yapıların görülmemesinde etken olarak; bazı dışkılardaki parazi-
ter yapıların sayısal anlamda çok az olmasına rağmen boyamanın 
yapılması olduğunu söyleyebilirim.

Ayrıca Sağlık Bakanlığı’nın yayımladığı yönetmelik ile yapılan dü-
zenleme sonrasında, E. histolytica’nın etken olduğu amipli dizan-
teride kesin tanı için geçerli laboratuvar tekniklerinin içinde klinik 
tanımlamaya uygun olguların taze/sıcak dışkısının trikrom boya-
ma ile mikroskopik incelemesinde eritrosit fagosite etmiş trofo-
zoitlerin gözlenmesi gerektiği belirtilmiştir (9). Yeni yöntem ile bu 
prosedürün yerine getirilmesi yaklaşık beş dakika sürmektedir.  

SONUÇ

Çalışmamızda uygulanan yeni fiksatif ve modifiye edilmiş boya-
ma yöntemi parazitoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarında ya-
pılmakta olan insan dışkısına ait parazitolojik tetkiklerde boya 
ile tanımlama sürecinde klasik yönteme kıyasla on kat daha hızlı 
teşhise gitmemize olanak sağlamaktadır. Çalışma sürecinde gö-
rülmeyen birkaç parazitinde dahil edilmesi ile birlikte yapılacak 
olan çalışmaların bize metodun etkinliği ile ilgili daha kapsamlı 
bilgiler vereceği düşünülmektedir.
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