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Bu calismada, taze digki 6rneklerinde, 1slak preparat (nativ-lugol) incelemesinde tanimlamada zorlan-
digimiz protozoonlarin farkl fiksatifler kullanilarak modifiye edilmis trikrom boyasi ile yaklasik bes dakika
icinde tanimlanmasi amaglanmustir. Alternatif yaklasimda kullanilmak tizere iki farkli fiksatif hazirlanmistir.
Mordan [bazi boyalar ile koordinasyon kompleksleri olusturan polivalan (en az +2 degerlikli) metaller] ola-
rak bakir stilfat pentahidrat (CuSO,.5H,0) kullanilarak hazirlanmis olan fiksatiflerden bir tanesi (fiksatif-1)
etil alkol, formalin, asetik asit, distile su bazl olup, digeri (fiksatif-2) ise etil alkol, formalin, sitrik asit, distile
su bazl olarak hazirlanmistrr. iki ayri fiksatif ile de tespit edilmis preparatlar Gomori'nin trikrom boyasinin
tarafimizca modifiye edilmis sekli ile boyanmustir. Kontrol ve kiyaslama amaciyla altin standart olarak; civa
klorir iceren Schaudinn fiksatifi ile fikse edilen 6rnekler Gomori'nin trikrom boyasinin Wheatley modifikas-
yonu ile boyanmistir. Taze diski 6rneklerinde nativ-lugol inceleme yapildiktan sonra, insan bagirsak proto-
zoonu igerdigi distinllen 50 adet diski 6rnegi tizerinde cahsilmistir. Yontemler kiyaslandiginda, sitrik asit
iceren yontem ile hazirlanan preparatlar (Entamoeba coli kistleri icerenler disinda) klasik yontem kullanilarak
hazirlanan preparatlara hemen hemen yakin sonuglar verirken, asetik asit iceren yontem ile hazirlanan
preparatlar klasik yonteme gore Entamoeba coli kistleri icerenlerde cok net olmak lzere Blastocystis spp.,
Endolimax nana, lodamoeba biitschlii ve Entamoeba hartmanni iceren preparatlarda daha dustik bir perfor-
mans sergilemistir. Klasik yonteme kiyasla her iki yeni fiksatifte Dientamoeba fragilis iceren preparatlarda
daha Ustiin bir performans sergilerken, siire¢ acisindan da yaklasik on katlik bir zaman avantaji saglamistir.
Her iki alternatif yontem kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, fiksatif-2 ile hazirlanan preparatlar Blastocystis
spp., E.nana, L.biitschlii ve E.hartmanni agisindan kistas alinan kriterler bazinda daha iyi performans sergi-
lerken, fiksatif-1 D.fragilis iceren preparatlarda minimal bir Ustiinlik sergilemistir. Calismamizda kullanmis
oldugumuz fiksatif-2 ve modifiye edilmis boyama yontemi parazitoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
yapilmakta olan insan diskisina ait parazitolojik tetkiklerde boya ile tanimlama siirecinde E.coli kistleri ice-
renler diginda klasik yonteme kiyasla on kat daha hizli taniya ulasiimasina olanak saglamaktadir. Bu yonte-
min rutin mikrobiyolojik tanida klasik yonteme iyi bir alternatif olabilecegi diistinGlmustdir.

Anahtar kelimeler: Protozoon; diski; fiksatif; trikrom boyama.

iletisim ( Correspondence): Dr. Koray Oncel, Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Sanlurfa, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 532 557 3963, E-posta (E-mail): korayoncel@gmail.com



https://orcid.org/0000-0002-9570-7636
https://orcid.org/0000-0002-9570-7636

Taze Diski Orneklerinde Direkt Mikroskobik incelemede Alternatif Yaklasimlar

ABSTRACT

Aim of the present study was to identify protozoones which are difficult to define through wet slide in
fresh fecal samples by using different fixatives with modified Trichrome stain within five minutes. Two diffe-
rent fixatives prepared for the alternative approach. The slides were fixed by two different fixatives, one of
them (fixative-1) was based ethylalcohol, formalin, acetic acid, distilled water and the other one (fixative-2)
based ethylalcohol, formalin, citric acid, distilled water included a mordant [divalent or polyvalent metals
which make coordination complex with some dyes] consisted copper sulphate pentahydrate (CuSO,.5H,0).
Slides prepared by the two different fixatives were stained by a different modification of Gomori’s trichrome
stain that we made. Samples fixed by Schaudinn fixative including mercury chloride were stained by Wheat-
ley modification of Gomori’s trichrome stain as a gold standard for control and comparison. We worked with
50 fecal samples which we thought included human intestinal protozoones after the wet slide examination.
Comparing the methods, slides prepared with the method including citric acid gave almost similar results
with the classical method excluded Entamoeba coli cystes. Slides prepared with the methode including acetic
acid gave low performance compared with the classical method especially E.coli cystes and Blastocystis spp.,
Endolimax nana, lodamoeba blitschlii, E.hartmanni. Both new fixatives gave superior performance at the slides
included Dientamoeba fragilis and approximately shorten the procedure process ten times than the classical
method. When the both alternative methods compared in each other, the slides prepared with fixative-2
exposed better performance for the protozoones Blastocystis spp., E.nana, I.blitschlii and E.hartmanni while
the fixative-1 displayed minimal superiority for D.fragilis including criterias that we based. The fixative-2 and
modified stain methode that we used in our study, makes available the diagnostic phase ten times faster
than the classical method in human stool parasitological tests excluding the E.coli cystes at parasitology and
microbiolgy laboratories. It seems to be a good option to the classical method for routine usage.

Keywords: Protozoa; feces; fixative; trichrome staining.
GiRis

Diski 6rneklerinde bagirsak parazitlerinin tanisini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri
de numunenin verilisi ile incelenmesi arasinda gecen zaman faktériidiir. ideal sartlarda
sulu ve yari kati diskilarda 6zellikle de trofozoit sekillerinin yapilarinin bozulmadan tanim-
lanabilmesi icin numune verildikten 30 dakika icinde incelenmesi gerekmektedir. Stirecin
asllmasi ile saatler icinde 1si ve nem kaybina bagli olarak trofozoitler varsa kistik formla-
rina dontsmekte ya da otolize ugramaktadirlar. Hasta-calisan uyumu, laboratuvar isleyis
yogunlugu, ilk incelemede tanimlamada teredditte kalinan numunelerin tekrardan in-

celenmesi gibi faktorler bu siirecin aksamasina neden olmaktadir. Zaman faktoriind bir
sekilde bertaraf edebilmek icin fiksatifler kullaniimaktadir'-2.

Diski 6rneklerinin fiksasyonu ve boyanmasi, parazitlerin i¢ yapilarinin agik¢a izlenmesi-
ni ve dogru sekilde tanimlanmalarini saglamaktadir?.

Uzun yillardan beri laboratuvar ¢alisanlari icin potansiyel tehlike arz etmesine ragmen,
formalin ¢ozeltisi, civa klortr (HgCl,) bazli Schaudinn ¢ozeltisi ve dustik viskoziteli polivi-
nilalkol (PVA) fiksatifleri bagirsak parazitlerini tanimlamak icin insan digki 6rneklerini ko-
rumada cogu kamusal, 6zel ve ticari laboratuvarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir®8.

Formalin ve PVA halen bagirsak parazitlerinin uzun sureli korunmasinda altin standart
kabul edilmekteyken, bagirsak parazitleri olarak 6zellikle protozoonlardan kalici preparat-
lar hazirlamada 6rneklerin Schaudinn ya da PVA'da fikse edilmesi en 6nemli teknik olarak
diisiiniilmektedir>8.
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Formaldehit icerigi %5-10 oraninda olan formalin ¢ozeltisi helmintleri, helmint yu-
murtalarini ve protozoon kistlerini koruma amacli kullanilan ¢cok yonlu bir fiksatiftir. Po-
tansiyel karsinojenik ozellikleri, inhalasyon ve ciltten emilimi sonrasindaki yiiksek toksi-
sitesi sebebiyle calisma ortaminda ciddi glivenlik kaygilarn olusturmaktadir. Formalinin
camagir suyu kullanilarak notralizasyonu sonrasi sivi atik olarak atilmasi hem elverigsiz
hem de kiilfetli olup uzun siire gerektirmektedir®®.

PVA Schaudinn fiksatifi icinde ¢6ziinen plastik bir recine olup; diski yaymalar hazirlan-
masi esnasinda diskinin cam preparat (izerine yapismasini kolaylastirici etki yapmaktadir.
PVA'll ya da PVA'siz Schaudinn fiksatifleri potansiyel karsinojen, yiiksek toksik ve koroziv
etki gosteren civa kloriir icermektedir. Civa 1stya maruz kaldiginda yuksek miktarda toksik
buhar olusturmakta, olusan buhar cilt ve mukoz membranlar tarafindan absorbe edil-
mekte ve kronik civa zehirlenmesine yol agmaktadir. Bertarafi olduk¢a pahali ve ¢ok fazla
islem gerektirmektedir®6%°2,

Bu calisma, taze digki 6rneklerinde, islak preparat (nativ-lugol) incelemesinde tanimla-
mada zorlandi§imiz protozoonlarin farkli fiksatifler kullanilarak modifiye edilmis trikrom
boyasi ile yaklasik bes dakika icinde tanimlanmasini ve elde edilen bulgularin altin stan-
dart olarak kabul edilen Schaudinn ile fikse edilerek trikrom boyama yontemi ile kiyaslan-
masini amaclamaktadir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay ile gerceklestirildi (Tarih:
02.08.2018 ve Karar no: 22).

Calismamizda kullanilan fiksatiflerimizden biri, Oncel’in daha énceki bir calismasinda?
uygulamis oldugu icerik ile ayni olup 100 ml’de; 15 ml etil alkol (%96 oraninda etil alkol),
1 ml formalin ¢ozeltisi (%37-40 oraninda formalin), 5 ml asetik asit (%99 oraninda asetik
asit) ve 79 ml distile su icerecek sekilde hazirlandi. Bu ¢ozelti fiksatif-1 olarak adlandirildi.

Diger fiksatif ise icerik olarak 100 ml‘de; 15 ml etil alkol (%96 oraninda etil alkol),
1 ml formalin ¢ozeltisi (%37-40 oraninda formalin), 250 mg sitrik asit (%99 oraninda
sitrik asit) ve 84 ml distile su icerecek sekilde hazirlandi. Bu ¢ozelti fiksatif-2 olarak ad-
landirildi.

Hazirladigimiz baz fiksatif ¢Ozeltilerinin icerisine mordan olarak; 50 mg bakir siilfat
pentahidrat (CuSO,.5H,0) eklenip kanstinlarak tamamen fiksatifler icinde ¢6ziinmeleri
saglandi. Mordanlar ¢ozuldigu anda iki farkl fiksatif de kullanima hazir hale getirildi.

Karsilastirma amaciyla altin standart yontem olarak civa klorir (HgCl,) iceren Schau-
dinn fiksatifi kullanildi.

Taze diski ornekleri nativ-lugol inceleme yapildiktan sonra, insan bagirsak protozoonu
icerdigi dustinlilen 50 adet digki 6rnegi lizerinde calisildi. Fiksasyon ve boyama siirecleri
eszamanl olarak gerceklestirildi.
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Altin standart yontem ile fikse edilen ve Gomori’nin trikrom boyasinin Wheatley mo-
difikasyonu ile boyanan preparatlar yaklasik 60-70 dakika arasinda incelemeye hazir hale
getirildi. Bu yéntem klasik ydntem olarak adlandinldi'®. Her iki alternatif yéntemde de
ornekler; fiksatifte bir dakika, %96 oranindaki etil alkolde G¢ dakika, trikrom boyada bir
dakika bekletildi. Renk giderme agamasinda fiksatif-1 ile fikse edilen 6rnekler sirasiyla 0.5
ml glasiyal asetik asit iceren %90’lik etil alkolde 1-3 saniye, sonrasinda iki adet %96'lik
etil alkolde 1-3 saniye, fiksatif-2 ile fikse edilenler ise 25 mg sitrik asit iceren %90’lik etil
alkolde 1-3 saniye, sonrasinda iki adet %96'lik etil alkolde 1-3 saniye bekletilerek boyama
islemi tamamlandi. Ksilende bir dakika yeterli olmakla birlikte streyi uzatip uzatmamak
uygulayicinin karar verme yetkisine birakildi.

Her digki 6rnegi icin hazirlanan licer adet boyali preparat x1000 biyttmede 1sik mik-
roskobunda incelendi. Degerlendirme sirasinda dikkat edilen parametreler; genel anlam-
da parazitin morfolojisi, cekirdek ve sitoplazmik organellere ait detaylarin sekil ve netligi
ile parazitin diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi seklinde belirlendi. Skorlama-
da bu kriterler dikkate alindiginda; 1 deg@eri en kotii, 5 degeri ise en iyi kriterlere sahip
olani belirtmek icin kullanild.

BULGULAR

Nativ-lugol inceleme sonrasi insan bagirsak protozonu oldugu disiiniilen 50 adet taze
diski 6rnegine ait toplamda 150 adet boyali preparat incelenmis ve kullanilan fiksatiflere
gore bulgular Tablo I'de kiyaslanmustir.

Blastocystis spp. iceren preparatlar ele alindiginda, fiksatif-2 ile klasik yontemin ben-
zer etkinlikte oldugu ve fiksatif-1‘e kiyasla parazitin morfolojik netligi ile parazitin dis-
kidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi acisindan daha Gstiin oldugu gozlenmistir
(Resim Ta,b,c).

Dientamoeba fragilis iceren preparatlar ele alindiginda, fiksatif-1 ile fiksatif-2'nin ben-
zer etkinlikte oldugu ve klasik yonteme kiyasla parazitin morfolojik netligi ile parazitin
diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi acisindan daha Ustlin oldugu gozlen-
mistir. Alternatif fiksatifler kendi icinde kiyaslandiginda, fiksatif-1’in parazitin cekirdek
morfolojisinin netligi ve fark edilebilirligi acisindan fiksatif-2’den bir miktar Ustiin oldugu
gorulmustir (Resim 2a,b,c).

Endolimax nana iceren preparatlar ele alindiginda, parazitin morfolojik netligi ile pa-
razitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi acisindan sirasiyla en Gstiin fiksa-
tif-2, sonrasinda klasik yéntem, en son olarak da fiksatif-1 oldugu gézlenmistir. incelenen
preparatlarin %90’inda parazitin trofozoit formlar gorilmistir. Kist formlar agisindan
her li¢c yontem agisindan belirgin bir farklilik olmamasina ragmen, trofozoit formlarinda
ozellikle fiksatif-1 ile yapilan preparatlarda parazitin sitoplazmasinin ve cekirdeginin diger
yontemlerdekine kiyasla daha soluk boyandigi, morfolojik netligi ile parazitin diskidaki
artefaktlarin arasinda fark edilebilirliginin disuk oldugu gozlenmistir (Resim 3a,b,c,d,e,f).
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Tablo 1. Boyali Preparatlarin Kullanilan Fiksatif ve cerdigi Mordana Gére Degerlendirilmesi
Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan
Yeni fiksatif Schaudinn
Ornek no Parazit Fiksatif-1 Fiksatif-2 HgCl,
1 B.hominis 2,3 3,4 3
E.nana (trf) 2,3 , 5 ,
2 B.hominis 3-5 4,5 3,4
E.nana (trf) 3,4 4,5 2-4
B.hominis 3 4,5
4 B.hominis 3-5 4,5 3,4
E.hominis (trf) 3-5 4,5 2,3
B.hominis 2,3 4,5 3-5
B.hominis 2-4 , 3-5
E.hominis (trf) 1-3 2-5 1,2
7 L.bitschlii (k) 1-4 2-4 4,5
C.mesnili (k) 1-4 2-4 3
8 B.hominis 1,2 3-5 3-5
E.nana (trf) 1,2 3-5 3-5
9 I.bitschlii (k) 1-3 1-5 4,5
10 B.hominis 2-4 4,5 3
11 E.nana (trf) 4,5 5 5
E.coli (k) 1,2 1,2 4,5
12 E.hartmanni (k) 1-4 2-4 4,5
13 I.biitschlii (k) 1-4 1-4 3-5
E.coli (k) 1,2 1 3,4
14 G.intestinalis (k) 1-5 1-5 3-5
15 D.fragilis 3-5 3-5 2-5
16 G.intestinalis (k) 4,5 3-5 3-5
17 B.hominis 4,5 4,5 1,2
18 G.intestinalis (k) 1-5 1-5 2-5
19 E.hominis (k) 1-4 1-5 4,5
20 B.hominis 1-4 2-5 4,5
E.nana (trf) 2-5 4,5 3-5
21 B.hominis 1-4 4,5 3
E.nana (k) 1-4 4,5 4,5
22 G.intestinalis (k) 1-5 1-5 2-5
23 E.coli (k) 1,2 1,2 1-5
24 D.fragilis 2-5 3-5 1,2
25 B.hominis 1-3 1-3 4,5
E.nana (trf) 3,4 5 4,5
26 B.hominis 1 1,2 4,5
E.coli (k) 1,2 1 4,5
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Tablo I. Boyali Preparatlarin Kullanilan Fiksatif ve igerdig”i Mordana Gore Degerlendirilmesi (devami)

Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan

Yeni fiksatif Schaudinn
Ornek no  Parazit Fiksatif-1 Fiksatif-2 Hgdl,
27 B.hominis 1-3 1-4 4,5
G.intestinalis (k) 2-5 3-5 4,5
28 B.hominis 2-4 3-5 4,5
D.fragilis 1-4 3,4 1,2
29 E.hartmanni (k) 1,2 1-3 1-5
E.nana (trf) 1,2 1-4 1,2
30 I.bitschlii (k) 1,2 4,5 3-5
E.hartmanni (k) 1 1-4 2-5
E.coli (k) , 1,2 1-5
31 B.hominis 3-5 4,5 4,5
E.coli (pk) 4,5 4,5 5
E.coli (k) 1,2 1,2 1-5
32 B.hominis 2-4 3-5 4,5
D.fragilis 3-5 3-5 1,2
E.coli (trf) 4,5 4,5 4,5
E.coli (k) 2,3 3 5
33 B.hominis 1-3 1-4 3
G.intestinalis (k) 1-4 1-3 3-5
34 E.coli (k) 1-4 1-4 1-4
35 B.hominis 1-3 2-4 4,5
D.fragilis 3-5 3-5 2,3
E.coli (trf) 4,5 4,5 5
E.coli (pk) 4,5 4,5 5
E.coli (k) 1,2 4,5
36 C.mesnili (trf) 4,5 4,5 2-4
C.mesnili (k) 2-4 1-4 2-4
B.hominis 2-4 3-5 2-4
E.coli (pk) 4,5 4,5 5
E.coli (k) 1 1 4
37 B.hominis 2-5 4,5 2-5
C.mesnili (k) 3-5 3-5 3-5
38 C.mesnili(k) 3-5 2-5 3-5
39 D.fragilis 4,5 3-5 1
E.coli (k) 1,2 1-3 4,5
40 I.btitschlii (k) 1-4 2-5 4,5
41 E.hartmanni (k) 1-3 1-4 3-5
42 B.hominis 1-4 2-5 1-4
D.fragilis 3-5 2-5 1-3
43 B.hominis 2-4 2,3 3-5
G.intestinalis (k) 3-5 3-5 3-5
44 I.biitschlii (k) 1-4 4,5 3,4
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Tablo I. Boyali Preparatlarin Kullanilan Fiksatif ve /gerdi_cji Mordana Gdre Degerlendirilmesi (devami)

Kullanilan fiksatif ve icerdigi mordan

Yeni fiksatif Schaudinn
Ornek no Parazit Fiksatif-1 Fiksatif-2 HgCl,
45 C.mesnili (trf) 4,5 4,5 4
C.mesnili (k) 2-5 3-5 3-5
B.hominis 1-4 2-4 3,4
46 B.hominis 1-4 2-4
E.hartmanni (trf) 2-4 3-5 3-5
E.hartmanni (pk) 3,4 4,5 4
47 B.hominis 2-4 2-4 2-4
D.fragilis 3-5 2-5 2
E.hartmanni (trf) 4,5 3-5 4,5
E.hartmanni (pk) 5 4,5 5
48 E.nana (trf) 1-3 4,5 3-5
49 D.fragilis 4,5 3,4 1,2
50 C.mesnili (k) 1-4 2-4 2-4
E.hartmanni (trf) 1-4 1-4 3-5
E.hartmanni (pk) 1-4 4,5 4,5
E.hartmanni (k) 1 1-5 3-5

trf: Trofozoit, pk: Prekist, k: Kist.

1-5 arasi rakamlar: Degerlendirme esnasinda dikkat edilen parametrelerin (genel anlamda parazitin morfolojisi,
cekirdek ve sitoplazmik organellere ait detaylarin sekil ve netligi ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda fark
edilebilirligi) incelemeyi yapan uzman tarafindan sayisal verilere dokimidir. 1 degeri en kétii, 5 degeri en iyi
sayisal veriye karsilik gelmektedir.

Resim 2. a. Fiksatif-1, D.fragilis, b. Fiksatif-2, DergI/IS c. Schaudinn fiksatifi, D.fragilis.
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I I o f [
Resim 3. a. Fiksatif-1, E.nana (trofozoit), b. Fiksatif-2, E.nana (trofozoit), c. Schaudinn

fiksatifi, E.nana (trofozoit), d. Fiksatif-1, E.nana (kist), e. Fiksatif-2, E.nana (kist), f.
Schaudinn fiksatifi, E.nana (kist).

Resim 4. a. Fiksatif-1, E.hominis (trofozoit), b. Fiksatif-2, E.hominis (trofozoit), c.
Schaudinn fiksatifi, E.hominis (trofozoit), d. Fiksatif-1, E.hominis (kist), e. Fiksatif-2,
E.hominis (kist), f. Schaudinn fiksatifi, E.hominis (kist).

Enteromonas hominis iceren preparatlar ele alindiginda, fiksatif-1, fiksatif-2 ve klasik yon-
temin benzer etkinlikte oldugunu fakat fiksatif-2’nin trofozoit formlarda, klasik yontemin
de kist formlarinda parazitin morfolojik netligi ile parazitin diskidaki artefaktlarin arasinda
fark edilebilirligi acisindan minimal bir Ustinligl oldugu gozlenmistir (Resim 4a,b,c,d,e,f).

lodamoeba btitschlii iceren preparatlar ele alindiginda, fiksatif-2 ile klasik yontemin benzer
etkinlikte oldugu ve fiksatif-1’e kiyasla parazitin morfolojik netligi ile parazitin diskidaki artefakt-
larin arasinda fark edilebilirligi acisindan daha Ustlin oldugu gozlenmistir (Resim 5a,b,c,d,e,f).
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e § ¢
Resim 5. a. Fiksatif-1, l.biitschlii (trofozoit), b. Fiksatif-2, l.biitschlii (trofozoit), c.

Schaudinn fiksatifi, I.biitschlii (trofozoit), d. Fiksatif-1, I.biitschlii (kist), e. Fiksatif-2, I.
biitschlii (kist), f. Schaudinn fiksatifi, I.biitschlii (kist).

Chilomastix mesnili iceren preparatlar ele alindiginda, fiksatif-1 ile fiksatif-2'nin ben-
zer etkinlikte oldugu ve klasik yonteme kiyasla parazitin morfolojik netligi ile parazitin
diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi acisindan minimal bir Gstinligu oldugu
goOzlenmistir (Resim 6a,b,c,d,e,f).

Resim 6. a. Fiksatif-1, C.mesnili (trofozoit), b. Fiksatif-2, C.mesnili (trofozoit), c.
Schaudinn fiksatifi, C.mesnili (trofozoit), d. Fiksatif-1, C.mesnili (kist), e. Fiksatif-2, C.
mesnili (kist), f. Schaudinn fiksatifi, C.mesnili (kist).
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Resim 7. a. Fiksatif-1, E.coli (trofozoit), b. Fiksatif-2, E.coli (trofozoit), c. Schaudinn
fiksatifi, E.coli (trofozoit), d. Fiksatif-1, E.coli (prekist), e. Fiksatif-2, E.coli (prekist), f.
Schaudinn fiksatifi, E.coli (prekist), g. Fiksatif-1, E.coli (kist), h. Fiksatif-2, E.coli (kist),
i. Schaudinn fiksatifi, E.coli (kist).

E.coliiceren preparatlar ele alindiginda, klasik yontemin fiksatif-1 ile fiksatif-2'ye kiyasla
parazitin morfolojik netligi ile parazitin diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi
acisindan daha Ustlin oldugu gézlenmistir. Trofozoit ve prekistik formlarda her tic yontem
de benzer etkinlik gosterirken kistik formlarda klasik yontemin cok net Usttinligu goril-
mustir (Resim 7a,b,c,d,e,f,g,h,i).

E.hartmanni iceren preparatlar ele alindiginda, parazitin morfolojik netligi ile parazitin
diskidaki artefaktlarin arasinda fark edilebilirligi acisindan sirasi ile en Ustiin olanin kla-
sik yontem, sonrasinda fiksatif-2, en son olarak da fiksatif-1 oldugu gozlenmistir (Resim
8a,b,c,d,ef,g,h,i).

Giardia intestinalis iceren preparatlar ele alindiginda, klasik yontemin fiksatif-1 ile
fiksatif-2ye kiyasla parazitin morfolojik netligi ile parazitin digkidaki artefaktlarin arasinda
fark edilebilirligi acisindan bir miktar tistiin oldugu gézlenmistir. incelenen preparatlarin
timu kist formlarini icermekteydi (Resim 9a,b,c).
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Resim 8. a. Fiksatif-1, E.hartmannii (trofozoit), b. Fiksatif-2, E.hartmanni (trofozoit),
¢. Schaudinn fiksatifi, E.hartmanni (trofozoit), d. Fiksatif-1, E.hartmanni (prekist),
e. Fiksatif-2, E.hartmanni (prekist), f. Schaudinn fiksatifi, E.hartmanni (prekist), g.
Fiksatif-1, E.hartmanni (kist), h. Fiksatif-2, E.hartmanni (kist), i. Schaudinn fiksatifi,

E.hartmanni (kist).

i ’ s
C Ll E

Resim 9. a. Fiksatif-1, G.intestinalis (kist), b. Fiksatif-2, G.intestinalis (kist), c.
Schaudinn fiksatifi, G.intestinalis (kist).

Bu calisma, taze diski preparatlarinin numunenin kabuliinden sonra ¢ok kisa bir siire
icinde incelenmesi sonucu tespit edilmesinin morfolojik anlamda fayda sagladigini gos-
termistir. Ozellikle diskinin bekletilmesi ile nem ve sicaklik degisimine bagh olarak trofo-
zoit formundan kist formuna hizli degisim gosteren E.nana ve C.mesnili gibi parazitlerin
boyall preparatlarinda, sitoplazmik organellerin ve cekirdek yapilarinin tam sekillenmemis
oldugu ara formlarin minimalize edilme sansi dogmustur.
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Yontemler kiyaslandiginda, alternatif yontemlerden fiksatif-1 ile hazirlanan preparatlar
klasik yontem kullanilarak hazirlanan preparatlara kiyasla, E.coli kistleri icerenlerde ¢ok
net olmak Uzere Blastocystis spp., E.nana, l.blitschlii ve E.hartmanni iceren preparatlarda
daha dustik bir performans sergilerken, D.fragilis iceren preparatlarda daha ustiin bir
performans sergilemistir.

Fiksatif-2 ile yapilan preparatlar ise (E.coli kistleri icerenler disinda) klasik yontem kul-
lanilarak hazirlanan preparatlara hemen hemen yakin sonuglar verirken, D.fragilis iceren
preparatlarda daha Ustln bir performans sergilemistir.

Her iki alternatif yontem kendi aralarinda kiyaslandiginda, fiksatif-2 ile hazirlanan pre-
paratlar Blastocystis spp., E.nana, I.blitschlii ve E.hartmanni agisindan kistas alinan kriterler
bazinda daha iyi performans sergilerken, fiksatif-1 D.fragilis iceren preparatlarda minimal
bir Gstlnlik sergilemistir.

Klasik yonteme kiyasla her iki alternatif yontem de yaklasik on katlik bir siire avantaji
saglamistir.

TARTISMA

Altin standart olmasina ragmen toksik iceriginden (HgCl,), hem calisan givenligi
hem de kimyasal atik olarak bertaraf edilmesindeki zorluklar ve bu durumun olusturacagi
olumsuz cevresel etkilerden dolayi arastirmacilar 6nceligi alternatif mordanlara ve farkli
cozeltilere vermistir*®. Uygulayicilar icin bir baska dezavantaj olan siirecin uzunlugu ise
oncelikli olarak ele alinmamustir.

Bu uzun sureg, rutin laboratuvarlarda teknisyenlerin sayica azligi ve yeterli deneyime
sahip olmamasindan dolayl, cogu kez sadece sulu digkilarda boyama yonteminin kulla-
nilmasina veya yontemin hi¢c uygulanmamasina yol agmaktadir. Klasik yontemi kullanan
laboratuvarlar ise yogun ¢alisma tempolarinda ya da toplum taramasi gerektiren yiiksek
saylli 6rneklemelerde fiksasyon ve boyama siiresinin uzun olusunun dezavantajlarini ya-
samaktadir?.

Horen*, icerdigi toksik HgCl, ytziinden Schaudinn ¢ozeltisini modifiye etmek iste-
mis ve alternatif olarak bakir silfat pentahidrat (CuSO,.5H,0), kobalt klorit hekzahidrat
(CoCl,x6H,0), kobalt nitrat hekzahidrat (Co[NO,],xH,0) ve ferrik klortr (FeCl,x.H,O)
adl katyonlar kullanmigtir. Ylzden fazla diski 6rneginden hazirlanan preparatlarda,
CuSO,x5H,0 iceren ve klasik Schaudinn fiksatifi ile fikse edilen 6rneklerde tatmin edici
sonuglar alinmis, protozoonlarin sitoplazmik ve cekirdek morfolojik karakterlerinin her iki
yontemde de birbiriyle kiyaslanabilir oldugu belirtilmistir.

Garcia ve arkadaslari yapmis olduklari calismada®, CuSO, iceren PVA fiksatifi ile gele-
neksel HgCl, iceren PVA'yr kiyaslamiglardir. Ozellikle trofozoit formlarinda olmak uzere,
her ne kadar en iyi cekirdek ve sitoplazmik ayrintilar HgCl, ile net saglansa da, patojen
turlerin cinsine bagli olarak esit morfolojik kiyaslamalar da elde etmistir. Patojenik olma-
yan turlerde cins farkliliklarina bagh olarak oranlar degisse de, bazilarinda CuSO,, ile daha
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iyi morfolojiler elde edilmesine ragmen HgCl, ile timiinde daha iyi sonuglar elde edil-
mistir. Kapsamli bir sekilde bakildiginda, CuSO, ile yapilan fiksasyonu ayrintilardaki do-
nukluk, biizigme ve cekirdek detaylarindaki zayif ayrimdan dolayi yetersiz bulmuglardir.

Garcia ve arkadaslari yapmis olduklar bir baska calismada®, cinko siilfat (ZnSO,) ve
civa klortir HgCl, iceren PVA fiksatiflerinin etkinligini kiyaslamislardir. Her ne kadar sayisal
anlamda nadir protozoon iceren bazi preparatlarda etkeni atlamis, netlik ve cekirdek/
sitoplazma ayrintilar acisindan daha kotu bir performans sergilemis, morfolojik ayrimda
en ¢ok E.nana’da zorlanmis, renk olarak daha yesile calmig olsa da ZnSO,in protozoonlari
tanimlamada alternatif bir mordan olabilecegini belirtmislerdir.

Garcia ve Shimizu yapmis olduklari bir diger calismada’ ise, bagirsak paraziti tespit edi-
len 46 hastadaki 67 protozoonun tanimlamasi amaciyla Ecofix ile fikse edilen preparatlari,
onerilen boya Ecostain (ES) ve Gomori'nin trikrom boyasinin Wheatley modifikasyonu
(WT) ile boyamis ve bu iki boyama yontemini birbiriyle kiyaslamistir. ES ve WT ile boya-
nan preparatlardaki protozoonlarin yapisal olarak karsilastinlmasi sonucunda; olgularin
cogu [36/67 (%53.7)] esit diizeyde, bazi olgularin [24/67 (%35.8)] ise ES boyamada,
cok az bir kisminin [4/67 (%6)] ise WT ile boyamada daha iyi oldugu tespit edilmistir.
Farkl fiksatif ve boya eslestirmelerinin saglayacagi uyumun klasik yonteme gore alternatif
olusturabilecegini belirtmislerdir.

Nace ve arkadaslari yapmis olduklari bir calismada®, “Strecktissue fixative (STF)” adin-
da bir fiksatif ile HgCl, bazl PVA fiksatifi ve %10’luk formalini karsilagtirmiglardir. Her ne
kadar kalici boyali preparatlarda PVA'ya oranla keskinligin kaybolmasi, cekirdek ve sitop-
lazmik ayrintilarin soyutlasmasi ve renk tonunda kirmizi ve yesile calma gibi bulgular elde
etmis olsalar da STF'nin formalin ve toksik kimyasallar icermemesi, alkol bazli olmamasi,
ileride trikrom boyama protokoliinde basit bir takim degisiklikler yapilarak laboratuvarlar
icin guivenli bir alternatif olabilecegini belirtmislerdir.

Jensen ve arkadaslan insan ve primatlardan aldiklari toplam 68 digkiyi kullanarak yap-
tiklar calismada3, diisiik viskoziteli PVA'ya alternatif olarak ic ticari fiksatifi (Ecofix, Para-
safe ve Proto-fix) kullanarak hazirladiklar 272 kalici boyali preparati karsilastirmislardir.
Zemin ya da arka plan acisindan Parasafe ile hazirlanan preparatlarda yaklasik %41 ora-
ninda kirlilik gorilirken diger Uc fiksatifle hazirlanan preparatlarda bu goriilmemistir.
Ayrica, bu yontemle en yuksek oranda parazitik sekil deformasyonu tespit edilmistir. Dort
farkl yontemin bes parazitin (E.histolytica/dispar, E.coli, l.biitschlii, B.hominis, C.mesnili)
tespit edilmesindeki duyarliliklar istatistiksel anlamda degerlendirildiginde, Protofix’in
E.histolytica/dispar ve C.mesnili'nin tanimlanmasinda PVA'dan daha iyi, diger parazitlerin
tanimlanmasinda ise kiyaslanabilir oldugunu belirtmislerdir. Tanimlamada Ecofix’in PVA
ile benzer oldugu fakat netlik ve cekirdek/sitoplazma ayrintilari acisindan daha kétu bir
performans sergiledigi izlenmistir. Parasafe’te ise, B.hominis, E.coli ve C.mesnili tanimlan-
mas! diger (i¢ yontemin tiimiinden daha kotl sonuclanirken, E.histolytica/dispar iceren
hi¢bir preparat tanimlanamamuistir.
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Pietrzak-Johnston ve arkadaslan®, disiik viskoziteli PVA'ya alternatif olarak bes ticari
fiksatifi [(Ecofix, sodyum asetat-asetik asit-formalin (SAF), STF, Parasafe ve Proto-fix] kalici
boyall preparatlarin hazirlanmasinda karsilastirmislardir. Ecofix digindaki ticari kitler ile
yapilan direkt ya da yogunlastiriimis kalici preparatlarin, disik viskoziteli PVA ile fikse
edilmis preparatlardaki boyama kalitesine kiyasla daha donuk, soluk ve morfolojik detay-
lar acisindan yetersiz kaldigi gozlemlenmistir. Parasafe, STF ve bazen Proto-fix ve SAF ile
fikse edilen preparatlarda amipler (E.histolytica/E.dispar, E.coli ve E.nana) zayif koruma-
larina bagh olarak en zor tanimlananlar olmuglardir. Ecofix ile fikse edilen preparatlarin
da onerilen boya (Ecostain) ile boyandigi takdirde dislik viskoziteli PVA ile fikse edilmis
preparatlardaki boyama kalitesine benzer sonuglar gosterdigi belirtilmistir.

Oncel'in yapmis oldugu calismada?, 50 adet taze diski érnedi cinko siilfat hid-
rat (ZnSO,x7H,0), bakir sulfat hidrat (CuSO,x5H,0), aliminyum stlfat hidrat
[AI(SO,),xH,0] ve ferrik stlfat hidrat [Fe(SO,),xH,0] gibi dért farkli mordan kullani-
larak hazirlanmusg etil alkol, formalin, asetik asit ve distile su bazl fiksatifler ile tespit edil-
mis preparatlar Gomori’'nin trikrom boyasinin modifiye edilmis sekli (alternatif yontem)
ile boyanmistir. Kontrol ve kiyaslama amaciyla altin standart olarak; civa klorur iceren
Schaudinn fiksatifi ile fikse edilen 6rnekler Gomori’'nin trikrom boyasinin Wheatley mo-
difikasyonu (klasik yontem) ile boyanmustir. D.fragilis, E.histolytica/dispar ve E.coli trofo-
zoitleri iceren preparatlar hemen hemen klasik yonteme benzer kriterlerde boyanmustir.
Blastocystis spp. ve G.intestinalis kistlerinde ise klasik yontemin biraz daha Gstiin oldugu
gorulmustir. Preparatlarda E.nana, E.coli, C.mesnili, E.hartmanni, I.blitschlii kist veya tro-
fozoitleri de tiplendirilebilmistir. Klasik yontem kadar etkili olamadigi E.coli, C.mesnili,
E.hartmanni, I.blitschlii kistleri ile ilgili olarak, nativ-lugol incelemesinde tipik ayirt edici
morfolojileri ile tiplendirme icin neredeyse boyamaya bile gereksinim duyulmamasinin
yontem icin bir dezavantaj olmayacagini belirtmistir. Alternatif yontemler ile yaklasik bes
dakika siiren fiksasyon ve boyama surecinin klasik yontem ile yaklasik 60-70 dakika oldu-
gu ve bu sayede on kat daha hizli bir sekilde sonuca gidilebildigi belirtilmistir.

Genel anlamda 6nceki yapilan calismalara bakildiginda, alternatif olarak sunulan yon-
temlerde siirece vurgu yaparak, siireci kisaltma konusunda Oncel’in yaptigi calisma? di-
sinda bir ¢c6ziim 6nerisi sunulmadigi goriilmektedir. Jensen ve arkadaslari calismalarinda®,
Ecofix, Parasafe ve Proto-fix gibi ticari kitlerin uygulama asamalarinin 15 ile 22 basamak
arasinda oldugunu, boyali preparatin hazir hale gelmesi icin 24 ile 55 dakika arasinda bir
stirenin gerektigini belirtmislerdir. Pietrzak-Johnston ve arkadaslari®, Ecofix ve Proto-fix
gibi ticari kitlerin yaklasik 15 dakika gibi en kisa sireli boyama islemine sahip oldugunu
belirtmislerdir. iki calismada da ayni ticari kitler kullanilmasina ragmen, boyama siireleri
farkl belirtilmistir. Bu calismalarda ticari kitlerin alkol bazli olmadigi, formaldehit ve 6zel-
likle HgCl, icermedigi belirtilmis, kullanici dostu oldugu vurgulanmistir.

Calismamizda, alternatif yontemlerden fiksatif-2 ile yapilan preparatlar (E.coli kistleri
icerenler disinda) klasik yontem kullanilarak hazirlanan preparatlara hemen hemen yakin
sonuglar vermistir. Fiksatif-1 ile birlikte D.fragilis iceren preparatlarda klasik yonteme gore
daha Ustlin bir performans sergilenmis ve siire¢ yaklasik on kat kisalmistir.
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Sonug olarak, calismamizda kullanmis oldugumuz fiksatif-2 ve modifiye edilmis boya-
ma yontemi parazitoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yapilmakta olan insan digkisi-
na ait parazitolojik tetkiklerde boya ile tanimlama siirecinde E.coli kistleri icerenler disinda
klasik yonteme kiyasla on kat daha hizli tanimlamaya olanak sagladigr gibi yiiksek toksik
etkili HgCl, de icermemektedir. Rutin kullanimda klasik ydnteme iyi bir alternatif olabile-
cegi duglinilmustir. Calisma siirecinde goriilmeyen birkag parazitin de dahil edilmesi ile
birlikte yapilacak olan calismalarin bize yontemin etkinligi ile ilgili daha kapsamli bilgiler
verecegi dusiinilmektedir.
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CIKAR CATISMASI

Yazar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemistir.
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