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Ozet

Digkinin parazitolojik incelemesinde kalici boyama yéntemleri nativ-lugol incelemeye gore daha yiksek duyarlilik géstermesinin
yaninda, hazirlanan diski preparatlarinin daha sonra incelenebilmesine olanak saglamasi ve protozoonlarin i¢ yapilarini
tanimlanmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Kalici boyama yéntemi olarak en sik trikrom boyama yontemi kullaniimaktadir.
Laboratuvarda hazirlanan konvansiyonel trikrom boyama cok basamakli, hazirlamasi ve uygulanmasi zahmetli olup, kisa stirede
yapilan, az basamak iceren ve soliisyonlari kit icerisinde hazir olarak kullanima sunulan ticari trikrom trtinleri bulunmaktadir. Bu
calisma diskida protozoonlarin saptanmasinda konvansiyonel ve ticari trikrom boyama yéntemlerinin karsilastirilmasi amaciyla
yapilmistir. Parazit incelemesi amaciyla génderilen 155 diski érnegi konvansiyonel ve ticari (PARAPAK®, ECOSTAIN, Meridian
Bioscience, Inc, USA) trikrom boyasi ile boyanarak mikroskobik olarak incelenmis ve her iki yontem protozoonlari saptama, her
alanda gorilen protozoon sayisi ve protozoonlarin tipik morfolojik 6zelliklerini gdstermesine dayali boyama kalitesi agisindan
degderlendirilmistir. Sonuc olarak; protozoonlarin saptanmasinda konvansiyonel ve ticari yontemler arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (P=0.752). Bununla birlikte ticari trikrom boyama yénteminin konvansiyonel trikrom yontemine
gore duyarhhdi %78.2, 6zgilligu ise %99.2 olarak belirlenmistir. Her alanda goériilen parazit sayisi agisindan iki ydntem arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamasina ragmen (P=0.545), protozoonun tipik morfolojik &zelliklerini g&stermesi
acisindan yontemler karsilastirildiginda istatistiksel fark anlamli olarak tespit edilmistir (P=0.008).

Anahtar sozciikler: Gastrointestinal protozoonlar, Tani, Trikrom boyama

Comparison of Conventional and Commercial Trichrome Staining
Methods for Detecting Protozoan in Stool Samples

Summary

In parasitological examination of stool, permanent staining methods are preferred because they enable stool preparations
be examined afterwards and they define internal structures of protozoons, besides showing higher sensitivity compared to
native-lugol examination. Trichrome staining method is frequently used as permanent staining method. Conventional trichrome
staining is multiple-stage, preparation and application is troublesome, but there are commercial trichrome products prepared
in a short time, having fewer stages and solutions of which are brought into use in kit. This study is carried out for comparing
conventional and commercial trichrome staining methods in detection of protozoan in the stool. 155 stool samples sent for
parasitical examination are stained with conventional and commercial (PARAPAK®, ECOSTAIN, Meridian Bioscience, Inc, USA)
trichrome stain and examined microbiologically; both methods are evaluated in terms of staining quality based on detection
of protozoons, the number of protozoons detected in each area and having typical morphological features of protozoons. The
difference between conventional and commercial methods in detection of protozoan is not statistically significant (P=0.752).
Besides, the sensitivity of commercial trichrome staining method is 78.2% compared to conventional method, specificity is
99.2%. Although no statistically significant differences are detected between two methods as to number of parasites in each
area (P=0.545), when they are compared with respect to having morphological features of protozoons, statistically significant
difference is detected (P=0.008).
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GiRiS

Bagirsak parazitleri, gelismekte olan Ulkeler icin en
onemli saglik sorunlari arasinda yer almaktadir '. Bagirsak
parazitlerinin dagihmi; toplumun kilturel yapisi, sosyo-
ekonomik diizeyi, temizlik ve beslenme aligskanliklari, egi-
tim dizeyi, iklim ve cevre kosullarina bagli olarak degis-
mektedir .

Bagirsak protozoonlarinin tanisi amaci ile diski 6rnek-
lerinin mikroskobik incelemelerinde, ancak bircok yontem
bir arada kullanildiginda tatmin edici sonuglar alinmakta-
dir '. Parazit az sayida oldugunda, parazitin atipik formlari
gorildiginde veya ayni diski 6rneginin birden fazla pa-
razit icermesi durumunda dogru tani konulmasinin zor
oldugu ifade edilmektedir *. Kalici boyama yontemleri ise
hazirlanan diski preparatlarinin daha sonra incelenebilme-
sine olanak saglamasi, protozoonlarin morfolojik yapilari-
nin tanimlanmasi ve nativ-lugole gore daha yiksek du-
yarlihk gostermesi nedeniyle tercih edilmektedir °. Kalici
boyama yontemleri olarak en sik trikrom, demir hema-
toksilen, spencer-monroe ve asit fast boyama yontem-
leri (aside direncli protozoonlar i¢in) kullaniimaktadir °.
Trikrom boyama yontemi, bu yontemler arasinda rutin
laboratuvarlarda protozoonlarin diskidaki artefaklardan,
konak ve maya hiicrelerinden ayirt edilmesine ve proto-
zoonlarin i¢ yapilarinin incelenmesine olanak tanimakta ve
sik kullanilmaktadir 7.

Bu calismada; laboratuvarimiz parazitoloji birimine ru-
tin parazitolojik inceleme icin gonderilen diski 6rnekleri,
konvansiyonel ve ticari trikrom boyasi ile boyanarak mik-
roskobik olarak incelenmis ve her iki ydntem protozoonlari
saptama, her alanda goérilen protozoon sayisi ve proto-
zoonlarin tipik morfolojik 6zelliklerini gdstermesine dayal
boyama kalitesi agisindan degerlendirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Cesitli poliklinik ve kliniklerden karin agnisi, ishal, ka-
bizlik, gaz, bulanti, istahsizlik gibi gastrointestinal sistem
sikayetleri ile gonderilen 155 diski 6rnegi nativ-lugol
yontemi ile incelendikten sonra konvansiyonel ve ticari
(PARAPAK®, ECOSTAIN, Meridian Bioscience, Inc, USA)
trikrom boyasi ile boyanarak her iki yéntem protozoonlari
saptama, her alanda gorilen protozoon sayisi ve proto-
zoonlarin tipik morfolojik 6zelliklerini géstermesine dayali
boyama kalitesi acisindan degerlendirilmistir. Her alanda
3 ve Uzerinde gorilen parazit sayisi ¢cok, her alanda 3'lin
altinda gorilen parazit sayisi az olarak tanimlanmistir.

Konvansiyonel Trikrom Boyama Yéntemi

Diski 6rnekleri lamlara yayildiktan sonra, kenarlari
kurumaya baslarken Schaudinn fiksatifinde en az yarim
saat bekletildi. Sirasiyla %70’lik etil alkolde bes dakika,
D’Antoni'nin iodin soliisyonunda (¢ dakika, %70’lik etil

alkol iceren iki salede iki ve bes dakika, trikrom boya so-
lisyonunda ise sekiz dakika bekletilen lamlar ¢ikartilarak
fazla boyanin siziilmesi saglandi ve %90 asit-alkole (i¢
kez batirihip ¢ikanldi, %95’lik etil alkol iceren iki salede
calkalandi. Sirasiyla karbol-ksilen iceren iki salede iki ve beg
dakika, ksilen iceren iki salede ise sirasiyla iki ve bes dakika
bekletildikten sonra lamlar kurumaya birakildi. Kuruyan
lamlarin Gzerine kapatici (quick-hardening mounting
medium, Fluka Biochemika Eukitt®, USA) damlatilarak
lamelle kapatildi. Preparat immersiyon yadi kullanilarak
1stk mikroskobunda 100X objektifte incelendi. Bu boyama
sirasinda tespit basamagi da dahil olmak lzere on Ug
basamak kullanildi ve toplam boyama islemi yaklasik 70
dakika strdu 8.

Ticari Trikrom Boyama Yontemi

Uretici firmanin (PARAPAK®, ECOSTAIN, Meridian
Bioscience, Inc, USA) Onerileri dogrultusunda iki farkli
sollisyon (Trikrom Enhancer A & Trikrom Enhancer B) karis-
tirilarak hazirlanan, 48 saat icerisinde kullanilmasi gereken
ve ayni zamanda da hazirlandiktan sonra boyama islemin-
den 6nce bir saat bekletilme gerekliligi tasiyan boya so-
lisyonu kullanildi. Digki 6rnegi ¢cok yogun olmayacak
bicimde lamin 2/3'lik bolimiine yayildiktan sonra tam
kurumadan Uzerini kapatacak sekilde boyadan yaklasik
bir ml lama damlatilarak {i¢ dakika bekletildi. Daha sonra
distile su ile yikanan lamlar kurutma kagidinda dik olarak
stizlilerek sirasiyla %90 ve %100 asit alkole licer defa
daldinp cikarildi. Lamlar %100 etil alkolde ve sonrasinda
modifiye Hemo-De sollisyonunda Ucer dakika bekletildi.
Kuruyan lamlarin Gzerine kapatici damlatilarak lamelle
kapatildi. Preparat immersiyon yadi kullanilarak stk mik-
roskobunda 100X objektifte incelendi. Ticari trikrom boya-
sinda Schaudinn fiksasyon asamasi bulunmamakta olup
bu boyama yonteminde uygulanan alti basamak yaklasik
10 dakika strd.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizlerde 16.0 SPSS bilgisayar programi
kullanildi ve P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

CGalismamizda 155 hastanin diski 6rnegi, protozoonlarin
arastirilmasi amaciyla, nativ-lugol mikroskobik inceleme,
konvansiyonel ve ticari trikrom boyama yontemiyle deger-
lendirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 83t kadin
(%54), 72'si erkek (%46) cinsiyette idi. Hastalara ait toplam
155 diski 6rneginin makroskobik incelemesinde %68'nin
(n=105) sekilli, %32'nin (n=50) ishalli oldugu gozlendi.

Nativ-lugol ile diski 6rneklerinin %3’lUnde (n=5), kon-
vansiyonel trikrom boyama yontemiyle %14.8 (n=23) para-
zit belirlendi. Her iki yontem arasinda parazit saptama agi-
sindan istatistiksel fark anlamli olarak belirlendi (P<0.001).
Konvansiyonel trikrom boyama yontemi ile incelenen diski
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orneginin 23’linde (%14.8) protozoon saptanirken, ticari
trikrom boyama yonteminde ise bu oran 19 (%12.2) olarak
saptanmistir. Her iki boyama yonteminde de en sik olarak
Blastocystis spp. tespit edilmistir (Tablo 1). Entamoeba
histolytica ve Entamoeba dispar stiphesiyle kliniklerden
hasta 6rnegi gonderilmemistir. Bu nedenle ELISA testi ile
diskida antijen aranmamustir. incelenen diski érnekleri
nativ-lugol, konvansiyonel ve ticari trikrom boyama yon-
temi ile 6rneklerin hicbirinde siipheli kistik yapi ve/veya
trofozoit gorilmemistir.

Her iki yontem protozoonlari saptama, her alanda go-
rilen protozoon sayisi ve protozoonlarin tipik morfolojik
Ozelliklerini gbstermesine dayali boyama kalitesi agisindan
karsilastirldiginda, parazit saptamada konvansiyonel ve
ticari yontemler arasinda istatistiksel fark anlamli olmasa da
(P=0.545), konvansiyonel trikrom boyama ydntemi referans
alindiginda, ticari trikrom boyama ydnteminin duyarliligi
%78.2, 6zgulligl ise %99.2 olarak belirlenmistir (Tablo 2).
Protozoonun tipik morfolojik 6zelliklerini gdstermesi agi-
sindan iki yontem karsilastirildiginda istatistiksel fark

Sekil 1. Protozoonlarin konvansiyonel trikrom ve ticari
trikrom boyasindaki gériinimi

A) Konvansiyonel trikrom boyasi ile Blastocystis spp/nin
gorinumu, B-C)Ticari trikrom boyasi ile Blastocystis
spp/nin gorinimi (atipik hayalet hiicreler) gorinim,
D) Konvansiyonel trikrom boyasi ile G. intestinalis kistinin
gorinumu, E-F) Ticari trikrom boyast ile G. intestinalis kistinin
gorinimu (atipik)

Tablo 1. incelenen 155 diski 6rnedinde saptanan protozoonlarin dagilimi

Fig 1. The protozoan in conventional and commercial
trichrome staining methods

A) The Blastocystis spp. in conventional trichrom staining,
B-C)The Blastocystis spp. in commercial trichrome staining
(atypical ghost cells), D) G. intestinalis cyst in conventional
trichrome staining, E-F) G. intestinalis cyst in commercial
trichrome staining (atypical)

Table 1. Distribution of detected protozoan in examined of 155 stool samples

Nativ-lugol* Konvansiyonel Trikrom Boyama * Ticari Trikrom Boyama *
Saptanan Protozoonlar
n % n % n %

Blastocystis spp. 3 1.9 18 11.61 16 10.32
Giardia intestinalis (G. intestinalis) 1 0.6 2 1.29 2 1.29
Endolimax nana (E. nana) = = 2 1.29 1 0.64
Blastocystis spp. & G. intestinalis 1 0.6 1 0.64 0 0
Toplam 5 3 23 14.83 19 12.25
*Yiizdeler tiim incelenen 6rnekler g6z 6niine alinarak hesaplanmistir

Tablo 2. Her iki trikrom boyama yontemiyle incelenen 155 diski érneginin dagilimi

Table 2. The distribution of 155 stool samples which were examined with both trichrome staining methods

Konvansiyonel Trikrom Boyama Ticari Trikrom Boyama
Degerlendirme Kriterleri
n % n %
Var 23 14.8 19 12.3
Protozoon
Yok 132 85.2 136 87.7
Az sayida 13 84 15 9.7
Sayi
Cok sayida 10 6.4 4 2.6
Tipik 23 14.8 10 6.4
Morfoloji
Atipik 0 0 9 5.8
Toplam 155 100 155 100
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anlamli olarak tespit edilmistir (P=0.008). Konvansiyonel
boyama yonteminin boya kalitesinin daha iyi oldugu,
protozoonlarin tipik morfolojisini ve i¢yapilarini daha iyi
gosterdigi gozlenmistir. Konvansiyonel boyama yontemi
ile boyanan preparatlarda parazitin hiicre ¢eperinin daha
net gortlmesi, cekirdeklerinin daha dizgiin boyanmasi,
her alanda goriilen parazit sayisinin da daha fazla olmasi
ve parazitin boyall morfolojisinin zemin renklerinden daha
belirgin ayrildigi belirlenmistir.

TARTISMA ve SONUC

Bagirsak protozonlarinin tanisi icin diskinin mikrosko-
bik incelenmesinde, birka¢ ydontemin bir arada kullaniima-
sinin tanida duyarhhgr artirdigi bildirilmektedir 8. Digki or-
neklerinin mikroskobik incelemesinde uygulanan yontem-
ler; hastanin semptom ve bulgularina, diskinin kan ve/veya
mukus icerip icermemesine, laboratuvar ¢alisanlarinin de-
neyimlerine, malzemelerin ¢esitliligine, ayrilacak zamanin
siresine, hatta hastanin bagisiklik durumuna goére de
farkhlik gosterebilmektedir. En sik kullanilan yontemler
serum fizyolojik ve lugol sollisyonu ile direkt mikroskobik
inceleme; cesitli yogunlastirma yontemleri sonrasinda ince-
leme ve kalici boyali preparatlarin hazirlanmasi ile yapilan
incelemelerdir °.

Trikrom, demir hematoksilen, spencer-monroe ve
kinyoun asit fast boyama yontemi (aside direncli proto-
zoonlar icin) kalici boyama yontemleri olarak kullaniimak-
tadir 5. En sik kullanilan kalici boyama yontemlerinden biri
olan trikrom boyama ydnteminin avantajlari; iyi boyanan
organizmalarin yapilarini ayrintili olarak gostermesi, direkt
incelemede gdzden kacabilecek protozoonlarin daha kolay
taninabilmesi, preparatin bozulmadan da uzun siire sak-
lanabilmesi ve pozitif 6rneklerin kontrol amacl kullani-
labilmesidir '°. Ayrica bu boya laboratuvar ortaminda ha-
zirlanabilir, yuksek diizeyde stabil ve uzun bir raf dmriine
sahiptir °. Ancak konvansiyonel trikrom ydnteminde
sollisyonlarin hazirlanmasi zaman almakta, boyama islemi-
nin basamak sayisi fazla olmakta ve uzun stirmektedir .
Ticari boyama yonteminin olumsuzluklari g6z dntiine alin-
diginda konvansiyonel trikrom boyama yontemi uzun bir
boyama ydntemi olmasina ragmen parazitlerin i¢ yapi-
larinin ve ceperlerinin daha iyi boyanmasi sebebiyle daha
uygundur ve tanida yarar saglamaktadir. Calismamizda
kullandigimiz ticari boyama yonteminde ise ayrica bir
tespit basamagi bulunmamakta, daha pratik ve kisa
strmektedir. Bu yontemin dezavantaji ise glinlik ornek
sayisi sabit olmayan laboratuvarlarda boyanin 6nceden
hazirlanmasi fazla boya sarf edilmesine neden olup maddi
kayba yol acabilmektedir. Ayni zamanda uygulama 6ncesi
boyanin hazirlandiktan sonra en az bir saat bekletilmesi
glin sonu gelen ornekler acisindan uygulama kisitlihgi
olusturmaktadir. Calismamizda klasik trikrom boyama yon-
temi ile nativ-lugol incelemede belirlenemeyen 18 diski
orneginde parazit belirlenmistir Her iki yontem arasinda

parazit saptanmasi agisindan istatistiksel fark anlamli ola-
rak saptanmistir (P<0.001).

Ulkemizde bu konuda yapilan calismalar incelendigin-
de; Aykan ve ark!lan diski 6rneklerindeki protozoonlarin
trikrom boyasi kullanilarak degerlendirilmesi amaciyla
2141 diski 6rnegini incelemislerdir. incelenen diski érnek-
lerinde 174 (%8.1) protozoon belirlemislerdir. Toplam ola-
rak 174 protozoon iceren 6rnegin trikrom boyama islemi
sonucunda 153'U tir dizeyinde tanimlanmig, 21 ise (13
kist yapisi ile sekiz trofozoit yapisi) tanimlanamamistir. Bu
calismada badirsak protozoonlarinin degerlendirilmesin-
de trikrom boyama yéntemi %87.9 oraninda duyarli bulun-
mustur >,

Daldal ve ark!nin ¢alismalarinda ishalli olgularda bagir-
sak protozoonlarinin tanisinda nativ-lugol ve trikrom bo-
yama yontemlerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Nativ-
lugol ve trikrom boyama yontemleri ile 500 diski 6rnegi
incelenmistir. Diski 6rneklerinin nativ-lugol yontemi ile
%5.2'sinde G. intestinalis, %2.2'sinde Entamoeba histolytica
(E. histolytica), %1.8'inde Entamoeba coli (E. coli), %2'sinde
Trichomonas intestinalis, %0.6'sinda B. hominis, %0.2'sinde
E. nana, %0.2'sinde Entamoeba hartmanni ve %0.2'sinde
Chilomastix mesnili bulunmusken, trikrom boyasinda,
%6.2'sinde G. intestinalis, %2.8'sinde E. histolytica, %2.2'sin-
de E. coli, %0.8'inde B. hominis, %0.4'iinde E. nana, %0.2'sinde
E. hartmanni saptanmistir ',

Dogruman-Al ve ark/nin yaptigi calismada 105 diski
ornegi Blastocystis spp. enfeksiyonu agisindan nativ-lugol,
trikrom boyama, immun Floresan Antikor (IFA) yontemleri
ile degerlendirilmistir. Nativ-lugol ile 11 (%10.5), trikrom
boyama yontemi ile 15 (%14.3) ve IFA yontemi ile 26
(%24.8) diski 6rneginde pozitiflik saptanmistir. Kultlir yon-
temiyle karsilastirildiklarinda nativ-lugol, trikrom ve IFA
yontemlerinin duyarhhgi sirasiyla %36.7, %50 ve %86.7 6z-
glllikleri ise; %91, %100 ve %97.3 olarak belirlenmistir 2.

Calismamizda konvansiyonel trikrom boyama yontemi
ile incelenen 155 diski 6rneginde Blastocystis spp. varhgi
%11.61 bulunmustur. Yetkin ve arknin 2010 yilinda 110
ogrenci tizerinde flotasyon, nativ-lugol ve trikrom boyama
yontemleri kullanarak yaptiklari calismada da Blastocystis
spp. varligi (%11.81) bizim sonuclarimiza benzer bulun-
mustur '3,

Kellogg ve ark!lari, 12.321 diski 6rnegini nativ-lugol
ve trikrom boyasi yontemleri ile parazit agisindan deger-
lendirmislerdir. Digki 6rneklerinin %99.2'sinde trikrom bo-
yasl ile parazit bulunurken, nativ-lugol yontemi ile bu oran
%47 olarak tespit edilmistir. iki yéntem karsilastirildiginda
istatiksel fark anlamli olarak bulunmustur (P<0.001) ™.

Uner ve ark. inceledikleri diski érneklerinde nativ-
lugol ile %24.1, trikrom boyama ile %37 oraninda parazit
saptadiklarini bildirmislerdir ™. Ok ve ark. ise toplam 311
diskida nativ-lugol yontemi ile %1.2 oraninda protozoa kisti,
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%0.4'U protozoa trofozoitine rastlarken, trikrom boyasinda
%1.4 oraninda protozoa kisti %2.1'i protozoa trofozoitine
rastlamiglardir '°. Yapilan tim bu calismalarda trikrom bo-
yama yonteminin parazitlerin saptanmasinda nativ lugol
incelemeye gore daha Ustiin oldugu belirlenmistir.

Ticari trikrom ve konvansiyonel trikrom boyalarinin
karsilastirildigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Garcia ve
ark. konvansiyonel ve ticari trikrom boyasini karsilagtirmak
amaciyla 51 diski érnegi incelemislerdir. Orneklerde E.
histolytica/dispar (n=5), E. coli (n=9), E. hartmanni (n=6),
E. nana (n=12), lodomoeba butschlii (n=8), B. hominis
(n=19), G. intestinalis (n=6) ve Dientamoeba fragilis (n=2)
protozoonlarini saptamislar ve konvansiyonel trikrom ile
boyanan preparatlarda parazitlerin nukleuslarinin ve diger
yapilarinin daha diizgiin boyandigini ve tespitinin kolay
oldugunu, ticari trikrom boyasinda ise parazit yapilarinin
iyi boyanmadigini belirlemislerdir. Protozoonlarin morfo-
loji kalitesi konvansiyonel trikrom boyama yénteminde
%53.7, ticari trikrom boyama yonteminde ise %35.8 olarak
saptanmistir 7.

Galismamizin sonuglari trikrom boyama ydntemleri
acisindan Garcia ve ark/nin sonuclariyla uyumlu bulun-
mustur. Konvansiyonel trikrom boyama yontemi ile ince-
lenen 155 diski 6rnegdinin 23'lUinde (%14.8) protozoon sap-
tanirken, ticari trikrom boyama yonteminde ise bu oran 19
(%12.2) olarak saptanmistir.

Calismamizda nativ-lugol ve klasik trikrom boyama yon-
temlerinden elde edilen veriler Glkemizde yapilan yapilan
diger calismalarla benzerlik gostermektedir. Trikrom boya-
ma yonteminin direk mikroskobiden daha duyarli oldugu
bu calismalarda da saptanan ortak bulgu olarak dikkati
cekmektedir 476,

Sonug olarak; klasik trikrom boyama yonteminin uzun
sirmesi ve ¢ok basamak icermesine karsin parazitlerin
morfolojilerini tanimlamalari agsindan ticari boyama yon-
teminden daha Gstlin olduklari gdzlenmistir. Ticari trikrom
boyama yonteminin ise kisa stirede ve pratik uygulanimi
olmasina ragmen protozoonlarin morfolojik 6zelliklerini
tanimlamada yetersiz kaldigi belirlenmistir. Bu nedenle
ticari trikrom boyama yontemlerinin rutin kullanimi 6n-
cesinde, konvansiyonel boyama yontemleriyle karsilasti-
rilarak performanslari degerlendirilmesinin gerektigine
ve diskida mikroskobik inceleme ile parazit aranmasinda
sadece nativ-lugol inceleme yapilmasinin yetersiz oldugu,
trikrom boyama yonteminin de uygulanmasi gerektigi
sonucuna varilmistir.
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