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Gaita Orneklerindeki Protozoonlarm Trikrom Boyasi
Kullanilarak Degerlendirilmesi

Berna AYKAN', Kayhan CAGLAR', Semra KUSTIMUR'

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, 06500 Besevler, Ankara

OZET: Bagirsak protozoonlarinin tanisinda morfolojik inceleme, patojen olan ve olmayan tiirlerin ayirt edilmesinde bugiin halen gegerli
olan bir yontemdir. Kalici boyama yoéntemleri ise hazirlanan gaita preparatinin daha sonra incelenebilmesine olanak saglamasi ve
protozoonlarin morfolojik yapilarini iyi bir sekilde ortaya koymasi nedeniyle tercih edilir. Bu galismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina inceleme igin gonderilen 2141 adet gaita Ornegi trikrom boyasi ile boyanarak
incelenmistir. Incelenen 2141 gaita 6rneginden 165’inde toplam 181 adet (%7,70) parazit organizma bulundugu gézlenmistir. Yedi
ornekte helmint varligi saptanmistir. Gaita drneklerinde toplam 174 adet protozoon bulunmus ve trikrom boyasi ile degerlendirilmistir.
Calismamiz sonucunda, genel olarak trikrom boyama yontemi bagirsak protozoonlarinin degerlendirilmesinde %87,93 oraninda basarilt
bulunmustur. Sonug olarak, patojen olan ve olmayan protozoonlarin tiir diizeyinde tanisinda direkt incelemenin yaninda trikrom boyama
yonteminin kullanilmasimnin taniy1 daha giivenilir kildig1 goriilmektedir.

Anabhtar sézciikler: Protozoon, gaita, trikrom boyama.

Evaluation of the Protozoa Found in Fecal Samples Using the Trichrome Staining Method

SUMMARY: The morphological diagnosis of intestinal protozoa is a widely accepted method today. A permanent staining method is
preferred since it can visualize the morphological details of protozoal cysts and it allows the stool specimens to be reevaluated later. In
this study, 2141 stool specimens sent to the clinical microbiology laboratory of the Gazi University Hospital were examined using the
trichrome staining method. We determined 181 parasitic organisms in 165 (7.70%) of these 2141 specimens. Helminthic organisms were
detected in seven of these samples. Protozoa were found in 174 specimens evaluated with the trichrome staining method. In our study,
trichrome staining was found to be 87.93% successful in the identification of intestinal protozoa. In conclusion, it was seen that the
trichrome staining method could make a reliable diagnosis possible when used in addition to the direct examination of the stool
specimens in the identification of intestinal pathogenic and nonpathogenic protozoa to the species level.
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GIiRiS

Bagirsak parazitleri toplumuzun her yas ve her kesiminde ve
yurdumuzun tim boélgelerinde yaygin olarak goriilmektedir
(16). Bagirsak protozoonlarinin amact ile gaita
Orneklerinin mikroskobik incelemelerinde, ancak bir ¢ok

tanisi

yontem bir arada kullanildiginda tatmin edici sonuglar
alinmaktadir. Gaita Orneklerinin serum fizyolojik ve iyot
soliisyonlar1 kullanilarak direkt incelemesi, tiim diinyada
bagirsak parazitozlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan ve
bircok o6nemli infeksiyon da taniya olanak saglayabilen
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yontemlerdir (15). Ancak rutin olarak uygulanan bu ydntemle-
rin parazit organizmay: tanimlamada yetersiz kaldigr durum-
larda, kalic1 boyama yontemleri, hazirlanan gaita preparatinin
daha sonra incelenebilmesine olanak saglamasi ve yapilart
tespit edilebilir derecede boyamasi sebebiyle tercih edilir.

Caligmamizin amaci, klinik mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen gaita O6rneklerinde bulunan protozoon kistlerinin
trikrom boyasi ile

degerlendirilmesi ve tir diizeyinde

tanimlanmasidir.
GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarina 26 Mart - 22 Haziran 2001
tarihleri arasinda inceleme icin yollanilan 2141 adet gaita
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ornegi oOncelikle serum fizyolojik ve 1iyot soliisyonlari
kullanilarak direkt olarak incelenmistir. Protozoon igerdigi
goriilen ya da protozoon kistine benzer siipheli yapilar izlenen
ornekler, ayrica trikrom boyama iglemine tabi tutularak
bagirsak protozoonlar agisindan degerlendirilmistir.

Protozoonlar boyutlari, sekilleri, c¢ekirdek yapilari, karyo-
¢ekirdekteki
dagilimi, kromatoid cisimler, vakuoller ve ¢esitli inkliizyon

zomlarin  bulunus ve yerlesimi, kromatin
cisimlerinin bulunusglari ve goriiniimleri gibi cesitli morfolojik
ozellikleri degerlendirilerek tanimlanmugtir.

BULGULAR

Gaita ornekleri dnce serum fizyolojik ve iyot soliisyonlar ile
direkt mikroskobik incelenmeye alinmistir. 2141 &rnegin
direkt incelenmesi sonucu 165 6rnekte (%7,70) toplam 181
parazit organizma varligi saptanmistir. 165 gaita Orneginin
7’sinde helmint varligt (bir Ornekte Ascaris lumbricoides
yumurtalari, lic 6rnekte Taenia segmentleri ve yumurtalari, bir
ornekte Enterobius vermicularis eriskin formu, bir Ornekte
larvast ve bir Ornekte de
Hymenolepis nana yumurtalari); geri 158 gaita
orneginde ise protozoon varligi (kist, trofozoit ve kist bezeri
yapilar) saptanmustir. Helmint gorillen gaita Orneklerinden
birinde ayn: zamanda bir protozoonun da bulundugu
gozlenmistir. Boylece toplam 159 gaita 6rneginde protozoon
varlig1 saptanmug ve bu 6rnekler trikrom boyast ile incelemeye
almmigtir.

Strongyloides  stercoralis

kalan

Protozoon yoniinden incelenen 159 gaita 6rneginin 151’inde
sadece kist veya kist ile birlikte trofozoit oldugu gériilmiis, 8
ornekte ise sadece trofozoit varligi gozlenmistir. Bu 151
ornegin 15’inde iki farkli protozoonun bir arada bulundugu
saptanmig, boylece toplam olarak 174 ayri protozoon Ornegi
trikrom boyama ile incelenmistir. Kist ve kist ile birlikte
trofozoit yapilar1 goriilen 166 protozoonun 153’{ trikrom
boyama islemi sonrasinda yapilan mikroskopik inceleme ile
tanimlanmis ve tiir tayini yapilmustir. Geri kalan 13 kist yapist
boyama sonucu izlenememistir. Sadece trofozoit igeren 8
yapilar1  da
tanimlanamamustir. Bu sekiz 6rnekten hazirlanan preparatlarda

ornekteki  trofozoit trikrom boyast ile
trofozoit yapilart ya goriilememis ya da iyi boyanmadiklar
icin tamimlanamamuglardir. Toplam olarak 174 protozoon
iceren Ornegin trikrom boyama islemi sonucunda 153°1 tiir
diizeyinde tanimlanmis, 21’1 ise (13 kist yapist ile sekiz

trofozoit yapisi) tanimlanamamugtir. Calismamiz sonucunda,

trikrom  boyama  yontemi genel olarak  bagirsak
protozoonlarinin  degerlendirilmesinde  %87,93  oraninda
basarili bulunmustur. Kist bulunan gaita Ornekleri ele

alindiginda ise, boyama sonucunun daha basarili oldugu ve
trikrom boyasinin kistleri boyamada trofozoitlere gore daha iyi
sonug verdigi goriilmiistiir. Buna gore sadece trofozoit igeren
sekiz gaita Ornegi degerlendirme dis1 birakildiginda, kist

iceren 166 gaita Orneginin trikrom boyama yontemini ile
incelenmesi sonucunda %92,16 oraninda basari elde edilmistir
(166 gaita drneginden 153’1 tanimlanmustir).

direkt
sonucunda Trichomonas hominis olarak degerlendirilmis, dort

iki ornekte goriillen trofozoit yapilar inceleme
ornekte goriillen trofozoit yapilart direkt inceleme sonucu
Chilomastix mesnili olarak degerlendirilmis ancak bu yapilar
trikrom ile boyama islemi sonucunda izlenememistir.

Bu boyama sonuglarina gére 174 protozoonun dagilimi tablo
1’de  goriilmektedir. Tanimlanan protozoonlarin  50’si
(%28,73) Blastocystis  hominis, 39u (%22,41) Giardia
lamblia kisti (bu 39 6rnegin dordiinde Giardia lamblia kist ve
trofozoitleri goriildii), 35’1 (%20,11) Entamoeba coli kisti (bu
35 drnegin liglinde Entamoeba coli kist ve trofozoiti bir arada
gorildii), 12’si (%6,89) lodamoeba biitschlii kisti (bu 12
ornegin dordiinde lodamoeba biitschlii kist ve trofozoiti bir
arada goriildil), 9’u (%5,17) Entamoeba histolytica/E. dispar
kisti (bu dokuz Ornegin ligiinde Entamoeba histolytica/E.
dispar kist ve trofozoiti bir arada goriildii), 6’s1 (%3,44)
Endolimax nana kisti, 2’si (%1,14) de Chilomastix mesnili kist
ve trofozoiti olarak tanimlanmustir.

Tablo 1. 174 protozoonun trikrom boyast ile degerlendirme sonuglari.

Parazitin Ad1 Sa;s):;f:an %

Blastocystis hominis 50 28,73
Giardia lamblia 39 22,41
Entamoeba coli 35 20,11
lodamoeba biitschlii 12 6,89
Entamoeba histolytica/E. dispar 9 5,17
Endolimax nana 6 3,44
Chilomastix mesnili 2 1,14
Degerlendirilemeyen 21 12,06
Toplam 174 100

Incelenen gaita 6rneklerinin 15’inde iki ayr1 protozoonun
birlikte bulundugu saptanmigtir. Bu &rneklerin - birinde
Entamoeba  histolytica/E. dispar ve E. coli kist ve
trofozoitlerinin bir arada bulundugu gozlemlenmistir. Geri
kalan 14 gaita 6rneginin hepsinde bir protozoona ek olarak
Blastocystis hominis’in bulundugu gozlenmistir. Buna gore B.
hominis’e ek olarak yedi ornekte E. coli, li¢ Ornekte E.
histolytica/E. dispar, iki ornekte I biitschlii, bir drnekte C.
mesnili, bir érnekte de G. lamblia gbdzlenmistir. Bir gaita
omeginde de Enterobius vermicularis eriskin sekli ile E.
coli’nin birlikte bulundugu gézlemlenmistir. Incelenen 2141
ornekte saptanan bagirsak parazitlerinin dagilimi tablo 2’de
izlenmektedir.
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Tablo 2. incelenen 2141 adet gaita 6rneginde saptanan bagirsak
parazitlerinin dagilimi.

Parazit Adi Sag;z;l:an
Blastocystis hominis 50
Giardia lamblia 39
Entamoeba coli 35
lodamoeba biitschlii 12
Entamoeba histolytica/E. dispar 9
Endolimax nana 6
Chilomastix mesnili 6
Trichomonas hominis 2
Taenia spp. 3
Ascaris lumbricoides 1
Enterobius vermicularis (eriskin formu) 1
Hymenolepis nana 1
Strongyloides stercoralis 1
Degerlendirilemeyen 15
Toplam 181
TARTISMA

Gaita Orneklerinin mikroskobik incelemesinde uygulanan
yontemler; hastanin sikayetlerine, gaita Grneginin kivamina,
kan ve / veya mukus igerip igermemesine, laboratuvar
cesitliligine,
zamanin kisitli veya bol olmasina, hatta hastanin bagisiklik

calisanlarinin  niteliklerine, = malzemelerin
durumuna gore de farklilik gosterebilir (14). En sik kullanilan
yontemler serum fizyolojik ve iyot soliisyonu ile direkt olarak
inceleme; yilizdiirme ya da ¢oktiirme ile konsantrasyon metodu
ve kalict boyali preparatla yapilan incelemelerdir. En sik
kullanilan kalict boyama yontemlerinden biri de trikrom
boyama yontemidir (1, 3, 14). Trikrom boyama yontemi,
bagirsak protozoonlarin taninmasinda, parazit organizmalarin
artefaklardan, konak hiicrelerinden, maya hiicrelerinden ayirt
edilmesinde kullanilan bir kalict boyama yontemidir.
uygulanmis  gaita  Orneklerine

uygulanabilecegi gibi taze gaita Orneklerine de basariyla

Konsantrasyon  islemi
uygulanabilmektedir (9). Biz ¢aligmamizi taze gaita drnekleri
ile gergeklestirdik.

Trikrom boyama yonteminin en Onemli avantajlar;; iyi
boyanan organizmalarin yapilarini ayrintili olarak gostermesi,
direkt incelemede gozden kagabilecek protozoonlarin daha
kolay tanmabilmesi, preparatin bozulmadan da uzun siire
saklanabilmesi ve pozitif Orneklerin kontrol amagh
kullanilabilmesidir (13, 14, 15). Trikrom boyama ydnteminin
dezavantaji; taninin morfolojik esaslara gore yapilmasi
nedeniyle Entamoeba histolytica gibi patojenligi ispat edilmis
tirlin  Entamoeba dispar’dan ayrimimi saglamakta yetersiz
kalmasidir. Bu sebeple ¢alisma sonuglarimizi verirken iki tiirii
bir arada belirttik. Bu iki amip tiirii kiiltiir ve izoenzim analizi
yapilarak birbirinden ayirt edilebilmektedir Ancak zaman alici
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olan kiiltiir ve izoenzim analizi yontemlerine alternatif olarak,
gaitada antijen saptanmasi veya polimeraz zincir reaksiyonu
ile E. histolyticaya spesifik DNA’nin tespiti gibi yontemler de
basarili bir sekilde kullanilabilmektedir (8). Yine bu iki amip
tirtinliin tespitinde ve birbirinden ayirt edilmesinde son
yillarda yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigii olan real-time PZR
yontemi de direkt gaita 6rneklerine uygulanabilmektedir (2).

Iyi derece de fiksasyonu yapilmamis yaymalarda boyama
sonucu protozoonlarin morfolojik farkliliklar1 yeterli 6lciide
gozlenememektedir (9). Bazi aragtiricilar trikrom boyama
yonteminde fiksatif olarak, hazirlanmasi kolay ve ucuz olan
SAF (sodyum asetik asit formalin) fiksatifini tercih etmisler ve
bu fiksatifte saklanmig gaita drneklerine uyguladiklart trikrom
boyasi sonunda basarili sonuglar elde etmiglerdir (6, 9, 17).
Tanriverdi S. ve Ozcan K. (17) SAF ve Schaudinn
fiksatiferine alinan gaita orneklerine, klasik trikrom boyama
islemi uyguladiktan sonra sonuglar1 karsilastirdiklarinda her
iki fiksatifin de trikrom boyama igleminde ayn1 derecede etkili
oldugunu bulmuslar ve uygulama sonucunda %93,05 oraninda
basari elde etmislerdir. Biz de Schaudinn fiksatifini kullanarak
yaptigimiz klasik trikrom boyama yontemi sonucu 174 adet
protozoonun degerlendirilmesinde %87,93 oraninda basarili
olduk.

Schaudinn fiksatifinde bulunan civa kloriiriin toksik olmasi
nedeniyle, (5) Schaudinn fiksatifinin
hazirlanmasinda kullanilan civa kloriir yerine ¢inko siilfat
kullandiklart ¢aligmalar1 sonucunda, boyama kalitesinin
yiiksek olmasa da, civa Kkloriir yerine ¢inko siilfat
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica civa kloriir yerine,
bakir siilfatin da kullanilabilecegini ancak bunun da civa
kloriir kadar basarili olmadigini belirtmislerdir. Pietrzak-
Johnston ve ark. (7) toksik madde icermeyen, imha edilmesi
kolay olan Ecofix, SAF, Parasafe, Proto-fix, STF (Streck
Tissue Fixative) gibi ¢esitli ticari fiksatifleri gaita
orneklerindeki helmint ve protozoonlarin tanimlanmasinda
kullanmiglar ve c¢alismalarinin sonucunda Ecofix’in kalict
boyali preparat hazirlamada PVA (Polivinil alkol) ve
Schaudinn fiksatifleri kadar ayirici tanida basarili oldugu
bildirilmistir. STF ile fikse edilmis Orneklerin zayif
preservasyon nedeniyle Ozellikle amiplerin tiir ayriminda
yetersiz kaldig1r bildirilmistir. Nace ve ark.’mmn (11) STF
fiksatifi ile yaptiklart inceleme sonucglari da Johnston ve
ark.’m elde ettikleri sonuglarla tutarlilik gostermektedir.
Garcia ve Shimizu (4), Ecofix fiksatifinde sakladiklar1 gaita
orneklerini Ecostain ve Wheatley’in trikrom boyalart ile
boyadiktan sonra sonuglar1 degerlendirmis ve Ecofix’in kalict
boyali preparat hazirlamada basartyla kullanilabilecegini
belirtilmiglerdir.

Garcia ve ark.

Gubash ve Milburn (6), toksik 6zellikleri bulunan ksilen ve
karbol ksilen soliisyonlart yerine doymamis hidrokarbon
iiriinii igeren; Hemo-De, Histoclear, BDH xylene ve Shandon
xylene gibi ticari substratlar kullanmiglardir. Sonugta BDH
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xylene substratininin daha bagarili oldugunu bulmuslar ve
boyama sonucunun kalitesinde fiksasyonun Onemi kadar
dehidratasyon ve boya artiklarinin giderilmesi isleminin de
onemli oldugunu gostermislerdir.

Iyi tespit edilmis gaita yaymalarinda, organizmalarin boyanma
oOzellikleri sabittir. Protozoon yapilart ile zemin arasindaki
renk kontrastt organizmalarin fark edilmelerini saglar.
Boyanmamis yada kirmizi boyanmis kistler ise yetersiz ya da
geg¢ tespit yapildiginin gostergesidir (3, 9, 10, 15). Entamoeba
coli kistlerinin kalin ¢eperli olmalar1 sebebiyle fiksatifte uzun
tutulmalart  Onerilmekteydi, c¢alismamizda direkt
incelemede E. coli kisti oldugunu belirledigimiz 6rnekleri bu
sebeple uzun siire fiksatifte tuttuk ve bazi kistlerin yine de
pembe-kirmizi boyandigin1 gordiik. Bu durumu fiksasyonun
yetersizligine bagladik. Ancak bu karakterde boyanan kistlerin
tamaminda ¢ekirdek ve kromatin yapilari incelenebilmis ve
tanimlanabilmistir. Uzun siire fiksatifte bekletilen 6rneklerde
bulunan olgunlagsmamis E. coli kistlerinin ise olduk¢a koyu
renkte ve kotii kalitede boyandiklari ve bu kistlerin ¢abuk
fiske oldugu tecriibe edilmistir.

sireli

Ok ve ark. (12, 13, 14) trikrom boyas: kullanarak yaptiklari

caligmalarda rutin parazitolojik gaita incelemelerinde,
ozellikle de B. hominis, E. nana, C. mesnili, E. hartmanni, E.
histolytica ve Dientamoeba. fragilis tanisinda, trikrom boyama
yonteminin diger yontemlere gore daha basarili oldugunu
gozlemlemislerdir. Caligmamizda trikrom boyama yonteminin
E. histolytica/E. dispar, E. coli, B. hominis, G. lamblia, C.
mesnili ve E. nana kistleri tanisinda oldukca faydali oldugunu

gozlemledik.

Tanytiksel ve ark.(18), amebiyaz tanisinda kullanilan mikros-
kopik yontemlerle serolojik yontemleri karsilastirmislar ve
mikroskopinin yaninda standardize edilmis bir serolojik test
kullaniminin yararli olacagini belirtmislerdir.

Yau ve ark. (19), diskida direkt parazite ait antijenik yapinin
gosteriminin patojen olan ve olmayan tiirlerin ayrimida ¢ok
faydali oldugunu ancak bu yontemlerin ancak taze digki
orneklerine uygulandiginda basarili oldugunu belirtmislerdir.
Farelerde kendi iirettikleri monoklonal antikorlari kullanarak
SAF fiksatifi i¢inde sakladiklar1 digski Orneklerindeki F.
histolytica trofozoitlerini basarili ile tanimlamislardir.

Calismamiz ile, ozellikle patojen olan ve olmayan proto-
zoonlarin tiir diizeyinde tanisinda, direkt incelemenin yaninda
gaita Orneginin uygun fiksatif kullanildiktan sonra kalici
boyama yontemi ile incelenmesinin taniy1 daha giivenilir
kilacagi goriilmektedir. Ozellikle de E. histolytica/E.
dispar’nin diger amip kistlerinden ayirt edilmesi i¢in, trikrom
boyama yonteminin uygulanmasinin gerektigini
diistinmekteyiz. Ancak bu iki Entamoeba tiiriiniin de ayrintili
tanisinin  gerektigini ve antijen tespiti veya molekiiler
yontemler bir ileri tan1 yontemi kullanmilarak E. histolytica ve
E.  dispar ayriminin olacagimi

yapilmasinin  uygun

diistinmekteyiz.
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