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1. GIRIS

Sitma kontroliinde bel baglanan, sivrisinek miicadelesinin yeterli bir yol olmadig: an-
lasilmistir. Sitmaya karst as1 bulunabilecegi imidi ise, basarisizlikla sonuglanmistir. Bu ge-
lismeler, erken tani ve uygun tedavi calismalarmin (parazit kontrol) 6nemini daha da artirmis
ve gliniimiizde, sitma kontroliinde, erken tan1 ve uygun tedavinin tek yontem haline gel-
mesine neden olmustur. Bu gelismenin dogal bir sonucu olarak; sitma laboratuar1 sitma or-
giitiiniin en 6nemli birimi, mikroskobist ise en 6nemli personeli haline gelmistir.

Sitmanin en kolay, ekonomik ve etkili tanis1 periferik kanda parazit gériilmesi; yani ki-
sinin kaninin mikroskopta incelenmesi iledir. Bu islemde en 6nemli ara¢ ise mikroskoptur.
Bundan 6tiirii, sitma laborantinin en temel gorevi, mikrobu tanimak, kullanmak
ve onun bakimimi yapabilmektir.

2. MIKROSKOP KULLANIMI ve BAKIMI

Mikroskobun islevi; ¢iplak gozle goriilmeyecek kiigiikliikteki cisimlerin goriintiisiinii bii-
yiiterek, gozle goriiniir hale getirmek ve onlarin ayrintili bir sekilde incelenmesine olanak sag-
lamaktir. Bunu, yapisindaki biiyiitecler (mercekler) araciligi ile yapar. Dolayist ile, mik-
roskop, Oziinde bir biiyiitecler sistemidir. Objektifteki biiyiite¢ tarafindan biiyiitiilerek,
sekillendirilen cismin goriintiisii, okiiler tarafindan ikinci kez biiyiitiilerek yeterli biiyiikliige
ulasir ve diizeltilir. Boylece, gozle gorlilemeyen cisimlerin incelenmesi olanagina kavusulmus
olunur.

Mikroskobun, cismin goriintiisiinii, biiyilitme giicline; mikroskobun ayirim (resoliisyon)
/ biiytitme giicti denir. Mikroskoplarin bu giicii, mikroskobun tiiriine gore degisir ve okiiler
ile objektifin biiyiitme gii¢lerinin birbiri ile carpilmasiyla hesaplanir. Bu gii¢, o mikroskop ile,
hangi kiiciikliikteki cisimlerin incelenebilecegini gosterir.

Mikroskoplarin, 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu olmak {izere, baslica iki tiirii
vardir. Bunlar, farkli amaglarla kullanilir.

Isik mikroskobu: Ayirim giicii 0. 25 - 0.5 mikron arasinda degisen; yani bu kii-
clikliikteki cisimleri inceleme olanagi veren mikroskoplardir. Cisim goriintiisiinii en ¢ok 900 -
1000 kat kadar biiyiitiirler. Isik mikroskobunun, kendi i¢inde, iki tipi vardir: a) klasik / basit
151tk mikroskobu, b) Ozel 151k mikroskoplar1 (Immersiyon, koloni, karanlik alan, faz kont-
rast, ultraviole, florosein, polarizasyon, stereo gibi). Sitma laboratuarinda immersiyon
mikroskobu kullanilmaktadir.

Elektron mikroskobu: Bunlar, elektron akimi ile ¢alisan ve ayrim giicii 2-20 angs-
trom olan, ¢ok daha giiclii mikroskoplardir. Daha kii¢iik cisimlerin incelenmesinde kul-
lanilirlar. Transmission ve Scanning olmak iizere iki tipi vardir.

2.1. Isik Mikroskobunun Parcalar1 ve Bu Parcalarin islevleri

Biitiin 151k mikroskoplarmin yapim ilkeleri ayni olup, bunlar iki ana kisimdan olusur:



1) Dayanak, dis boliim; mikroskobun optik pargalarinin iizerine monte edildigi,
taban / ayak, kol / tutamak ve tabla gibi, metal pargalardan olusan kisimdir. 2) i¢ boliim,
optik sistem, tiip; mikroskobun biiyiite¢, ayna ve benzeri cam pargalar1 (optik sistemi) ile
bunlarin yerlestirildigi borulardan / tiiplerden olusan kisimdir (bakiniz sekil 1).

DAYANAK DIS BOLUM

a) Ayak / taban: Adindan da anlasilacagi iizere, mikroskoba ayak gdrevi goren metal
parcadir. Cesitli sekillerde (U veya V) olabilirse de bunun bir 6nemi yoktur. Disardan 11k
alan mikroskoplarda, 151k kaynagindan gelen 1sinlar1 yansitan ayna, sabit lambali mik-
roskoplarda ise, lamba ayagin iki kolu arasina monte edilmistir.

b) Tutamak / kol : Kimisi sabit, kimisi ise eklemli olarak ayaga baglanmis, mik-
roskop tiipiinii tutan ve mikroskobu tagimak i¢in kullanilan metal parcadir.

¢) Kizak: Tutamagin yaninda, biri mikroskobun tiipiinii, digeri ise kondansatorii ha
reket ettirmek tlizere, iki kizak vardir. Tiipl asag1 yukar1 hareket ettiren kizak, objektifin pre-
parata yaklasip uzaklasmasini saglar. Kondansatorii asagi yukari hareket ettiren kizak ise,
kondansatdriin preparata yaklasip uzaklagsmasini saglar. Bazi tiplerde kondansatorii hareket
ettiren kizak yoktur. Tiipiin ve kondansatoriin bu hareketleri sayesinde, mikroskobun ayari
yapilarak, cismin goriintiisii netlestirilir.

Mikroskobun tiipiinii hareket ettiren kizagin vidasina ayar vidasi denir. Ayar vidasi
iki tanedir. Bunlardan biri kaba ayar vidasi1 (makro vida), digeri ise, ince ayar vi-
dasidir (mikro vida). Adlarindan da anlasilacag: lizere, kaba ayar vidasi, mikroskop tiipiinii
objektifi daha hizli ve biiyiik adimli hareket ettirir ve kaba ayar yapmaya yarar (preparati
yerlestirmek i¢in objektifi yukariya kaldirma ve objektifi asagiya indirerek immersiyon yagma
daldirma gibi). ince ayar vidasi ise, objektifi ¢ok yavas ve kiiciik adiml1 hareket ettirir. Do-
layisi ile de, daha ince ve detayli ayar yapar. Preparattaki alanin goriintiisiinii tam net-
lestirmek ve paraziti gérmek i¢in bu vidadan yararlanilir.

d) Tabla: Obje masasi olarak da adlandirilir. Uzerine, preparat lami yerlestirmeye ya
rayan metal parcadir. Tablanin, sabit ve hareketli olanlar1 vardir. Ortasinda, pupilla adi ve
rilen, yuvarlak bir delik bulunur. Asagidan gelen 151k, bu delikten gecerek, incelenecek cismi
aydmlatir. Tabla {izerinde incelenecek preperat lamin1 tutan / sabitlestiren masalar ve onu saga
sola / ileri geri hareket ettiren araba bulunur.

Araba, tabla lizerindeki lamu ileri - geri ve saga - sola hareket ettiren, boylece preparatm
cesitli alanlarmi objektifin altina / goriintiiye getirerek, farkli alanlar1 incelememize olanak
saglayan diizenektir. iki vidasi vardir. Bunlardan birisi saga - sola harekete, digeri ise ileri -
geri harekete kumanda eder.

iC BOLUM, OPTIK SISTEM

Mikroskobun biiyiitecleri ve aynalar1 gibi cam parcalari ile bunlarin yerlestirildigi bo-
rulardan (tiiplerden) ibaret olan optik sistem, iki ana kisimdan olusur; 1) okiiler ve ob-



jektiften olusan, mikroskop tiipii ya da esas optik kisim, 2) kondansator, ayna ve
lamba'dan olusan yardimer optik kisim.

a) Okiiler (mikroskop tiipiiniin goze bakan ucu): Mikroskobun, gdze yakin olan bii
yiiteci ve bu biiyiitecin yerlestirildigi tiipe bu ad verilir. Bu tiiplerin yanlarinda 3x, 5x,10x,
20x gibi rakamlar yazilidir. Bunlar, okiilerin biiyilitme giiciinii gosterir.

Mikroskobun tipine gore, tek ya da iki adet okiiler tiipii bulunur. Tek tiiplii / okiilerli
olan, dolayisi ile tek gozle bakilan, mikroskoplara monookiiler mikroskop, cift okiilerli; yani
iki gozle bakilanlara ise, binookiiler mikroskop denir.

Binookiiler mikroskoplarda, iki okiileri birbirine yaklasip uzaklastiran bir diizenek var-
dir. Bu sayede, iki okiiler arasindaki uzaklik ayarlanabilir. Boylece, okiilerler arasindaki
uzaklik, inceleme yapan kisinin iki gozii arasindaki uzaklia gore, ayarlanabilir.

b) Objektifler (mikroskop tiipiiniin lama bakan ucu): Bu kisimda, iki ile dort arasinda
degisen sayida, delikleri olan bir doner baglik (revolver) bulunur. Biiyiite¢lerin bulundugu
tiipler (objektifler) bu doner baslik iizerindeki deliklere monte edilir. Her bir tlipiin kenarinda,
10x - 40x - 62x - 90x - 100x gibi rakamlar yazilidir. Bunlar, tiipte bulunan biiyiitecin (ob-
jektifin) biiyiitme gliciinii gosterir. Doner baslik, bu biiyiitmelerden / objektiflerden arzu edi-
lenin kullanilmasina olanak saglar. Immersiyon yag1 kullanilarak yapilan incelemelerde; diger
bir anlatimla, sitma kan1 ve paraziti incelemesinde, 90 x 100x biiyiitmeli olan immersiyon ob-
jektifleri kullanilir.

Sitma kan1 incelemelerinde, ¢ok fazla biiyilitmeye gerek yoktur. Bu nedenle de, 5x - 8x -
10x biiytitmeli okiiler ile 90x - 100x biiyiitmeli immersiyon objektifi kullanilir. Dolayist ile,
sitma kani1 incelemesinde biiytitme 500 - 800 - 1000 kadardir. Rutin incelemelerde genellikle
500 - 800 biiyiitme tercih edilir.

¢) Kondansator: Isik kaynagindan gelen 15181 toplayan ve tabla deliginden (pupilden)
gecirerek, preperat laminin {ist yiizeyine / incelenecek cismin {izerine diigiiren aygittir. Al
tinda siizgeg (filtre), iistiinde ise diyafram (aydinlatma kaynagindan gelen 1sinlari demet ha-
linde toplayan aygit) bulunur. Yaninda bulunan kiiciik bir kol (diyafram ayar kolu) yardimi
ile, diyaframin deliginin genisligi biiyiitiiliip kiiciiltiilebilir, ya da acilip kapatilabilir. Boylece,
arzu edilen 151k miktar1 ayarlanabilir. Sitma kan1 incelenmesinde diyafram tam acik po-
zisyonda tutulur.

Kondansator, kondansator ayar vidasi yardimai ile, kizak iizerinde asag1 yukari, hareket
ettirilebilir. Boylece, 1sinlarin toplanma yerinin cismi {izerinde olmasi saglanir. Cukur ayna
kullanilirken kondansatér tamamen asagiya indirilir veya sokiilerek ¢ikarilir. Diiz aynada ise
lyice yukariya kaldirilarak, preparat lamina yaklasitirilir.

d) Ayna: Kendi, sabit 151k kaynagi / lambasi bulunmayan ve dis bir kaynaktan 151k
alan mikroskoplarda bulunur. iki ayak arasina, kondansatériin altina ve hareket edilecek se-
kilde monte edilen, yuvarlak ve iki ylizlii bir aynadir. Isik kaynagindan gelen 1siklar1 kon
dansatore yansitmaya yarar. Bir yiizii dliz, deger yiizii ise ¢ukur aynadir. Cukur tarafi, bo-
yamasiz ve kaba preparatlarin incelenmesinde, kiigiik biiyiitmeli objektiflerle ve kondansator



cikarilarak kullanilir. Diiz tarafi ise yiiksek biiyiitmeli objektiflerde kullanilir. Dolayisi ile im-
mersiyon objektifi ile diiz tarafi kullanilir. Daha ag¢ik bir anlatimla, sitma paraziti in-
celemelerinde aynanin diiz tarafi yukarda olmalidir.

e) Lamba: Mikroskoba 151k saglayan, aydinlatma kaynagidir. Isik mikroskoplari i¢in
en uygun 151k kaynag elektirik lambasidir. Mikroskoptan ayri, portatif lambalar olabilecegi
gibi, mikroskobun ayaklari arasina monte edilmis sabit lambalar da olabilir.

Okiiler

Kondansatsr 4 =

Ayna

Sekil 1. Cesitli mikroskoplar



2.2. Mikroskobun Ayarlanmasi ve Mikroskobik inceleme

Iyi bir goriintii elde edilmesi ve mikrostopistin goziiniin yorulmamas igin; mikroskobun
arkasmin olabildigince karanlik olmasi gerekir. Bu nedenle, mikroskobun arkasina pencere
gelmemeli; ya da mikroskobun 151k kaynaginda baska bir 151k kaynagi bulunmamalidir.
Diger bir anlatimla, mikroskopist pencere veya baska bir 151k kaynagi karsisinda otur-
mamalidir. Mikroskobun yerlestirildigi masanin yiiksekligi uygun olmali ve masa sal-
lanmamalidir. Oturulan sandalye yiiksekligi ayarlanabilen tiirden olmali ve mikroskopist san-
dalye ytiksekligini kendi boyuna gore ayarlamalidir.

Kutusundan c¢ikarilarak, masaya yerlestirilen mikroskobun, tiim pargalarinin tamam
olup olmadigi ve hareketli kisimlarinin serbestge hareket edip etmedigi kontrol edilir. Kaba
ayar vidas1 yardimi ile, mikroskop tiipii en yliksek konumuna getirilir.

Immersiyon yag1 kullanilarak yapilan incelemelerde; kondansatériin iyice yukari kal-
dirilmas1 ve lama yaklastirilmas: gerekir. Bu amagla, kondansator lama 0.3 milimetre ka-
lincaya kadar kaldirilir / yaklastirilir (asla lama degmemelidir). Diyafram tam acik hale ge-
tirilir.

Sayet portatif 151k kaynagi kullaniliyor ise; 151k kaynaginin yeri ve yiiksekligi kontrol
edilip, gerekli diizeltme ve ayar yapilir. Isik kaynagi ¢alistirilir. Aynanin diiz tarafi yukariya
getirir ve 15181 kondansatore yansitacak sekilde ayarlanir.

En kii¢lik biiyiitmeli kuru objektif pupillaya yonlendirilir ve mikroskop tiipii, kaba ayar
vidasi ile, asagiya dogru yavas yavas indirilerek net goriintli ortami elde edilerek , 151k ayar1
ve mikroskobun temizligi kontrol edilir. Kondansator, ayna ve 151k kaynag1 ayarlari bozuk
olan mikroskoptan sar1 ve zayif bir 151k , ayarlar dogru ise beyaz ve parlak bir 11k alinir.

Preperat incelemeye baslanmadan 6nce, mikroskobun merceklerinin temizliginden emin
olunmas1 gerekir. Tam bir temizlik saglanmadan mikroskobik inceleme yapilmamalidir. Iyi
goriintii elde edilemez ve hatta yanilmalara neden olabilir. Bu amacla, en kiigiik biiyiitmeli
kuru objektifle netlestirilmis ortam saglandiginda, bir yandan 1s1k ayarlar1 kontrol edilirken
ote yandan da netlesmis alanda toz ve leke olup olmadigina dikkat edilir. Sayet, netlesmis
alanda tozlar veya lekeler goriiniiyor ise, mikroskop kirli demektir.

Mikroskoptaki kirlerin / lekelerin / tozlarin okiilerde mi yoksa objektifte mi oldugunu an-
lamak icin, okiilerleri kendi ekseni etrafinda dondiirmek yeterlidir. Sayet leke okiilerde ise,
okiilerin hareketi ile beraber toz / leke de yer degistirir. Okiilerin hareketi ile yer degistirmeyen
toz ve lekeler ise, objektifte demektir. Bu leke ve tozlarin temizligi, damitik / saf suyla nem-
lendirilmis, gaz bez ile yapilir. Daha sonra, son bir kez ve yeniden, mikroskobun temizlik
kontrolii yapildiktan sonra, tiip en yiiksek konumuna getirilerek, preparat inceleme is-
lemlerine gegilir.

Asagida Ozetlenen islemlerle hazirlanmis olan, kalin veya ince yayma preperati, kan
istte kalacak sekilde, tablaya yerlestirilir ve masa araciligi ile tutturulur / sabitlenir (Kanin
lamin tizerinde oldugunu anlamak i¢in boyali lam bir baska lam kenar ile ¢izilirse boyali olan
yiizey daha kolay anlagilir).

Mikroskobun ayar1, 6nce en kiigiik biiyiitmeli kuru objektifle yapilir. Bunu i¢in; bashk



dondiiriilerek, doner baglik {lizerindeki en kiigiik bliylitmeli objektif, preparata yonlendirilir.
Gozler okiilere yerlestirilir ve kaba ayar vidasi yardimu ile tiip yavas yavas /kontrollii olarak
asagiya dogru indirilir. Goriintii ortaya ¢ikinca, ince ayar vidasi ile netlik saglanir.

Parfokal mikroskoplarda objektif degistirilince goriintii ayar1 bozulmaz. Bu nedenle de,
kuru objektifle yapilan ayarlama, ayn1 zamanda immersiyon objektifini ayarlamaya da yar-
dimc1 olur.

Kuru objektifle, netlik saglandiktan sonra, preparatm iizerine, bir damla immersiyon
yag1 damlatilir. Bashk dondiiriilerek, immersiyon objektifi, lama yoneltilir ve immersiyon ya-
gma daldirilir. Bu islem sirasinda, doner baslik, immersiyon objektifi tlipiinii tistteki diger
tiiplerin tam hizasina gelecek sekilde, dondiiriilmiis olmalidir. Objektifler tam yerine yer-
lestiginde bir "¢1t" sesi ¢ikarir. Bu ses duyulmaz; ya da objektif tam yerine yerlesmez ise, go-
rintii elde edilemez. Bu islemden sonra, ince ayar vidasi yardimiyla, alan kolayca
netlestirilebilir.

Pratigi artmis ve deneyimli olanlar, kuru objektifle gériintli ayar1 yapmadan, dogrudan
immersiyon objektifini ayarlayabilirler. Bunun i¢in; mikroskop tiipii en yiiksek konumunda
iken immersiyon objektifi preparata yoneltilir. Yaymanin {izerine immersiyon yagi damlatilir.
Sonra, okiilerin disindan / mikroskobun sol yanindan ¢iplak gozle bakilarak, kontrollii bir se-
kilde tiip asagiya indirilerek, objektifin immersiyon yagma dalmasi ve preparata iyice yak-
lagsmasi saglanir (lama degmemesine 6zen gosterilir). Buna 6n ayar denir ve kaim ayar vidasi
kullanilarak yapilir. On ayardan sonra, géz okiilere yerlestirilerek, ince ayar vidasi ile go-
riintii alan1 netlestirilmeye ¢alisilir. On ayarlamanin iyi yapilmas: halinde, ince ayar vidasini
bir iki devir ¢evirmekle alan netligi elde edilir. Bu isleme, mikroskobun ince ayar1 denir.

Ince ayar vidasinin asagiya ve yukariya dogru hareketinin bir smir1 vardir. Bu smira
dayandiginda; yani kolayca donmesi durdugunda kesinlikle zorlanmamalidir. Bu durumda
goriintii netligine ince ayar vidasinin sinirlar i¢inde ulasilamiyor / ulasilamayacak demektir.
Boyle bir durumla karsilasildiginda; ince ayar vidasi durdugu yoniin tam aksi yone dogru ve
sonuna kadar dondiiriiliir. Tekrar, ¢iplak gozle yandan bakarak ve kaba ayar vidasi kul-
lanilarak, kontrollii / dikkatli bir sekilde, tiip ince ayar vidasinin durdugu / ilerlemedigi yonde
ve biraz hareket ettirilir. Bundan sonra, yeniden okiilerden bakilarak, ince ayar vidasi, dur-
dugu / ilerlemedigi yonde, dondiiriilerek netlik kolayca saglanir.

Mikroskobu ayarlamada, bu sira takip edilmez ve 6zellikle kaba ve 6n ayarlama okii-
lerden bakilarak yapilmaya calisilir ise lam1 kirma, diger bir soyleyisle, emegin bosa gitmesi
olasilig1 ¢cok yiiksektir.

Alan netlestikten sonra, arabanin yardimu ile, preparat saga sola ve ileri geri hareket et-
tirilerek, dikkatli bir sekilde taranir. Alan atlamamak i¢in, bu taramanin, yaymanin bir ucun-
dan diger ucuna uzanan, belli ve birbirine paralel ¢izgiler halinde yapilmasi gerekir (kaim yay-
mada sagdan sola - ince yaymada 6nden arkaya)

Iyi boyanmis bir yaymada sitma parazitini tanimak zor degildir. Parazitlerin pro-
toplazmasi acik mavi / gri, ¢ekirdekleri (choromatin) ise parlak kirmizi renkte boyanir. Pa-
razitin ve ¢ekirdeginin sekli bulundugu evreye gore degisir.



Geng Trofozoit evresinde olanlar, virgiil, nokta ve tash yiiziik manzarasi olarak ad-
landirilan tipik bir goriintiiye sahiptir. Ciinkii; bu evrenin yapisinda biiyiik bir vakuol vardir
ve bu vakuol boya almadigindan renksiz goriiniir. Stoplazma bu vakuoliin etrafinda ince mavi
bir halka halinde, ¢ekirdek ise bu halkanin iki ucunun birlestigi yerde parlak kirmizi olarak
gorunur.

Olgun trofozoit evresinde, vakuol kii¢iilmiis, pigment birikimi baglamis ve parazit erit-
rositi doldurulmaya baslamistir. Alyuvarlar soluk pembe, trombositler ise kirmizi renkte go-
riliir. Akyuvarlar koyu mor boyanan ¢ekirdekleri ile ayirt edilir.

Geng sizont evresinde, parazitin ¢ekirdegi boliinmiis ve bogumlu (fregmante) bir go-

rintii kazanmistir. Pigment miktart iyice artmistir. Olgun sizontlarda ise; stoplazma da bo-
liinerek merozoitler olusmustur, (bakiniz sekil 18, 19,20,21,22)

MIKROSKOP AYARI VE MIKROSKOBIK INCELEME ISLEMLER]
I ~ Mikroskop kutusundan ¢ikarilarak masaya yerlestirilir.

2) Mikroskobun pargalarinin tam olup olmadig1 ve hare-
reket edip etmedigi kontrol edilir.

3) Lamba portatif ise, yeri ve yiiksekligi kontrol edilir, ayarlanir ve ¢aligtirilir.

4) Kondansatoriin en iist konumda, diyaframin tamamen agik, aynanin diiz kisminin
yukarida olup olmadigi, kontrol edilir. Uygunsuz olan ayar var ise diizeltilir.

5) Binokiiler mikroskopta okiilerlerin araligi, incelemeyi yapan kisinin goz araligina
gore ayarlanir.

6) Mikroskobun 151k ayan \c temizligi kontrol edilir. Kir, leke varsa temizlenir.

7) Yayma preparati, kan tstte kalacak sekilde, tablaya yerlestirilir ve masalarla sabitlenir.

8) En kiiciik biiytitmeli objiktif ile, gdriintiiniin netligi saglanir.

9) Ciplak gozle, mikroskobun solundan bakarak, bir damla immersiyon yag1 damlatilir.

10) Baslik dondiiriilmek suretiyle, immersiyon objektifinin yaga dalmasi saglanir.

1 1) Ince ayar vidasi ile goriintii netlestirilir. Goriintii netliginin test edilmesi i¢in, lokosit
goriiliinceye kadar, araba vidasinin yardimu ile, alan hareket ettirilir ve bir lokosit bulunarak
gorlintii netligi kontrol edilir. Goriintiiniin netliginden emin olduktan sonra, yukarda an-
latildig1 bigimde, tarama isine gegilir.

12) Bir el ince ayar vidasinda, diger el arabanin vidasinda olacak seklide alan taramasi
yapilir. Her preparatta en az 100 mikroskop alani taranmadan. 200 mikroskop alani ta-
racadan preparat negatif olarak degerlendirilmemelidir.

13) Preparatin incelenmesi bittikten sonra, mikroskobun tiipii kaba ayar vidasi ile en iist
konuma kadar kaldirilir. Incelemenin sonucu ilgili forma kayit edilir. Bir sonraki preparati in-
celeme islemine baslanir.

14) Giinliik ¢alisma bittikten sonra, mikroskobun temizligi yapilir. Ozellikle immersiyon
bulasiginin kalmamasina zen gosterilir. Ortiisii 6rtiilerek kutusuna kaldirilir.




2.3. Mikroskobun Bakimi

Bir mikroskoptan 1yi goriintii elde edilmesi;

a) Mikroskobun bakimina,

b) Optik kisimlarin temizligine,

c¢) Lamin, kaliteli ve temiz olmasina,

d) Isik kaynaginin 1yi olmasi ve 1yi ayarlanmasina,
e) Uygun ayna, okiiler objektif kullanilmasina,

f) Kondansatoriin 1yi ayarlanmasina, baglhidir.

Yukarida siralanan kurallardan da anlasilacagr lizere; bir mikroskoptan, iyi bir goriintii
elde edilmesi, biiyiik oranda, mikroskobun bakimi, temizligi ve ayarlanmasi ile ilgilidir. Bu
nedenle, mikroskobun temizlik ve bakimina 6nem vermek gerekir. En kisa ve acik ifadesi ile,
hem 1iyi goriintii elde etmek hem de mikroskobun dmriinii uzatmak igin; mikroskoplarin kul-
lanilmadan Once ve kullanildiktan sonra ¢ok dikkatli bir sekilde temizlenmesi zorunludur.

Preparat incelemelerinden sonra, basta immersiyon objektifi olmak {izere, mik-
roskobun herhangi bir yerinde, immersiyon bulasigi birakilmamahdir. Im-
mersiyon yagi bulasik ve kalintilarimi temizlemek i¢in, ¢ok az miktarda ksilol ile nem-
lendirilmis gaz bez kullanilir.

Bu islem sirasinda, gaz bez fazla islatilmis olmamalidir. Eger fazla islatilir ise; gaz bez-
den tasan ksilol objektifin igine girerek ona zarar verir. Okiilere immersiyon bu-
lusturulmamasi, 6zen gosterilecek diger bir konudur.

Mikroskobun dis kisimlarinin temizlenmesinde; toz bezi, gazli bez gibi yumusak ve pa-
muklu bezler kullanilir. Optik kisimlarin temizliginde ise, mercek kagidi veya gazh bez
kullanilir. Optik kisma alkol asla degmemelidir.

Mikroskoptaki biiyiiteglerin ili¢ diismani; toz, nem ve dikkatsiz kullanimdir. Mik-
roskoplarin biiyiitegleri tozlu, nemli ve yliksek sicakliga maruz olarak birakilir ise, bir yil
i¢inde, bozulur ve ozelligini kaybeder. Mikroskobu asla giineste veya sicakta bi-
rakmaymmz. Giinliik ¢alisma bittikten ve mikroskobun temizligi tamamlandiktan sonra,
mikroskobun ortiisii Ortiilmeli ve kabina yerlestirilerek muhafaza edilmelidir.

Dikkat; mikroskobu daima kolundan tutarak kullaniniz, hareket ettiriniz.
Islak, nem, toz ve sicaktan koruyunuz. Kullanilmadig1 zaman ortiisiinii or-
terek ve kutusuna yerlestiriniz.




3. DIGER ARAC ve GERECLER

3. 1. immersiyon Yag (sedir yagi): Sedir agacindan elde edilen bir tiir yagdur.
Sitma kanini incelemek ve sitma parazitini gorebilmek i¢in; goriintiiyii 600 - 800 kat bii-
yiitmek gerekir. Kuru objektifler yeterince biiyiitme saglayamaz, dolayisi ile bu biiytikliiklere
ulagilamaz. Bundan 6tiirii, sitma kani incelmelerinde immersiyon objektifi ve immersiyon
yagi1 kullanilir.

Immersiyon yagi, damlalikli plastik siselerde saklanir. Siselerin agzi iyi kapali ol-
malidir. Aksi takdirde, nemli yer ve mevsimlerde, nem ¢ekerek nemlenir. Bu durumda, im-
mersiyon yag1 bulaniklasarak / seffafligin1 kaybederek, iyi goriintii alinmasmi engeller. Im-
mersiyon yagmin, 70-80 derece de 1sitilmasi ile bu problem ¢oziimlenebilir ise de, bu
duruma hi¢ yol agilmamasi daha dogrudur.

Sekil 2. immersiyon Yag Sisesi

3.2. Ksilol : Mikroskop ve preperattaki immersiyon bulagiklarini temizlemeye ya-
rayan kimyasal maddedir. Berrak bir siv1 goriiniimiindedir. Mikroskoptaki bulagiklar: te-
mizlemek icin, gaz bez hafifce ksilol ile nemlendirilir. incelemesi bitmis olan preparatlarin
tizerindeki immersiyon kalintisi ise, yagli preparatlar ksilol tankina daldirilip bekletilerek ya
da preparattaki immersiyon bulasiinin iizerine biraz ksilol damlatilarak temizlenir.

3.3 Lam : Kalin ve ince yayma yapmada kullanilan, yaklagik 25 mm eninde ve 75
mm boyundaki dikdortgen cama bu ad verilir. Kaliteli bir lamim kalinligi ise, 1-1.2 mm ol-
malidir (yeterince dayanikli olmasi igin).

Sitma kaninin incelenmesi sirasinda, iyi bir goriintii elde edilmesinde, lamlarin kalitesi
(seffaflag, yiizeylerinin ¢iziksiz olmasi, kenarlarinin ve 6l¢iilerinin diizgilinliigt, kalinligimin
homojenligi ve camin saglamligi) ve temizligi son derece dnemlidir. Tasarruf nedeniyle, ayni
lamin defalarca kullanilmasi zorunlulugu, bu konuyu daha da 6nemli kilmaktadir.

Lam ve lam kullanmaya iligkin dort temel hata siralanabilir: a) Lamlarin kalitesiz olmas,
b) kullanilmamis lamlarin koétii kosullarda depolanmasi, c) yeni veya eski lamlarm iyi te-
mizlenmeden kullanilmasi, d) yeniden kullanilan lamlarin, temizleme sirasinda, kalitesinin
bozulmasidir. Bu hatalara diismemek icin; lamlarin piyasadan aliirken iyi secilmesi, iyi sak-
lanmasi / depolanmasi, gerek ilk kullanimda gerekse tekrar kullanimlarda 6zenle temizlenmesi
gerekir.



Hi¢ kullanilmamig lamlarin ylizeylerinde, parlatmak amaciyla kullanilan, bazi kim-
yasallarin kalintilar1 vardir. Bu kimyasallar uzaklastirilmaz ve lamlar temizlenmez ise; kalin
yayma lama yapismaz ve yikama sirasinda ayrilir. ince yaymada ise, iyi bir yayma elde edi-
lemez bosluklar olusur. Ayrica, bu kimyasallar, depolanma sirasinda leke yapar. Iyi ko-
sullarda depolanmayan lamlarda bu lekeler ¢ok daha fazla olusur. Bu nedenle, yeni kullanima
sokulan lamlarin da yikanmasi ve temizlenmesi gerekir.

Ister hic, kullanilmamis lamlar olsun, isterse kullanilmis lamlar olsun,
biitiin lamlar mutlaka yikanmali, temizlenmeli ve ondan sonra kullanilmahdir.

Yeni, hi¢ kullanilmamis lamlar, 100 gram Potasyum Bichromate, 250 mi konsantre Siil-
firik Asit ve 750 mi saf suyun birbirine karistirilmasi ile elde edilen "Asit - Bikromat Si-
vist" icinde 12 saat tutulmak suretiyle temizlenir. Bu s1vi, yarim litre saf suda 100 gram Po-
tasyum Bikromat eritildikten sonra {lizerine, ¢ok yavas bir bigimde ve karistirilarak 250 mi
Siilfirik Asit eklendikten sonra, tekrar bir litreye tamamlanincaya kadar su ilave edilerek ha-
zirlanir.

Lamlar, birbirine temas etmeyecek sekilde dizgeclere/ 1zgaralara yerlestirilerek, yukarda
tarif edilen sekilde hazirlanan Asit - Bikromat sivisinin bulundugu, lam yikama tankinin
icine sokulur. Bu durum da, 12 saat tutulduktan sonra, tankin / tepsinin i¢indeki siv1 (asa-
gidaki musluktan) disariya, saklama kabina alinir ve saklanir. Bu sivi defalarca ve aylarca
kullanilabilir.

Asit - Bikromat sivisi bosaltildiktan sonra, lam yikama tankina su doldurup bosaltmak;
ya da musluk altinda tutmak suretiyle lamlar durulanir. Son durulama saf su ile yapilmalidir.
Kuruduktan sonra, yumusak bir pamuklu bezle (gaz bez)veya kagitla silinen / temizlenen lam-
lar kullanima hazir demektir. On ya da yirmilik paketler halinde paketlenir.

Bireysel preparat hazirlamalarinda, diger bir anlatimla; toplu olarak Asit Bikromat sivisi
ile yitkanmamis olan yeni lamlar1 temizlemek i¢in; bire birlik (1:1) etil alkol (% 96'lik) eter
karisimi1 kullanilabilir. Yeni lamlar bu karigim ile temizlendikten sonra kullanilir ise yaymalar
giizel olur ve saglikli sonuglar verir.

Silme, paketleme ve kullanima hazirlama iglemleri sirasinda, lamlar kenarlarmdan tu-
tulmali ve lamlarin yiizeyine asla el ve parmaklar dokunmamalidir. Aksi takdirde lam tekrar
kirlenerek, tiim emekler bosuna gider.

Gerek Siilfirik Asidin ve gerekse sonradan elde edilen Asit - Bikromat Si-
visi'nin yakici oldugu, viicudun herhangi bir yerine, diger esyalara deg-
memesi ve korunulmasi gerektigi unutulmamahdar.
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Sekil 3 : Yeni Lamlarin Yikanmasi
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Kullanilmis, kanli lamlarin yeniden kullanim i¢in temizlenmesi gerekir. Bu amagcla, de-
rince bir kaba deterjanli su hazirlanir. Lamlar bu suyun i¢ine konulur ve 24 saat veya daha
uzunca bir siire tutulur. Deterjanl su i¢inde bekleme siiresi tamamlandiktan sonra, lamlar yu-
musak bir pamuklu bezle ovularak kirler tamamen uzaklastirilir. Kirli su bosaltildiktan sonra,
daha az detarjanl bir su ile, lamlar bir kez daha yikanir. Musluk suyu altinda iyice durulanir.
Son durulamanin saf su ile yapilmasi gerekir. Kuruduktan sonra gaz bez veya kagit ile si-
linerek / parlatilarak paketlemeye hazir hale getirilir.

Temizlenmis ve kullanima hazir hale getirilmis lamlar, istenen sayida, kagitlara pa-
ketlenip baglanmak suretiyle kullanima sokulur.

WHO 6423

Sekil 4 : Kullanilmis Lamlarin Yikanmast
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Sekil 5 : Temizlenmis Lamlarin Paketlenmesi
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3.4. Giemza Boyas1 : Kaim ve ince yayma preparatlarini boyamada, Giezma Bo-
yas1 kullanilmaktadir.

Giezma Boyasi, orjinal de toz halinde bulunur. Bu tozdan, 6nce Stok Giezma Soliisyonu
hazirlanir (600 mg toz Giemza Boyasi, 50 mi Methil Alkol, 50 mi Gliserin karistirilarak elde
edilir). Daha sonra, Stok Giemza Soliisyonuna saf su veya Buffer ile notralize edilmis su ka-
tilarak (her bir mililitre / santimetre kiip saf veya notralize edilmis suya bir damla stok so-
lisyon eklenerek) seyreltilmek suretiyle, preparat boyamada kullanilir.

Glintimiizde, Giemza Boyasi, dogrudan Stok Soliisyon halinde satilmakta ve Sitma La-
boratuvarlarina bu haliyle gonderilmektedir. Laborantin, bunu sulandirarak taze ve kullanima
hazir boya elde etmesi gerekir.

Sulandirilmis / kullanima hazir Giemza Boyas1 45 - 60 dakika i¢inde ¢oker. Diger bir
anlatimla, sulandirilmis Giemza Boyasi bekletilemez / depolanamaz. Bu nedenle de, her bo-
yama isleminde taze boya karisimm hazirlanmasi zorunludur. Bu karisimi ha-
zirlamak i¢in; gereksinim duyulan taze boya miktari, boyanacak preparat sayisina gore, ha-
saplandiktan sonra, bulunan miktar kadar saf su / nétralize edilmis su bir kaba konur ve bu
suyun her bir santimetre kiipii i¢in, bir damla konsantre / Stok Giemza Boyas1 damlatilir. Bir-
ka¢ dakika beklenir. Elde edilen karisim kullanima hazirdir. Bu islem sirasinda, karisim ¢al-
kalanmamal1 ve karistirtlmamalidir. Sayet calkalanir veya karistirilir ise, tortu yapar ve iyi
bir boyama elde edilemez.

Sekil 6: Cesitli Laboratuvar Araclart
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Sekil 7: Cesitli Laboratuvar Araclari
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4. KALIN YAYMA HAZIRLAMA ve BOYAMA ISLEMLERI

Sitmada tani, periferik kanda parazit arama ve gérme esasina dayanir. Tan1 sans1 ¢ok
ylksek olan, basit bir yontemdir. Prodrom ve invazyon doneminde kanda parazit tespit edi-
lemeyebilir. Bu nedenle de, birka¢ kez kan alinmasi1 gerekebilir. Nobetler sirasinda ise (erit-
rositler evre), parazit gorme / yakalanmasi sansi ¢ok ytiksektir.

Kanda sitma parazitini aramak icin, periferik kan viicudun, uygun olan (kulak memesi,
parmak, topuk ve baldirlar), her yerinden alinabilir. Tan1 agisindan, buralardan alman kanlar
arasinda bir farklilik yoktur. Ancak; kolay olmasi nedeniyle, elin orta parmaklariin memesi
en ¢ok kullanilan ve onerilen yerdir. Ellerden ise, sol elin yeglenmesi; asepsi antisepsi ku-
rallarina uyulmamasi halinde, kiside olusacak lokal enfeksiyonun, kisinin is ve giiciine mani
olmamasi1 diisiincesidir. Bebeklerde topuktan kan alinmasi yaygin ve Onerilen bir uy-
gulamadir. Ozetle, sitma kan1, kan alinacak kisinin durumuna en uygun olan yerden almir.

Kan almadan once, gerekli olan tiim ara¢ ve gere¢ hazir hale getirilmelidir. Ciinkii;
yayma yapilirken, olabildigince ¢cabuk ve seri davranilmasi gerekir. Aksi takdirde, islemler
sirasinda oyalanir ise, kan pihtilagir ve yayma yapilamaz. Bu amagcla, temiz lamlar, steril
pamuk, dispozibil lanset ve alkol hazir hale getirilir.

Isleme baslamadan &nce, hastanin ellerini sabun ve bol su ile yikamis olmasi arzu edilir.
Elin yikanmasi, hem yerel enfeksiyonlarin (cildin iltihap kapmasinin) 6nlenmesi hem de iyi
bir preparat elde edilmesi i¢in gereklidir. El yikanmadan kan alinir ise, delme sirasinda cilt-
teki mikroplar cildin derinine tasinarak, iltthaplanmaya neden olabilir. Ayrica, ciltteki yaglar,
asit, toz, mikrop ve mantarlar kan ile birlikte preparata gegerek iyi bir goriintii elde etmeye
engel olur.

Delme (pikiir) yapilmadan once, hastanin cildi temizlenmek amaciyla, % 70lik etil al-
kolle 1slatilmis pamukla iki veya ii¢ defa 6zenle silinir (bu amacla bire birlik eter alkol ka-
risimida kullanilabilir). Cilt temizligine 6zen gosterilmesi 6nemlidir. Aksi takdirde, yerel en-
feksiyonlar olusabilir ve bazen bu enfeksiyonlar tedavi gerektirecek ciddiyete ulasabilir.
Yukarda da s6zii edildigi gibi, hastanin elinin temizligi, yerel eneksiyonlara kars1 yararli ol-
dugu gibi, iyi bir preparat elde etmek i¢in de gereklidir. Alkolle temizlik isleminden sonra, de-
rinin iyice kurumasi beklenir, zaman kazanmak istendiginde, alkol kuru pamuk ile silinerek
kurumaya yardimci olunabilir. Ancak, deri tamamen kurumadan pikiir yapilmamalidir. Cilt
1slak olur ise, kan cilt tizerinde yayilir ve kan damlas1 olusmaz.

Cilt kurutulduktan sonra, hastanin parmagi / topugu sol ele alinarak, sag ele alman tek
kullanimlik (dispozibil) ve steril lansetle cilde derince bir delik agilir. Bu delik yeterince derin
olmaz ise, kan 1yi gelmez ve kan ¢ikarmak i¢in parmagi sikmak gerekir. Bu durum, kanin
fazla miktarda kan sivisi (eksuda) i¢cirmesine, eritsosit oraninin diisiik olmasina, dolayisi ile
de parazitin zor goriilmesine neden olabilir. Buna meydan vermemek i¢in, ani ve sert bir ha-
reketle, yeterince derinlikte bir delik acilmasi yerinde olur. Deligin c¢ok kiigiik olmasi halinde,
yeni bir delik agma gereksinimi dogar ki; bu da hastanin yeniden caninin yakilmasi demektir.
Dogru degildir.
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Delikten ¢ikan, ilk kan kuru pamukla alinmalidir. Ciinkii, bu kan hem biiyiik hem de
kiiresel olmayan / yayilmig bir damla seklindedir. Ayrica, ciltteki kirlerle kirlenme olasiligi
fazladir. Pikiir iy1 / uygun yapilir ise, ikinci damla genellikle kendiliginden ¢ikar. Cikmamasi
halinde, parmak hafif bir bicimde sikilarak, kanin ¢ikmasi saglanir.

Kan damlasimin cilde yayilmamasi gerekir. Sayet yayilir ise, cildin 1slak olmasi, terli
olmasi, parmagin yatay tutulmamasi gibi hatalardan birisine diisiilmiis demektir. Bu durumda
kuru pamuk ile tekrar alinir. Kiire halindeki kan damlasi elde edilince, daha once iyice te-
mizlenmis ve kurutulmus olan, hazir lamin sagda kalan {igte birlik kisminin ortasina aktarilir.

Kani lama aktarmak i¢in; lamin yiizeyinin, kan damlasina degdirilmesi yeterlidir. Kan
damlasi lama aktarilirken, lamin cilde degmemesine dikkat etmek gerekir. Eger cilde deger
ise, preparat ciltdeki bakteriler, ter ve yag ile kirlenir. Bu durumda iyi bir praparat elde edi-
lemez. Lama aktarilan damlanin yetersiz / kiigiik olmasi halinde, ilk damlanin yanma ikinci
bir, gerekirse diger ti¢lincii bir damla kan alinabilir.

Sekil 8 : Elden Kan Alma Ve Aktarma

Lama aktarilan kan damlasi, pihtilasmasina firsat verilmeden, ikinci bir lamin sivri ko-
sesi ile, dairevi hareketler yaparak bir - birbuguk santimetre ¢apa ulasacak sekilde yayilir.
Yaymanin, dairevi hareketlerle yapilmasi 6nemlidir. Ciikii, bu islem kanin yayilmasi yaninda
eritrositlerin parcalanarak parazitlerin serbest kalmasini da saglamaktadir. Gerek yayma si-
rasinda gerekse kurutma sirasinda lamin yatay durmasina 6zen gostermelidir.

Kalin yayma islemi tamamlandiktan hemen sonra, preparati etiketleyebilmek icin, eti-
ket yaymasi yapmak gerekir. Bunun i¢in, lamin ortadaki iicte birlik kisminin ortasina diger
bir damla kan aktarilir. Bu kan, yayma laminin yardimi ile ve ince yaymada oldugu gibi, sola
dogru yayilir. Etiket yaymasi icin, kan damlasi 6nce preparat lamina aktirilarak ya-
pilabilecegi gibi, kan yayma laminin kenarma aktarilarak da yapilabilir. Dikkat; etiket
yaymasi ince yayma olmayip, yalmzca kalin yayma preparatimi etiketlemek
amaciyla yapilmaktadir, parazit incelemek veya tiir ayirdi yapmak amaciyla
kullanilmamahdar.
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Sekil 9 : Kalin Yayma islemleri

Kaim yaymasi1 ve etiket yaymasi tamamlanan lam, kanl tarafi yukariya gelecek sekilde,
boya kopriisii iizerine veya diiz bir yere konarak, dogal kurumaya birakilir (dogal kurutma
disinda, herhangi bir kurutma islemi yapilmamaldir). Tiirkiye kosullarinda, yak-
lagik yirmi dakika veya yarim saatte kan kurur. Kurutma sirasinda, kanin tozlanmasi, ka-
rasineklerce yenmesi, asir1 sicak ve glinese maruz kalmasi dnlenmelidir. Aksi taktirde, biitiin
emek bosa gider.

Kaim yayma kurumaya birakildiktan sonra, sayet yapilacak ise, ince yayma i¢in de kan
ayni delikten , diger bir lama alinir ve usuliine uygun olarak ince yayma islemleri yapilir.

Iyi bir kalin yaymada kan hiicreleri 15-20 kat halinde bulunur. Bundan daha incesi
veya kalin1 makbul degildir. Bunun, pratik olarak, kontrolii; yaymanin altina konulacak yazi
ya da saatin goriiniip goriinmemesi ile yapilir. Yaymanin tstiinden bakildiginda, saatin ya da
yazinin agikca secilmesi gerekir. Daha kalin olmasi halinde, 1y1 bir alan elde edilemez ve pa-
razit goriilemez.
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Lama aktarilan kan pihtilasmadan
once diger bir lamin kosesi ile ve da-
iresel hareketlerle 1-1,5 cm capinda
yayilir.

Yaymanin kalinligim1 kontrol etmek
i¢in preperat bir yazi ya da saat lize-
rine tutulur. Yayma gereginden kalin
1se gormeyi engeller

Hastanin protokolii, kuruyan etiket
yaymas1 lUzerine yazilir. Preparat
boya kopriisii lizerine yerlestirilir. Gi-
emza Boyas1 damlatilir.

Sekil 10 : Kalin Yayma ve Kalinlik Kontrolii
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Kaim yayma kuruduktan sonra, sira boyanmasina gelir. Diger kan preparatlarin aksine,
hemen boyanacak kalin yaymada herhangi bir tesbit islemi yapilamaz (isi,
kurutma, kimyasal madde tatbiki vb.). Sayet tespit yapilir ise, hemoglobinler eritrosit igine
hapsolarak preparatin seffaflig1 saglanamaz ve alan goriilmez olur. Dolayisi ile de, parazitler
goriilemez.

Kurutulduktan hemen veya kisa bir siire i¢inde boyanacak olan kalin yaymada, hemoliz
yapmaya ve tespite hem gerek yoktur hem de yapilmasi dogru degildir. Dogrudan boyama is-
lemi yapilir. Boyama islemine baglamadan once, preparatin etiket yaymasi tizerine, kursun
kalemle, hastanin adi soyad1 ya da protokol numarasi yazilir.

Tek veya birkag preparati boyamak icin; boya kopriisii iizerine yerlestirilen lamdaki, ku-
rumus olan kaim yayma ve etiket yaymasinin iizerine, kani ortecek kadar taze Giemza Bo-
yast damlatilarak, 45 dakika beklenir (hava sicakliginin 20 dereceden daha diisiik oldugu
zaman ve kis aylarinda 60 dakika beklemek gerekir). Daha sonra, preparat bu amacla kul-
lanilan distile su kabi i¢ine birka¢ defa daldirmak suretiyle, boya fazlasi yikanir. Tekrar ku-
rumast saglanir. Bu sekilde boyanmasi tamamlanmis olan preparatlar, mikroskop in-
celemesine hazir demektir.

Toplu boyamalar i¢in, kanlar kuruduktan ve protokol numaralar1 yazildiktan sonra, lam-
lar sol ucglarindan (protokol yazilan tarafindan) ve kaim yayma taraflar1 serbest kalacak se-
kilde lam dizgeclerine dizilir. Daha sonra, bir kap icindeki taze boya i¢ine daldirilarak 45 da-
kika bekletilir. Bu islem, lamlar saleye dizildikten sonra, sale boya ile doldurularak da
yapilabilir. Daha sonra, tanktan ya da saleden ¢ikartilan lamlar yikanir ve kurumaya birakilir
(bu kurutma, kurutma makinesi ile yapilabilir). Kuruduktan sonra preparatlar mikroskop in-
celemesi isine hazir demektir.

1- Dizge¢'e dizilmig lamlar

2- Boya tankinda boyanmasti

Sekil 11: Kalin Yaymalar: Toplu Boyama
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Sekil 12 . : Kalin Yaymalar: Salede Toplu Boyama
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Kaim yayma, boyanmadan Once, bir glinden fazla bekleyecek, uzak bir laboratuvara
gonderilecek veya preparat uzun siire saklanacak ise, metil alkol ile tesbit yapilmasi gerekir.
Boyle durumlarda, yukarda anlatilan sekilde, lama aktarilan ve kaim yayma seklinde yayilan
kan iyice kuruduktan sonra, saf su i¢cinde hemolize edilmesi, yani Hemoglobinden / ren-
ginden kurtarilmasi gerekir. Bunun i¢in ise, preparati saf su dolu bir kap icinde, rengini kay-
bedinceye kadar, tutmak yeterlidir. Preparat tekrar kurutulduktan sonra metil alkol ile tesbiti
yapilir. Bu sekilde hazirlanan kaim yayma, daha sonra boyanabilir ve uzun bir siire bo-
zulmadan saklanabilir.

Kaim yaymada, paraziti gorebilmek i¢in, tiim alanin sabirla taranmasi 6zellikle kenarda
kalan alanlarin ihmal edilmemesi gerekir. Ciinkii; parazitli eritrositlerin tlim eritrositlere orani,
nobet doneminde bile, oldukca diisiiktiir. Vivaxta, eritrositlerin ancak % 1 -2'sinin parazitlerce
tutuldugu goz oniine alindiginda, yiiz eritrosite karsilik bir parazite rastlanacaktir. Yani, pa-
raziti yakalayabilmek i¢in birkac yiiz eritsosit saymak / taramak gerekir. Falsiparum'da ise,
eritrosit tutulum oran1 % 10'a kadar yiikseldiginden, parazit yakalama sansi1 daha yiiksektir.
Baska bir anlatimla, Flasiparum'da hastanin gézden kagma sansi, Vivax sitmasina gore, daha
diistiktiir. Sitmada taninin kaim yayma preperat: ile yapilmasinin nedenide burada yat-
maktadir. Kaim yayma yapmak suretiyle, lamin bir milimetre karesine diisen parazitli erit-
rosit, dolayist ile parazit sayisi artirilmis olur. Béylece, hem hasta kacirma riski azaltilmis
hem de preparat tarama / inceleme zamani kisaltilmis olur. Diger bir anlatimla, sitmada ince
yayma ile de tan1 konulabilir ve hatta daha saglikli sonuglar alinir. Ancak, mikroskopist za-
manini kisaltmak acisindan enfeksiyon tanisinda / taranmasinda kalin yayma yeg-
lenmektedir. Parazit tiirliniin ayriminda (verifikasyonunda) ise, daha ayrintili goriintii veren,
ince yayma gereklidir ve yeglenir.

Kaim yaymalardan pozitif olanlar ile negatiflerin % 20 'sinin referans laboratuvara
gonderilebilmesi i¢in, immersiyon bulasigindan temizlenmesi gerekir. Bunun igin yagh pre-
paratlar ksilol bulunan kaba sokularak veya iizerine ksilol dokiilerek temizlenir sonra pa-
ketlenir ve gonderilir.

4. INCE YAYMA HAZIRLAMA ve BOYAMA

Ayni anda hem kalin hem de ince yayma yapilacak ise; her iki yayma kani i¢in, agilan
tek / ayn1 delikten yararlanilmasi yerinde olur. Aksi takdirde hastanin cani iki kez yakilir. Bu
nedenle de, yukarda anlatilan kaim yayma islemlerinden, kan aktarini yapilip yayildiktan ve
preperat kurumaya birakildiktan sonra, ince yayma preparatina kan aktarilmasi ve ince yayma
yapilmasi gerekir. Kaim damladan farkli zamanda ve ondan bagimsiz olarak ince yayma ya-
pilmasi halinde ise, ince yaymada da, pikiir 6ncesi islemler tipki kaim yaymada oldugu gi-
bidir.

Ince yayma icin; preparatin hazirlanacagi lamin (ince yayma lami / preparat lami)
sagda kalan iicte birlik parcasinin ortasina, parmaga acilan delikten ve yukarda anlatilan is-
lemle, bir damla kan aktarilir. Lam diiz bir yiizeye yerlestirilir veya sag ucundan sol elin isaret
ve bag parmaklar1 arasinda tutulur. Sag elin isaret ve bas parmagi arasina alinan diger bos ve
kenarlar1 diizgiin bir lamin (yayic1 lam) kisa kenari, kanin bulundugu lamin solundan /
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bos tarafindan yiizeyine siirtiilerek ve saga dogru kaydirilarak kan damlasina yaklastirilir.
Yayict lamin kenar1 kana degince, kilcallik iliskisi nedeniyle, kan yayic1 lamin kisa kenari
boyunca yayilir. Bu sirada, yayici lam ile ince yayma lami arasindaki, a¢inin 30 derece ol-
mas1 kanin yayici lamin kenar1 boyunca dagilmasini kolaylastirir. Kanin, yayici lam ke-
narmin tgte ikisi boyunca dagilmasi tamamlanir tamamlanmaz, iki lam arasindaki ac1 45 de-
rece olacak sekilde acilarak, yayici lam sola dogru seri, homojen ve titrek olmayan bir
hareketle kaydirilir. Yayici lamin kenarinin arkasindaki kan, hareket halindeki kenarin pe-
sinden, ince bir film halinde preparat lami {izerine yayilarak, ince yayma islemi tamamlanmis
olur.

Parmaktan kanin, parmagin en ug kis-
minin biraz yanindan alinmasimin ne-
deni, en u¢ kisimlarin daha hassas
olup, hastanin caninin fazla aci-
masidir.

Kan, diiz bir sekilde tutulan lam iize-
rine parmak getirilip kan damlasina
temas ettirilerek alinabilecegi gibi, par-
makta toplanmig kana lam temas et-
tirilerek de alinabilir. Burada dikkat
edilecek husus her iki sekilde de lamin
parmaga degmemesidir.

Preperat lam1 sol elin, yayma lami ise
sag elin bas ve isaret parmaklari ara-
sina alinir. Yayma lami kan dam-
lasinin Oniine 30 derece ac1 ile yer-
lestirilir.

Yayict lam once saga kaydirilir.
Damla ile temas edince, ag1 45 de-
receye cikarilir ve sonra sola dogru
seri bir hareketle kaydirilir.

Sekil 13 : ince Yayma Yapma
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Ince yayma icin, diger bir yontemde, kan damlas1 &nce yayic1 lamin kisa kenarmnin or-
tasina alinir. Daha sonra, bu kenar preparat laminin yilizeyine 30 derecelik bir ag1 ile deg-
dirilir. Boylece, kanin, yayict lamin kenari ile preparat lami arasinda dagilmasi saglanmis
olur. iki lam arasindaki ag1 45 dereceye ¢ikarilarak, yayici lamin kenari, preparat lam yii-
zeyinde sola dogru kaydirilir. Yayict lamin kenarinin arkasindaki kan, preparat laminin yii-
zeyine ince bir film halinde yayilarak yayma islemi tamamlanmuisg olur.

Yayici lam olarak kullanilmak iizere, kisa kenarlarindan birisinin her iki kdsesi bir / iki
mm kadar kesilmis olan bir lamin kullanilmasinda yarar vardir. Bu amagla lamelin de kul-
lanilabilecegini sdyleyen yazarlar da var ise de, lamel ¢ok ¢abuk kirilir ve bu amagcla kul-
lanilmasi pratik degildir.

Kan damlasinin uygun bir sekilde ya-
yilmast i¢in iki ucu kesik lamlar kul-
lanilabilir.

Bu amacla ince kenar1 diizgiin bir
lamin, koseleri isaretlenip cam kesici
ile kestlir.

Sekil 14: Yayict Lam Yapma

Ince yaymanm olabildigince ince ve yalnizca bir kat kan hiicresi icerecek sekilde olmasi
istenir. Yaymanin kalinligini / inceligini ise; kanin miktar, iki lam arasindaki aginin derecesi
ve yayici lami hareket ettirme hizi belirler. Kan miktar1 arttik¢a, a¢1 daraldik¢a ve hiz ya-
vasladik¢a yaymanin kalinligi artar ve eritrositler iist liste biner. Tersi durumlarda ise yayma
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kalinlig1 azalir. Ornegin; anemiklerde milimetre kareye diisen eritrosit sayis1 ¢ok azdir
(yayma c¢ok incedir). Bunu 6nlemek ve yaymanin yeteri kalinlikta olmasi i¢in, iki lam ara-
sindaki ac1 daraltilarak 30 derecelik bir ag1 ile yayma yapilir.

Ince yayma islemi tamamlandiktan sonra, sira tespit islemine gelir. Bunun igin; preparat,
kan yukarda kalacak sekilde, boyama kopriisii lizerine yatay olarak yerlestirilerek, kanin ku-
rumast amaciyla beklenir. Daha sonra, yaymanin iizeri tamamen kaplanacak sekilde metil
alkol (methanol) dokiiliir ve ti¢ - bes dakika beklendikten sonra, alkol fazlasi dokiiliir. Ku-
rumast beklenir. Boylece, alkolle tespit islemi tamamlanmis olur. Tespit isleminde saf etil
alkol de (% 96'lik) kullanilabilir ise de, hem daha uzun zaman almas1 (20 dakika beklemek
gerekir) hem de daha pahaliya gelmesi nedeniyle kullanilmasi 6nerilmez. Ozellikle toplu pre-
parat boyamalarinda, tespit islemi, preparatlarin metil alkol veya etil alkol dolu kaba dal-
dirilmasi1 ve yeterince bekletilmesi (metanolde 3 - 5 dakika, etil alkolde 20 - 25 dakika) su-
retiyle de yapilabilir.

Tespiti yapilan ve kurutulan preparat, Giemza Boyasi ile boyanmaya hazir demektir.
Boya kopriisii lizerindeki, preparatm tiizerini kaplayacak sekilde Gimeza Boyas1 damlatilir, 30
dakika beklenir. Bu islem, toplu boyamalarda, dizgeclere dizilmis lamlarin tank i¢indeki bo-
yaya daldirilarak veya saleye dizildikten sonra , i¢ine boya doldurularak, 30 dakika bek-
letilmesi suretiyle de yapilabilir. Boya fazlasi1 dokiildiikten / sizdirildiktan sonra, preparat ba-
singsiz musluk altina tutularak, tizerine su dokiilerek veya bu amagla kullanilan su kabina
birkag¢ kez daldirilarak yikanir. Kurumaya birakilir. Tamamen kuruduktan sonra, mikroskop
incelemesine hazir demektir.

Sekil 15 : Ferdi ince Yayma Boyama
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Boya kabmi (Sale) dolduracak
miktarda boya hazirlanir Pre-
paratlar saleye dizilir. Hazirlanan
boya yavas yavas saleye dol-
durulur ve 30 dakika beklenir.

Boya kabinin kapagi kaldirilir
ve Ustteki koptligli akitmak i¢in
bir Beher'de bulunan temiz
sudan az miktarda, yavas yavas
dokiiliir.

Salenin (cam boya kab1) i¢indeki
boya tamamen bosaltilir.

Sale saf (tamponlu) su ile dol-
durulur.

Sekil 16: Sale ile Toplu ince Yayma Boyama
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INCE YAYMA ISLEMLERI

1) Kan damlast preparat laminin sag parcasina aktarilir.

2) Preparat diiz bir ylizeye yerlestirilir veya sol elin iki parmagr ile sag ucundan tutulur.
3) Yayici lam ile, ince yayma yapilir.
4) Dogal kurumaya birakilir.

5) Boya kopriisii tizerinde, kami ortecek kadar alkol dokiilerck veya alkol kabina dal-
dirarak tebit islemi yapilir, kurumas: beklenir.

6) Boya kopriist tizerinde, kam tamamen Ortecek sekilde Giemza Boyasi dokiiliir ve 30
dakika beklenir S

7) Boya fazlas: dokiiliir.

8) Basingsiz musluk suyu altina tutularak veya musluk
kez daldinlmak suretiyle boya fazlast yikanir.

yu bulunan bir kaba birkac

9) Kurutulur (bu kurutmada kurutma makinas: kullanilabilir)

Ince yaymada baslhica 6rnekler:

1- Lama gereginden fazla kan aktarilmasi
2- Kirli, yagl lam kullanilmasi

3- Lama gereginden az kan aktarilmasi
4- Kanin pihtilagsmasi

5- lyi bir ince yayma 6rnegi

6- Kaim ve ince yayma birlikte

Sekil 17: Ince Yayma Ornekleri




Lam tasarrufu, saklama ve tasima kolayliklar1 agisindan hem kalin yaymanin hem de
ince yaymanin ayni lam iizerine yapilmasim isteyen uygulamalar da vardir. Ancak, ¢ok kolay
ve pratik degildir. Bu uygulamada, lam teorik olarak ii¢ esit par¢aya boliiniir. Preparat1 yapan
kisiye gore, sagda kalan pargaya kaim yayma i¢in kan alinir. Ortada kalan pargaya ise, ince
yayma kani alinarak, yukarda anlatilan islemle, sola dogru yayilir. Daha sonra, ince yay-
manin metil alkolle ve daldirma yontemi ile tespiti yapilir (kalin yaymanin alkolle
temas etmesi onlenmelidir). Her ikisi birlikte boyanarak incelemeye alinir. Yaymalar
ister tek lama ister iki lama yapilsin hastanin protokoliiniin ya da adi ve soyadinin lam {ize-
rine yazilmasi unutulmamalidir. Bu islem kan yaymalar1 kuruduktan sonra ve boyamadan
once yapilir ise, boyama sirasinda yazi da tespit edilmis olur ve silinmez hale gelir. Bu arada
hastanin kaydinin ilgili forma yapilmasi da unutulmamalidir.
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Plasmodium Vivax. 1. Geng Trofozoit (Halka sekli). 2. Gittik¢e olgunlasan Tro-
fozoit (amoboid form). 3. Geng sizont (nukleus pargalanmis) 4. Olgun Sizont (Nukleus et-
rafin1 sitoplazma ¢evirmis, merozoitler tesekkiil etmis) 5. Makrogametosit (Disi element); ev-
riminde eritrositlerin biiyiikliigline ve iglerindeki schiiffner graniillerine dikkat.

Plasmodium Malaria, 1. Geng trofozoit (halka sekli) 2. Gittik¢e olgunlasan trofozoit
(serit sekli) 3. Geng sizont (nukleus parcalanmis) 4. Olgun sizont (par¢alanan nukleus etrafini
sitoplazma cevirmis merozoitler tesekkiil etmis) 5. Makrogametosit (disi element ) Evrimde
eritrositlerin biiylimedigine ve iclerinde graniilasyon bulunmadigina dikkat.

Plasmodium Ovale. 1. Normal eritrosit, 2. Geng eritrosit (halkali sekli) 3. Trofozoit
(diizensiz eritrosit, nukleus par¢alanmis) 4. Geng sizont (nukleus sekiz pargaya ayrilmis ve
parazit yuvarlak bir sekil almig) 5. Olgun sizont (pargalanan nukleus etrafini sitoplazma ce-
virmis, merozoitler tesekkiil etmis) 6. Makragametosit (disi element) Evrimde ilk devreden iti-
baren Schiiffner graniilasyonlarma ve eritrositlerin diizensiz haline ve gen¢ sizontun (3) serit
seklinde gortilebilmesine dikkat.

Plasmodium Falciparum. 1. Geng trofozoit (halka sekli) 2. Gittik¢ce olgunlasan tro-
fozoit 2. Geng sizont (Nukleus parcalanmis) 4. Olgun sizont (parcalanan nukleus etrafin si-
toplazma ¢evirmis merozoitler tesekkiil etmis) 5. Makrogametosit (disi element) 2,3,4. dev-
relere perferik kanda rastlanmaz i¢ organlarin kapillerinde husule gelir. Eritrositlerin
biiylimedigine ve i¢lerinde kaba taneli Maurer graniilasyonlarma ve gametosit sekline dikkat.

Sekil 18 : Plazmodiumlarin Mikroskopik Goriintiisii
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GAMETOSITLER

Sekil 20 : Plazmodium Malarla Gériintiileri



INCE YAYMA KALIN YAYMA
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Sekil 21: Plazmodium Falsiparom Goriintiileri
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INCE YAYMA KALIN YAYMA
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Sekil 22 : Kan Elemanlari ve Malaro Parazitleri
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