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Ishalli Olgularda Bagirsak Protozoonlarinin Tanisinda
Nativ-Lugol Ve Trikrom Boyama Yéntemlerinin
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Bu c¢alisma bagirsak protozoonlarinin yol actigi enfeksiyonlarin tanisina yonelik nativ, lugol ve trikrom boyama
yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlarini saptamak amact ile yapilmustir.

500 digkt 6rnegi ayrt ayrt nativ,lugol ve trikrom boyama yontemleri ile incelenmistir. Diski 6rneklerinin nativ,lugol
yontemi ile 26’sinda (%5.2) Giardia intestinalis, 11’inde (%2.2) Entamoeba histolytica, 9unda (%1.8) Entemoeba coli,
10™anda (%2) Trichomonas intestinalis, 3 ande (%00.6) Blastocystis hominis, 1’inde (%0.2) Endolimax nana, 1’inde (%60.2)
Entamoeba hartmanni, ve 1’inde (%00.2) Chilomastix mesnili bulunmusken, trichrome boyasinda, 31’inde (%06.2) G.
intestinalis, 14 inde (%2.8) E. histolytica, 11’inde (%2.2) E.coli, 4tinde (%0.8) B. hominis, 2’sinde (%00.4) E.nana,
T’inde (%0.2) E. bartmanni saptanmustir. T. intestinalis ve C. mesnili bu boya yontemi ile saptanamamusgtir.

Sonug olarak, rutin parazitolojik diski incelemelerinde 6zellikle amoebiosis etkenlerinden biri diistinildiginde
nativ-lugol yénteminin yaninda trikrom boyama yonteminin de uygulanmasinin etkenin tespit edilmesinde ve
taninmasinda biiytik yararlar saglayacagi kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Ishal, Native,Lugol, Trikrom Boyast, Protozoon

Comparison of Native-Lugol and Trichrome Staining Methods in Diagnosis of Intestinal Protozoa in
Cases With Diarrhea

The advantages and disadvantages of the native, lugol and trichrome methods used for the diagnosis of intestinal
protozoa were investigated.

500 stool samples were examined with saline(native), lugol and trichrome staining methods.

Of the stool samples analysed by native and lugol staining methods, G. intestinalis in 26 (5.2%), E. histolytica in 11
(2.2%), E. coliin 9 (1.8%), T. intestinalis in 10 (2%), B. hominis in 3 (0.6%), E. nana in 1 (0.2%), E. bartmanni in 1
(0.2%) and C. mesnilii in 1 (0.2%) were detected, whereas in the case of trichrome staining, G. intestinalis in 31
(6.2%), E. histolytica in 14 (2.8%), E. coli in 11 (2.2%), B. hominis in 4 (0.8%), E. nana in 2. (0.4%), E. hartmanni in 1
(0.2%) and were determined. We were unable to detect 1. intestinalis and C. mesnilii by this method.

In conclusion, in routine parasitological stool examinations, especially in amebic cases, trichrome staining along
with native- lugol method may provide great benefit in the detection and diagnosis of the agent.
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+12. Ulnsal Parazitoloji Kongresinde (24-28 Eyliil 2001, Elazag) sunulmugtur.

Bagirsak protozoonlarinin tanst igin digkinin mikroskobik incelenmesinde, tek bir yontem yeterli olmadigindan
birka¢ yéntemin bir arada kullanimi ile tatmin edici sonuglarin elde edildigi bildirilmistir. Tanida basarinin laboratuar
calisanlarinin tant yontemlerini iyi bilmelerine ve hangi 6zel yontemlerin uygulanmasina karar verebilmelerine bagl
oldugu belirtilmistir.!-3

Ishalli diskilarda protozoon trofozoitlerinin bozulmamast ve hareketlerinin yavaslamamast igin en ge¢ yarim saat
icinde ve sogumadan incelenmesi, eger bu zaman icerisinde incelenemiyorsa tesbit edilmesi gerektigi bildirilmektedir.*

Diskinin dogrudan serum fizyolojik (nativ) ve lugol eriyigi ile incelenmesindeki amag, parazitin morfolojik yapisint
diger diski elemanlarindan kolaylikla ayirt edebilecek sekilde saptamaktir. Ancak parazit az sayida oldugunda, parazitin
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atipik formlart goérildiginde veya aynt diski 6rneginin
birden fazla parazit icermesi durumunda dogru tan
konulmasinin zor oldugu ifade edilmektedir. Ozellikle
E.histolyticanin ~ direkt baki ile gorilmesi ve tur
ayiriminin yapilmast kolay olmadigindan, bu konuda
deneyimli parazitologlara, ayrica gelismis parazitoloji
laboratuarlarina  gereksinim  duyulmaktadir.  Disk1
yaymalarinda en stk kullanidan kalict boya yontemi
olan trikrom yénteminin protozoon trofozoitlerinin
taninmasinda ve birbirlerinden ayiriminda  deger
tasidigt vurgulanmaktadir.,%59

Bu calismada ishalli olgularda nativ,lugol yéntemleri
ile trikrom boyama yénteminin tanida avantajlari ve
dezavantajlari karsilastirilmis, hangi durumlarda hangi
yontemin rutin olarak kullanilmasinin yararli olacagt
arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Malatya ili merkezinden Inoni Universitesi Tip
Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezine gesitli klinik ve
polikliniklerine ishal yakinmalartyla basvuran ve
Parazitoloji Anabilim Dali laboratuarina gonderilen
toplam 500 hastada bagirsak protozoonlarin varligs
arastirilmistir.

Arastirma  kapsamindaki ishalli digkilarin  alindig
hastalar yas ve cinsiyet ayrimt gézetmeksizin secilmis
ve diski 6rnekleri nativ,lugol ve trikrom yéntemleriyle
ayri ayri incelemeye alinmustir.

Nativ - Lugol Yontemi

Temiz lam tzerine bir tarafina bir damla fizyolojik su
(%00.85), bir tarafina da lugol solusyonu damlatilmis,
plastik  karistirict  yardimiyla  diskinin - degisik
yerlerinden piring tanesi buytkliginde almnan digki
lamin Gzerine alinarak homojen hale getirilmistir.
Uzerine lamel kapatlan preparatlar mikroskobun
o6nce 20 sonra da 40k objektifi ile tam saha
taranmistir.

Trikrom Yoéntemi’

1. Schaudinn Fiksatifi

Doymus Civa Kloriir (HgClz) Solusyonu: 1000ml
distile suya 90gr. Civa klortr eklenerek sitilmis ve
sogumaya birakilmistir. Stiziilen 600 ml doymus civa
klorar solisyonuna 300ml %95 etil alkol ve 15ml
gliserin karigtirlmis ve kullanidmadan hemen 6nce,
kullanilacak her 100ml stok solisyonuna 5ml glasiyel
asetik asit eklenmistir.

2. D’Antoni’nin fodin Soliisyonu
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1gr Potasyum iodir (KI), 100ml distile su icerisinde
¢ozilmesiyle tzerine 1.5gr iyot kristalleri (I) ekleyip
kirmizimst  kahverengi alana kadar calkalanmustir.
Soliisyon kahverengi cam kapakli bir siseye stiziilerek
muhafaza edilmistir. Kullanilacagi zaman %70’lik etil
alkole demli cay renginde bir solisyon elde edene
kadar eklenmistir.

3. Trikrom Boya Soliisyonu

Temiz bir balon icindeki 6gr chromothrope 2R, 3gr
light green SF, 7gr fosfotungistik asit, 10ml glasiyel
asetik asit eklenmistir. Iyice calkalandiktan sonra 30
dakika beklenmis, 1000ml distile su eklenerek iyice
karistinlmustir. Koyu mor renk alan boya cam kapakls
sisede saklanmus, sulandirilmadan kullanilmustir.

4. Asit Alkol
995.5ml %90 etil alkole 4.5ml glasiyel asetik asit
eklenmistir.

Trikrom Yénteminin Uygulanmasi

Ishalli diskilardan bir suluboya fircast ile alinan diski
lama surilerek, cok sulu digkiar ise yumurta aki
strtlerek kurutulmus lamlara yayilmis ve kurumasina
izin vermeden Schaudinn fiksatifine daldirdmigtir.
Burada en az yarim saat tutulan lamlar sirast ile
D’Antoni’nin iodin solisyonu ve %70’lik etil alkol
iceren iki salede 1’er dakika siireyle bekletilmistir.
Trikrom boya solisyonunda 10 dakika bekletilen
lamlar ¢ikartilarak, fazla boyanin siiziilmesi saglanmus,
daha sonra %90 asit-alkol 15 saniye streyle batirilmus,
%100 alkol iceren salede calkalanmis 2. %100 alkol
iceren salede 30 saniye bekletilmistir. Ksilen iceren
salede 1 dakika bekletilmis, buradan cikarilarak
kurumaya birakilmistir. Preparatlar mikroskobun 100
lik objektifiyle incelenmistir.

BULGULAR

Inéni  Universitesi Tip Fakiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali laboratuarina gelen toplam 500 ishalli
olgunun nativ, lugol ve trikrom yontemleri ile
bakisinda 74 kiside (%14.8) 8 farkli parazit saptanmis
olup dagilimi tablo 1°‘de g&sterilmistir.

Tablo 1: Saptanan Protozoonlarin dagilimi

Parazit Say1 %
G. intestinalis 31 6.2
E. histolytica 14 2.8
E. coli 11 2.2
T. intestinalis 10 2
B. hominis 4 0.8
E. nana 2 0.4
E. hartmanni 1 0.2
C. mesnili 1 0.2
Toplam 74 14.8
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Nativ, lugol ve trikrom yoéntemleri ile yapilan
incelemelerden alinan sonuglar tablo 2 de toplu olarak
gOsterilmistir.

Tablo 2: Nativ-lugol ve trikrom boyama yéntemlerinin
karsilagtirilmast

Protozoon Nativ- % Trikrom %
Lugol
G. intestinalis 26 5.2 31 6.2
E. histolytica 11 2.2 14 2.8
E. coli 9 1.8 11 2.2
T. intestinalis 10 2 - -
B. hominis 3 0.6 4 0.8
E. nana 1 0.2 2 0.4
E. hartmanni 1 0.2 1 0.2
C. mesnili 1 0.2 - -
Toplam 62 12.4 63 12.6
TARTISMA

Yurdumuzda cesitli illerde bagirsak protozoonlatinin
dagiimi ile ilgili c¢alismalarda  %8.6-23 insidans
bildirilmistir.31° Cahismamizda 500 ishalli olgunun
%14.8%tnde bagirsak protozoonu saptanmis olup,
diger sonuglarla paralellik géstermektedir.

Uner ve arkadaslart ishalli digkilarda yaptiklart bir
calismada E. histolytica'ya %1, E. coli'ye %1 ve E.
nana'ya %1 oraninda rastladiklarint aciklamuglardir.!!
Calismamizda E. bistolytica %02.8, E. coli %.2.2 ve E.
nana %0.4 oranlarinda saptanmustir. Bu degetlerin

bizim  buldugumuz oranlarla  uyumlu oldugu
gorilmistir.
Diskinin = mikroskobik  incelemesinde uygulanan

yontemler, hastanin yakinmalarina, diskinin kivamina,
kan ve mukus icerip icermemesine, laboratuar
calisanlarinin niteliklerine gbre farkliliklar gosterdigi
bildirilmektedir. Parazit tanisinda en sik kullanilan
yontemler nativ,lugol, ¢éktirme veya ylzdirme ve
kalict boyalar olup, nativ yonteminin kullaniminin
kolay ve ucuz olmasi, 6zellikle trofozoitlerin canlt ve
hareketli olarak izlenmesine olanak saglarken lugol
yontemi trofozoitlerin yapisint bozup 6ldirduginden
daha cok kistlerin i¢ yapilarinin daha iyi gérilmesini
sagladigt vurgulanmistir.?

Diskida bagirsak protozoonlarinin  tanisinda  direkt
yontemlerin yanisira yardimer tant yontemi olarak
boyama yontemleri kullanilmaktadir.Disk:t yaymalari
bu amagcla taze diskidan veya PVA’da saklanmis
digkilardan elde edilebilir. Rutin diskt bakisinda en sik
kullanilan y6ntemlerin trikrom ve demir hematoksilen
boyama yontemleri oldugu bildirilmistir.
Entamoebidae ailesinin pek ¢ok dyesinin dogru
tanimlanmasinda kist ve trofozoitlerin  icindeki
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organellerin ayrintili olarak gériilmesi gerekmektedir.
Preparatlarda yer alan organizmalarin ve cesitli
yapilarin farklt renklerde boyanmalari, kiiciik ve az
sayidda  bulunan  organizmalarin  daha  kolay
bulunmalari tanida 6nemini arttirmaktadir. Trikrom
boyasina goére demir hematoksilen boya yontemi
karmagik, zaman alict ve bu boyanin hazirlanmasinda
deneyimli personele gereksinim duyuldugundan rutin
tanida uygulanmasinin zor oldugu bildirilmektedir.!37

Bagirsak protozoonlarin tanisinda trikrom boyama
yonteminin etkinligini arastirmada, Uner ve ark’nin
diskida bagirsak prozoonlarina yonelik ¢aligmalarinda,
%24.1°1 nativ-lugol’de, %37’si trikrom’da rastlandig
bildirilmistir.'! Diger calismalarinda ise 100 ishalli
diskida nativ-lugol yontemiyle %1’inde E. histolytica,
%Vinde E. co/i, bulunmugken trikrom boyasinda
%2’sinde E. histolytica, %2’sinde E. coli, %1’inde E.
nana, %3unde I butschlii saptamuglardir.!? Ok. ve
ark’nin yaptgi bir calismada toplam 311 diskida nativ-
lugol yontemi ile %1.2 oraninda protozoa kisti,
%0.4’4  protozoa trofozoit’ine rastlarken, trikrom
boyasinda %1.4 oraninda protozoa kisti %2.11
protozoa trofozoit’ine rastlamislardir.?

Bu calismada nativ-lugolde %12.4, trikrom’da %12.6
olarak saptanan oranlarin diger calismalar gére dustuk
olmast T. intestinalis ve C. Mesnili'nin trikrom
yonteminde rastlanmadigindan kaynaklandigt kanisina
varilmistir. Parazit oranlarina tek tek bakildiginda ise
diger ¢alismalarla uyumlu oldugu gorillmektedir.

Sonug olarak, rutin parazitolojik diski incelemelerinde
ozellikle amoebiosis etkenlerinden biri
dustndldiginde, nativ-lugol yénteminin  yaninda
trikrom boyama yonteminin de uygulanmasinin
etkenin tespit edilmesinde ve tanimnmasinda buyuk
yararlar saglayacagi kanisina varilmugtir.
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