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OZET

Proje Adi . Diskinin Parazitolojik incelenmesinde Kullanilan Cesitli
Yogunlagtirma Yontemlerinin Karsilastiriimasi.

Ozet . Paraziter enfeksiyonlarin goértilme sikhginin yiksek oldugu
Tlrkiye’de birgok laboratuvarda diskinin rutin parazitolojik incelemesinde sadece
Dogrudan Taze Baki Yontemi (DTBY) kullaniimaktadir. Ozellikle diski érneklerinde
seyrek bulunabilecek organizmalara tani konulmasinda ve bazi protozoon
trofozoitlerini ayirt etmede yetersiz kalabilen bu yontemin yaninda, yogunlastirma
yontemleri ve trikrom gibi kalici boyalarin kullaniimasi 6nerilmektedir.

Bu galismada Temmuz 2012 — Temmuz 2013 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvar’'na bagvuran 404
hastanin digki ornekleri incelendi. Tum digki érneklerine DTBY ile Trikrom Boyama
Yontemi (TBY) uygulandi.

Laboratuvar ve saha kosullar gibi farkh kosullarda uygulanabilecek en etkili
yogunlastirma yontemlerini saptamak amaciyla, diski érneklerine ayrica Formol Etil
Asetat Coktirme Yontemi (FEACY), Modifiye Formol Etil Asetat Coktirme Yontemi
(MFEACY) olarak iki ayri ¢oktirme yontemi ve Modifiye Cinko Sulfat Yuzdirme
Yontemi (MCSYY), Doymus Tuzlu Su Yuzdirme Yontemi (DTSYY), Sekerli Su
Yuzdirme Yontemi (SSYY) ve Tuzlu Sekerli Su Yizdirme Yontemi (TSSYY) olarak
dort ayri yuzdirme yontemi uygulandi.

Bu yontemlerden en az biri ile 404 olgunun toplam 72’sinde (%17;8) bagirsak
protozoonlari saptandi. Bu protozoonlarin hastalara gore dagilimi; Blastocystis turleri
61 (%15), Giardia intestinalis 7 (%1,7), Entamoeba coli 2 (%0,5), Dientamoeba fragilis
1 (%0,3) ve lodamoeba butschlii 1 (%0,3) olarak gézlemlenmistir.

Protozoon enfeksiyonu tanisi alan 72 olgunun tima TBY ile saptanirken, DTBY 68
olguda pozitif sonuc¢ verdi. Coktirme ydntemlerinden FEACY 72 protozoonun
66’sinda, MFEACY ise 70’inde pozitift. FEACY’den daha etkili bulunan, ayrica daha
kisa zamanda ve daha kolay uygulanabilen MFEACY’nin diski laboratuvarlarinda rutin
yogunlastirma yontemi olarak kullaniimasinin tavsiye edilebilecegi dusunuldu.

Yuzdurme yontemlerinden MCSYY ile 12, DTSYY ile 11, SSYY ile 10, TSSYY ile
11 digki 6rneginde parazit saptandi. Elde ettigimiz veriler, MCSYY’de kullanilan
cinkonun daha pahali olmasi g6z onune alindiginda, bu yontem uygulanamadiginda
DTSYY’nin kullanilabilecegini distndirmustur.



Sonug olarak galismamizda elde ettigimiz veriler, digki érneklerinin parazitolojik
incelemesinde DTBY’nin yararh oldugunu; ancak ideal bir inceleme icin her digki
ornegine bir yogunlagtirma yontemi ile kalici bir boyanin da uygulanmasinin gerektigini
gostermigtir. Yogunlastirma yontemi olarak eger santriflj varsa bir ¢oktirme yontemi
tercih edilmeli; yoksa MCSYY veya DTSYY uygulanmalidir. TBY ise 6zellikle Wheatley
modifikasyonu uygulandiginda bagirsak protozoonlarin tanisinda ve ayirt edilmesinde
son derece basarili olmustur.

Anahtar Kelimeler :  Yogunlastirma yontemleri, c¢Okturme yontemleri,
yuzdurme yontemleri, digki incelenmesi.



SUMMARY

Project Title : Comparison of Various Concentration Methods Used in
Parasitological Examination of the Stool Samples

Abstract . In Turkey, where the prevalence of parasitic infections is high,
various laboratories use only Direct Wet Mount Preparation (DWMP) for the routine
parasitological examination of the stool samples. Some concentration methods and a
permanent stain such as trichrom are also recommended to be used beside this
method which may be insufficient in distinguishing some of the protozoa trophozoites
and in diagnosis of organisms that are rare in stool samples.

In this study, stool samples of 404 patients applied to Celal Bayar University
Hafsa Sultan Hospital Medical Parasitology Laboratory in July 2012-July 2013 were
examined. DWMP and Trichrome Staining Method (TSM) were applied to all of the
stool samples.

Additionally, two different sedimentation methods including Formol-Ethyl
Acetate Sedimentation Method (FEASM) and Modified Formol-Ethyl Acetate
Sedimentation Method (MFEASM), and four flotation methods including Modified Zinc
Sulphate Flotation Method (MZSFM), Saturated Salt Flotation Method (SSFM), Sugar
Flotation Method (SFM) and Salt and Sugar Flotation Method (SASFM) were applied
to stool samples in order to identify the most efficient concentration methods that can
be applied under different conditions such as field and laboratory conditions.

Intestinal protozoa were determined in totally 72 of 404 cases (17.8%) by at
least one of these methods. These protozoa and the number of the patients were as
follows: Blastocystis species 61 (15%), Giardia intestinalis 7 (1.7%), Entamoeba coli 2
(0.5%), Dientamoeba fragilis 1 (0.3%) and lodamoeba butschlii 1 (0.3%).

While all of the 72 cases diagnosed with protozoa infection were identified by
TSM, positive results by DWMP were obtained in 68 cases. FEASM, one of the
sedimentation methods, was positive in 66 of 72 protozoa, while MFEASM was positive
in 70 cases. MFEASM which is found to be more easy to perform, faster and more
efficient than FEASM may be recommended as a routine concentration method for the
stool examination laboratories.

Parasite was determined in 12 stool samples by MZSFM, 11 by SSFM, 10 by
SFM and 11 by SASFM. The data we obtained suggested that SSFM may be used
when MZSFM cannot be used, considering that zinc in MZSFM is more expensive.



As a result, our data suggested that DWMP was useful in parasitological
examination of stool samples; however, a concentration method and a permanent stain
should also be performed for an accurate examination. A sedimentation method should
be preferred preferably if a centrifuge is available. Otherwise, MZSFM or SSFM may
be used as a concentration method. TSM, especially Wheatley modification, was found
to be very successful in the diagnosis and differentiation of the intestinal protozoa.

Keywords: Concentration methods, sedimentation methods, flotation methods, stool
examination.
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1.GIRIS VE AMAG

Enfeksiyon hastaliklarinin dinya Uzerindeki yayginligi, Ulkelerin cografik
Ozellikleri, iklim kosullari, toplumun kulturel, ekonomik ve sosyal gelisimi ile
yakindan ilgilidir. Insanlarin yasama ve beslenme diizenleri, 6rf ve adetleriyle de
ilgili yakinlik gosteren enfeksiyon hastaliklari iginde gastrointestinal enfeksiyonlar
basta gelmekte, dzellikle az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde mortalitede
birinci sirayl almaktadir. Gelismis Ulkelerde ise sanitasyon ile hijyen kurallarinin
iyi uygulanmasina ve iyi bir toplum sagligi érgutlenmesinin saglanmis olmasina
ragmen, akut gastroenteritlerin gorilme sikhigi Ust solunum yollari
enfeksiyonlarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir.®

Ulkemizde de paraziter enfeksiyonlarin gorilme sikh@ oldukca fazladir.
Ozellikle kirsal bolge insanlarimizda bu hastaliklarin daha fazla gérilmesi,
yetersiz  saglik egditiminden ve  koruyucu hekimligin  eksikliginden
kaynaklanmaktadir.  Ayrica, paraziter enfeksiyonlara gereken 6nem
verilmemektedir.

Paraziter enfeksiyonlarin 6nemli bir boluminl gastrointestinal sistemi tutan
enfeksiyonlar olusturur. Bu enfeksiyonlarin tedavi edilebilmesi icin oncelikle
dogru tani konulmasi gerekir. Dogru tani iginse basta digki érnegi olmak Uzere,
materyallerin uygun sekilde toplanmasi, nakli ve uygun islemlerden gegirildikten
sonra incelenmesi gerekir. Turkiye’de digki orneklerinin  parazitolojik
incelemesinde siklikla sadece Dogrudan Taze Baki (DTB) yontemi uygulanarak;
yani serum fizyolojik (SF) ve bazen de Lugol sollisyonu kullanilarak tek bir
inceleme yapilmakta; bu nedenle parazitlerin 6nemli bolumune tani
konamamaktadir. Bu ydntem ucuz, kolay ve hizli sonu¢ vermesi nedeniyle tercih
edilmektedir, fakat 6zellikle digkidaki yumurta ve/veya kist sayisinin az oldugu
durumlarda yeterli olmamakta, ayrica trofozoitlerin tanisi ve ayirici tanisinda da
siklikla sorunlar yagsanmaktadir.

DTB ve kalici boyal preparatlar incelendiginde gbézden kacgabilen seyrek
miktardaki helmint yumurta ve larvalari, protozoon kistleri ve ookistleri digki
orneklerinin yogunlastirimasiyla daha kolay saptanabilir. Ancak trofozoitler bu
islem sirasinda genellikle bozulur ya da pargalanir. Yogunlastirma yontemleri
baslica ¢oktirme ve yluzdurme olmak Uzere iki bolime ayrilir. Bu galismada, digki
Orneklerinin  parazitolojik incelenmesinde kullanilan  farkli  yogunlastirma
yontemlerinin etkinlikleri incelenecek, laboratuvar ve saha kosullari gibi farkli
kosullarda uygulanabilecek en iyi yontemler belirlenecektir. Bu amacla, diski



orneklerine formol-etil asetat ¢okturme, cinko sulfat yuzdirme gibi klasik
yontemlerin yaninda bu yontemlerin modifikasyonlari ve tuzlu ve/veya sekerli
suyla yluzdirme gibi santrifij kullanimini azaltan veya ortadan kaldiran yeni
yontemlerin avantaj, dezavantaj ve etkinlikleri, kargilagtirilarak uygulanacak,
sonuglar istatistiksel analizler ile degerlendirilecektir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Parazit nedir?

Yeryuzindeki canlilar, benimsedikleri yagsam sekillerine goére, iki ana gruba
ayrilirlar: Ozglr yasayanlar ve parazit yagayanlar. Bu iki yagsam sekli arasindaki
temel fark, birincisinin tek basina, bagimsiz olarak yasamini surdurebilmesi,
ikincisinin ise yasami icin bir diger canliya gereksinme duymasi, yasamini o
canlinin zararina strdirmesidir.

Parazit s6zcigu Yunanca'dan gelmektedir ve “yaninda” anlamindaki “para”
ile “besin” anlamindaki “sitos” sO6zcuklerinden olusmustur. Buna gore parazit
yasamini bir diger canli vicudunun Uzerinde veya iginde, o canlinin zararina
surduren organizmadir. Parazitlik ise parazit olarak yasamaktir. Parazitik yasam
ise bir canlinin yagamini, uzerinde veya iginde yasadigi bir diger canlinin zararina
surdurmesidir. Buna gore parazit deyince akla iki canli gelmektedir. Birincisi
parazitik yasami benimsemis olan canli, yani parazit, ikincisi ise parazitin iginde
veya lzerinde yasadigi canli, yani konaktir.( 3

Parazitik yasami benimsemis olan canlilar arasinda mikroskobik boyutta
olanlar oldugu kadar makroskobik olanlar hatta on metre veya daha fazla
uzunluga erigenler de bulunabilmektedir. insanda enfeksiyona neden olan
parazitler, protozoa (tek hucreli) ve metazoa (¢cok hucreli) olarak iki alt aleme
(subkingdom) ayrilirlar. )

Protozoa altaleminde dort 6nemli sube (phylum) yer alir: Sarcomastigophora,
Apicomplexa, Microspora, Ciliophora.

Metazoa alt aleminde insan sagligiyla ilgili olanlar ise helmintler (solucanlar)
ve artropodlardir (eklembacaklilar).



Helmintler ise Nematodes (yuvarlak solucanlar) ve Plathyhelminthes (diz
solucanlar) olarak iki subeye ayrilirlar. Plathyhelminthes subesi ise Cestodes
(seritler) ve Trematodes (yapraksi solucanlar) siniflarina (class) ayrihr. ©)

2.1.1. Parazitlige Adaptasyon

Serbest yasayan bazi canlilarin yagam ortamlari degistiginde parazit yasam
sekline gegebilmeleri mUmkun gibi gorulse de, bu durumun ¢ok zaman aldigi, bu
uzun zaman iginde canhda kalici mutasyonlarin olugmasi gerektigi
dusunulmektedir. Adaptasyon surecinde canlilarin buyuk gogunlugunun oldugu,
ancak pek azinin canh kalabildigi bilinmektedir. Parazit yasama adaptasyon
cogunlukla gegici olabilmektedir. Bu gecici veya rastlantisal parazitlik, parazit
yasama gegisin ilk basamagi olarak da yorumlanabilir. Parazitlige adaptasyonda,
parazitin kendisinde de olusan bazi enzimatik olaylarin rolu oldugu
bildiriimektedir. Ornek olarak eger canli kendisi igin hayati &nemi olan enzimlerini
salgilayamayacak duruma gelirse, bu enzimleri bir bagka organizmadan temin
etme veya konak organizmasindan saglayabilme c¢abasiyla parazit yasama
adapte olma durumunda kalabilmektedir. @

2.1.2. Konak-Parazit iliskileri

Parazitler,  konaklarindan  faydalanarak yasamakta ve dogada
kalabilmektedirler. Buyume, gelisme ve ¢ogalabilme i¢in gereken biyokimya ve
biyofizik kosullar tlrlere gore ayriliklar gosterdiginden her parazit igin ancak bazi
canlilar konak olabilmektedir. Buna ‘konak 6zelligi’ denir. Parazitlerin bazilari ileri
derecede konak 06zelligi gosterirler ve yalniz insanda veya baska bir tek tar
canhda gelisirler. Bazilari da birbirine yakin veya belli fizyolojik 6zellikleri ortak
canlilarda parazit olabilirler.

Canlilar buyumeleri ve ¢ogalmalar sirasinda morfolojik ve fizyolojik olarak
degismelere ugrayarak evrimlesirler. Her doneme ait farkli 6zellikleri olan evrim
sekilleri olusur. Bazi parazitlerin evrimlerini tamamlamasi igin bir konak
yeterliyken (monoksen), bazilarina birden ¢ok konak gerekmektedir (heteroksen).

Parazitin eriskin, yani Greme organlari gelismis seklinin yasadigi konaga kesin
konak denir. Bir parazitin farkli tlrlerden son konaklari olabilir. Bir parazitin
dogada tutunabilmesi ve nesillerini surdurebilmesi igin esas olan konaga 6z
konak veya rezervuar, Otekilere ise yedek konak denir. Parazitin, larva gibi
olgunlagsmamis sekillerini barindiran konaga da ara konak ismi verilir. Ara konakli
parazitlerde evrimin tamamlanmasi icin bir tek veya birka¢ ara konak gerekir.
Bazi hallerde ara konakla son konak arasina, parazitin gelismeden bir sure



kaldigi bir konak daha girebilir ki buna paratenik konak denir. Paratenik konaklar
evrimin bitirilmesi igin gerekli degildir.

2.2. Parazitolojinin Tarihi

2.2.1. Ulkemizde Parazitolojinin Tarihi

Ulkemizde parazitolojinin baslangici ve gelisimi, Osmanli Imparatorlugu
zamaninda yayinlanan ‘Tip Zoolojisi ve Parazitoloji’ kitabi ile baglamigtir. Bununla
beraber Ulkemizde askeri ve sivil Tip Fakulteleri birlestirildikten sonra Parazitoloji
adindaki ders kitabi ile Tip ve Veteriner Parazitoloji alaninda arastirmalar yapan
Ord. Prof. ismail Hakki Celebi(1873-1939) modern parazitolojinin tlkemizdeki
kurucusu olarak kabul edilmektedir.®)

2.2.2. Dunyada Parazitolojinin Tarihi

Gozle gorllebilen parazitler ve neden olduklari hastaliklar, ¢ok eski
zamanlardan beri insanlarin dikkatini cekmigler ve doga bilgileriyle, parazitlere ait
bilgiler birlikte gelismeye baslamistir. Orta ¢gagda bilimsel ¢alismalara ve tibba
daha yatkin olan Tirk islam bilginleri ve hekimler, gdzle goriilebilen parazitler
Uzerinde durmuslardir. Biyik Tirk Islam hekimi Ibni Sina (981-1037),
nematodlardan Ascaris, Enterobius, Ancylostoma’lari tarif etmesinin yani sira,
insanlardaki parazit yasantilarini hatta tedavilerini anlatmigtir. ("

Parazit etkenlerini tantyan ve isim veren bilim adamlari; Francesco Redi
(1626-1698), Antoni Van Leeuwenhock, Carolus Linneaus (1707-1778), CA.
Rudolphi (1771-1832) gibi arastiricilar, hekim ve biyologlar, parazitolojinin,
ozellikle helmintolojinin gelismesine bliylk olglide katkida bulunmuslardir. ®

2.3. Sindirim Sistemini Etkileyen Paraziter Enfeksiyonlarin Onemi

Paraziter enfeksiyonlar ozellikle gelismemis ve gelismekte olan Ulkelerde
enfeksiyon hastaliklari arasinda énemli bir yer tutmaktadir. Turkiye’de paraziter
enfeksiyonlarin sikhgdi, cografi iklim ve ekolojik sartlar, egitim ve kultar dizeyi,
adet ve aligkanliklar, sagliksiz c¢evre kosullari gibi sebeplere bagli olarak
degismektedir. Bolgeler arasinda farkli oranlarda ve degerlerde bile olsa yuksek
prevalans gostermektedir. Paraziter enfeksiyonlar, blyime ¢agindaki ¢ocuklar
basta olmak Uzere toplumun buatin kesimlerini etkilemektedir. Genellikle
asemptomatik veya atipik, nonspesifik bulgularla seyreden paraziter
enfeksiyonlari, zihinsel ve bedensel gelisme geriligi yaparak, isglcu kaybina
neden olarak saglik ve ekonomik yonden etkilerini gostermektedirler. Bagirsak
parazitleri, ishal, kabizlik, karin agrisi, bulanti, kusma, gelisme geriligi, gece
isemesi (Eniresis nocturna), alerjik reaksiyonlar, zayiflama, dis gicirdatmasi,



agizdan salya akmasi ve perianal bolge kasintisi gibi belirtilerle kendini
gosterebilmekte, bazen de belirtisiz seyredebilmektedir.

2.4, Sindirim Sistemini Etkileyen Paraziter Enfeksiyonlarda Gorulen
Klinik Belirtiler

Sindirim sistemini etkileyen paraziter enfeksiyonlar, asemptomatik olarak
bulunabilirse de 1limh enfeksiyonlarda; diyare, karin agrisi, kilo kaybi gibi
semptomlar goézlenirken, agir enfeksiyonlarda; agir diyare, bulanti, kusma,
anoreksia, yaygin karin agrisi, karinda asit ve periferik 6dem gelisebilmektedir.
Komplikasyon olarak bagirsaklarda tikanma, emilim bozuklugu
(malabsorbsiyon), agir bagirsak hasari sonucu hipoalbuminemi ve vitamin B-12
emilim bozuklugu saptanabilmektedir. Enfeksiyonlar etkili sekilde tedavi
edilmezse nadiren 6liimle sonuglanabilmektedir.®

2.5. Sindirim Sistemini Etkileyen Paraziter Enfeksiyonlarin Tanisi

Gastrointestinal paraziter enfeksiyonlarin rutin tanisinda siklikla Dogrudan
Taze Baki Yontemi (DTBY), yogunlastirma yontemleri ve kalici boyama
yontemleri kullaniimaktadir. Taniya yonelik olarak bunlarin diginda serolojik ve
molekdiler yontemler de kullanilabilir.(10

2.5.1. Etkene Yonelik Tani Yontemleri
2.5.1.1. Digki incelemeleri

2.5.1.1.1. Taze Diski Orneginin Toplanmasi ve Tespit Edilmesi

Bagirsakta olusan paraziter enfeksiyonlarda tani, diski érnegdinde helmint
yumurta veya larvalarinin ve protozoon trofozoit veya kistlerinin saptamasiyla
konmaktadir. Bu nedenle digki drneklerinin dogru bigcimde toplanmasi ve
saklanmasi ile digki 6rneginin laboratuvara zamaninda ulagsmasi buyik 6énem
tasir.

Digki Orneklerinin su, idrar, yag, toprak veya diger yabanci maddelerle
karigmasi 6nlenmelidir.(!Y Bu maddelerle kontamine olan érneklerde trofozoitler
tahrip olabilirler veya i¢indeki serbest yasayan organizmalar nedeniyle protozoon
ve nematodlarla karistirilarak taniyi giiglestirebilirler M9, Bu nedenle digki 6rnegi
klozetin iginden veya birakildigi dis ortamdan alinmamalidir .2

Baryum, antidiyareikler veya yagli laksatifler kullanildiktan sonra alinan digki
ornekleri, parazitolojik inceleme igin uygun degildir. Bu tur maddelerin



kullanilmasindan sonra olusan ilag¢ kristalleri hem organizmalarin saptanmasini
Oonlemesi, hem de protozoon trofozoitlerini dogrudan etki ile tahrip etmesi sonucu
taniy1 1-2 hafta veya daha fazla sure gugclestirebilir. Ayrica birgok antibiyotik
bagirsak flora organizmalarini tamamen ortadan kaldirabilecegi veya sayisinda
belirgin bir azalmaya yol agabilecegi icin, digki ornegi antibiyotik kullanimi
kesildikten bir veya birkag hafta sonra alinmalidir .12

Tanli igin daha sonra diskida antijen aramaya yonelik testler kullanilacaksa
(ELISA, IFA, immunokromatogafik testler) %5-%10 formol ve SAF iginde
saklanan ornekler uygun olmayabilir. Birgok immunolojik yontem, taze veya
dondurularak saklanmis diski 6rnegine gereksinim duyar. Saklama ydntemi
laboratuvarda kullanilacak testler géz 6ntine alinarak segilmelidir .(*2

Diski 6rnegdi; bakteriler, virlsler, protozoonlar veya diger enfeksiyoz
organizmalar agisindan potansiyel enfeksiyon riski tasidigindan, incelenme
sonrasinda enfekte atik kosullarina uygun olarak imha edilmelidir.(*?)

2.5.1.1.1.1. Digki Ornek Sayisi ve Gesitleri

Inceleme igin alinan digki érneklerinde tek bir inceleme yeterli olmayabilir.
Paraziter enfeksiyonlarin varligini arastirirken birden ¢ok diski 6rnegdinin
incelenmesi 6nerilmektedir. Ozellikle protozoonlar déngusel olarak atildiklari igin
bagirsak protozoonlarinin birgogunu saptamada tek bir inceleme yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle paraziter enfeksiyonlari arastirirken en iyi yontem, 2-
3 glnluk aralarla, en az ¢ diski 6rnegdinin incelenmesidir .1

Ug digki rneginden ilk ikisi normal yolla alinmalidir, igtinci 6rnek alinirken
magnezyum slilfat gibi katartikler kullanilabilir.®V) Bir arastirmada ilk alinan diski
ornegdi incelemesinde parazit saptama orani %58,3 bulunurken, bu oran ikinci
incelemede %20,6, liglincl incelemede ise %21,2 artis gostermistir.(1? Degisik
tani yontemleri ve seri diski 6rneklerinin incelemeleri sonucu E. histolytica
(/dispar) saptanmasinda gorilen artis Sekil 1°’de gosterilmigtir.
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Sekil 1. Degisik tani yontemleri ile seri digki érneklerinin incelenmesi sonucu E. histolytica
(/dispar) saptanmasinda gorilen artis 13

2.5.1.1.1.2. Orneklerin incelenmesinde Zaman Faktorii

Enfeksiyonlarin tanisini etkileyen en énemli etkenlerden birisi de, digki
orneginin alinmasindan sonra gecgen suredir. Protozoon trofozoitleri genellikle
sivi ve diyareli digkilarda bulunur ve bu digkilarin laboratuvara getiriimesine
kadar gegen sure blyuk 6nem tasir. Ancak bir¢cok laboratuarda fiksatif igeren
toplama kaplari kullaniimasi taze digki incelemesinde sikinti yaratmaktadir.

Sulu digkilar laboratuvara getirildikten sonraki 30 dakika icinde dedil,
digkilamadan sonraki ilk 30 dakika iginde incelenmelidir. Eger alinan diskilar
hemen incelenemeyecekse, PVA veya diger uygun fiksatiflerin iginde tespit
edilmelidir. Yumusak kivamli digkilar da ayni sekilde, digskilamadan sonraki 30
dakika icinde incelenmeli veya bir fiksatif icinde korunmahdir. Sekilli diskilarin
incelenmesinin bir saat icinde yapilmasi onerilmektedir. Kati digkilar da ayni gun
icinde incelenmeli; incelenemeyecekse bir sonraki gline kadar bir fiksatifin igcinde
veya diski kabinin kapagi iyice kapatilarak buzdolabinda 3-5° C’de saklanmalidir.
Ancak buzdolabinda saklanan 6rneklerden boyama icin yayma yapilmamalidir.

Diski 6rnegi sogukta saklandiginda trofozoitler olirken, helmint yumurtalari
ve protozoa kistleri birkag glin veya daha uzun sure karakteristik morfolojilerini
koruyabilir. Digki ornekleri higbir zaman dondurulmamali veya enkubatore
konmamali; hasta tarafindan laboratuvara bir giinden daha fazla gecikme ile
getirilecekse, dnceden hastaya digkisinin korunabilmesi igin uygun fiksatifler
iceren tek kullanimlik toplama kaplari verilmelidir .11



2.5.1.1.1.3. Diski Orneklerinin Tespit Edilmesi ve Korunmasi

Eger hasta diski Ornegini Onerilen zaman icinde getiremeyecekse,
organizmalarin tahrip olmamasi veya sekillerinin bozulmamasi igin diski
orneklerini korumaya yonelik onlemler alinmalidir. Birgok laboratuvar ozellikle
laboratuvara gelen hastalar i¢in digki 6rneklerindeki protozoon kistlerinin, helmint
yumurta veya larvalarinin morfolojilerini koruyan bir veya birden ¢ok fiksatif iceren
toplama kitleri kullanmaktadir. Ornekler laboratuvarda fikse edilmeli veya
hastanin/yakinlarinin ~ 6rneklerini  kendi toplamasi ve fikse etmesi
saglanmaldir.(tb)

2.5.1.1.1.4. Tek Kaph Toplama Sistemleri

Tek sise icinde degisik farkh koruyucularin kullanildidi bir toplama sistemidir.
Sisenin Uzerine hastanin adi ve protokol numarasi yazilmalidir (Sekil 2). Hastalar
ve yakinlari igcindeki maddelerin zehirli oldugu ve icilmemesi gerektigi konusunda
uyariimahdir. Kit paketinde, fiksatif iceren kapakl diski toplama kabi, uygulama
cubugu (kapaga monte edilmis olabilir), plastik eldiven ve uygulamay: tarif eden
ve resimli olarak gosteren yazili talimat bulunmalidir. Bu paket hastaya verilir ve
Sekil 3'de gorildugu bicimde fiksatifin yaklasik Ugte biri hacmindeki digki 6rnegini
kabin igine koymasi, o6zellikle kati diskilari hafifce ezerek ve siseyi iyice
calkalayarak (Sekil 4) homojen bir sispansiyon elde edilmesi istenir.

Sisenin Uzerine, digki 6rnegi eklendiginde fiksatifin hangi dizeye kadar
yukselmesi gerektigini bildiren bir ¢izgi cizmek yararli olacaktir. Son olarak
fiksasyonun hangi tarinte gerceklestigi etikette belirtiimelidir (Sekil 5). Tarifler
bdlge, yoresel dil, sosyoekonomik durum ve hasta sayisi gdéz 6nlne alinarak
anlasilir bir sekilde hazirlanabilir; sisenin Uzerine “Zehirli” yazmak vyararli
olacaktir.(14

Sekil 2. Tek kapli toplama sistemi. Sekil 3. Digki 6rnegdi kaba konur ve hafifce ezilir.



Sekil 4. Sise iyice calkalanir. Sekil 5. Tarih atilir.

2.5.1.1.1.5. Digki Orneklerinin Nakli

Diskinin nakledilmesi igin tek siseli, iki siseli ve nadiren Ug¢ siseli sistemler
kullanilabilir. En ¢ok tercih edilen iki ayri sisenin kullanildigi sistemdir. ilk sise
kalici boyali preparat hazirlamak igin PVA, ikinci sise ise yogunlastirma
yontemleri uygulayabilmek igin %10 formol igerir. Bazi laboratuvarlar, icine bir
kisim taze digkinin kondugu tguncu bir sise kullanilan Gg¢ siseli sistemi tercih
ederler.

iki siseli sistemde alinan érneklerin 1 saat icersinde laboratuvarda incelemeye
alinmasi onerilmesine ragmen, diski 6rneklerinin 10 gun korunabildigi ve ayni
yontemlerle incelenebilecegi bildiriimekte; formol ve PVA'nin 20-25°C isida nakli
ve tutulmasi 6nerilmektedir.(*5 16)

2.5.1.1.2. Makroskobik inceleme ve Taze Digki incelemeleri

2.5.1.1.2.1. Makroskobik inceleme

Taze ya da fiksatif icinde getirilen digki 6rneklerinin fiziksel ozellikleri
onemlidir. Taze olarak getirilen digki érnekleri bayuk miktar diskinin incelenmesi
ve degerlendiriimesine olanak saglarken, korunmus digki 6rnegi ancak
saklanabildigi miktar kadar bilgi verir. Makroskobik diski incelemesi, korunmamig
diski drneklerinde daha degerlidir.



SEKILL: __J
SHEL E TRAFOZOIT

Sekil 6. Diski 6rneginin kivamina gore kist ve trofozoit dagihmi .47

Digkinin  kivami genellikle sekilli, yumusak, gevsek veya sulu olarak
siniflandinlir. Gevsek, ishalli ve sivi digki érneklerinde trofozoit sekillerine daha
sik, kist sekillerine ise daha nadir rastlanir. Sekil 6'da farkli digki kivamlarinda
gorulmesi olasi bagirsak protozoonlarinin morfolojik evreleri gosterilmigtir.
Helmint yumurta ve larvalarina her kivamdaki diskida rastlanabilirken, az sayida
bulundugunda sulu digkilarda saptamanin daha gug olacagi vurgulanmaktadir.

Diski érneklerinin parazit varhdini dastinduren diger 6zellikler renk ve diski
elemanlaridir. Digkida kanin varligi her zaman bildiriimelidir. Koyu renkte veya
katran rengi olan kan genellikle kanamanin gastrointestinal kanalin Ust
seviyelerinde oldugunu, acik renkli kan ise kanamanin alt seviyelerde veya
rektum civarinda oldugunu gosterir. Taze diski 6rneklerinde nokta tarzinda kan
velveya mukus gorualdiginde diski, trofozoit varligi yoninden dikkatlice
incelenmelidir. Sari ve kétu kokulu digki 6rneklerinin sikhkla emilim bozuklugunu
gosterdigi, bunun Giardia intestinalis enfeksiyonunun sik rastlanan bir belirtisi
oldugu hatirlanmaldir.

Diski 6rneklerinin makroskobik olarak incelenmesi sirasinda Taenia spp.
halkalar ile 6zellikle Ascaris lumbricoides ve Enterobius vermicularis gibi
nematodlarin erigkinleri diskinin ylzeyinde veya digki kabinin iginde saptanabilir.
Digski  Ornekleri tespit edilmeden, oda sicakliginda bir gunden fazla
bekletildiginde, kancali kurt gibi bazi helmintlerin larvalarinin yumurtadan ¢iktigi
izlenmigtir. Strongyloides stercoralis’in enfektif olmayan rhabditiform larvasi
enfektif olan filariform larvaya donisebilir.(11 12, 17-19)

2.5.1.1.2.2. Taze Digki incelemeleri

Makroskobik inceleme sonrasi taze digkida mikroskobik olarak parazitleri
arastirirken, normal digki iceriginin, kan ve doku hdcrelerinin, sindirim atiklarinin
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ve sindirim kanalindan gegen diger maddelerin de bilinmesi ve taninmasi gerekir.
Diskida yer alan ve parazitlere benzeyen birgok madde vardir; artefakt veya
yalanci parazit (pseudoparazit) olarak adlandirilan bu yapilar yanhslkla parazit
olarak degerlendirilebilir. %

Farkli yapidaki digki érnekleri igin kullanilabilecek inceleme ydntemleri Tablo
1’de gosterilmistir.(19)

Tablo 1. Digki drneklerinde parazitolojik tani ydntemlerinin kullanimi

DTBY Yogunlagtirma Yontemleri
Ornegin
Tipi SF  Lugol FEACY CSYY TBY
Taze ++ ++ +++ +++ +++
PVA ile tespitli - - + - +++
Schaudinn’de tespitli - - - - +++
Formolle tespitli + + +++ + -
MIF ile tespitli Uygz. Uygz. + - +
Uygz.= Uygulanamaz
SF= Serum Fizyolojik
DTBY= Dogrudan taze baki yontemi
FEACY= Formol etil-asetat ¢oktirme yontemi
GCSYY= Cinko sulfat yizdurme yontemi
TBY= Trikrom boyama yontemi
PVA= Polivinil Alkol
MiF= Mertiyolat lyot Formol

- kotu bir yontem
+ . vasat bir yontem
++ :iyi bir ydntem

+++ . mukemmel bir yontem

11



2.5.1.1.2.2.1. Serum Fizyolojik (SF)

DTBY preparatlarinin hazirlanmasi digkl incelemesi igin basit ve etkili bir
yontemdir. Sindirim sisteminin peristaltik hareketleri, parazit organizmalarinin
diskida neredeyse esit olarak dagiimasina yol acar. Bununla birlikte, eger
organizmalarin sayisi az ise, DTBY igin kullanilan az miktardaki diski ornegi,
organizmalarin varligini ortaya ¢gikarmada yetersiz kalabilir. Bu nedenle dogrudan
inceleme ydntemleri, paraziter enfeksiyonlarin birgogunun kesin tanisinda tek
basina yetersiz oldugu gorilmustr.29)

DTBY, digkilamadan hemen sonra alinan sivi veya yumusak digki
orneklerinde hareketli trofozoitlerin arastiriimasinda yararli kabul edilir.*8) Taze
olmayan sivi diski dérneklerinde trofozoitlerin saptanamamasi bir anlam tasimaz.
Bu gibi durumlarda, eger diski taze olarak tespit edilmisse, tespitli drnekten kalici
boyali yayma preparati hazirlanmasi veya yeni taze diski érnegi istenmesi
tavsiye edilmektedir. Kanli mukuslu diskilarda DTBY ile trofozoitlerin varliginin
arastirilmasi 6nemle vurgulanmaktadir. 44

2.5.1.1.2.2.2. iyot Boyalari

Seyreltiimis iyot boyalari en sik kullanilan gecici boyalardir. iyot trofozoitleri
oldurdugu ve tahrip ettigi icin daha ¢ok kist evrelerinin tanisinda deger tasir.
Kistlerin icindeki nukleuslarin daha iyi gorunar hale gelmesi ile gekirdeklerin
sayisi ve morfolojik 6zellikleri daha rahat izlenir. Gram boyasi gibi zayif iyot
solusyonlarinin  kullanilmasi, organizmalari iyi boyamadigi icin tavsiye
edilmemektedir.19 Cok kuvvetli bir iyot sollisyonunun kullanilmasi da,
organizmalari koyu boyayarak morfolojik 6zelliklerin iyi gdérulmesini
onleyebilmektedir. Bununla birlikte, seyreltiimis iyot solusyonlari hizla boyama
Ozelliklerini kaybeder ve her 10-14 gunde bir taze olarak hazirlanmasi
onerilmektedir. Amip kistleri iyotla boyandiginda, glikojen vakuoll koyu kizil-
kahverengi, sitoplazma ise sarimsi renk alir, ¢ekirdekler ve cekirdekgik daha
kolay goérunur hale gelir. Bununla beraber, kromatid cisimciklerin boyasiz
preparatlara gére daha zor ayirt edilebildigi bildirilmistir.!1. 17. 19) Glikojen igeren
organizmalar formolde birka¢ hafta veya daha uzun sure saklandiginda,
glikojenin koyu kahverengi boyanmayip, daha acgik renkte gozlenebilecedi veya
hic boyanmayabilecegi ifade edilmektedir.(11)

Bazi laboratuvarlarda Cryptosporidium ookistlerinin rutin tanisinda iyot
kullaniimaktadir. Bunun nedeni maya ve diger diski artiklari sari boyanirken,
Cryptosporidium ookistlerinin iyot boyasini almamasi ve yuksek oranda refraktil
(kinlgan) goérunumde kalmalaridir. Ancak bu boya diger aside direncli boyalar
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kadar duyarl degildir.*Y En gok kullanilan seyreltiimis iyot solisyonlari D’Antoni
ve Lugol solusyonlaridir.(1 19)

2.5.1.1.3. Yogunlastirma Yontemleri

Dogrudan yayma ve kalici boyali preparatlar incelendiginde go6zden
kagabilen az sayidaki helmint yumurta ve larvalari ile protozoon kist ve ookistleri
digskinin yodunlastiriimasiyla daha kolay saptanabilir. Trofozoitlerin ise
morfolojileri bozulabilir ya da pargalanabilirler. Yodunlastirma islemi baslica
coktlirme ve ylzdirme olmak Uzere iki farkli yontemle yapilmaktadir.(t1. 19 21)

Cokturme, santrifij veya basit yercekimi etkisiyle saglanabilir. Cokeltinin,
diskida yer alan parazitlere ait tum yapilari icermesi nedeniyle birgok
laboratuvarda ¢oktirme yontemleri yizdurme yontemlerine tercih edilir. Ancak,
yuzdirme yontemleriyle karsilastirildiginda ¢oktirme yontemlerinin en 6nemli
dezavantajinin daha fazla digki artiginin parazitlere ait yapilari maskeleyebilmesi
olarak bildirilmistir.(*% Coktlirme yontemlerini uygulamak igin digki érneginin taze
veya %5-10’luk formol, SAF veya tek kapli sistemler iginde korunmus olmasi
onemlidir. PVA icinde korunmus Ornekler de kullanilabilir, fakat o6zellikle
protozoonlarin yag ¢ézdirme asamasinda bozulabildigi bilinmelidir. Cok sulu
orneklerde tipik yogunlastirma yontemi yerine yag ¢ozdurme ajani kullanmadan
tek santrifij basamagi (500 X g’de 10 dakika) uygulanabilecegi bildirilmigtir.(*1)
Mikroskopla incelemeden Once ¢okeltideki partikil yogunlugunu azaltarak
parazitlerin daha kolay fark edilmelerini saglamak amaciyla, ¢okeltinin 1-2
damlasini egit miktardaki SF ile sulandirmanin yararh olacagi vurgulanmigtir.(4
Protozoon kistlerinin i¢ yapisini daha iyi gormek icin preparat hazirlanirken ayni
lam Uzerinde ikinci bir ¢okelti damlasi iyot solusyonuyla seyreltilerek incelenebilir.
Gunumuzde en sik kullanilan ¢oktirme yontemi formol - etil asetat (veya eter)
yontemidir. Etil asetat, eter ya da ksilen gibi ajanlar digkidaki yagi eriterek diski
artiklarinin ylizmesini ve 6rnedin daha temiz gériinmesini saglar.4 Yanici ve
patlayici etkisi olan eterin saklanmasi ve kullaniimasindaki zorluklar, son yillarda
eter yerine etil asetat kullaniminin yayginlasmasina yol agmig, etil asetatin
organizmalarin saptanmasinda eter kadar etkili oldugu bildirilmistir.?*. 22 Formol
- etil asetat (veya eter) yontemi biraz zaman alici oldugundan bazi
laboratuvarlarda bu yontemin 6zellikle protozoon kistlerini saptamada ¢ok yararl
bulunan modifiye edilmis bir sekli kullanilmaktadir.3. 24

2.5.1.1.4. Kalici Boyali Yaymalar

Kalici boyali digski yaymalarinin uygun bi¢cimde hazirlanmasi bagirsak
protozoon hastaliklarinin arastiriimasinda ve tanisinda en dnemli yontem olarak
kabul edilmektedir. Kalici boyali yaymalarin taze veya PVA icinde korunmus

13



diskilardan hazirlanabildigi, formol veya MIF ile korunmus digki 6rneklerinden
hazirlanan kalici boyall yaymalarin iyi sonug vermedigi bildirilmistir. Kalici boyali
yaymalarin;

1. lyi boyanmis organizmalarin morfolojileri immersiyon obijektifi ile ayrintili
olarak izlenebilmesi

2. Taze preparatlarda nadir rastlanmalari veya kuguk olmalari nedeni ile
gbzden kacgabilen organizmalarin daha kolay saptanabilmesi

3. Hazirlanan preparatin istendigi zaman incelenebilmesi

4. Boyanmig yaymalarin kalici bir kayit olarak saklanabilmesi

5. Pozitif olarak degerlendirilen preparatlarin referans veya arastirma
materyali olarak kullanilabilmesi

6. Tanida sUphe olustugunda preparatlarin konsultasyona goénderilebilmesi
gibi 6nemli avantajlari vardir.(1%. 19. 25)

Parazit arastirlmasi igin gonderilen her digki ornegine kalici boyali yayma
preparatinin  hazirlanmasi gerekliligi, buna bir yogunlastirma ydntemi
eklenmesiyle, tek bir rutin inceleme ile paraziter etkenlerin varliginin saptanma
olasiiginin artaca@i bildiriimektedir.(® Diski orneklerinin tespit sonrasi kalici
boyalarla boyanmasi farkli protozoa turlerinin tani ve ayriminda en etkili yontem
olarak degerlendirilmigtir. (26)

Diski yaymalarinda en yaygin kullanilan kalici boyalar Gomori’nin trikrom
boyasinin Wheatley modifikasyonu veya Heindenhain’in demir hematoksilen
boyasinin modifikasyonlaridir. (>

Trikrom boyasi 6zellikle Blastocystis turleri, D. fragilis gibi direk taze baki ile
taninmasi glic organizmalarin tanisinda g¢ok yararli bulunmustur.327)

Standart kalici boyali digki yaymalarina ek olarak son yillarda AIDS ve diger
immuan yetmezlik sendromlariyla birlikte 6nem kazanan barsak koksidiyan
parazitlerin tanisi ve ayirt edilmesi i¢in kalici boyama yontemleri gelistirilmistir.
Cryptosporidium, Cyclospora ve Cystoisospora enfeksiyonlarinin tanisinda gesitli
aside direncli boyalar oldukga yararli bulunmustur.®>

Demir hematoksilen boyasinin birgok farkli uyarlamasinin da protozoonlari
cok iyi boyadigi gozlenmigtir. Demir hematoksilen boyalarinin Schaudinn
fiksatifindeki taze digki yaymalarina veya PVA, SAF veya MIF sollsyonlarinda
korunan diski 6rneklerine uygulandiginda iyi sonuglar verdigi yaymlanmigtir.(4)
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2.5.1.1.5. Selofan Bant Yontemi (Gaham’in Selofan Bant Yontemi)@8 29)

Enterobius vermicularis’in neden oldugu kil kurdu enfeksiyonlarinin tanisinda
gunumuzde de en sik kullanilan yontem 1941’de Gaham tarafindan tanimlanan
selofan bant yontemidir.%

E. vermicularis’in erigkin sekilleri kalin bagirsaklarda yasar ve digileri 6zellikle
geceleri anUs digina go¢ ederek, yumurtalarini perianal bolgeye birakirlar.
Yumurtalar anls etrafinda olduklari i¢in genellikle diskida bulunmaz ve bilinen
digki inceleme yontemleri ile saptanamazlar. Bu nedenle bu parazitin tanisinda
perianal materyalin elde edilmesi gerekir. Perianal materyalin incelenmesi igin en
sik kullanilan tani yontemi selofan bant yontemidir (Sekil 7).G1)

Sekil 7. Selofan bant ydonteminin uygulanmasi®”)

Toluen ya da ksilen damlatimamis olmasi kosulu ile selofan bant
preparatlarinin, yumurtalar bozulmadan gunlerce hatta haftalarca buzdolabinda
kalabildigi gorulmektedir.

Tani E. vermicularis’in tipik yumurtalarinin saptanmasi ile konulur.
Yumurtalar, ovalimsi, kalin ¢eperli, bir kenari hafif yandan basik “D” harfi
seklindedir. Yumurtalar, yumurtlandiktan birka¢ saat sonra enfektif hale geldigi
icin, selofan lamdaki yumurtalar genellikle gelismis bir embriyo igerir. Bantta 1 cm
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uzunlugunda, krem ya da beyaz renkte, sivri kuyruklu bir gérinimde erigkin
digilere de rastlanabilir.

Enterobius vermicularis diginda selofan bantla tani Taenia spp. ve Ascaris
lumbricoides yumurtalarinin gorulmesi ile konulur.

2.5.1.1.6. Diger Yontemler

Petri kabinda egik filtre kagidi kultir yontemi®® 29 ve Agar plak yontemi
Strongyloides larvalarinin  tanisinda alternatif yontemler olarak 0One
ctkmaktadir.(4

Cok sayida digki incelemesi negatif sonuglanmasina ragmen G.intestinalis
veya S. stercoralis enfeksiyonlari suphesi suruyorsa, bu enfeksiyonlarin
saptanmasinda duodenal aspirasyon materyalinin incelenmesi yararli olabilir.
Burundan girilerek, duedonumdan enttbasyon ile alinan érnegin fikse edilmeden
laboratuvara génderilmesi 6nerilmektedir.?

insan bagirsak protozoonlarinin tanisinda digki, duodenal sivi veya bagirsak
biyopsi 6rneklerinin mikroskobik incelemesi kullaniimaktadir. Paraziter etkenlerin
tanisinda antijen-antikor arama testleri ve polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT)
de kullanilabilir. Paraziter hastaliklarinin etkenlerinin dogrudan goérilemedigi
veya gorulmesinin zor oldugu durumlarda immiunolojik tani yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Halen bagirsak parazitlerinden Cryptosporidium spp., Entamoeba
histolytica, ve G. intestinalis’i saptayabilen antijen tarama testleri ticari olarak
saglanabilmektedir. (33 34. 35)

PZT, bakteri, viris, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait
hedef nukleik asit zincirlerinin, primer adi verilen spesifik komplementer
oligonukleotitler ve i1siya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro
olarak c¢ogaltiimasini (amplifikasyonunu) saglayan oldukga 6zgutn ve guvenilir
molekdler biyolojik bir tekniktir.(6)

3. GEREG VE YONTEM
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GEREGLER

1. Vidalh Kap

2.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24,

Suzgeg

. Deney Tupu (konik)

. Sale(100 ml, 16’l, dik)
. Metal tlp sporu

. Kronometre

. Karigtirma gubugu

. Cam Pasteur pipeti

. Plastik Pasteur pipeti

Lam 26x76 mm

Lamel 20 x 20 mm
Lamel 24x 50 mm
Eldiven

Dudz uclu pens

Puvar

Ependrof tupi
FalkonTupu

Tel sepet (15*15*15 cm)
Dansitometre

Cam balon

Cam huni

Erlen

ikili Egitim Mikroskobu
Santrifdj
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YONTEM

3.1. Digki Orneklerinin Toplanmasi

Laboratuvarimiza basvuran hastalara, digki orneklerini koyabilmeleri igin
sizinti ve nem kaybini dnleyen, kapaklari sizintiyi 6nleyecek sekilde kapanabilen
tek kullanimlik genig agizli, plastik kaplar verildi ve digkiyi yaptiktan sonra en ge¢
30 dakika igerisinde laboratuvarimiza getiriimesi soylendi. Sekilli digkilar igin
yaklasik iri bir ceviz bayuklugunde (20-40 g), sulu digkilar i¢in ise 5-6 gorba kasigi
hacminde diski 6rneg@i rutin inceleme igin toplandi. Alinan digki ornekleri
kaplarinin timane hastanin adi, protokol numarasi, yasi, cinsiyeti, tarih ve gelis
saati yazilarak etiketlendi.

Laboratuvar incelemelerinin hatasiz olarak yapilabilmesi igin digki 6rneginin
hasta veya yakinlari tarafindan dogru bicimde alinmasi gerekliligi ve bunun igin
gerekli yontemler, hastalara acik bir bicimde anlatildi.

3.2. Diski Orneklerinin Tespiti

Yaymalar, diski orneklerinin laboratuvara ulagsmasindan sonra protokole
uygun olarak en kisa surede hazirlandi ve tespit edildi. Digki 6rneklerinden alinan
yaymalar digkilama sonrasi 30 dakika iginde hazirlandi.

Kullanilan Maddeler
1. Schaudinn fiksatifi
2. SF (%85’lik salin soltisyonu)

Yontem
1. Digkinin lama yayilmasi amaci ile suluboya firgasi kullanildi. Temiz bir

suluboya firgasi (2 veya 3 numara) yardimi ile alinan digki érneginden lamin
yaklasik Ugcte birini kaplayacak sekilde ince ve diizgtin bir yayma hazirlandi (Sekil

8, 9).
: _
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Sekil 8. Diski 6rneginin firgayla alinmasi Sekil 9. Diski 6rneginin lama yayiimasi

+ Kati digkilar yayma hazirlanmadan once, digkinin kuguk bir miktari bir damla
fizyolojik serum ile karistinldi. Yumugak veya gevsek diski orneklerinden
hazirlanan yaymalarin daha iyi tespitini saglamak igin lama 6nceden ¢ok ince bir
tabaka at serumu suruldd.

* Yaymalarin kalinhgi, yaymanin arkasindaki gazete yazisi okunabilecek
sekilde hazirlandi. (Sekil 10) Yayma kalin oldugunda organizmalarin yeterince
boya almamasi ve diski igindeki artefaklarin Ust Uste gelmeleri, parazite ait
yapilarin ayirt edilmesini guglestirdi. Cok ince yaymalarda ise diskida parazite
rastlanma olasihgl olumsuz etkilendi.

Dvght Incwisma Yoniamert

o

-

il tabaka gazh berden diger bBir KAp Wine
b milik konik santrif) tapdne aktanne.

likten sonrm, sispansyona 3
o S, IMMIJH_E H

rrmhl eldiven give

Sekil 10. Digki 6rneginin kalinhigi

» Tespit oncesinde ve diger boyama basamaklarinda yaymanin kurumasina
izin verilmedi. Cok sulu diskilarda yaymanin dis kenari kurumaya basladiginda
Schaudinn fiksatifine daldirldi.

3.2.1. Schaudinn Fiksatifi

Diski yaymalari igin civa klorar ve bakir silfat iceren iki ¢esit Schaudinn
fiksatifi hazirlandi. Her drnek igin iki ayri yayma preparati hazirlanip, ayri ayri
fiske edildi.

3.2.1.1.Civa Kloriir igeren Schaudinn Fiksatifi

Kullanilan Maddeler
1. Civa klorir (HgCl)
2. %95 Etil alkol

3. Gliserin

4. Glasiyal asetik asit
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Hazirlanan Solusyonlar

* Doymus civa klorur solisyonu

a. 110 g civa klorara, 1000 ml distile su iginde isitarak eritildi.

b. Solisyon sogumaya birakildi, fazla civa klorlr kristallesti.

c. Solusyon cam kapakh bir siseye suzlldu ve kullanincaya kadar saklandi.

Yontem

1. 600 ml doymus civa klorur solusyonu, 300 ml %95 etil alkol ve 15 ml gliserin
ile karigtirildi. Kullanincaya kadar oda sicakliginda saklandi.

2. Kullanmadan hemen once, kullanilacak her 100 ml stok solisyona 5 ml
glasiyal asetik asit eklendi.

3.2.1.2.Bakair siilfat iceren Schaudinn Fiksatifi

Kullanilan Maddeler

1.Bakir silfat (CuSO4 . 5H20)
2.9%95 Etil alkol

3.Gliserin

Hazirlanan Solusyonlar

* Bakir sulfat solisyonu

a. 1000 ml distile su icinde 20 g bakir sulfat i1sitilarak eritildi.
b. Solisyon sogumaya birakildi.

c. Cam kapakli bir sisede kullanilincaya kadar saklandi.

Yontem

1. 600 ml bakir sulfat solusyonu 300 ml %95 etil alkol ve 15 ml gliserin ile
karigtirnildi. Kullanilincaya kadar oda sicakhginda saklandi.

2. Kullanmadan hemen 6nce, kullanilacak her 100 ml stok solisyonuna 5 ml
glasiyal asetik asit ilave edildi.

Diski 6rnekleri sulu boya firgasiyla lama yayildiktan hemen sonra kurumadan
hemen Schaudinn fiksatifine daldirildi. Yaymalar standart salelerde, en az 30
dakika, hemen incelenmeyecekse en ¢ok bir gece sureyle tespit edildi.

3.2.2. %10 Formol Solisyonu

Kullanilan Maddeler
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1. Formaldehit (USP) (Formaldehit normalde %37 HCHO solusyonu olarak
satilmaktadir, ancak bu solisyondan dilisyon hazirlanirken, %100 olarak kabul
edilir)

Yontem

1. 100 ml formaldehit, 900 ml distile su veya SF ile karistirildi ve kullanilincaya
kadar kapali bir sisede saklandi.

2. Digki ornekleri %10 formol solisyonunda 3 kisim fiksatife 1 kisim digki
koyarak saklandi.

3.3. Diski Orneklerinin incelenmesi

Her bir taze digki 6rnegine DTBY (SF-Lugol), farkh yuzdirme ve iki ayri
¢cOkturme yogunlastirma yontemleri ile kalici boya yontemleri uygulandi.

3.3.1. Dogrudan Taze Baki Yontemi (DTBY)

3.3.1.1. Serum Fizyolojik (SF)

Kullanilan Maddeler
1. Sodyum Klorur (NaCl)
2. Distile su

Yontem
1. Cam sisedeki 100 ml distile su igerisine 0,9 g NaCl ilave edilip, tamami
¢ozulunceye kadar karigtirildi.

3.3.1.2. Lugol’un iyot Soliisyonu
Kullanilan Maddeler

1. Potasyum iyodur (Kl)
2. Toz halindeki iyot kristalleri (I2)

Ydntem

1. 10 g potasyum iyodur 100 ml distile suyun i¢inde ¢dzuldu.

2. Solusyon doyuncaya kadar 5 g iyot kristali eklendi (bir miktar iyot kristali
¢6zUinmemis olarak kald1).

3. Solusyon kahverengi bir cam kapakli sisenin igine suzuldi. Kirmizimsi
kahverengi renk acildiginda (genellikle 3-4 haftada bir) taze solisyon hazirlandi.
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4. Bu stok Lugol solusyonun bir birimi, kullanmadan 6nce 5 birim distile suyla
sulandirildi. DTBY’de kullanilan bu solusyon her hafta yenilendi.

Uygulama

Temiz bir lam Uzerine birbirine yakin olmamak kosulu ile birer damla SF ve
Lugol damlatildi. Bir gubuk yardimi ile karnigtirilan digki 6rneginden alinan
yaklasik 1 mg digki 6rnegi once SF iceren damla ile karistirildi. Ardindan yeniden
digki ornegi ile karistirilan gubukla alinan yaklasik 1 mg diski 6rnedi Lugol
damlasi ile karigtirildi. Her iki damla birer lamelle kapatilarak homojen karigimin
lamellerin kenarlarina esit olarak yayillmasi saglandi. Preparatta sivinin
buharlasmasini énlemek icin, hazirlandiktan hemen sonra mikroskopta x40
objektifi ile disuk 1s1k yogunlugunda sistemli ve dikkatlice incelendi. (Sekil 11).

i

Il

Sekil 11. Dogrudan taze baki (DTB) preparatlarinin sistematik incelenmesinde izlenen
yontem.

3.3.2. Yogunlasgtirma Yontemleri

3.3.2.1. Formol-Etil Asetat Coktlirme Yontemi (FEACY)

Kullanilan Maddeler

1. % 10 Formol

2. Etil asetat

Yontem

1. 1-1,5 g taze diski 10 ml %10’luk formol ile uygun bir cam veya plastik kap
icinde iyice suspanse edildi. Fiksasyonun tam olarak gergeklesmesi icin en az 30
dakika beklendi. Eger digkl ornegi sulu veya ¢ok yumusak ise materyalden 5-6
ml kullanildi.

2. %10 formolde tespit edilmis diski érnekleri iki tabaka gazli bezden diger bir
kap i¢ine stzuldu, buradan da 15 ml'lik konik santriflij tUpune aktarildi.

3. Uzerine 3 ml SF solisyonu eklendi. Santrifiij islemi sirasinda cevreye
sigramay! Onlemek igin tip ¢ok fazla doldurulmadi.
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4. Suspansiyon 400-500 X g'de 1-2 dakika santrifuj edildi. EGer Ustteki sivi
hala bulaniksa, bu kisim atildi ve ¢okelti SF ile sulandirilarak tekrar santrifij
edildi. Bu yikama islemi Ust sivi berraklasmaya baslayana dek tekrarlandi.

5. Cokeltiye birka¢ ml % 10 formol eklendi, tlp iyice calkaladiktan sonra
toplam hacim 10 ml olacak sekilde % 10 formol eklendi.

6. Suspansiyona 3 ml etil asetat eklendikten sonra, tipin agz tipa ile
kapatilarak 30 saniye kuvvetlice ¢alkalandi. Calkalama islemi sonrasi basinci
azaltmak igin tipa yavasca gevsetilerek gaz ¢gikmasina izin verildi.

7. Suspansiyon 400-500 X g'de 2-3 dakika santrifuj edildi. Santrifij sonrasi
tupte 4 tabaka goruldu: a) en Ustte etil-asetat , b) tipun duvarlarina yapisan bir
digki artigi tabakasi, c) formol tabakasi, d) ¢okelti (Sekil 12)

8. Digki artigi tikacini ortadan kaldirmak icin ust sivi bir gubuk yardimi ile
karistinldi (Sekil 13) ve Ustteki 3 tabaka c¢oOkeltiyi kaybetmeden dokuldu.
Kenarlarda kalan sivinin az bir miktarinin tekrar ¢okelti zerine akmasi beklendi
(Sekil 14).

9. Tek kullanimlik cam pipet kullanarak bu sivi ¢okelti ile karigtirildi. Cokeltinin
hala kati olarak kaldigi durumlarda birka¢ damla SF eklenerek vorteksle veya elle
calkalayarak karistirildi (Sekil 15).

10. inceleme igin iyotlu sollisyonlarla ve SF ile DTB preparatlari hazirlandi
(Sekil 16, 17).
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Sekil 12. Santriflj sonrasi tabakalar. Sekil 13. Digki artigi tikacinin ortadan
kaldirimasi.
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Sekil 14. Ust sivi atildiktan sonra tiip duvarindaki  Sekil 15. Cdkeltinin vorteksle karistiriimasi.
sivinin ¢okeltinin Gzerine inmesi.
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Sekil 16. Cokeltiden bir damlanin lam Gzerine
Aktariimasi Sekil 17. Cokeltinin lamelle kapatilarak dogrudan
taze baki (DTB) preparatinin

hazirlanmasi.

3.3.2.2. Modifiye Formol-Etil asetat Coktiirme Yontemi (MFEACY)

Kullanilan Maddeler

1. % 10 Formol

2. SF

3. Etil asetat veya eter

Yontem

1. 1-1,5 g taze diski 10 ml % 10’luk formol i¢inde uygun bir cam veya plastik
kap iginde iyice suspanse edildi. Fiksasyonun tam olarak gergeklesmesi i¢in en
az 30 dk beklendi. Eger diski 6rnegdi sulu veya ¢ok yumusak ise materyalden 5-6
ml kullanildi.

2. SUspansiyon iki tabaka gazli bezden temiz bir kap icine stiztldikten sonra,
15 ml’lik konik santrifij tiptne aktarildi.

3. Etil asetata dayanikh cerrahi eldiven giydikten sonra, stispansiyona 3 ml
eter veya etil asetat eklendi. TUuplun agzi basparmakla sikica kapatilarak 30
saniye suresince kuvvetlice c¢alkalandi. Calkalama sirasinda olugan gazin
basincini azaltmak i¢in arada bagparmak gevsetilerek yavasca gazin ¢ikmasina
izin verildi.

4. Suspansiyon 1000xg’de 3 dk santriflj edildi. Santrifij sonrasi tipte 4 tabaka
goruldl: a) en Ustte etil-asetat veya eter tabakasi, b) tipin duvarlarina yapisan
bir digki artigi tabakasi, c) formol tabakasi, d) ¢okelti (Sekil 12)

5. Digki artiginin olusturdugu tikag tip kenarindan bir gubuk yardimi ile ayrildi
(Sekil 13) ve gokeltinin Ustindeki 3 tabaka dokuldi. Bundan sonra tlp igindeki az
miktardaki sivi ¢okelti Uzerine akti (Sekil 14).

24



6. Tek kullanimlik cam Pasteur pipeti ile bu sivi ¢okelti ile karigtirildi.
Cokeltinin sispanse olmamasi halinde birkac damla SF eklenerek vorteksle
calkalandi (Sekil 15).

7. inceleme icin iyotlu soliisyonlarla ve SF ile DTB preparatlari hazirlandi
(Sekil 16, 17).

3.3.2.3. Modifiye Cinko Siilfat Yuizdiirme Yontemi (MCSYY)

Kullanilan Maddeler
1.Cinko sulfat kristali
2.Distile su

Hazirlanan SolUsyon
* Cinko sulfat solusyonu

1. 330 g ¢inko sulfat kristali 670 ml suda ¢ézundurulerek % 33 akkoz solisyon
elde edildi.

2. Su veya cinko sulfat kristalleri eklenerek dansitometre ile 6zgul agdirhdi
formolde korunmus érnekler icin 1,20 g/l, taze 6rnekler i¢in 1,18 g/l olacak sekilde
hazirlandi.

3. Kullanilan maddeler, her kullanim 6ncesinde kontrol edildi. Formol, SF ve
cinko sulfat temizliginden ve goérundr bir kontaminasyon olmadigindan emin
olundu. Cinko sulfatin 6zgul agirligi her ay dizenli olarak kontrol edildi.

Yontem

1. Kiguk bir ceviz boyutundaki (yaklasik 5 ml) taze digki ¢inko sulfat
solUsyonu iceren bir kap i¢inde iyice suspanse edildi.

2. Bu karigimla 0,5-1,0 ml ¢okelti elde etmek i¢in 15 ml'lik konik tabanl bir
tupe gazh bez ile stzuldl. Genellikle 1. basamaktaki 8 ml diski/¢inko sulfat
solusyonu karigimi yeterli geldi.

3. Tupun agzina kadar ginko sulfat solisyonu eklendi. (Sekil 18)

4. TapUn Uzerine lamel kapatildi. 25-30 dk beklendi.

5. 30 dk sonunda lamel dikkatlice tipun Uzerinden alinarak lamin Uzerine
yerlestirildi.(Sekil 19)

6. Lamelli tam alan mikroskobun 10x objektifi ile tarand1.

7.SUpheli bir yapi goérildiginde detay icin 40x objektif kullanildi. Lamelli
bdlgenin en az 1/3’U incelendi.
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Sekil 18. Tupilin Gzerine lamel yerlestiriimesi.  Sekil 19. Lamelin lam Uzerine yerlegtiriimesi.

3.3.2.4. Doymus Tuzlu Su Yuzdiirme Yontemi (DTSYY)

Hazirlanan Sollsyon
*  Doymus tuzlu su solusyonu

1. Kaynama noktasina ulasan 1 litre su igerisine ¢okelti olusuncaya kadar tuz
ilave edildi ve karistirildi. Coztinme islemi bitince soliisyonun sogumasi beklendi
ve iki katli gazl bezden siizildi. Ozgul agirhgi1,13 g/l olarak 6lguldu.

2. Bu solusyon sikica kapatiimis bir sisede saklandi. Kullanilan solisyonun
ozgul agirligr sik sik kontrol edildi.

Yontem

1. KlgUk bir ceviz boyutundaki (yaklasik 5 ml) taze diski 10 ml tuzlu su iceren
bir kap icinde suspanse edildi.

2. Bu karisim 0,5-1,0 ml ¢okelti elde etmek i¢in 15 ml’lik konik, yuvarlak tabanli
bir tipe gazli bez ile suzildu. Genellikle 1. basamaktaki 8 ml digki/tuzlu su
karisimi yeterli oldu.

3. Tupun agzina kadar tuzlu su eklendi.

4. Tapun Uzerine lamel kapatildi. 25-30 dk beklendi.

5. 30 dk sonunda lamel dikkatlice altindaki sivinin damlamasina izin
verilmeden tipln Uzerinden alinarak lama kondu.

Lamelli tim alan 10x objektif ile tarandi.

7. Supheli bir yapi gorildigiunde detay icin 40x objektif kullanildi. Lamelli
bdlgenin en az 1/3’U incelendi.

3.3.2.5. Sekerli Su Yiizdiirme Yontemi (SSYY)

Hazirlanan Solusyon
+ Sekerli su sollsyonu
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1. Kaynama noktasina ulagsan 1 litre su igerisine ¢Okelti olusuncaya kadar
seker ilave edildi ve karistirildi. Cozunme iglemi bitince suspansiyon sogumaya
birakildi. iki katl gazli bezden siiziildi. Ozgil agirhigr 1,32 g/l olarak 6lgild.

2. Bu suspansiyon sikica kapatiimig bir sisede saklandi. Kullanilan
suspansiyonun 6zgul agirligi sik sik kontrol edildi.

Yontem

1. Klguk bir ceviz boyutundaki (yaklasik 5 ml) taze digki 10 ml sekerli su
iceren bir kap icinde iyice ezilerek, karistirildi.

2.Bu karisim 0,5-1,0 ml ¢okelti elde etmek i¢in 15 ml'lik konik, yuvarlak tabanli
bir tlipe gazli bez ile stzuldl. Genellikle 1. basamaktaki 8 ml digki/sekerli su
karisimi yeterli oldu.

3. Tupun agzina kadar sekerli su eklendi.

4. TipUn Uzerine lamel kapatildi. 25-30 dk beklendi.

5. 30 dk sonunda lamel dikkatlice tipUun Uzerinden alinarak lama kondu.

6. Lamelli tim alan 10x objektif ile tarandi.

7. Supheli bir yapi goruldiginde detay icin 40x objektif kullanildi. Lamelli
bdlgenin en az 1/3’U incelendi.

3.3.2.6. Tuzlu-Sekerli Su Yuzdirme Yontemi (TSSYY)

Hazirlanan Sollsyon
*  Tuzlu-Sekerli su sollisyonu

1. Kaynama noktasina ulasan 500’er ml su igeren ayri ayri kaplara ¢okelti
olusuncaya kadar seker veya tuz ilave edildi ve karigtirildi. C6zinme iglemi
bitince ayri ayri suzullp siselere aktarildi. Daha sonra 500 ml doymus sekerli su,
500 ml de doymus tuzlu su suspansiyonlari karistirildi ve 6zgul agirligi 1,22 g/ml
olarak dl¢uldu.

2. Bu suspansiyon sikica kapatiimis bir sisede saklandi. Kullanilan
suspansiyon 6zgul agirhgi sik sik kontrol edildi.

Yontem

1. Kuguk bir ceviz boyutundaki (yaklasik 5 ml) taze digki 10 ml tuzlu-sekerli su
iceren bir kap icinde tamamen ezildi.

2. Bu karisim 0,5-1,0 ml ¢okelti elde etmek igin 15 ml’lik konik tabanli bir tipe
gazh bez ile suzuldi. Genellikle 1. basamaktaki 8 ml diski/tuzlu-sekerli su
karigimi yeterli oldu.

3. Tupun agzina kadar tuzlu sekerli su eklendi.

4. Preparat lamelle kapatildi. 30 dk beklendi.

5. 30 dk sonunda lamelin altindaki sivinin damlamasina izin vermeden
dikkatlice tupun Uzerinden alinarak lama kondu.
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6. Lamelli tum alan 10x objektif ile tarand1.
7. Supheli bir yapi goruldugunde detay icin 40x objektif kullanildi. Lamelli
bdlgenin en az 1/3’U incelendi.

3.3.3. Boyama Yontemleri

3.3.3.1. Trikrom Boyama Yontemi (TBY)

Calismamizda, her digki rnegine laboratuvarimizda rutinde kullanilan 500 ml
SIGMA (Lot: 091k4355, Kat. No: HT10-3-16) hazir trikrom boyasi ve bazi diski
ornekleri icin bizim asagidaki maddelerle hazirladigimiz trikrom boyasinin
Wheatley modifikasyonu kullanildi.

Kullanilan Maddeler

. Chromotrope 2R

. Light geen SF

. Fosfotungstik asit

. Glasiyal asetik asit

. %90’k etil alkol

. D’Antoni’nin iyot solusyonu
. Ksilen ya da toluen

. Karbol - ksilen

0O ~NO Ol h WDN P

Hazirlanan SolUsyonlar

* Trikrom boyasi

a. Temiz bir cam beher iginde 6 g chromotrope 2R, 3 g light geen SF ve 7 g
fosfotungistik asite 10 ml glasiyal asetik asit eklendi.

b. Karistirildi ve karisim 30 dakika bekletildi.

c. 1000 ml distile su ekleyip iyice karigtirildi.

d. Koyu mor renk alan boya, cam kapakli koyu renkli bir sisede saklandi. Stabil
olan boya sulandiriimadan kullanildi.

* %90 asit alkol

a. 995,5 ml %90 etil alkole 4,5 ml glasiyal asetik asit eklendi.

(%90 alkol elde etmek icin 93,75 ml %95’lik alkol, 6,25 ml distile su ile
karistirildi.)

Yontem

1. Schaudinn fiksatifi veya PVA fiksatifi ile tespit edilmis lamlar %70’lik etil
alkol iceren saleye aktarildi ve burada 2 dakika tutuldu.

2. %70’lik etil alkole demli gay renginde bir solisyon elde edene kadar
D’Antoni’nin iyot solisyonu eklendi, lamlar bu solusyonda 3-5 dakika tutuldu.
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3. Lamlar iki ayri %70’lik alkol solisyonunun her birinde 2-5 dakika tutuldu.

4. Schaudinn fiksatifiyle tespit edilmis lamlar 5-8 dakika, PVA fiksatifiyle tespit
edilmis lamlar ise 8-10 dakika sulandiriimamis trikrom boyasinda tutuldu.

5. Lamlari boyadan cikarip alt kogelerini kagit havlu uUzerine birka¢ kez
degdirerek fazla boyanin stiztlmesi saglandi.

6. Fazla boyasi slUzulmus dik tutulan lamlar 2-3 saniye %90 asit alkole
batinldi, kagit haviuya degdirdikten sonra 6nce %95 alkolde sonra, %100 alkol
veya karbol-ksilen solUsyonunda c¢alkalandi ve ikinci %100 alkol veya karbol-
ksilen solisyonuna aktararak boya fazlasi ortamdan uzaklastirildi.

7. Lamlar ikinci ve tglncu %100 alkol veya karbol ksilen soliusyonunda 2-5’er
dakika tutuldu.

8. Lamlar iki ayri ksilen veya toluen iceren salede 2-5’er dakika tutuldu.

9. Lamlarin uzerine Entellan® veya diger bir kaplama sollisyonu damlatarak
lamelle kapatildi ve saklandi.

TBY’nde kullandigimiz %95 alkol solusyonlari her gin, Schaudinn fiksatifi,
%70 alkol solusyonlari, %90 asit alkol ve %100 alkol solusyonlari her hafta
degistirildi. %70 alkol-iyot solisyonunun rengi acildiginda, ksilen her ay veya
dibinde tortu olustugunda, trikrom boyasi ise her ay degistirildi, bu sire iginde
eksilen boya stoktan tamamlandi.G”)

3.4. Selofan Bant Yontemi

Kullanilan Maddeler
1. Saydam selofan bant

2. Abeslang (dil basacagi)
3. Lam (rodajli kisimda hasta ismi yazil olmali)

Yontem

1. Yaklagik 7-8 cm uzunlugundaki selofan bant, lamin rodajli kismindan 1,5
cm disa tasacak sekilde (serbest ug), diger tarafi ise katlanarak lamin asagi
kismina yapisacak (sabit ug) sekilde bir mikroskop lami tzerine yapistirildi.

2. Calisma oncesi eldiven giyildi.

3. Daha sonra bandin sabit ucunun oldugu taraftan lamin alt kismina 2cm disa
tasacak sekilde paralel olarak bir abeslang (tek kullanimlik gubuk) yerlestirildi.
Bant serbest ucundan kaldirilip soyularak abeslang Gzerinden, yapiskan kismi
disa gelecek sekilde arka kisma dogru donduraldu.

4. Abeslanga dolanmig bandin yapiskanli tarafi, perianal bdlgenin sag ve sol
kisimlarina ve anusun mukozal kismina deddirildikten sonra, yapigkanh kisim
tekrar lam Uzerine geri yapistirildi.

5. Selofan banth lam plastik Petri kabi, ya da bir kutu igine konuldu.
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6. Selofan banth lam, 1sik mikroskobunun x10’luk objektifiyle, kisik isikta ve
kondansor asagida tutularak incelendi.

7. Yumurtalarin temiz bir sahada, daha iyi gorunmesini saglamak igin,
gerektiginde bant bir ucundan soyularak orta kisma bir damla toluen, ya da ksilen
damlatildi ve bant tekrar eski yerine yapistirildiktan sonra incelendi.

Bu yontem, kisi sabahlari kalkar kalkmaz, banyo yapmadan, tuvalete
gitmeden ya da anal boélge temizlenmeden énce uygulandi.

3.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tam istatistiksel analizler SPSS bilgisayar progaminda, ki-kare yontemi ile
yapildi ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

Bu calismada Temmuz 2012 — Temmuz 2013 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvari’na basvuran
hastalardan rastlantisal secilen 404’Unln diski érnekleri incelendi. Calismaya
dahil edilen 404 hastanin 203’a (% 50,3) erkek, 201’i (% 49,8) kadin hastalardi.
Hastalarin 163’0 18 yas alti, 79'u 19-34 yas arasli, 127’si 35 yas Ustu idi. Bu 404
hastanin 26’s1 acil poliklinik, 146’si1 cocuk sagligi, 61’i deri ve zuhrevi hastaliklari,
50’si gastroenteroloji, 44’0 gogus alerji, 41’i ic hastaliklari ve 36’si diger
polikliniklerden parazitoloji laboratuarina yonlendirilmisti. 123 hastanin ilgelerden,
271 hastanin ise il merkezlerinden bagvurdugu belirlendi.

Hasta grubu icerisinde gorulen klinik belirtiler karin agrisi, ishal, kusma, gaz,
kasinti, alerji ve kilo alamama idi.

Tuam digki 6rneklerine DTBY (SF-Lugol); yogunlastirma amaci ile iki ayri
coktirme (FEACY, MFEACY) ve dort ayri yuzdirme yontemi (MCSYY, DTSYY,
SSYY, TSSYY) ile TBY uygulandi.

Digki érneklerine uygulanan DTBY, FEACY, MFEACY, MCSYY, DTSYY,
SSYY, TSSYY ve TBY’den en az biri ile 404 olgunun toplam 72’sinde Blastocystis
turleri, G.intestinalis, E.coli, D.fragilis veya |.butschlii belirlendi.

DTBY ile 404 olgunun 61’inde Blastocystis turleri, 5’inde G. intestinalis, 1’inde
E. coli ve 1’inde ise lodamoeba butschlii saptandi.
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Coktirme yontemlerinden FEACY ile 404 hastanin 58’inde Blastocystis tiirleri,
6’sinda G. intestinalis, 2’sinde E. coli bulunurken, MFEACY’nde ile 61’inde

Blastocystis tiirleri, 7’sinde G. intestinalis, 2’sinde E. coli saptandi.

Yuzdurme yontemleri ile ¢aligma grubunda saptanan parazitlerin dagilimi
Tablo 2’de 6zetlenmistir.

TBY uygulandiginda ise 404 hastanin 61’'inde Blastocystis fiirleri, 7’sinde G.
intestinalis, 2’sinde E. coli, 1'inde D. fragilis ve 1’'inde I. butschlii saptandi. (Tablo

2)

Tablo 2. 404 hastada saptanan parazitlerin dagilimi.

Blastocystis G. intestinalis E. coli D. fragilis | I. butschlii | Toplam
Tirleri

DTBY 61 (89,7) 5 (7,4) 1 (1,5) - 1(1,5) | 68(94,4)
FEACY 58 (87,8) 6 (9,1) 2 (3) - - 66 (91,7)
MFEAGY | 61 (87,1) 7 (10) 2 (2,9) - - 70 (97,2)
MCSYY 6 (50) 6 (50) - - - 12 (16,7)
DTSYY 6 (54,5) 5 (45,5) - - - 11 (15,3)
SSYY 6 (60) 4 (40) - - - 10 (13,9)
TSSYY 6 (54,5) 5 (45,5) - - - 11 (15,3)
TBY 61 (8,5) 7 (9,7) 2(28) | 1(14) | 14 | 72(100)

*YUzdeler satir yuzdesidir.

DTBY: Dogrudan taze baki yontemi

FEACY: Formol etil-asetat ¢coktirme yontemi

MFEACY: Modifiye formol etil-asetat ¢oktiirme yontemi

MCSYY: Modifiye ginko stlfat yizdirme yontemi

DTSYY: Doymus tuzlu su ylzdirme yéntemi

SSYY: Sekerli su ylizdlirme yontemi

TSSYY: Tuzlu-sekerli su ylizdiirme yontemi

TBY: Trikrom boyama ydntemi

Saptanan protozoonlarin yas guplarina gore dagilimi Tablo 3'te

Ozetlenmistir. Bu grupta en sik gorltlen parazit olarak Blastocystis turleri
go6zlenmigtir.

Tablo 3. Yas guplarina gore saptanan protozoonlarin dagihmi.

18 yas ve alti | 19-34 yas arasi | 35 yas ve ustii Toplam

n(%)*

(n=163) (40,5) | (n=79) (19,5) | (n=127) (31,4)
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Blastocystis 16 (9,8) 16 (20,3) 29 (22,8) 61 (52,9)
turleri

G. 6 (3,7) 0 1(0,8) 7 (4,5)
intestinalis

E. coli 1(0,6) 1(1,3) 0 2(1,9)
D. fragilis 0 0 1(0,8) 1(0,8)
|.butschlii 0 0 1(0,8) 1(0,8)
Toplam 23 (14,1) 17(21,5) 32 (25,2) 72 (60,8)

*Yuzdeler sutun ytzdesidir.

Farkli yontemlerin farkli parazitleri saptama yetenekleri karsilastirildiginda
Blastocystis turlerini saptamada DTBY’nin ¢dktirme yontemleri ile arasinda
anlamli bir fark saptanamazken (p>0,5), yuzdirme yoéntemlerinden anlamli
dizeyde (p<0,001) daha basarili bulunmustur.

G. intestinalis’i saptamada ise ¢okturme yontemlerinden MFEACY, FEACY’ye
oranla daha iyi sonuglar vermis, yuzdirme yontemleri arasinda ise en iyi yontem
MCSYY olarak belirlenmigtir.

Digki ornekleri E. coli agisindan ele alindiginda, ¢okturme yodntemlerinin
DTBY’den daha basarili oldugu gézlemlendi.

5. TARTISMA

Gastrointestinal parazitlerin tanisinda digkida helmint yumurta veya
larvalarinin ve/veya protozoa trofozoit veya kistlerinin gdsterilmesi gereklidir.
Bunun i¢in uygun kosullarda alinmis olan digki 6rnekleri yine uygun yontemlerle
incelenmelidir. DTBY, hem kisa zaman almasi hem de uygulamadaki kolayliklari
nedeniyle hemen her parazitoloji laboratuarinda dncelikli olarak kullaniimaktadir.
Bu yontem taze diski Orneklerinde protozoa trofozoitlerinin hareketli olarak
izlenmesine olanak verirken, eritrosit ve I6kosit varligini da gbzleme olanagi
saglamaktadir. Yumurta, trofozoit ya da kistlerin digskida gegici olarak bulunmasi
ya da sayinin degiskenlik gostermesi halinde Gg ayri ginde alinmis olan Ug ayri
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ornegin degerlendiriimesi taze bakinin basarisini arttirmaktadir. Ancak, protozoa
kistleri ve helmint yumurtalarinin az sayida bulunmalari halinde, DTBY yetersiz
kalmakta, parazite ait yapilari dansite farkindan yararlanarak fekal materyalden
ayirip yogunlastirmak, tani sansini arttirmaktadir.®©

Ulkemizde gastrointestinal sistemi tutan paraziter enfeksiyonlarin goériilme
sikliginin ic  Anadolu’da®839 948 49-30,8; Akdeniz’de®?4l) 0415,15-55,7;
Marmara’da243) 9%1,97-21,45; Dogu Anadolu’da®“*4% %17,2-26,09; Ege’de(#6:47)
%12,83-48,57 ve Glineydogu'da“849 9049,2-90,47 arasinda degisim gosterdigi
bildirilmistir. Ulkemizde yas guplarina gére parazitlerin dagihmini arastirmaya
yonelik cesitli calismalar yapilmistir. Cocuk yas gubunda, Guneydogu
Anadolu'da yapilan bir galismada G. intestinalis ve E. vermicularis'in®® Dogu
Anadolu Bolgesi'nde yapilan diger bir arastirmada ise ¢V G. intestinalis ve E. coli
‘nin en sik rastlanan parazitler oldugu bildiriimigtir. Edirne'de yapilan benzer bir
arastirmada®? cgocuk yas gubunda en sik rastlanan parazitler olarak G.
intestinalis ve E. vermicularis'in saptandigi, izmir'de yapilan bir galismada bu yas
gubunda en sik rastlanan parazitler olarak G. intestinalis ve E. vermicularis'in
goruldiagu bildirilmistir®354). Yapilan bu galismalarda genellikle tek basina DTBY
uygulanmigtir. Nadiren birkag digki  6rnegi icin diger yontemlerden
yararlaniimigtir.

Bagirsakta protozoon ve helmintlerin neden oldugu paraziter hastaliklar tim
dunyada iki milyardan fazla insani etkilemektedir 4%, Bu hastaliklar, az gelismis
ulkeler basta olmak Uzere, halen dinyada dnemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir®®. Bu Ulkelerde alt yapi yetersizligi, hijyenik kurallara yeterince
uyulmamasi ve gevre sartlarinin parazitlerin yasama ve yayilmasi igin uygun
olmasi nedeniyle, bagirsak parazitlerine baglh enfeksiyonlar gtncelligini
korumaktadir (57:58.59),

Parazitlerin insanda gorilme sikligina etki eden olasi faktorlerden biri de
cinsiyettir. Bu konuda erkeklerde daha sik parazite rastlandigini belirten
calismalar oldugu gibi®”59 iki cins arasinda bir fark bulunmadidini belirten
calismalara da rastlanmaktadir (60.61.62),

Cografik ozellikler ve iklim kosullari gz 6nune alindiginda en sik gorulen
parazitler agisindan, ulkeler arasinda 6nemli farkliliklar bulundugu gérulmektedir.
Brezilya'da bagirsak parazitlerinin insidansina yonelik bir ¢aligmada, 5 yasin
altinda en sik goérulen parazitlerin G. intestinalis, Ascaris lumbricoides ve
Trichuris trichiura oldugu(®®, Kuveyt'te yapilan galismada ise Blastocystis tirleri
ve Endolimax nana'nin en sik rastlanan parazitler doldugu bildiriimektedir®Y,
Cocuk yas gubunda, tek basina (en sik E. vermicularis) helmint enfeksiyonlarinin
gorildiigund belirten galismalara da rastlanmaktadir 63
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Blastocystis turleri, immun direnci dismus kisilerde uzun suren ve tekrarlayici
diyarelere neden olabildigi gibi, turist diyaresi etkeni olarak da bilinmektedir.
Insidansin gelismekte olan ulkelerde %13-50, gelismis Ulkelerde ise %1,5-10
civarinda oldugu; bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, gaz, uykusuzluk, istahsizlik,
kilo kaybi, kasinti, tenezm gibi semptomlara sebep olabildigi; bu nedenle
potansiyel bir patojen olarak tedavi edilmesi gerektigi bildiriimektedir-64),

Calismamizda Ege Bolgesi'nde yer alan Manisa ilindeki Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesinde 404 hastanin 72'sinde parazit
saptanmistir. En sik rastlanan parazit 61 olgu ile Blastocystis tlrleri olmustur.
DTBY ve TBY bu 61 hastanin tUmunu saptamig, ¢oktirme yontemleri ile 58,
yluzdirme yoéntemleri ile 6 hastada tani konabilmistir. Blastocystis tlrlerini
saptanmada DTBY ve TBY en etkili yontemler olarak belirlenmigtir.

G. intestinalis 6zellikle cocuklarda sik rastlanan ve yurdumuzda kronik ishalin
en sik sebebini olusturan protozoondur®®, Enfeksiyon insanlara genellikle
enfekte Kistleri iceren su ve besinlerin oral yolla alinmasi ile bulasir ve siklikla
asemptomatiktir. Ancak bazen ishal, karin agrisi, gaz gibi sindirim sistemi
belirtilerine, pis kokulu ve yagli kronik ishale neden olabilir. Kilo kaybi, 6zellikle
IgA eksikligi olan gocuklarda buyume ve gelisme geriligi gozlenebilir. Yag emilimi
bozulabilir; folik asit, B12 ve A vitamini eksiklikleri olusabilir.

Calismamizda MFEACY ve TBY ile G. intestinalis enfeksiyonu saptanan 7
olgunun timinde enfeksiyon etkenleri saptanirken; FEACY ve MCSYY ile 6
olguda, DTBY, DTSYY ile 5 olguda, SSYY ile 4 olguda parazitler gosterilmistir.

E. coli saptanan 2 digki 6rneginin 1’i DTBY ile saptanabilirken, her iki
¢cOktirme yontemi 2 digkl érneginde de basarili olmus, ayrica E. coli kistlerinin
saptanmasini kolaylastirmistir. TBY de her iki diski 6rneginde pozitif sonug
vermistir.

D. fragilis tanisi, ardisik gunlerde veya gunasiri alinan en az t¢ digki érneginin
trikrom veya demir hematoksilen gibi kalici boyalarla incelenmesine
dayanmaktadir. Diski 6rneklerinden hazirlanan taze preparatlarda D. fragilis, E.
nana buyukligunde ve yuvarlaktir. Cekirdek yapisi DTBY ile gorilemez. Kesin
tani icin fikse edilmis digki ornekleri, trikrom veya demir hematoksilen ile
boyanmalidir. Trofozoitler birka¢ saatte dejenere oldugundan, hizh fiksasyon
gereklidir. Bu amagla, PVA ve Schaudinn’in fiksatifi kullanilabilir. Bu fiksatifler
civa igerdigi igin toksik olmasi nedeniyle, ¢inko sulfatla hazirlanmig sekilleri de
tanida kullanilabilir®®. Cogu laboratuvarda rutin olarak kullaniimamakla birlikte,
tanida kullanilan en duyarli metotlardan birisi de kalturdtr. Kultar igin en sik
kullanilan besiyeri, Robinson besiyeridir. Dobell ve Boeck Drobohlav besiyerinde
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de kolaylikla Uretilebilmektedir 7). Caismamizda D. fragilis sadece TBY ile 1
ornekte saptandi.

I. butschlii sadece bir diski érneginde DTBY ve TBY ile saptanmistir.
Cokturme ve ylzdiurme yontemleri bu parazit igin etkili sonuglar vermemistir.

Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi, gercek parazit sikligini saptamada hangi
yontemlerin kullanildigi blydk 6énem tasir. Farkh parazitlerin farkli evrim
sekillerinin taninmasinda kullanilan yontemlerin etkinlikleri degisiklik gosterebilir.

Digki  orneklerinin  parazitolojik incelemelerinde ucuzlugu ve Kkolay
uygulanabilirligi nedeni ile en sik kullanilan yéntem DTBY’dir. Ancak bu yontemin
duyarlihgl dusuk, hata payi ise yuksektir. Parazitolojik tanida kalici boyama
yontemlerinin diginda en 6nemli ydontem gubu ¢oktlirme ve ylzdurme ydontemleri
olarak ikiye ayrilan yogunlastirma yontemleridir. Yaptigimiz c¢alismamizin
amaclarindan biri farkli yogunlastirma yontemlerinin avantaj ve dezavantajlarini
birbirleri ile karsilastirmakti.

Yogunlastirma yontemlerinde son zamanlarda eterin yanici bir madde
olmasindan dolayi; eter yerine etil asetatin da kullanilabilecegi bildiriimistir. Diski
ornekleri Taenia saginata, T. solium, Hymenolepis nana yumurtalari veya G.
intestinalis kistleri icerdigi zaman etil asetat eterden daha etkilidir; bu yumurta
veya Kkistlerin digki artigi tikacina takilma egilimleri daha azdir. Etil asetatin
dezavantaji ise taze yagh veya mukuslu digki orneklerinde bu maddelerin
giderilmesinde eter kadar etkili olmamasidir.?) Calismamizda her iki goktirme
yonteminde guvenlik agisindan daha avantajli olan etil asetat tercih edilmistir.

Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tibbi Parazitoloji
Laboratuvar’'nda uzun suredir uygulanan MFEACY, standart FEACY’ye oranla
daha az asama igermekte ve buna bagli olarak daha kisa sirmektedir. Bununla
beraber, mikroskop alaninda daha fazla diski kalintisi gézlenmektedir. Her iki
¢Oktirme yonteminde lamin Uzerine alinan digki ¢okeltisi lamelin kapatiimasini
engelleyecek kalinlikta ise, bir kalemin arka ucuyla lamel Gzerine bir iki kez
vurulmasi lamelin daha iyi oturmasini saglayabilir.

Cokturme yontemleri uygulanan 404 digki 6rnegi pozitiflik orani agisindan
degerlendirildiginde, MEACY FEACY’ye oranla daha fazla diski érnegi icin pozitif
sonug ortaya cikarmistir. FEACY 404 hastanin 66’'sinda, MFEACY ise 70’inde
pozitif sonu¢ vermistir. MFEACY’nin zaman agisindan daha kisa surmesi de bu
yontemin avantajini arttirmaktadir ve diski laboratuvarlarinda rutin yogunlastirma
yontemi olarak kullaniimasi tavsiye edilebilir.
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Yuzdurme yontemlerinin temel ilkesi yuksek 6zgul agirlikh suspansiyonlarin
protozoon Kistlerini ve bazi helmint yumurtalarini digki artiklarindan bagimsiz
olarak yuzdurmesidir. Yuzdurme sonrasi elde edilen materyal digki artiklarindan
arindigindan parazitler ¢goktirme yontemi ile elde edilen ¢okeltiye oranla daha
kolay fark edilir. Protozoon Kkistleri ve nematod yumurtalarinin ¢odu bu
yontemlerle ytzer.(11.19.21)

Yuzdurme yontemlerinin en o©Onemli dezavantaji kullanilan kimyasal
maddelerin parazitlerden daha blyuk yogunluga sahip olmalari nedeniyle
yumurta ve kist duvarlarinin bir sure sonra buzusmesi ve morfolojilerinin
bozulmasi ile tani koymanin guglesmesidir. Bu nedenle ylizdirme yontemleri
kullanildiginda, yuzey tabakalarindan alinan preparatlar 10-20 dakika i¢inde
incelenmelidir. Kist ve yumurtalarin kullanilan kimyasal maddelere fazla maruz
kalmasindan kaginmak icin bir defada yalniz birka¢ diski 6rnegine yuzdirme
yontemi uygulanmalidir. YUzdUrme yontemlerinin diger bir dnemli dezavantaiji,
Ozellikle 1,20 g/mlI’den daha dustk yogunluktaki kimyasal maddelerin kullanildigi
yontemlerde trematodlarin, bazi sestodlarin ve doéllenmemis Ascaris
yumurtalarinin yizmemesidir. Bu nedenle rutin yogunlagtirma yontemi olarak
yuzdirme yontemlerini kullanan laboratuvarlarda hem yuzey filmi, hem de ¢okelti
incelenmelidir.1. 21)

Parazitoloji laboratuvarlarinda yuzdirme yodntemleri arasinda en sik tercih
edileni CSYY’dir. CSYY’nin protozoon kistlerini, Hymenolepis nana ve kancali
kurt yumurtalarini saptamada, formol - etil asetat (eter) yontemlerinden daha etkili
oldug@u bildirilmistir.?2 Ancak bu yontemde kullanilan ginkonun pahali olmasi ve
santrifij gerektirmesi nedeniyle yontemin santrifij gerektirmeyen bir
modifikasyonu ve c¢inko yerine tuz, seker gibi alternatifler de kullaniimaktadir.

Tarkiye’de parazitoloji laboratuvarlarinda uzun stre doymus tuzlu su
yuzdurme yontemi kullanilmistir; oysa bu yontem daha c¢ok veteriner
parazitolojisinde tercih edilmektedir. Doymus tuzlu su ucuz ve hazirlanmasi kolay
bir c¢ozeltidir. Bu ydntemin uygulama asamasinda santrifij kullanilmamasi,
yontemin uygulanabilirligini arttirmaktadir. Yontemin uygulama asamasinda
tupun Gzerinde bulunan lamelde tuzun hemen kristallesmesi lamelin lam Gzerine
kapatiilmasini zorlagtirmaktadir. Ancak lamelin kenarindan pipet yardimiyla bir
miktar su verildiginde lamelin kapanmasi kolaylasmaktadir.

Calismamizda amagclarimizdan biri de santrifij kullanma olanagi bulunmayan
saglk merkezlerinde Ozellikle helmintlere yonelik ve saha c¢alismalarinda
kullanilabilecek ylzdurme yontemlerini karsilastirarak ideal yontem/yéntemleri
bulmakti.
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Calismamizda santifuj kullanimini gerektirmeyen yontemlerden MCSYY ile
12, DTSYY ile 11, $SYY ile 10, TSSYY ile 11 diski drneginde parazit saptanmis;
MCSYY ile DTSYY, $SYY ve TSSYY arasinda anlamli bir fark (p>0,5)
bulunamamistir. Sekerli ve tuzlu-sekerli su preparatlarinin zaman acgisindan
MCSYY’den daha kisa surdugu, ancak MCSYY’nin daha iyi sonuglar verdigi
g6zlenmistir. Sekerin ¢ok kisa slirede marmelatlagsmasi, seker iceren $SSYY ve
TSSYY’de preparat hazirlanmasini zorlasmaktadir.

Sonugta, elde ettigimiz veriler, MCSYY’de kullanilan g¢inkonun daha pahall
olmasi g6z o6nune alndiginda, bu yontem uygulanamadiginda DTSYY’nin
kullanilabilecegini dusundurmustur.

Diski 6rneklerinin pozitifligini arttirmada kalici boyali yaymalar oldukca
onemlidir. Digki Orneginin iyi boyanabilmesi ve organizmalarin karakteristik
morfolojilerinin ortaya ¢gikmasini saglamak igin diski drneginin iyi tespit edilmesi
onem tasir. Calismamizda, her digki 6rnegi igin civa klorur ve bakir sulfat igeren
iki farkli Schaudinn fiksatifi kullanildi. Ancak saptanan parazitlerin netligi
agisindan, bakir silfatin kullanildigi Schaudinn fiksatifi, civa klorlr kullanilan
Schaudinn fiksatifi kadar basarili olmadi. Tespit sliresi organizmanin tirine ve
hangi evrede bulunduguna gore belirlendi ve en az 30 dakika yapildi.

Cokelti olusumunu engellemek igin, boyamadan 6nce, Schaudinn fiksatifi ile
tespit edilen digki yaymalarindan civa klorar ve bakir sulfati uzaklastirmak icin
lamlar iyotlu %70’lik etil alkol solisyonuna daldirildi. Civa klérariin veya bakir
sulfatin uzaklastinimasini saglayan alkol iyot solusyonu sik sik dedgistirildi,
ozellikle kirmizimsi kahverengi olan rengi solmaya basladiginda kullaniimadi.

Calismamizda, her digki rnegine laboratuvarimizda rutinde kullanilan 500 ml
SIGMA (Lot: 091k4355, Kat. No: HT10-3-16) hazir trikrom boyasi ve bazi diski
ornekleri igin bizim 3.3.3.1’de belirtilen malzemelerle hazirladigimiz trikrom
boyasi kullanildi. Rutinde kullanilan trikrom boyasinin, patoloji laboratuvarlari igin
daha uygun olmasindan dolayi; kendi hazirladigimiz trikrom boyasi parazitleri
boyamada, saptamada ve ayirt etmede daha basarili bulunmustur.

TBY’nin laboratuvarlarda kullaniminin yayginlasmasi, modifiye yontemlerin
gelistirimesine yonelik ¢alismalara yol agmistir. inceleme icin ancak az sayida
digkl 6rnegdi kabul eden ve parazit tanisi igin sinirli sayida personeli ve zamani
olan laboratuvarlar igin hizli bir TBY tanimlanmistir.%® Bu yontemle boya, alkol
ve berraklastirma ajanlari direk olarak lamlarin Gzerine uygulanir, lamlar 10
dakika icinde boyanabilir ve sonuglar standart yontemlerle karsilastirilabilecek
durumdadir.
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TBY’de berraklagtirma ajani olarak kullanilan ksilen ve benzeri kimyasal
maddelerin kullanimi sonucu ortaya ¢ikan potansiyel toksik sorunlar nedeni ile
ksilenin yerine gecgebilecek yanici ve toksik olmayan, dogada kolay yok olabilen
maddeler arastinimig, Hemo De adh bir maddenin kullanilabilecegi
bildirilmigtir.(69

Boyanmis lamlar yUksek derecede alkol ve berraklastirma ajanlariyla
dehidrate edilirken, suyun sonraki solusyonlara taginmasini onlemek igin bu
solusyonlar sik degigstirildi. Cok sayida lam boyaniyorsa solusyonlar sik
degistirildi ve kapaklari sizintiya izin vermeyecek sekilde kapali tutuldu. Suyun
bir solisyondan digerine tasinmasini azaltmak igin %100 alkol ve Kksilen
basamaklarinda ikiser sale kullanildi. Bazi laboratuvarlar dehidratasyon
yonteminde %100 alkollin yerine karbol-ksilen solisyonu kullaniimaktadir.(®

Bu calismada elde ettigimiz bulgular, digki o6rneklerinin parazitolojik
incelemesinde DTYB’nin yararh oldugunu, ancak ideal bir inceleme icin her digki
ornegine bir yogunlastirma yéntemi ile kalici bir boyanin da uygulanmasinin
gerektigini disundirdi. Yogunlastirma yontemi olarak eger santrifij ve olanak
varsa bir ¢coktirme yontemini tercih edilmeli; yoksa MCSYY veya DTSYY
uygulanmalidir. Verilerimiz ayrica MFEACY’nin FEACY kadar etkin ve ondan
daha kolay uygulanabilir oldugunu gostermistir. TBY ise Ozellikle Wheatley
modifikasyonu uygulandiginda protozoonlarin tanisinda ve ayirt edilmesinde son
derce basarili olmustur.

6. SONUC

Bu calismada Temmuz 2012 — Temmuz 2013 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvari’na bagvuran
hastalardan rastlantisal olarak secilen 404 hastanin digki drnekleri incelendi.
Tum diskl 6rneklerine DTBY; yodunlagtirma amaci ile iki ayri ¢oktirme (FEACY,
MFEACY) ve dort ayri ylizdirme yontemi (MCSYY, DTSYY, SSYY, TSSYY) ile
TBY uygulandi.

Bu yontemlerden en az biri ile 404 olgunun 72’sinde (% 17;8) bagirsak
protozoonlari saptandi. Bu protozoonlar ve hasta sayilari sOyleydi: Blastocystis
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turleri 61 (%15), G. intestinalis 7 (%1,7), E. coli 2 (%0,5), D. fragilis 1 (%0,3), 1.
butschlii 1 (%0,3).

DTBY ile 404 olgunun 61’inde Blastocystis turleri, 5’'inde G. intestinalis, 1’inde
E. coli, 1 Dientamoeba fragilis ve 1’inde ise lodamoeba butschlii saptandi.

Coktirme yontemlerinden FEACY ile hastalarin 58’inde Blastocystis fiirleri,
6'sinda G. intestinalis, 2’sinde E. coli bulunurken, MFEACY ile 61’inde
Blastocystis tiirleri, 7’sinde G. intestinalis, 2’sinde E. coli saptandi.

Yuzdirme yontemleri ile olgularda saptanan parazitler soyleydi: MCSYY ile 6
Blastocystis turleri, 6 G. intestinalis (toplam 12); DTSYY ile 6 Blastocystis turleri,
5 G. intestinalis (toplam 11); SSYY ile 6 Blastocystis turleri, 4 G. intestinalis
(toplam 10); TSSYY ile 6 Blastocystis turleri, 5 G. intestinalis (toplam 11).

MCSYY ile DTSYY, SSYY ve TSSYY arasinda anlamlh bir fark (p>0,5)
bulunamadi. Sekerli ve tuzlu-sekerli su preparatlarinin zaman agisindan
MCSYY’den daha kisa surdugu, ancak MCSYY’nin daha iyi sonuglar verdigi
goruldu. Sekerin ¢ok kisa surede marmelatlagsmasinin, seker iceren SSYY ve
TSSYY’de preparat hazirlanmasini zorlastirdigi gézlendi.

TBY uygulandiginda ise 404 hastanin 61’inde Blastocystis tiirleri, 7’sinde G.
intestinalis, 2’sinde E. coli, 1'inde D. fragilis ve 1’inde I. butschlii saptandi.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda; yogunlastirma yontemi olarak, eger
santrifij ve olanak varsa, bir ¢oktirme yénteminin tercih edilmesinin gerektigi
soylenebilir. Verilerimiz ayrica MFEACY’nin FEACY kadar etkin, ondan daha
kolay ve kisa surede uygulanabilir oldugunu gdstermistir. Bu nedenle
MFEACY’nin diski laboratuvarlarinda rutin yogunlastirma yontemi olarak
kullaniimasi tavsiye edilebilir.

Saha kosullari uygun olmadiginda, santriflij veya zaman bulunmamasi gibi
durumlarda ise yogunlastirma yontemi olarak MCSYY, o da uygulanamiyorsa
DTSYY kullaniimasinin yararl olacagi dusunuldud.

Diski 6rneklerinin parazitolojik incelemesinde DTBY’nin yararl oldugu, ancak
ideal bir inceleme igin her diski 6rnegine bir yogunlastirma yontemi ile kalici bir
boyanin da uygulanmasinin gerektigini sonucuna varildi.

D. fragilis gibi parazitlerin tanisi i¢in gerekli, protozoon trofozoitlerinin ayrimi
icin ¢ok yararh olan TBY’nin, 6zellikle Wheatley modifikasyonu ¢ok basarili
bulunmustur. Bu yodntem, farkli morfolojik sekil ve boyutlara sahip olabilen
Blastocystis turlerinin ayirici tanisinda da yararl olmustur.

39






7. BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

J “ : CELAL BAYAR UNIVERSITESI
e TIP FAKULTESI DEKANLIGI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR
ETiK KURULU
Sayr :129 04.04.2012

Konu : Arastirma Hakkinda

Prof. Dr. Ulgen Zeki OK

“Diskimin  parazitolojik incelenmesinde kullamlan cesitli yogunlastirma yontemlerinin
karsilagtirllmasi” isimli arastirmaniz Etik Kurulumuz tarafindan incelenmis ve etik agidan
uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Prof. Dr. Erciimént OLMEZ
Baskan
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HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

ARASTIRMANIN ADI :Digkinin parazitolojik incelenmesinde kullanilan cgesitli
yogunlastirma yontemlerinin karsilagtiriimasi.

CALISMANIN ACIK ADI: Digki inceleme yontemlerinin karsilastirilmasi ve daha

avantajli ydontemlerin belirlenmesi. Goniilliiniin Bas Harfleri <<
>>

Bir arastirma caligsmasina katiimaniz istenmektedir. Katiimak isteyip
istemediginize karar vermeden 6nce arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin
nasil kullanilacaginin galismanin neleri igerdigini, olasi yararlarini risklerini ve
rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir. Lutfen agagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile
doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska calismada da yer
aliyorsaniz bu ¢galigmada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDA MIYIM?

Calismaya katiip katilmama karari tamamen size aittir. EJer calismaya
katilmaya karar verirseniz imzalanmaniz igin size bu Bilgilendirilmig Gonulli Olur
Formu verilecektir. calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgursunuz.
Eger isterseniz, bu galigmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Diski 6rneklerinin parazitolojik agidan incelenmesi sirasinda digkida seyrek
bulunan bazi yapilarin yogunlastirilarak daha iyi tani konabilmesi amaciyla bazi
yontemler uygulanmaktadir. Coktirme veya yuzdlirme esasina dayali farkli
yogunlastirma yontemlerinin her birinin bazi avantaj ve dezavantajlari vardir.
Calismamizin amaci farkli laboratuvar ve saha kosullarinda kullanilabilecek en
avantajli yontemleri belirlemektir.

CALISMA iSLEMLERI:

Parazitoloji laboratuvarina gelen diski érneklerine, digkinin incelenmesi igin
kullanilan farkh ydntemler uygulanarak, birbirleriyle karsilagtirilacak ve
degerlendirilecektir.
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CALISMAYA KATILMAMIM NE GiBi OLASI YAN ETKILERI, RISKLERiI VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Bu calisma igin, normal muayeneniz sonucu istenilen digki érneg@i alinacaktir.
Sizin igin herhangi bir risk tagimamaktadir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Diskinin yodunlastiriilmasinda kullanilan yontemlerin kullanilabilirlikleri; avantaj
ve dezavantajlari karsilastirilacak ve cgesitli kogullara en uygun yontemler
belirlenecektir.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Bu calismada normal muayeniz sirasinda istenilen digki 6érnegi alinacaktir. Size
veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi sosyal guvenlik kurumuna ek
bir gider odetilmeyecektir. Bu ¢alismaya katilmig olmanizdan dolay1 herhangi bir
zarar gorurseniz Calisma destekleyicisi bunu, Tarkiye Cumhuriyeti yasalarina
uygun olarak karsilayacaktir.

KiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Kisisel bilgiler kullaniimayacak; sadece digki inceleme yontemleri karsilastirilarak
degerlendirme yapilacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KIiSILER

Hilya OZKAN...
Profesér Dr. Ulgen Zeki OK...

Calismaya Katilma Onayi

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tartigstim ve kendisi butun sorularimi
cevapladi. Bu bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya
katilmayi kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hur irademle imzaliyorum. Bu
onay, ilgili higbir kanun ve ydonetmeligi gegersiz kilmaz. Doktorum saklamam igin
bu belgenin bir kopyasini galisma sirasinda dikkat edecegim noktalari da
icerecek sekilde bana teslim etmisgtir.

Goénlillti / Hastanin adresi:
Gondllii / Hastanin telefonu:

Géniillii / Hastanin Adi Soyadi: Imzasi Tarih
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Veli / Vasinin Adi Soyadi: Imzasi Tarih
Veli / Vasinin adresi ve telefonu:

Riza alim islemine basindan

Sonuna kadar taniklik eden

Adi Soyadi Gérevi Imzasi Tarih
Aciklamalari yapan arastirmacinin

Adi Soyadi Imzasi Tarih
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