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oz

Amag: Taze diski 6rneklerinde, islak preparat (nativ-lugol) incelemesinde tanimlamada zorlandigimiz Blastocystis spp. (6zellikle grantler form), Dien-
tamoeba fragilis, Entamoeba histolytica/dispar trofozoitleri ile deneyimsiz aragtirmacilarin tereddit yasayabilecegi Giardia intestinalis kistleri icin farkli
bir fiksatif kullanilarak Trikrom boyasi ile yaklasik bes dakika icinde tanimlanmasi amaclanmistir.

Yéntemler: Cinko silfat hidrat, bakir stlfat hidrat, aliminyum sulfat hidrat ve ferrik silfat hidrat gibi dért farkli mordan [bazi boyalar ile koordinasyon
kompleksleri olusturan polivalens (en az +2 degerlikli) metaller] kullanilarak hazirlanmis etil alkol, formalin, asetik asit ve distile su bazl fiksatifler ile
tespit edilmis preparatlar Gomori'nin trikrom boyasinin modifiye edilmis sekli ile boyanmistir. Kontrol ve kiyaslama amaciyla altin standart olarak; civa
klorir iceren Schaudinn fiksatifi ile fikse edilen 6rnekler Gomori'nin trikrom boyasinin Wheatley modifikasyonu ile boyanmistir.

Bulgular: D. fragilis ve Entamoeba histolytica/dispar trofozoitleri ele alindiginda; alternatif yontem tatbik edilen diski rnekleri ile klasik fiksasyon/
boyama yéntemi ile boyanmis preparatlar arasinda degerlendirme kriterleri acisindan hemen hemen benzer sonuclar alinmistir. Blastocystis spp. ve
Giardia intestinalis kistleri ele alindiginda ise, klasik fiksasyon/boyama yénteminin alternatif yonteme nazaran biraz daha Usttin oldugu gézlenmistir.
Sonug: Alternatif yontem klasik yonteme gore bir miktar yetersiz kalmasina ragmen strecin kisaligi géz 6niine alindiginda iyi bir secenek gibi gézikmektedir.
Anahtar sdzciikler: Protozoon, disk, fiksatif
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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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GIRIS nin yapilarinin bozulmadan tanimlanabilmesi icin numune

Digki érneklerinde bagirsak parazitlerinin tanisini etkileyen verildikten 30 dakika icinde incelenmesi gerekmektedir.

en 6nemli faktérlerden biri de numunenin verilisi ile ince- Hasta-calisan uyumu, laboratuvar isleyis yogunlugu, ilk in-
lenmesi arasinda gecen zaman faktorudir. ideal sartlarda celemede tanimlamada teredditte kalinanlarin tekrardan

sulu ve yan kati digkilarda 6zellikle de trofozoit sekilleri-  incelenmesi gibi faktorler bu stirecin aksamasina sebep ol-
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maktadir. Zaman faktérind bir sekilde bertaraf edebilmek igin
fiksatifler kullanilmaktadir (1).

Potansiyel karsinojenik 6zellikleri, inhalasyon ve deriden emilme-
si sonucunda ylksek toksisitesi olmasina ragmen formalin solUs-
yonu ile ylksek dizeyde toksik ve koroziv &zelliklere sahip civa
klortr (HgCl2) bazli Schaudinn ve distk viskoziteli polivinilalkol
(PVA) fiksatifleri bagirsak parazit yaymalarinin iyilestirme ve tanisi
icin diski érneklerinin korunmasinda bircok laboratuvarda uzun
senelerdir kullaniimakta olan geleneksel digki fiksatifleridir (2-4).

Bagirsak parazitlerinin morfolojik olarak uzun dénemli korun-
masini sagladiklar icin halen parazitolojide altin standart olarak
kabul edilmektedirler. Formalin solisyonu helmint erigkin ve yu-
murtalari ile protozoon kistleri gibi farkli yagam evrelerini koru-
mada kullaniimaktadir (2).

Polivinilalkol plastik bir recine olup; diski yaymalar hazirlanmasi
esnasinda digkinin cam slayt Gzerine yapigmasini kolaylastirici etki
yapmaktadir (2, 5).

Atiklarinin yiksek maliyetli bertaraf sorununa ragmen civa klortr
(HgCl2) iceren Schaudinn veya PVA'lI Schaudinn fiksatifleri dnce-
likli olarak bagirsak protozoonlarinin tanisinda kullanilmaktadir.
Cinko silfat (ZnSO4) ve bakir silfat (CuSO4) gibi farkli mordanlar
ile kiyaslandiginda bu amag icin halen en dnemli teknik oldugu
dustnidlmektedir (3, 5, 6).

Calismamizin temel amaci; taze digki drneklerinde, 1slak prepa-
rat (nativ-lugol) inceleme esnasinda tanimlamada zorlandigimiz
Blastocystis spp. (6zellikle graniler form), Dientamoeba fragilis
(D. fragilis), Entamoeba histolytica/dispar (E. histolytica/dispar)
trofozoitleri ile deneyimsiz aragtirmacilarin tereddit yasayabi-
lecegi Giardia intestinalis (G. intestinalis) kistleri icin dort farkli
mordan secenedi ile hazirlanan yeni bir fiksatif kullanarak Trikrom
boyasi ile yaklagik bes dakika icinde tanimlanmasidir.

YONTEMLER

Calismamizda kullanilacak olan fiksatifimiz icerik olarak 100
ml'de; 15 mL etil alkol (temel olarak %96'lik etil alkol kullanilmis-
tir), T mL formalin solUsyonu (temel olarak %37-40'lik formalin
kullanilmigtir), 5 mL asetik asit (temel olarak %99'luk asetik asit
kullanilmigtir) ve 79 mL distile su icerecek sekilde hazirlanmustir.

Hazirladigimiz baz fiksatif solisyonlarinin igerisine mordan olarak;
50 mg ¢inko siilfat hidrat (ZnSO4x7H20), 50 mg bakir sllfat hidrat
(CuSO4x5H20), 50 mg alliminyum silfat hidrat [AI2(SO4)3xH20]
ve 50 mg ferrik stlfat hidrat [Fe2(SO4)3xH20] eklenmis, karisti-
rlarak tamamen fiksatif icinde ¢oziinmeleri saglanmistir. Mor-
danlar ¢6zildugu anda doért farklh fiksatif de kullanima hazir hale
gelmistir.

Karsilastirma amaciyla altin standart olarak civa klorir (HgCl2)
iceren Schaudinn fiksatifi kullanilmistir.

Taze digki 6rnekleri nativ-lugol inceleme yapildiktan sonra, on-
celikli olarak Blastocystis spp.(6zellikle grandler form), D. fragilis,
E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intestinalis kistleri oldugu
dusunulen digki érnekleri ayrilmistir. Fiksasyon ve boyama sure-
ci ¢ok kisa oldugdu igin dort farkli mordan ile ayni anda boyama

yapmaktansa sirasi ile bakir silfat hidrat, cinko sdlfat hidrat, al-
minyum silfat hidrat ve ferrik stlfat hidrat iceren her bir fiksatif ile
islem yapilmistir.

Altin standart yontem ile fiske edilen ve Gomori'nin trikrom bo-
yasinin Wheatley modifikasyonu ile boyanan preparatlar yakla-
stk 60-70 dakika arasinda incelemeye hazir hale gelmektedir (7).
Alternatif ydontemimizde; fiksatifte 1 dakika, %96'lik etilalkolde 3
dakika, Trikrom boyada 1 dakika bekletiimektedir. Renk gider-
me safhasinda sirasi ile 0,5 mL glasiyal asetik asid iceren %90k
etil alkolde 1-3 saniye, sonrasinda iki adet % 96'lik etilalkolde 1-3
saniye bekletilerek boyama tamamlanmaktadir. Ksilende 1 daki-
ka yeterli olmakla birlikte stireyi uzatip uzatmamak uygulayicinin
tercihine birakilmistir.

Her digki drnedi icin hazirlanan beger adet boyali preparat x1000
blyitmede stk mikroskobunda incelenmistir. Degderlendirme
esnasinda dikkat edilen parametreler; genel anlamda parazitin
morfolojisi, cekirdek ve sitoplazmik organellere ait detaylarin ge-
kil ve netligi ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark edi-
lebilirligi olmustur. Skorlamada; bu kriterler dikkate alindiginda
1 en kotd, 5 ise en iyi kriterlere sahip olani belirtmek icin kulla-
nilmistir.

Bu calismada kullanilan diski érnekleri ile ilgili olarak hastalardan
onam belgesi alinmigtir.

Bu calisma icin etik kurul onayi Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu'ndan alinmigtir (08.06.2017 tarih, 06 no'lu oturum, 17
sayili karar).

BULGULAR

Nativ-lugol inceleme sonrasi Blastocystis spp (6zellikle graniler
form), D. fragilis, E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intesti-
nalis kistleri oldugu dusiinilen 50 adet taze digki drnegine ait
toplamda 250 adet boyali preparat incelenmis ve kullanilan mor-
danlara gére bulgular Tablo 1'de kiyaslanmistir.

Tablodan da anlasilacagi tizere; D. fragilis ve E. histolytica/dispar
trofozoitleri ele alindiginda, alternatif fiksatifler ile tespit edilerek
hizli bir sekilde Trikrom boyama yéntemi tatbik edilen digki &r-
nekleri ile Schaudinn fiksatifi ile tespit edilmis ve klasik Trikrom
yontemi ile boyanmis preparatlar arasinda parazitin morfolojisi,
cekirdek ve sitoplazmik organellere ait detaylarin sekil ve netligi
ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi aci-
sindan hemen hemen benzer ya da yakin sonuglar alinmistir (Re-
sim1a, b, c,d, e f g hij.

Blastocystis spp. ele alindiginda, klasik fiksasyon/boyama yon-
teminin alternatif ydbnteme nazaran parazitin morfolojik netligi
ile parazitin diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi
agisindan biraz daha Ustin oldugu gézlenmistir (Resim 1k, |,
m, n, O).

Giardia intestinalis kistleri ele alindiginda, klasik fiksasyon/boya-
ma yonteminin alternatif ydonteme nazaran parazitin morfolojik
netligi ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark edilebi-
lirligi acisindan biraz daha Ustin oldugu gézlenmistir. Ayrica bu
parazitte dort farkli mordan ile yapilan alternatif fiksatiflerin ti-
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Resim 1. a-z. a) Aliminyum sulfat hidrat, D. Fragilis. b) Bakir silfat hidrat, D. Fragilis. c) Ferrik silfat hidrat, D. Fragilis. d) Cinko sulfat
hidrat, D. Fragilis. e) Schaudinn fiksatifi, D. Fragilis. f) Aliminyum silfat hidrat, E. histoyltica/dispar. g) Ferrik stlfat hidrat, E. histoyltica
/dispar. h) Cinko sulfat hidrat, E. histoyltica /dispar. i) Bakir silfat hidrat, E. histoyltica /dispar. j) Schaudinn fiksatifi, E. histoyltica /
dispar. k) Bakir silfat hidrat, B. hominis. |) Ferrik silfat hidrat, B. hominis. m) Cinko silfat hidrat, B. hominis. n) Aliminyum sulfat hidrat,
B. hominis. &) Schaudinn fiksatifi, B. hominis. p) Cinko silfat hidrat, G. intestinalis. r) Aliminyum sulfat hidrat, G. Intestinalis. s) Bakir
silfat hidrat, G. Intestinalis. t) Ferrik stlfat hidrat, G. Intestinalis. U) Schaudinn fiksatifi, G. intestinalis. v) Bakir stlfat hidrat, I. bitschlii.
y) Ferrik sulfat hidrat, I. bitschlii. z) Aliminyum silfat hidrat, E. hartmanni
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Tablo 1. Boyali preparatlarin kullanilan fiksatif ve icerdigi mordana gére degerlendiriimesi

Ornek No Parazit ismi Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan
Yeni fiksatif Schaudinn
CuSO4 ZnSO4 Al2 (SO4)3 Fe2 (SO4)3 HgCl2
1 B. hominis 4,5 34 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 %) 3
5 B. hominis 34 3-5 4,5 3-5 4,5
E. h/E. d (trf) 4,5 5 4,5 4,5
D. fragilis 45 3,4 3-5 4.5
B. hominis 4 34 34 3-5
E. coli (pk) 4 2,3 1,2 2,3 3-5
8 B. hominis 3 6] 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 34 34 2-4
10 B. hominis 2.3 3-5 2-4 3-5 3,4
C. mesnili (k) 2 3-5 23 4,5 3
11 B. hominis 4,5 3,4 2,3 34 3-5
D. fragilis %] 3 2,3 3,4 2,3
12 B. hominis 34 3,4 34 3-5 4,5
D. fragilis 4,5 %] 3,4 %] 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 34 34 34 34
14 B. hominis 2,3 34 3 2,3 34
D. fragilis 3-5 3-5 1] %] %]
15 B. hominis 34 34 34 34 34
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) 34 3-5 1-4 3 1-3
C. mesnili (trf) 3,4 %] @ %] %]
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. Boyali preparatlarin kullanilan fiksatif ve icerdigi mordana gére degderlendirilmesi (devam)

Ornek No Parazit ismi Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan
Yeni fiksatif Schaudinn
CuSO4 ZnSO4 Al2 (SO4)3 Fe2 (SO4)3 HgCl2
E. coli (k) 1-3 %] %] (] 34
E. coli (trf) 3-5 1 1,2 1-4 3,4
19 B. hominis 23 23 2,3 2,3 34
D. fragilis %) %) %] @ 3
20 B. hominis 3 23 2,3 2,3 2-4
D. fragilis 2,3 2,3 23 23 2-5
21 B. hominis 3,4 2-4 3,4 3,4 2-4
22 B. hominis 3 34 34 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 34
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) 6] 2,3 2,3 2 2-4
E. coli (trf) 3,4 3,4 3,4 3,4 4
26 B. hominis 34 2-4 2-4 2,3 34
27 B. hominis 3.4 3.4 3.4 3.4 3.4
28 B. hominis 2-4 2-4 2-4 2-4 34
D. fragilis 3-5 %] 4,5 (%)} 3
E. nana (trf) 2.3 & %] (%] @
29 B. hominis 4,5 2-4 2-4 2-4 3-5
D. fragilis 4,5 %) %) %) %)
30 B. hominis 2-4 3,4 2-4 2-4 3-5
E. nana (k) 6] 3,4 %] (%] 3-5
E. nana (trf) 34 1,2 %] 3 2-4
31 D. fragilis 3-5 3-5 23 3 34
32 B. hominis 2-4 2-4 3 2-4 35
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) %] %] 4.5 %) 3,4
34 B. hominis %) 1-3 1-3 2-4 2
D. fragilis 3-5 3,4 2,3 %) 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 %) 3,4
E. coli (trf) 3 %} %) 3 %)
C. mesnili (trf) 3,4 3,4 3 1,2 3-5
35 B. hominis 2-4 2-4 %) 4 2-4
D. fragilis 3 34 %] 4,5 4
36 B. hominis 2-4 2,3 1,2 2-4 34
E. nana (k) 2-4 2-4 23 34 4,5
E. nana (trf) 2.3 3 %] 3,4 6]
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Tablo 1. Boyali preparatlarin kullanilan fiksatif ve icerdigi mordana gére degerlendirilmesi (devam)

Ornek No Parazit ismi Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan
Yeni fiksatif Schaudinn
CuSO4 ZnSO4 Al2 (SO4)3 Fe2 (SO4)3 HgCl2
37 B. hominis 1-4 2-4 2,3 2-4 34
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 %) 3,4 4 4,5
39 B. hominis 3 1.2 1.2 1-3 34
D. fragilis 34 %) %) 34 %)
E. nana (k) 3 2,3 %] 1G] 4
E. nana (trf) (%] 3.4 3.4 5
40 B. hominis 2,3 3 23 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 ] 3.4 45 45
42 G. intestinalis (k) 3-5 2-5 1-5 1-4 3-5
43 D. fragilis 3-5 34 34 2,3 34
E. coli (trf) 3 34 1-4 1.2 3-5
E. coli (pk) 3-5 2,3 %] %] 3-5
44 B. hominis 1G] 1-3 1-3 %] 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. bitschlii (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 %] 3 3,4 4
47 D. fragilis 35 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, @: preparatta gérilmedi
1-5 arasi rakamlar: Degerlendirme esnasinda dikkat edilen parametrelerin (genel anlamda parazitin morfolojisi, cekirdek ve sitoplazmik
organellere ait detaylarin sekil ve netligi ile parazitin diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi) incelemeyi yapan uzman tarafindan sayisal
verilere dokimudur. 1 rakami en k&td, 5 rakami en iyi sayisal veriye karsilik gelmektedir.

muinde boyanabilirlik agisindan bir ile bes arasinda degdisen genis
bir patern elde edilmistir (Resim 1p, r, s, t, U).

Her ne kadar 6nceligimiz olmamasina ragmen non-patojen pro-
tozoonlardan olan Endolimax nana (E. nana), Entamoeba coli (E.
coli), Chilomastix mesnili (C. mesnili), Entamoeba hartmanni (E.
hartmanni), lodamoeba biitschlii (I. bltschlii) kist veya trofozoitleri
de boyanan preparatlarda tiplendirilebilmistir. E.coli, C.mesnili, E.
hartmanni ve l.bltschlii kistik yapilarinda klasik fiksasyon/boyama
yonteminin alternatif ydnteme nazaran parazitin morfolojik netligi
ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi agisin-
dan daha Ustlin oldugu gdzlenmistir (Resim1yv, y, z, 2a, 2b).

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

bir sekilde Trikrom boyama ydntemi tatbik edilen digki érnekleri
ile Schaudinn fiksatifi ile tespit edilmis ve klasik Trikrom y&ntemi
ile boyanmig preparatlar arasinda parazitin morfolojisi, cekirdek
ve sitoplazmik organellere ait detaylarin sekil ve netlidi ile pa-
razitin diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi agisindan
hemen hemen benzer ya da yakin sonuglar alinmistir (Resim 2c,
2d, 2e, 21).

Alternatif metodda mordanlar arasinda kiyaslama yapildiginda
en iyi sonuglarin sirasi ile bakir stilfat hidrat (CuSO4x5H20), ferrik
stlfat hidrat [Fe2(SO4)3xH20)], ¢inko sulfat hidrat (ZnSO4x7H20)
ve aliminyum sulfat hidrat [AlI2(SO4)3xH20] iceren boyalar ile
alindigi gérilmustdr. Cinko sulfat hidrat ve ferrik stilfat hidrat her
ne kadar birbirine yakin boyama yapmis olsalar da ferrik silfat
hidrat ile boyanan preparatlar ile daha bakir kirmizisi bir sitoplaz-
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Resim 2. a-f. a) Cinko silfat hidrat, C. Mesnili. b) Cinko silfat
hidrat, E. hartmanni. c) Bakir stlfat hidrat, E. Coli. d) Ferrik silfat
hidrat, E. Coli. ) Cinko sllfat hidrat, E. Coli. f) Schaudinn fiksatifi,
E. coli

ma rengi alinmistir. Aliminyum sulfat hidrat ve ¢inko slfat hidrat
ile boyanan preparatlar hem saha hem de paraziter yapilar agisin-
dan daha yesile ¢alan bir renk vermistir.

TARTISMA

Parazitoloji laboratuvarlar ve parazitolojik tetkiklerin yapildig
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda barsak protozoonlarinin ayirt
edilmesinde en dnemli teknik olarak kabul edilen HgCI2 iceren
Schaudinn veya dislk viskoziteli PVA ile fiske edilen ve Gomo-
ri'nin trikrom boyasinin Wheatley modifikasyonu ile boyanan
preparatlar yaklagik 60-70 dakika arasinda incelemeye hazir hale
gelmektedir (6, 7).

Rutin laboratuvarlarda teknisyen sayisinin azlidi, yeterli deneyime
sahip olmamasi, klasik ydntemin oldukca vakit almasi sebebiyle
cogu zaman sadece ishalli digskilarda boyama metodunun kulla-
nilmasina ya da hi¢ yapilmamasina yol agmaktadir. Klasik yéntem
kullanildiginda ise yogun calisan laboratuvarlarda ya da toplum
taramasi gerektiren yiksek sayili érneklemelerde fiksasyon ve
boyama siresinin uzun olusunun dezavantajlarini yagsamaktayiz.

Yuksek bertaraf maliyetlerine ve zorluklarina ragmen halen HgClI2
iceren Schaudinn veya dugtk viskoziteli PVA fiksatifleri kullanil-
makta ya da tercih edilmektedirler (5).

Garcia ve ark. (6) yapmis olduklan calismada bakir silfat (CuSO4)
ve civa kloriir (HgClI2) iceren PVA fiksatiflerinin etkinligini kiyas-
lamiglardir. Sayisal anlamda preparatlarda etkenlerde atlama
yapmasa da, netlik ve cekirdek ayrintilar agisindan daha kéti bir
performans sergiledigi ve sitoplazmik biziisme goérildiuga belir-
tilmistir.

Garcia ve ark. (5) yapmis olduklarn bir bagka caligmada ¢inko stlfat
(ZnSO4) ve civa klorir (HgCl2) iceren PVA fiksatiflerinin etkinligini

kiyaslamiglardir. Her ne kadar sayisal anlamda nadir protozoon
iceren bazi preparatlarda etkeni atlasa da, netlik ve ¢ekirdek/si-

toplasma ayrintilar agisindan daha kétl bir performans sergilese
de ¢inko silfat (ZnSO4)'in protozoonlar tanimlama da alternatif
bir mordan olabilecegini belirtilmistir.

Garcia ve Shimizu (3) yapmis olduklan bir diger calismada ise
badirsak paraziti tespit edilen 46 hastadaki 67 protozoonun ta-
nimlamasi icin Ecofix ile fikse edilen preparatlan énerilen boya
Ecostain (ES) ve Gomori'nin trikrom boyasinin Wheatley modifi-
kasyonu (WT) ile boyamis ve kiyaslamistir. ES ve WT ile boyanan
preparatlardaki protozoonlarin yapisal karsgilastirmalar cogu ol-
guda (36/67 [53,7%)) esit duzeyde, bazi olgularda (24/67 [35,8%])
ES ile boyanmis olanlar daha iyi, cok az bir kisminda (4/67[6%)) ise
WT ile boyamada daha iyi sonuglar elde edilmistir. Farkl fiksatif
ve boya eslestirmelerinin saglayacadi uyumun klasik metodoloji-
ye alternatif olusturabilecegini belirtmiglerdir.

Nace ve ark. (4) yapmis olduklar calismada Strecktissue fixative
(STF) adinda bir fiksatif ile civa klortr (HgCl2) iceren PVA fiksatifi
ve formalini kargilagtirmiglardir. Kalici boyali preparatlarda PVA'ya
oranla keskinligin kaybolmasi, ¢ekirdek ve sitoplazmik ayrintilarin
soyutlagmasi ve renk tonunda kirmizi ve yesile ¢calma gibi bulgu-
lar elde etmiglerdir.

Jensen ve ark. (8) insan ve primat diskisi kullanarak yaptiklari ¢a-
lismalarinda disik viskoziteli PVA' ya alternatif olarak Ug ticari fik-
satifi (Ecofix, Parasafe ve Proto-fix) kalici boyali preparatlarin ha-
zirlanmasinda kargilagtirmiglardir. Zemin ya da arka plan agisindan
Parasafe ile hazirlanan preparatlarda yaklagik %40 oraninda kirlilik
gorilirken diger g fiksatifle hazirlanan preparatlarda bu gérl-
memigtir. Dort farkl metodun bes parazitin (E. histolytica/dispar,
E. coli, I. bltschlii, B. hominis, C. mesnili) tespit edilmesindeki
duyarlhliklar istatistiki anlamda degerlendirildiginde Protofix'in
E. histolytica ve C. mesnili’ nin tanimlanmasinda PVA'dan daha
iyi, diger parazitlerin tanimlanmasinda ise kiyaslanabilir oldugu-
nu belirtmislerdir. Ecofix'in ise tanimlamada PVA ile benzer oldu-
Ju fakat netlik ve ¢ekirdek/sitoplazma ayrintilan acisindan daha
kotu bir performans sergiledigini belirtmislerdir. Parasafe'te ise
E. histolytica, E. colive C. mesnili tanimlamasi diger ¢ metodun
timiinden kotl olmustur ve zeminde yesil renkli bir kirlilik olug-
mustur. Ayrica metodlarin uygulama agamalarinin 15 ile 22 basa-
mak arasinda oldugu, boyali preparatin hazir hale gelmesi icinde
24 ile 55 dakika arasinda bir strenin gerektigini belirtmislerdir.

Pietrzak-Johnston ve ark. (2) caligmalarinda duslk viskoziteli PVA’
ya alternatif olarak bes ticari fiksatifi (Ecofix, sodyum asetat-asetik
asid-formalin [SAF], STF, Parasafe ve Proto-fix) kalici boyali pre-
paratlarin hazirlanmasinda karsilagtirmiglardir. Ecofix digindaki
ticari kitler ile yapilan kalici preparatlarin dusik viskoziteli PVA
ile fiske edilmis preparatlardaki boyama kalitesine kiyasla yetersiz
kaldigini gdzlemlemislerdir. Ecofix ile fiske edilen preparatlarin
da dnerilen boya (Ecostain) ile boyandidi takdirde dusik viskozi-
teli PVA ile fiske edilmis preparatlardaki boyama kalitesine ben-
zer sonuglar alinabildigini belirtmislerdir.

Genel anlamda 6nceki yapilan ¢alismalara bakildiginda alternatif
olarak sunulan yéntemlerde sirecin uzunlugu konusunda net bir
¢6zim sunulmamistir.



Turkiye Parazitol Derg
2018; 42(4): 268-76

Oncel K. 5
Dért Protozoon icin Yaklasik Bes Dakika2 7

Yapmis oldugumuz calismada elde ettigimiz bulgular; alternatif
yontemin &zellikle Blastocystis spp. (6zellikle graniler form), D.
fragilis, E. histolytica/dispar trofozoitleri ve G. intestinalis kistleri
gibi dort patojen etkeni tanimlamada diger diski protozoonlarina
kiyasla daha efektif oldugunu gdstermistir. D. fragilis ve E. histol-
ytica/dispar trofozoitleri iceren preparatlar hemen hemen klasik
yonteme benzer kriterlerde boyanmislardir. Blastocystis spp. ve
G. intestinalis kistlerinde ise klasik ydontem biraz daha Ustin ol-
makla beraber alternatif yontemde 10 kat zaman kazandirarak
avantaj saglamistir.

Oncelikli amacimiz dért patojen etkeni tanimlama olmasina rag-
men, boyanan preparatlarda E. nana, E. coli, C. mesnili, E. hart-
manni, I. bltschlii kist veya trofozoitleri de tiplendirilebilmistir.
Genel anlamda kistik yapilarda klasik yontemin GstinlGgu agik
bir sekilde gorulmekte iken trofozoit sekillerinde 6zellikle E. coli
trofoizoitlerinde de E. histolytica/dispar trofozoitlerine benzer
sonuglar elde edilmistir.

Bir baska agidan bakarsak, boyamada klasik yontem kadar etkili
olamadigi E. coli, C. mesnili, E. hartmanni, I. bitschlii kistleri ile il-
gili olarak, nativ-lugol incelemesinde tipik ayirt edici morfolojileri
ile tiplendirme icin neredeyse boyamaya bile ihtiya¢ duyulmama-
sinin bu yéntemin &neminin asil nativ-lugol incelemede tanim-
lama gicligu cektigimiz trofozoit sekillerinde 6n plana ¢ikacad
yonlndedir.

Boyamalar esnasinda ilk tercihimin bakir stlfat hidrat olmasi
sonuglar bir miktar bu mordan lehine olumlu etkilemis olabilir.
Degerlendirme agamasinda bazen trofozoit ve prekistik sekillerin
yapilarin gérilmemesinde etken olarak; bazi diskilardaki parazi-
ter yapilarin sayisal anlamda ¢ok az olmasina ragmen boyamanin
yapilmasi oldugunu sdyleyebilirim.

Ayrica Saglk Bakanligi'nin yayimladigi yonetmelik ile yapilan di-
zenleme sonrasinda, E. histolytica’'nin etken oldugu amipli dizan-
teride kesin tani i¢in gecerli laboratuvar tekniklerinin icinde klinik
tanimlamaya uygun olgularin taze/sicak digkisinin trikrom boya-
ma ile mikroskopik incelemesinde eritrosit fagosite etmis trofo-
zoitlerin gozlenmesi gerektidi belirtilmistir (9). Yeni yontem ile bu
prosedurln yerine getirilmesi yaklasik bes dakika sirmektedir.

SONUC

Calismamizda uygulanan yeni fiksatif ve modifiye edilmis boya-
ma yodntemi parazitoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ya-
pilmakta olan insan diskisina ait parazitolojik tetkiklerde boya
ile tanimlama stirecinde klasik yonteme kiyasla on kat daha hizli
teshise gitmemize olanak saglamaktadir. Calisma siirecinde go-
rilmeyen birkag parazitinde dahil edilmesi ile birlikte yapilacak
olan c¢aligmalarin bize metodun etkinligi ile ilgili daha kapsamli
bilgiler verecegi distinilmektedir.
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