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Modifiye Edilmis Trikrom Boyama
Metodu ve Wheatley'in Trikrom
Boyama Metodunun Karsilastiriimasi

Comparison of The Modified Trichrome Stain
Method With Wheatley's Trichrome Stain Methods

Oz

Calismada parazitin karakteristik 6zelliklerini tespit etmede modifiye trikrom ve Whe-
atley’in trikrom boyama yontemlerinin karsilastiriimasi amaglanmistir. Ornekler Direk,
modifiye asit fast ve modifiye trikrom boyama ile incelenmis ve 9 negatif ve 68 pozi-
tif olarak tespit edilen toplam 77 6rnek, Wheatley'in trikrom boyama metodu ile de bo-
yanmig ve 151k mikroskobunda incelenmigtir. Calismada Wheatley’in trikrom boyama
metodu ile 77 6rnegin 25 tanesinde pozitiflik saptanmistir. Modifiye trikrom boyama me-
todu ile pozitif bulunan 43 6rnek ise Wheatley’in trikrom boyama metodu ile negatif ola-
rak belirlenmigtir. Ayrica modifiye trikrom boyama yontemi ile negatif olarak tespit edi-
len 9 6rnek de yine Wheatley’in trikrom boyama yontemi ile de negatif olarak tespit edil-
migtir. Sunulan ¢aligma ile amip trofozoitlerinin mikroskobik tanisi i¢in modifiye trik-
rom boyama yonteminin Wheatley’in trikrom boyama yonteminden daha etkili oldugu
belirlenmistir.

Abstarct

The study, to compare the modified trichrome staining methods and Wheatley’s trich-
rome staining methods which used of determine parasitic characteristics. A total of 77
samples, which were determined as 9 negative and 68 positive by saline-iodine, modi-
fied asic fast and modified trcihrome staining, were stained with Wheatley’s trichrome
staining method and examined by light microscopy with immersion oil. Positivity was
detected at 25 of 77 samples stained by Wheatley’s trcihrome staining method. 43 sam-
ples which were detected as positive by staining modified trichrome staining method were
found to be negative by Wheatley’s trichrome staining method. Also 9 samples which
were determined as negative by modified trichrome staining method were determined
as negative by Wheatley’s trichrome staining method. This study showed that modifi-
ed trichrome staining method is more effective than Wheatley’s trichrome method stai-
ning for microscopic diagnosis of amoebic trophozoites.

Giris

Gelismekte olan tilkeleri tehdit eden en 6nemli saglik sorunlar arasinda yer alan intesti-
nal parazitler, Tiirkiye’de de her yas ve her kesimde yaygin olarak goriilmektedir (1-3).

Intestinal parazitlerin tanisinda bircok yontem bir arada kullanilarak sonug alinabil-
mektedir. Kalic1 boya yontemleri, hazirlanan digki preparatlarinin daha sonra incelene-
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bilmesine olanak saglamasina ek olarak, protozoonlarin mor-
folojik yapilarinin tanimlanmasinda da yiiksek duyarlilik gos-
termektedir. Trikrom boyama yontemi de, protozoonlarin dig-
kidaki artefaktlardan, konak ve maya hiicrelerinden ayirt edil-
mesinde ve protozoonlarn i¢ yapilarinin incelenmesinde sik-
likla kullanilan kalici boyama yontemidir (4-7).

Bagirsak protozoonlarinin tespiti i¢in digkinin mikros-
kobik incelenmesinde, bir¢ok yontemin birarada kullanil-
masinin tanida giivenilirligi artirdig1 bildirilmigtir. Parazit-
lerin teshisindeki basari, laboratuvar ¢alisanlarinin bilgi dii-
zeyinin ve kullanilan yontemlerin etkili olmasina baglidir.
Ornegin serum fizyolojik ve lugol gibi yontemlerle direk in-
celenmesi morfolojik olarak parazitin diger elementlerden
ayirt edilmesini saglar. Ancak atipik formlarin ve az sayi-
da parazitin goriildiigii yada ayn1 digki 6rneginde birden faz-
la parazit icerdiginden tanida zorluklar yasanabilir. Diinya
genelindeki laboratuvarlarda, Wheatley’in trikrom boyama
metodu, demir hematoksilen, giemsa, Wright’s metilen ma-
visi ve iyot-trikrom boyama gibi ¢ok sayida basarili boya-
ma yontemi kullanilmakta ancak bunlarin hepsi yorucu ve
zamana alic1 yontemlerdir (3,8,9). Bu nedenle, basit, hizli
ve giivenilir bir boyama teknigine ihtiya¢c duyulmaktadir.
Trikrom boyama metodu, protoozoon trofozoitlerinin tanin-
mas1 ve birbirlerinden ayirtedilmesi i¢in en sik kullanilan
kalic1 boyama yontemidir (3,8,9).

Calismada da parazitlerin karakteristik ozelliklerini tes-
pit etmede modifiye trikrom ve Wheatley’in trikrom boya-
ma yontemlerinin karsilastirilmasi amaglanmugtir.

Gerec¢ ve Yontem

Rutin bakida paraziter agisindan direk, modifiye asit fast
ve modifiye trikrom boyama ile incelenerek 9 negatif ve 68
pozitif olarak tespit edilen toplam 77 digki 6rnegi calisma-
ya almmuigtir. Her bir 6rnekten iki yayma yapilmig ve hem
modifiye trikrom hemde Wheatley'in trikrom boyama me-
todu ile boyanmuistir. Uygulama prosediirii Tablo 1’de gos-
terilmistir.

Calismada boyanan ornekler immersiyon yagi ile 151k
mikroskobunda incelenmistir.

Bulgular

Calismada Wheatley’in trikrom boyama metodu ile 6r-
negin 25 tanesinde pozitiflik saptanmigtir Modifiye trikrom
boyama metodu ile pozitif bulunan 43 6rnek Wheatley’in
trikrom boyama metodu ile negatif olarak saptanmigtir. Ay-
rica modifiye trikrom boyama yontemi ile negatif olarak tes-
pit edilen 9 6rnek de Wheatley’in trikrom boyama yonte-
mi ile de negatif olarak tespit edilmistir (Tablo 2). Her iki
boya yontemi ile pozitif saptanan drnekler sekil 1 de veril-
mistir.
Tablo 2. Modifiye trikrom ve Wheatley'in trikrom boyama
yontemleri ile boyanan digskir 6rneklerindeki parazit sayisi

Modifiye Wheatley'in
trikrom trikrom
boyama boyama
metodu metodu
Blastocystis hominis 37 22
Cryptosporidium parvum 34 0
Cyclospora cayetanensis 0
Giardia intestinalis 2
Entamoeba coli 10 4
Entamoeba hartmanni 1 0
Dientamoeba fragilis 4 0
Microsporidium 4 0
Enterobius vermicularis 1 0

Tartisma

Bagirsak protozoonlarinin tanist i¢in digkinin mikrosko-
bik olarak incelenmesinde birka¢ yontemin bir arada kulla-
mlmasi tanida duyarliligi artirmaktadir. Digki 6meklerinin mik-
roskobik incelenmesinde, siklikla serum fizyolojik ve liigol
soliisyonu ile direk mikroskobik inceleme yapilmakta ve buna
ek olarak da ¢oklagtirma yontemleri ile birlikte kalic1 boya
yontemleri de tan1 amacli kullanilmaktadir (1.4).

En sik kullanilan kalict boyama yontemlerinden biri olan
trikrom boyama yontemi, iyi boyanan parazitin yapilarini

Tablo 1. Wheatley'in trikrom boyama ve modifiye trikrom boyama yontemleri

Wheatley'in trikrom boyama metodu Modifiye trikrom boyama metodu
Siire Kimyasal Siire Kimyasal
30 dk Shaudin fiksatif soliisyonu (GBL-2750) 30 dk Shaudin fiksatif soliisyonu
10 dk Iyot soliisyonu 1 dk D’antoni Soliisyonu
4 dk %70 denatiire etanol (GBL-3178) 1 dk %70 metanol
4 dk %70 denatiire etanol (GBL-3178) 1 dk %70 metanol
60 dk Wheatley’in trikrom soliisyonu (GBL-2253) 8-10 dk Trikrom boyast
3 sn %90 asetik etanol (GBL-2255) 8-10 sn %90 asit alkol
3 dk 9%99.5 etil alkol Calkala %100 metanol
3 dk Ksilen 30 sn %100 metanol
1 dk Ksilen
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Sekil 1. a) Moifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Blastocystis hominis kistleri b) Wheatley'in trikrom boyama metodu

ile boyanan Blastocystis hominis kistleri ¢) Modifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Entamoeba coli kistleri d) Wheatley'in
trikrom boyama metodu ile boyanan Entamoeba coli kistleri ) Modifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Giardia intestina-
lis f) Wheatley'in trikrom boyama metodu ile boyanan Giardia intestinalis.

ayrintili olarak gostermekte ve preparatin bozulmadan
uzun siire saklanabilmesine olanak saglamaktadir. Digki in-
celemesinde kullanilmasi yararli olan ve laboratuvar orta-
minda hazirlanabilen bu boya, yiiksek diizeyde stabil ve uzun
bir raf 6mriine sahiptir (4,9,10,11). Caligmada kullanilan trik-
rom boyama yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Ru-
tin olarak kullanilan trikrom boyasindan (11) farkliliklart kul-
lanilan soliisyonlarin sirast ve dakikasi degistirilmistir.
Yontem ayrintili olarak tablo 1 de verilmistir.

Ulasilan kaynak bilgilerde gore bir caligmada 12.321 dig-
k1 6rnegi nativ-lugol ve trikrom boyasi yontemleri kullani-

larak parazit acisindan degerlendirilmistir. Trikrom boya-
ma yontemi ile 6rneklerin %53 tinde parazit saptanirken, na-
tiv-lugol yontemi ile 6rneklerin %47’sinde parazit saptan-
mistir (12). Tiirkiye’de de buna benzer bir caligmada
amoebiasis tanisinda digki Orneklerinin incelenmesinde
nativ ve trikrom boyama yontemleri karsilastirilmigtir. Ca-
Iisilan 215 digki 6rneginin nativ inceleme ile 97’sinde En-
tamoeba histolytica saptanmisg, ancak trikrom boyama ile in-
celenen 97 pozitif ornekten 11’inde parazite rastlanmamis-
tir. Sonug olarak nativ incelemede %40 oraninda yalanci po-
zitiflik tespit edilerek trikrom boyama yonteminin Entamoe-
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ba histolytica tanisindaki dnemine dikkat ¢ekilmigtir (9).

Tan ve arkadaslari da, taze digki 6rneklerinde Entamoe-
ba histolytica trofozoitlerini Eozin-Y, Wheatley’in trikrom
ve iyot boyalari ile boyayarak etkilerini karsilastirdiklari ¢a-
lismada, Eozin-Y tekniginin Entamoeba histolytica identi-
fikasyonunda daha etkili oldugunu bildirmislerdir (8). Ya-
pilan calismada ise modifiye edilmis trikrom boya yonte-
minin Wheatley’in trikrom boyama yontemine gore proto-
zoonlarin boyanmasinda daha etkili bulunmustur. Bu durum
kullanilan yontemden kaynaklanmis olabilir.

Aykan ve arkadaglari (6), direk inceleme ile protozoon
yoniinden pozitif bulduklar1 159 digki 6rnegini trikrom bo-
yama yontemi ile incelemiglerdir. Aragtiricilar 151 6rnek-
te sadece kist yada kistle beraber trofozoit, 8 drnekte ise sa-
dece trofozoit varligi gézlemleyerek tiir tayini yapmuglar-
dir. Protozoonlarin tiir diizeyinde tanisinda, direk inceleme-
nin yani sira gaita 6rneginin uygun fiksatif kullanildiktan
sonra kalic1 boyama yontemi ile incelenmesinin taniy1 daha
giivenilir kilacagint saptamislardir (6).

Daldal ve arkadaglari da (13) yaptiklari bir calismada 6zel-
likle amoeabiosis etkenlerinden biri diistiniildiigtinde nativ-
lugol yonteminin yaninda trikrom boyama yonteminin de
uygulanmasinin etkenin tespit edilmesinde ve taninmasin-
da biiyiik yararlar saglayacagina dikkat cekmislerdir.

Bagka bir ¢alismada da cesitli poliklinik ve kliniklerden
karm agrisi, ishal, kabizlik, gaz, bulant1 ve istahsizlik gibi
gastrointestinal sistem sikayetleri ile gonderilen 155 digki
orneginde konvansiyonel ve ticari trikrom boyama yontem-
leri karsilastirtlmis, konvansiyonel trikrom boyama yonte-
minin ticari trikrom boyama yonteminden daha iistiin oldu-
gu gosterilmistir (4). Bu calismada da, modifiye trikrom bo-
yama yonteminin parazitlerin morfolojilerini tanimlamasi
acisindan Wheatley’in trikrom boyama yonteminden etki-
li oldugu saptanmugtir.

Parazitoloji laboratuvarinda trikrom boyasi, protozoon-
larin i¢ yapisinin goriilerek tanimlanmasi icin kullanilir
(14,15). Trikrom boyas1 digk1 6rneklerini boyamak icin et-
kili ve dogru bir yontem olarak goriilmektedir (12).

Wheatley'in trikrom boyama metodu ge¢miste bircok bi-
lim insani tarafindan parazit tespiti i¢in digki drneklerinin
kalic1 boyamasinda kullanilmis ve olduk¢a duyarli bir
yontem oldugu tespit edilmistir (16). Ancak sunulan bu ca-
lisma ile protozoonlarin mikroskobik tanist i¢in modifiye
edilmis trikrom boyama yonteminin Wheatley’in trikrom bo-
yama yonteminden daha etkili oldugu gosterilmistir.
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