laboratuvar

En eski mitolojilerin konusu olan sitmanin tarihi
insanlik tarihi kadar eskidir. Milattan 6nce Misir papi-
riislerinde, Cin, Hint ve Asur yazitlarinda aralikli ge-
len atesten s6z edilmektedir.

Isa'dan 6nce 5. YY'da yasamis olan Hippocra-
tes, eserinde tekrarlayanates ve dalak buiylimesini
tarif etmis ve dalak biiyiimesi olgusu ile bataklik bol-
gelerde yasam arasindaki paralelligi vurgulamistir. Es-
ki Yunanistan ve Roma'da sitmanin bataklikla olan
bu iliskisine dikkat c¢ekilmis, etken bilinemedigi igin
hastaliga bataklik gazlarinin sebep oldugu distiniile-
rek ko6t hava anlamina gelen malarya (mal-aria)den-
mistir.

Peru yerlilerinin bir rastlanti sonucu kina kina a-
gact kabuklarinin atesli hastaliklara iyi geldigini bul-
malar1 ve 1683 yilinda Contes Del Chincon'un bu bul-
guyu yazmasi, konuyla ilgili bu yo6nlii arastirmalara
hiz kazandirmistir.

17. YY'a kadar gerek bati, gerekse Tiirk ve Islam
bilginlerince hastalikla ilgili bir takim yaklagimlar sag-
lanmigsada bu konudaki ger¢ek anlamda gelismeler
17. YY'dan sonra olmustur. Bu gelismeler iginde en 6-
nemlileri 1880 yilinda C.L.A. Laveran tarafindan
etkenin bulunmasi, 1900 yilinda hastaligin bulasma-
sinda anofelesin sorumlu tutulmasi ve 1924'den son-
ra sitmaya karsi bir takim yapay ilaglarin bulunmasi
ve II. Diinya Savasi'ndan sonra Paul Muller tarafin-
dan DDT'nin bocekkiran (insecticit) 6zelliginin orta-
ya konmasidir.

Ancak tarihi bu kadar eski ve salginlari ile bir ¢ok
uygarliklarin yikilmasina neden olmus bu hastalik,
benzeri salgin nedenleri tam olarak denetim altina ali-
nabildigi halde giiniimiizde hala 6nemli bir saglik so-
runudur.

Ulkemizde sitma olgusunun tarihgesi ¢ok eski A-
nadolu Uygarliklarina kadar uzanmaktadir. Bu uy-
garliklarin biiytik bir kisminin ¢6kils nedenleri i¢inde
bu hastaligin rolii bilinmektedir.

Cumhuriyet tarihimizin ilk giinlerinde sitmanin
titke sagliginda 6nemli bir sorun teskil ettigi bilinci ile
calismalara baslanmistir. Cikarilan sitma savas ka-
nunlannin 15181 altinda ilgili hekim ve saglik persone-
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linin istiin vazife anlayisi ve gayretleri ile biiyiik basa-
nlar elde edilmis, 1957 yillanna kadar siiren ¢abalar
bu tarihte sorunu eradikasyon agamasina getirmistir.
Basar: ite siirdiiriilen eradikasyon programi sonunda
1970'1i yillarda vaka sayist 1263e kadar diistirilmiis-
tir. Ancak 1975'den sonra sitma yeniden tirmanisa
gegerek iki yil icinde yiizbinin iistiinde bir vaka sayisi-
na ulagmistir Bu giin konu ile ilgili ciddi ve bilingli
caligmalar siirdiiriilmektedir.

Genellikle sitmay:r  kitaplardan ve anlatilan
derslerden 6grenen genc hekimlerimizin konuya dik-
katlerinin g¢ekilmesi ve 6zelliklerle hassas bolgelerde
sitma olgusunu hatirda tutmalar1 ve bu yonlii gerek-
li tan1 tiygulamaianni ihmal etmemeleri geregi vur-
gulanarak bu yazimizda sitmanin laboratuvar tani
yontemleri ve parazitin tiirlere goére alyuvar i¢i mor-
folojik gortntiilerine yer vermek istedik.

Pek cok hastada, sitma gegirdigi halde sitmanin
bilinen kiinik tablosuna uymayan belirtiler goriilebi-
lir. Boyle durumlarda pasif slirveyyans ile sitmali bul-
ma onem kazanir. Bu nedenle hekim ve tiim saglik
personelinin, anamnezinde atesli ve ates gegirmis her
sahistan sitma tanisi amaci ile kan almalar1 son de-
rece onemlidir.

LABORATUVAR YONTEMLERI

Sitmanin kesin tanist laboratuvar yontemleri ile
olabilmektedir. Uygulama iki sekilde olur.

A- Dogrudan kan muayenesi ile etkenin goriil-
mesi.

B- Immiinolojik yontemlerle sitma antikorlari-
nin arastirilmasi.

A  DOGRUDAN K AN MUAYENESI ILE
ETKENIN GORULMESI

Kesin tani i¢in etkenin goriilme olanagi varsa im-
miinolojik yontemleri uygulamaga gerek yoktur.

Sitma Tamis1 amaci ile kan preparatlannin
yapilmasi:

1. Lam ve Lamellerin hazirlanmasi:
Bunun i¢in hi¢ kullanilmamis lam ve lameller tercih
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edilmelidir. Bu cam materyal esit miktar ater-alkol
karisimindan gegirilip temiz bir bezle kurulanir. Lam
ve lameller kenarlarindan tutulup, parmak izi birakil-
mamalidir.

2. Parmaktan Kan Alma: Eriskinlerde sol
el yiiziik parmagi volar yiiziiniin en c¢ikintili  yerine
yakin noktadan, cocuklarda kulak memesi veya to-
puktan kan alinabilir. Bu amagla kan ali-
nacak yer eter-alkol ile iyice silinir, kurumasi beklenir
ve varsa temiz Frenkel ignesi ile veya sterilize edilmis
bir igne ile delinir. Cikan ilk damla kan, pamukla sili-
nerek alinir. ikinci damla 3 mm ¢apa erisince, kisa ke-
narlarindan sol eiin bas ve isaret parmag: ile tutulan
lam, kisa kenardan 2 cm. kadar igeri olmak kaydi ile
parmaktaki kan damlasina degdirilir. Diger elin bas ve
isaret parmag: ile tutulan lamel, damlayr 45° lik a¢1
icine alacak sekilde kenar1 boyunca lam'a temas etti-
rilir. Lamel damlaya degecek sekilde ayni ac1 ile biraz
geri alinirsa, kapiller sizimla kan lam ve lamel arasinda
yayilir. Lamel, lam tizerinde dengeli bir hizla genis ac1
yoniinde kaydirilirsa uygun bir kalinlikta kan yaymasi
yapilmis olur. Parmak silinerek tekrar bir damla kan
cikarildiktan sonra bagka bir lam {izerine degdirmek
sureti ile aralikli iki kiigiik kan damlasi alinir. igne
ucu veya lam kosesi ile bu damlalar 5 mm ¢apinda o-
lacak sekilde genisletilir (Sekil 1).

3. Hazirlanan yaymanin tesbiti: Yapilan yayma
ve kalin damlalar havada kurutulur. Sitma asalaginin
alyuvar ig¢indeki go6zlemini yapabilmek i¢in alyuvar-
larla birlikte morfolojilerini korumak gerekir. Bu a-
magcla yaymalar kuruduktan sonra % 96-98'lik metil
alkol'e batinlarak tesbit edilir. Tesbit siiresi 3-5 daki-
kadir. Kalin damla kan preparatlarinda tesbit islemine
gerek yoktur.

Bu iki uygulamanin birbirine gére avantaj ve de-
zavantajlar1 vardir.

Yayma preparatlarda alyuvarlar da tesbit edildigi
icin asalagin alyuvarlarda yaptig1 degisiklikler (sol-
durma, biiyiitme, lekeleme gibi) asalak tiirtiniin tani-
sina1sik tutar. Ancak ince bir kan tabakasi elde edil-
digi icin parazit sayis1 az olup gozden kagabilir.
Kalin damla preparatlarda metil alkol tesbiti yapil-
madig1 ic¢in alyuvarlar sonraki uygulamada erirler. Bu
nedenle alyuvar ici gozlem yapilamaz. Ancak yayma-
ya gore cok kalin bir kan tabakasi elde edildigi i¢in
her sahada asalagi bulma olanag: fazladir. Biri digeri-
ni destekleyen bu iki yontemin birlikte uygulanmasin-
da biytk yarar vardir.

4. Boyama islemi:

u. Yayma kan preparatlarinm Giemsa ile
boyanmasi:

Boyanacak her preparat i¢in 5 mi. hesap edilerek
gerekli hacimi alacak bir meziire Ph: 7,2 saf su veya
fosfat tampon konur. Her ml. hacim saf su i¢in bir
damla stok Giemsa soliisyonu yakin mesafeden dam-
latilir. Boya damlatilmig meziir agiz kismindan tutula-

rak dairevi hareketlerle yere paralel bir diizlemde ¢ev-
rilerek boyanin homojen karigmasi saglanir. Kesinlik-
le calkalama veya kopiirtme yapilmaz. Bu sekilde ha-
zirlanan boya bir kiivet iizerindeki boya kopriisiine
diizecinde yerlestirilmis boyanacak lamlara 5 ce'lik
pipetle kopiirtmeden yavasga aktarilir. Her preparat
icin 5 cc sulandirilmis boya soliisyonu kullanilmali-
dir (Sekil 2). 3045 dakika beklenir. Boya kiivete bo-
saltilir, hafif akan ¢esmede su, boyali yiizeye dogru-
dan ¢arpmayacak sekilde preparatlar yikanir. Egik
olarak havada kurutulur. Ve birdamla 6zel immersi-
yon yagir damlatilarak, mikroskopta incelenir. Kalin
damla kan preparatlarmin Giemsa ile boyanmasinda
da yayma preparatlarin boyanmasindaki esaslara ay-
nen uyulur.

b.  May Griinwald boyamasi:

Bu boya iginde metil alkol bulundugundan tes-
bit islemine gerek yoktur. Boya ticarette hazir eriyik
veya tablet olarak satilir. Tablet kullaniliyorsa 1 tab-
let 10 ml. metil alkolde eritilir.

Kurutulmus ve boya kopriisiine yerlestirilmis
preparat iizerine 20-30 damla bu soliisyondan dokiilir.
Tesbit i¢in 2-3 dakika beklenir. Ve boya dékiilmeden
aynt hacimde damitik su preparat {izerine ilave edile-
rek bir pipetle emilip birakilmak suretiyle karistiri-
lir ve boyama i¢in 10 dakika beklenir. Boya kiivete
dokulir, preparat ¢esme suyunda yikanir. Egik olarak
havada kurutulur. Bu boya ile kalin damla kan prepa -
ratian boyanmaz.

¢. Pappenheim boyamasi:

Havada kurutulmus ve tesbit edilmis preparat
tizerine 20-30 damla May-Griinwald boyasi damlati-
lir. Tesbit i¢in 2-3 dakika beklenir. Boya dokilir.
Preparat yikanmadan ve kurumadan iizerine Once an-
latilan sekilde hazirlanmis Giemsa boya soliisyonu do-
kaliir. 45 dakika bekletilir. Boya dokiiliir, ¢esme su-
yunda yikanarak havada kurutulur. Bu boyama yon-
temi de yayma preparatlar i¢in kullanilir.

d.  Wright boyamasi:

Boya kopristine konan preparat tizerine hazir sa-
tilan wright boyasindan damlatilir. 12 dakika bekle-
tilir. Uzerine ayni hacimde damitik su ilave edilir. 2-3
dakika bekletilir. Sonra ¢esmede yikanir, havada
kurutularak mikroskopta incelenir.

Boyali preparatlarin mikroskopta deger-
lendirilmesi:

Bu is i¢in saryolu (preparatin tabla tizerinde sag-
sol ve ileri-geri hareketine olanak veren kisim) bir
mikroskop daha elveriglidir. Mikroskop aynasinin diiz
tarafi kullanilir. Kondansor tablaya yakin bulundurul-
malidir. Incelemede immersiyon objektifi kullanilir.

Yukarda belirtilen boya yontemleri metilen ma-
visi ve eozini bulundururlar. Bu prototipteki boyalar-
la yapilan boyamaya Romanowskyboyama veyaRoma-



324 Tablo 1: Plasmodium tiirlerinin cesitli gelisim evrelerindeki morfolojik izellikleri.
Plasmodium Plasmodium Plasmodium Plasmodium
vivax malarya falciparum ovale
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novvsky yontemleri adi verilir. Boyle boyamalarda
Plasmodium asalaginin stoplazmasi tiire gore agik ma-
viden koyu maviye kadar degisen renklerde, ¢ekir-
dek,kirmizt menekse renginde, gerek Schiiffner, gerek-
se Maurer lekeleri kirmizi renkte goriiliirler.

Mikroskoptaki stipheli goriintiiniin  Plasmodium
olabilmesi i¢in kromatinle birlikte stoplasmanm da
goriilebilmesi gerekir. Yayma preparatlarda alyuvar
i¢i gozlem tanida, kaim damlaya gore daha emin bir
yaklasim saglar. Ozellikle P. vivax'da enfekte alyuva-
rin digerlerine gore daha solgun boyanmasi, biraz da-
ha irilesmesi ve Schiiffner lekeleri 6nemli tani kriter-
leridir. Kalin damla yonteminde alyuvarlarin goriil-
memesi tanida, plazmodium kromatininin ve stoplas-
masinin ¢ok iyi saptanmasini gerektirir. Boyle durum-
larda o6ncelikle ortamda, boyanmis benzeri goriintii-
lerden kromatini ayirmak icin su ozellige dikkat et-
mek gerekir: Kromatin kirmizi menekse renginde ve
parlaktir. Kenarlari muntazamdir. Mikrometre ileri-
geri hareket ettirildikce kirilmadan dolay: kirmizidan
mora dogru renk degisimi olur. Kromatin tanindik-
tan sonra g¢evresine dikkat edildiginde soluk mavi
renkteki stoplazma kesin olarak gériilmelidir.

Alyuvara giren Plasmodium, eritrosit i¢inde bir
takim evreler gecirir. Bu evrelerde farkli goriintiiler ve-
rir. Asalagin biyolojik evrelerine gore aldigi morfolo-
jik sekiller ve alyuvarlarda meydana getirdigi degisik-
likler tiirlere gore de farklidir. Bu o6zellikler tablo
1,2 ve 3'de gosterilmektedir.

Biitin bu uygulamalara ragmen dogrudan kan
muayenesi ile plasmoidumlar saptanamazsa para-
zitleri i¢ organlardan ¢evre kanina ¢ekebilmek ama-
c1 ile provoke etmek gerekebilir. Bunun i¢in 1:1000
adrenalin eriyiginden deri altina 0.5-1 ml. enjekte
edilmeli ve 20 dakika sonra tekrar kan muayenesi ile
plasmodiumlar aranmalidir.

B- IMMUNOLOJIK YONTEMLERLE SITMA
ANTIKORLARININ ARASTIRILMASI

Kanda plasmodiumlann goriilmedigi olaylarda o
sahista sitmanin bulunmadigi sdylenemez. Atesli has-
taliklarda hepato-spieno-megali olgusu saptanan sahis-
larda veya sitma sagitimi sonucunda bu sagitimin et-
kinliginde kan muayenelerinin yetersiz oldugu belirtil-
mektedir. Dogal olarak sitma bulas1 durmus bolgeler-
deki siiregen olgularin saptanmasinda, hastaligin kont-
rol altina alinmasinda, kan transfiizyonu nedeniyle
meydana gelebilecek sitma bulagini 6nlemede ve en-
demik bolgelerdeki epidemiyolojik degerlendirmeler-
de immiinolojik yontemlerle sitma antikorlarinin aras-
tirtlmas1 biiyiik kiymet tasir. Bu amacla cesitli sero-
lojik yontemler uygulanmaktadair.
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a. Kompieman Birlesmesi Reaksiyonu:

En eski tan1 yontemlerinden biridir. Antijen; enfekte
alyuvarlardan, daha eski bir yontem olarak da enfek-
te maymun dalak ekstra tindan hazirlanir. Ancak KBR
yontemi siiregen sitma olgularinda dogru sonug ver-
meyebilir, ivegen olgularda ise etyolojik lan1 yontem-
leri daha gegerlidir.

b. Hemaglutinasyon Reaksiyonu:

Yontemin esast sitma antikorlari ile duyarli ha-
le getirilmis eritrositlerin sitma antikorlar1 ile karsi-
lagtiklarinda aglutine olmalar1 esasmma dayanir. Bu
yontemle sitma tanisi yapilabilmekle beraber tiir ayi-
rimi bu giin i¢in olanaksizdir. Standart bir antijenin
hazirlanmamis olmast da ayri bir sorundur.

c. Immiinodiffiizyon Yontemi:

Agar jeli i¢inde sizimla antijen ve antikor mole-
kiillerinin karsilastiklar1 noktalarda presipitasyon ver-
mesi esasina dayanan bu yontem lamda, tlipte, kapil-
ler pipette, petri tabaginda vb. yapilabilir. Antijenik
analizler gibi arastirma caligmalarinda ¢ok gegerli bir
yontem olmasina ragmen rutin teshiste yontemin du-
yarliligina giivenilmez.

d. Immiinofuloresans Yontemi:

Ozellikle IFAT (Dolayl fluoresans antikor testi)
serolojik tanida diger yontemlere goére ¢ok kullanilan
bir yontemdir. Fluoreseinle isaretli anti-insan serumu
sahista aranan antikorun varliginda bu antikora bag-
lanmak suretiyle Fluoresans mikroskopta gdzlenebilir
bir parlama verir. Bu esasa dayanan yontem, 6rnegin
sitmada hangi antikor fraksiyonlarinin sitmaya o&zel
oldugunu belirlemede basari ile uygulanabilmektedir.
Bu yontemin sitmada tani yontemi olarak uygulana-
bilmesi bir takim laboratuvar olanaklarim ve bilyiik ti-
tizligi gerektirmektedir.

e. Elisa Yontemi: (Enzyme Linked Imnriino-
sorbent Assay)

Yontemin esasi enzimle isaretli anti-immiino-
globiilinle spesifik antikorlarin arastirilmasidir. Bu
yontemde genellikle enzim olarak alkalin fosfataz kul-
lanilir. Degerlendirmede spektrofotometre kullanilir.
Sitmanin endemik oldugu bolgelerde sitma olgulari-
nin ortaya ¢ikarilmasinda bu yontem IFAT ve hema-
glutinasyon yontemi kadar duyarlidir.

Ancak biitin bu serolojik yontemlerde antijenin
elde edilmesi 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ik-
maktadir. Bu konuda pek ¢cok olanaga gereksinmemiz
vardir.
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Sekil-1: Yayma ve kalin damila preparasyonunun uygulanmasi Sekil— 5: Plasmodium malarya olgun trofozoit (bant yekli)

$ekil-2: Hazirlanmig boya kopriisindeki uygulama Sekil- 6: Plasmodium malarya olgun sizont

Sekil— 3: Plasmodium vivax trofozoit form $ekil — 7: Plasmodium falciparum gametosit form

i

Sekil- 4: Plasmodium malarya geng trofozoit Sekil - 8: Sivrisinekteki ookinet form
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Tablo 2: Parazitli alyuvarlarda asalagin meydana getirdigi degisiklikler
Plasmodium Plasmodium Plasmodium Plasmodium
vivax malarya falciparum ovale
< Sekil Alyuvar normalden Normal veya normal- Normal veya biiziil- Biiyiimiis, ovallesmis,
a biiyiik den Kkii¢iik miis. kenarlar diizensiz.
<
é Renk Soluk Normal Koyu Soluk
<
—_
d E Trofozoit dénemin- Gametositleri  bulun- Olgun trofozoit do- Gametositdéoneminde
ﬁ — den gametosit done- duran alyuvarlarda neminden sizont iri Scuffner tanecikle-
< < Lekeler | mine kadar Schuffner F.A.T. ile Ziemann ta- dénemine kadar ri.
% tanecikleri tasir. necikleri saptanmistir. kirmizi iri Maurer ta-
=W necikleri.
Tablo 3: Tiirlere gore plasmodiumlarin alyuvar ici gozlemleri.
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