SITOLOJIK NUMUNE HAZIRLANMASI, KULLANILAN BOYALAR, BOYAMA
TEKNIiKLERi VE ARTEFAKTLAR

Sitoloji, lezyonlar1 temsil edecek sayida hiicrenin lezyonlardan elde edilmesi, lam {izerine
yayilmasi ve mikroskop altinda incelenerek teshis konmasidir. Daha az invaziv bir yontem olarak,
anestezi veya analjezi gerektirmeksizin ekonomik ve hizli sonug saglar. Mevcut ¢ok sayida
calismada, sitolojinin giivenilir bir teknik olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Sitolojik yontem
ile kesin tan1 yapildiginda histopatoloji ve mikrobiyolojik ekim gibi ek tan1 yontemlerine siklikla
ithtiya¢ duyulmaz. Bu da hastanin stresini azaltir, maliyeti diisiiriir ve hekimlerin hizli sekilde
tedaviye baslamasina olanak saglar. Sitolojik inceleme histopatolojinin yerine gegmez ancak

lezyon hakkinda oldukga etkili ve faydali bir degerlendirme sunar.

Sitolojinin hayvana en az miidahale ile giivenilir bir tan1 arac1 olarak veteriner hekimlikte
kullanimi gitgide yayginlagmaktadir. Ultrasonografinin kullaniminin yayginlasmasi ile viicut
bosluklarindaki derin lezyonlardan da dogru bir sekilde 6rnekleme yapilabilmekte, boylece
klinisyenlerin bu tan1 metodunu kullanma siklig1 gitgide artmaktadir. Sitolojinin yanisira
histopatolojik incelemeler tan1 konulmasinda birbirini tamamlayici teknikler olarak

kullanilagelmektedir.

YonteminAvantajlari

Veteriner patolojide histopatolojik inceleme altin standart olsa da sitolojik degerlendirmenin
onemli avantajlar1 vardir. Bunlar igerisinde invaziv olmamasi, anestezi gerektirmemesi, diigiik
oranda komplikasyon sekillenmesi, hizli sonug alinabilmesi ve diisiik maliyet sayilabilir. Hizli
sonug alinabilmesi sayesinde hangi testlerin ve uygulamalarin yapilacagina zamaninda karar
verilebilir (antimikrobiyal tedavi, kiiltiir, eksizyon, vb.). Sitoloji temel bilgilere sahip bir klinisyen
tarafindan kolayca uygulanabilecek bir yontemdir. Uygulama i¢in ¢ok gelismis aletlere ihtiyag
yoktur. Alinan 6rneklerin islenmesi birka¢ dakika igerisinde tamamlanabilir. Bu nedenlerle
sitoloji, cerrahi biyopsi gibi degerli bir tam araci olarak diistiniilebilir.

Yontemin Zorluklar: ve Dikkat Edilmesi GerekenNoktalar

Sitolojinin baz1 dezavantajlar1 da mevcuttur. Bunlar igerisinde diisiik hiicresellik ve/veya yapim
hatalar1 nedeniyle yetersiz sonug ile doku yapisinin yoklugundan dolay1 yanlis yorumlama
durumlar yer alir. Diisiik hiicresellik probleminin iistesinden gelmek i¢in frotiler incelenip
yetersiz olduklar1 diistiniildiiglinde yeniden drnekleme yapilmalidir. Birden fazla froti
hazirlandiginda tiim preparatlarin boyanip incelenmesi gereklidir, nitekim ¢ok sayida preparattan
sadece bir tanesi tan1 koydurucu 6zellikte olabilir. Biitiin preparatlarin ayn1 6zellikte boyanmama
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olasiligina kars1 inceleme yaparken yalnizca bir alandaki hiicrelere gore degerlendirme
yapilmamali, biitlin preparatlar incelenmeli ve tiim hiicre tipleri ¢ekirdek ve sitoplazmik

ozellikleri ile birlikte degerlendirilmelidir.

Sitolojik ve histopatolojik 6rneklerin toplanmasindaki bilgi ve tecriibe yetersizlikleri taninin
dogrulugunu etkileyen 6nemli nedenlerden birisidir ve bu durum 6rnegin alindig1 dokuya gore
degiskenlik gosterir. Sitoloji tiimdrlerin tanisinda genellikle yiiksek dogruluk oranina sahipken,
tiimorlerle birlikte sekonder olarak seyreden yangisal reaksiyon ve drneklerdeki diisiik hiicresellik,
lezyonlarin yanlis yorumlanmasina yol acabilir. Mezenkimal tiimoérlerde diisiik hiicresellik yaygin
bir problemdir. Sert kivamli lezyonlardan elde edilen hiicre sayis1 genellikle diisiik kalirken,
damardan zengin lezyonlar bol miktarda periferal kanla kontamine olabilir ve bu tiimoérler i¢in
biyopsi gerekebilir. Hizl1 biiyiiyen tiimorler siklikla nekrotik merkeze veya heterojeniteye sahiptir.
Lezyonun periferinin aspirasyonu ile merkezde bulunabilecek nekrozdan 6érnekleme yapmaktan
kacinilmis olur. Nekrotik bolgeden drnekleme yapilirsa, teshis konulmasi da miimkiin
olmayacaktir. Bu nedenle miimkiin oldugunca kitlenin farkli bolgelerinden ¢ok sayida 6rnekleme
yapmak gerekir. Az sayida hiicre ile taniya gidilebilmesi i¢in sitopatoloji alaninda olduk¢a

tecriibeli olmak gerekir.

Sitoloji genellikle 6zel tanidan ziyade genel smiflandirmalara olanak tanir. Ornegin sitolojik
inceleme sonucu mezenkimal tiimor tanisi konulan bir olgu histolojik olarak norofibrosarkom
olarak daha net isimlendirilebilir. Sitolojik preparatlarda hiperplastik hiicreler, adenom hiicreleri
ve yiiksek derecede farklilagmis malign hiicreleri arasinda kiicilik farkliliklar vardir. Bu nedenle

dogru tant i¢in sitolojik taninin histopatolojik inceleme ile desteklenmesi gerekir.

Yiiksek derecede farklilagsmis timdral olusumlar sitolojik incelemede normal dokudan veya
iyi huylu olusumlardan ayirt edilemeyebilir. Normal lenfoid dokular ¢ok sayida kii¢iik
lenfositlerden olustugu icin, lenf yumrusu veya dalak aspiratlarinda kiiciik hiicreli lenfoma
tanisininin konulmasi genellikle miimkiin degildir. Benzer olarak karaciger aspiratlarinda da

kiigiik hiicreli lenfoma ile lenfositik yangisal infiltrasyonlar1 ayirt etmek ¢ok zordur.

Iyi bir sitolojik 6rnek hazirlamak deneyim ve sabir isidir. Bazen tan1 koydurucu bir preparat
elde etmek i¢in bir diizine preparat hazirlamak gerekebilir. Eger preparatta ¢ok sayida hiicre varsa
preparatin kalinligindan dolay1 hiicredeki sitoplazma ve ¢ekirdek detaylarini degerlendirmek
miimkiin olmaz ve tan1 konulamaz. Piiskiirtme seklinde hazirlanan preparatlar eger yayma

yapilmazsa siklikla kalin olarak gozlenir. Formaldehit ile preparatlarin temas etmesi hiicrelerde



istenmeyen etkiler olusturur ve sitolojik tan1 imkansizlasir. Onemli bir nokta da preparatlarin
sogutucuya konulmamasidir, ¢iinkii sogutucuya konuldugunda suyun yogunlasmasi esnasinda

hiicrelerde yikimlanma sekillenir ve hiicrelerin taninmas1 miimkiin olmaz.

Klinik yonden karar verirken sitolojik 6rnegin yorumlanmasindaki en énemli nokta
lezyonun tiimdral olup olmadiginin belirlenmesidir. Baz1 olgularda iyi bir sitolojik preparat,
biyopsiden daha faydali olabilir. Baz1 durumlarda da klinik bulgular ve lezyonun 6zellikleri
patologa yorumlama sirasinda yardimci olur ve bazi vakalarda bu bilgiler histolojik inceleme
eksikliginin yerini doldurabilir.

Sitolojik PreparatlarinHazirlanmasi
Sitolojik 6rnegin hazirlama metodu 6rnegin kalitesini ve dolayisiyla taninin dogrulugunu etkiler.
Sitolojik degerlendirme icin hiicre elde etme teknikleri daha 6nce tanimlanmistir. Bu metodlar

asagidaki sekilde siralanabilir:
1. Ince igne biyopsi yontemi
a. Aspirasyonlu
b. Aspirasyonsuz
2. Tuseteknigi
3. Kazimateknigi
4. Svab teknigi
Ince Igne Biyopsi Yontemi
Ince igne biyopsisi standart igne ve siringa ile aspire edilerek veya aspirasyonsuz olarak

uygulanabilir. Bu yontemler hem yiizeysel, hem de derin dokulardan 6rnekleme i¢in tercih

edilmektedir.

Ince igne biyopsisi ile hiicreler alindiktan sonra lama aktarilirlar. Daha sonra siirme yontemi
ile hiicrelerin tek katli olarak yayilmalar1 saglanir. Ardindan preparatlar havada kurumaya
birakilmalidir. Bu islem hiicreleri korur ve lama yapismalarini saglar. Kuruduktan sonra boyama

islemine gecilebilir veya drnekler tani i¢in bolgedeki bir laboratuvara gonderilebilir.

Ince igne biyopsisi 0,4-0,6 mm ¢apli igne ve 3-20 ml siringa ile yapilabilir. Yumusak
dokularda daha kii¢tlik igne ve siringa kullanilir. Kullanilan ignelerin 0,6 mm’den biiyiik olmasi

nedeniyle kan kontaminasyonu olasilig1 artar ve hiicre elde etme sansi azalir. Kullanilacak
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siringanin biiyiikliigii aspire edilen dokunun kivamina gore degismektedir. Yumusak dokularda,
ornegin lenf yumrusunda siklikla 3 ml siringa kullanilabilir. Daha sert dokularda, 6rnegin fibrom
ve yasst hiicreli karsinomlarda, daha biiyiik siringa kullanilarak gerekli basincin olusturulmasi

saglanir. Yapisindan emin olunamayan kitleler i¢in 12 ml siringa kullanimu iyi bir tercih olabilir.

Aspirasyonlu veya aspirasyonsuz ince igne biyopsi teknikleri kitlelerde yiizeyin altindaki
hiicreleri elde etmek ve sekillenmis olabilecek ylizeysel kontaminasyonlardan kaginmak igin
daha uygundur. Deri iizerinde yer alan lezyonlarda bu yontemin uygulanmasi, tuse ve kazima
yontemleri kullanildiginda meydana gelen kontaminasyonu Onler, ancak kazima yontemine gore
daha az hiicre elde edilir.

Ince Igne Aspirasyon Teknigi

Bu yontemde ucunda ignesi olan enjektor ile kitleye girilir (Sekil 1A) ve piston geriye ¢ekilerek
tutulur (Sekil 1B), negatif basing olusturulur. ignenin ucu dokuyu terketmeksizin, kitlenin farkls
bolgelerine ignenin girmesi saglanarak drnekleme yapilir. Piston kendi haline birakilarak
dokudaki negatif basing ortadan kaldirilir. Igne ve enjektor birbirinden ayrilmaksizin dokudan
cikarilir. Ardindan igne enjektorden ayrilir, enjektoriin pistonu olabildigince geri ¢ekilerek hava
ile doldurulur; igne tekrar enjektoriin ucuna takilarak igne igerisinde kalan 6rnek lama piiskiirtiiliir

(Sekil 1C). Bu teknikte uzun siireli aspirasyonlar damar hasarina ve kan kontaminasyonuna neden

olabilir. Yetersiz ornekleme halinde islem tekrarlanabilir.

Sekil 1 Ince igne aspirasyon teknigi. A- Igne ile doku icerisine girilir. B- Piston geriye cekilerek

hiicreler aspire edilir. C- Aspire edilen hiicreler lama piiskiirtiiliir.



Aspirasyonsuz Ince Igne Biyopsi Teknigi

Bu yontem damardan zengin kitlelerde daha giizel sonug verir. Negatif basin¢ uygulanmaksizin
kullanilan bir yontemdir. Iki sekilde yapilabilir; 1-incelenmek istenilen dokuya igne ile
girilmeden 6nce enjektore hava ¢ekilir (Sekil 2A), daha sonra 6rneklenecek doku igerisine

girilerek 6rnekleme yapilir (Sekil 2B) ve ardindan 6rnek hemen lama piiskiirtiilebilir (Sekil 2C).

Sekil 2 Aspirasyonsuz ince igne biyopsi teknigi. A- Piston geriye ¢ekilerek negatif basing

olusturulur. B- Igne ile doku icerisine girilir ve hiicrelerin igne icerisine girilmesi saglanir. C-

Elde edilen hiicreler lama piiskiirtiiliir.

A B C

Sekil 3 [Snenin enjektorden bagimsiz olarak kullanilmasi ile ince igne biyopsi teknigi. A- Igne
ile kitleye girilir. B ve C- Igne dokudan ¢ikarilmaksizin gerive cekilerek tekrar farkl yonlerde
doku igerisine girilerek farkli bolgelerden hiicreler toplanir.

Ikinci tercih edilebilecek yol; igne enjektorden bagimsiz olarak kitle icerisine yerlestirilir

(Sekil 3A) ve ignenin farkl1 yonlerde hareketi ile (Sekil 3B ve 3C) 6rnekleme yapilir. igne kitleden

ayrilir ve 6nceden pistonu geri ¢ekilen enjektore takilarak yukaridaki gibi (Sekil 2C) lama
piiskiirtiilebilir. Igne ileri, geri ve farkli yonlerde hareket ettirilirken igne ucunun kitle ya da

dokudan tamamiyla ¢ikmamasi saglanmalidir.



Tuse Teknigi

Hayvanin viicut yiizeyinde yer alan veya operasyon ya da nekropsi esnasinda uzaklastirilan
dokulardan basma yontemi ile preparat hazirlanabilir. Preparatlar canli viicudundan uzaklastirilmis
orneklerden hazirlaniyorsa, kitleye kesit atilmal1 ve taze doku yiizeyinden froti hazirlanmalidir. Bu
yontemde hiicre sayisi1 kazima yontemi ile elde edilenden daha az olmasina ragmen hiicre
morfolojisi genellikle daha iyi korunur. Aspiratlara oranla bakteriyel ve hiicresel olarak daha fazla
kontaminasyon vardir, cogu olayda sekonder bakteriyel kontaminasyon ve yangisal reaksiyona ait
hiicreler goriiliir. Bu durum teshisin dogrulugunu etkiler. Kontaminasyonu azaltmak ve daha
temsili bir 6rnek elde edebilmek i¢in taze ylizeylerden basma yapilmalidir. Eger yiizey ¢ok kanl
veya islaksa yiizey Once kurutma kagidina bastirilarak fazla sivi veya kani uzaklastirilmali,
ardindan basma yapilmalidir (Sekil 4A-4C). Baski sirasinda dokunun kaydirilmast hiicrelerde sekil

bozukluklarina sebep olur. Bag doku ne kadar fazlaysa elde edilen hiicre sayis1 o kadar az

olacaktir.

Sekil 4 Tuse tekniginin uygulanisi. A- Doku fazla kanin giderilmesi i¢in kurutma kagidina
bastirtlir. B- Ardindan doku kaydirilmaksizin hafifce lama bastirilir. C- Bu baski islemi lam

boyunca tekrarlanir.

KazimaTeknigi

Bu teknik viicut yiizeyindeki lezyonlara veya viicuttan uzaklastirilmis Kkitlelere
uygulanabilir. Cok daha fazla hiicre elde edilmesini saglar. Eger lezyonun yiizeyi
ilserlesmis ve eksiidat ile kaplanmigsa, bu eksiidatin steril gazli bezler kullanilarak

uzaklastirilmasi gereklidir. Bistiiri ile kazidiktan sonra lama yayma yapilir (Sekil 5).

Kazima veya basma ile lezyonun ylizeyinden hiicre elde edilirken, derin dokulardan hiicre
elde edilemez. Bununla beraber viicuttan uzaklastirilmis kitlelerde kazint1 yontemi basma
teknigine gore daha fazla hiicre elde edilmesini saglar. Dolayisiyla 6zellikle kat1 ve az hiicre veren
lezyonlar i¢in bu yontem kullanilabilir. Lama siirme asamasinda fazla bastirilmasi sonucunda

hiicrelerin parcalanmasi ve 6rneklemenin kalitesinin bozulma olasilig1 yiiksektir.



Sekil 5 Kazima teknigi
Svab Teknigi

Genellikle konjunktiva, dis kulak yolu, burun, vajina ve fistiillii lezyonlar gibi basma, kazint1 ve
aspirasyon yontemlerine ¢ok elverisli olmayan bolgelerden 6rnek hazirlanmasi i¢in svab
kullanilabilir (Sekil 6). Lezyona nemli, steril bir svab temas ettirildikten sonra bu ¢ubuk lam
iizerinde yuvarlanir. Cubugun 1slatilmasi igin steril, izotonik tuzlu su kullanilabilir. Bu yontem

yalnizca diger teknikler uygulanamadigi durumlarda onerilmektedir.

Sekil 6 Svab teknigi

Alinan Orneklerin LamaAktarilmasi

Bu amagla iki lam arasinda kaydirma yontemi ve kan frotisi hazirlama yontemi en kullanigh
tekniklerdir. Iki lam arasinda kaydirma yonteminde, drnek lama aktarildiktan sonra, drnek
iizerine diger bir lam 90 derecelik ag1 ile konulur. Ardindan fazla basing uygulamaksizin
uistteki lam alttaki lam boyunca ilerletilerek 6rnegin lama yayilmasi saglanir (Sekil 7A-7D).

Bu teknik kullanilirken lamin ¢ok bastirilmasi sonucunda hiicreler parcalanabilir.
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Sekil 7 Iki lam arasinda kaydirma yontemi. A- Ornegin aktarildig lam iizerine diger lamin 90

derecelik aci ile paralel olarak konulmasi. B- Ustteki lamin kaydirilarak 6rnegin yayilmasi.

Swi Orneklerde Sitoloji

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren tiipler alinan 6rneklerde pihtilasmanin énlenmesi
acisindan tercih edilmelidir, fakat eger mikrobiyolojik kiiltiir yapilmasi diistiniiliiyorsa, EDTA
mikroorganizmalarin biiylimesini baskilayabilecegi icin EDTA olmaksizin 6rnekleme onerilir.
Alman 6rnekler hiicresel agidan fakir ise santrifiij edilerek (Sekil 8 A-8D) dipte kalan tortudan
preparatlar hazirlanmalidir. Boylece hiicresel yogunlugun daha fazla oldugu preparatlar
hazirlanabilir (Sekil 9). Bu noktada dikkat edilmesi gereken santrifiijiin yliksek devirlerde degil,
kisa devirde uzun siireli olarak yapilmasidir. Boylece hiicrelerin pargalanmasi dnlenebilir.

Ornekler bekletilirse hiicrelerde teshisi giiglestirecek degisiklikler sekillenecegi unutulmamalidir.

Sekil 8 Orneklerin santrifiijlenmesi. A- Ornekler iki adet tiipe konulur. B ve C- Tiipler cihaza

karsilikli olarak yerlestirilir. D- Diisiik devirde ve uzun stireli santrifiij islemi baslatilir.



Sekil 9 Santrifiij oncesi (1) ve sonrasi (2) hazirlanan sitolojik preparatlar.

Sitolojide KullamlanBoyalar
1. Romanowsky tipi boyalar: Ornek olarak Wright boyasi, Giemsa boyasi, Wright- Giemsa
boyasi ve Diff-Quik gibi boyalar verilebilir. Preparatlar kurutulduktan sonra tespit edilir.
Sitoplazma detaylar1 giizel gézlenir. Cogu patolog bu tip boyalar1 tercih eder (Sekil 10). Bu

kitapta kullanilan sitolojik resimler aksi belirtilmedik¢e Merck Hemacolor® boyasi ile

boyanmuigstir.
811611 d o ozl L

:.i.:if,‘.’:,' ' © Wicroscopy Weroscopy

Solution 1, Fixing solution Hemacolor” Hemacolor*

(contains Mu(hmoll < Solution 2, Colour Solution 3, Colour

LBaing 1: Flajorigsung feagent red Tausntiniue

(ethlt Methanol) | Losung 2: Lsung 3:
Farbreagenz rot Farbreagenz blau

Sekil 10 Merck Hemacolor® boyasi. Sekil 11 Merck Entellan® new.

2. Papanicolaou tipi boyalar: Ornek olarak Sano’s trichrome verilebilir. Preparatlar

1slakken alkol tespiti gereklidir. Cekirdek detaylar giizel gozlenir.
Boyanmus Preparatlarin Kapatilmasi

Sitolojik preparatlarin, histolojik preparatlarda oldugu gibi balsam ile kapatildiktan sonra
incelenmesi, sik rastlanan bir pratik olmasa da, pek ¢ok yarar saglamaktadir. Bu islem, Bursa

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda rutin olarak uygulanmaktadir.
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Kapatmanin sagladig: yararlar:

1. Immersiyon yagina gerek kalmadan hiicre detaylarinin 40°lik objektifle (high dry)
incelenmesi objektifin ve preparatin immersiyon ile bulagmasini engelledigi i¢in
temizlik saglamakta ve bu islemleri yapmak i¢in harcanacak zamani da
kazandirmaktadir. Daha da 6nemlisi ¢evre kirliligine de sebep olan (6zellikle su
kirliligi) immersiyon yaginin karsinojen oldugu bilinen ksilol ile temizlenmesine
gerek kalmaz.

2. Preparatlarin bozulmadan argivlenmesine imkan verir.

3. Hiicreler ¢cok daha net olarak gozlendigi i¢in inceleme hevesini arttirir ve tani

kolaylig1 saglar.

Laboratuvarimizda kullanilan balsam Sekil 11 ve balsam ile preparatlarin kapatilmasi

Sekil 12A-12D’de gosterilmistir.

Sekil 12 Entellan ile preparatlarin kapatilmasi. A- Bir cam baget vasitasiyla balsam
sisesinden alinan balsam lam iizerine damlatilir. B ve C- 45 derecelik bir aciyla lamel, pens
vardimi ile balsama degdirilerek balsamin kapiller olarak yayilmast saglanir. D- Yavas bir
hareketle lamel, yayilmakta olan balsam iizerine kapatilir. Ufak ufak dokunuslarla, bu islem
swrasinda lam lamel arasinda kalan hava kabarciklarinin ¢ikarilmasi saglanir. Hemen

bakilabildigi gibi, 15-20 dk kurumasi saglanarak, daha rahatlikla incelenebilir.
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Mikroskop ve inceleme

Kapatilan ve belirli bir siire kurumasi beklenen preparatlar incelenmeye hazir hale gelmistir.
Incelemede histolojik kesitlerin incelenmesinde oldugu gibi kiiciik biiyiitmeden baslayarak
preparat taranir. Daha sonra 10’luk ve 40’1k objektifler ile incelemeye devam edilir. Uzeri
lamel ile kapatilmis preparatlarin 40’11k objektif ile incelenmesi oldukga iyi olarak
nitelenebilecek hiicresel ayrintiy1 verebilir. Daha detayli incelemeler i¢in, 6rnegin sitoplazmik
parazitlerin ortaya konmasi gibi, immersiyon yagi damlatilarak 100’liik objektif ile incelemeler
yapilabilir. Lam, lamel ve mikroskobun temizlenmesi ile islem bitirilir. Lamel ile iizeri
kapatilmis lam arsivlenebilir ve tekrar tekrar gerekirse mikroskopta incelenebilir. Boyle bir
inceleme icin kullanilacak mikroskoplarda 4’liik, 10’luk, 40’lik ve 100’liik objektifler
bulunmalidir. Bu 6zellikleri tasiyan bir mikroskobun fiyati, markaya, merceklerin 6zelligine,

eklentilerine gére 1000-10 000 TL arasinda degismektedir.
Sitolojide Karsilasilan Bazi Artefaktlar

Artefaktlar bir doku islenirken olusan yapilar veya hiicresel 6zelliklerdir ve taniyr olumsuz
etkileyebilirler. Bunlar normal dokuda bulunmazlar ve genellikle preparatlar hazirlanirken ya da
patoloji laboratuvarlarindaki islemler sirasinda dis etkiler nedeniyle olusurlar. Artefaktlar hiicrelerin
goriiniimiinii degistirerek yanlis yorumlamalara neden olabilirler, diger bilinen dokular taklit
edebilirler, tanimlanamayan yapilarindan dolay1 kafa karisikligi olusturabilirler ve/veya
mikroskobik bulgular1 maskeleyebilirler.

Sitolojik preparatlarin hatali hazirlanmasi, yapilacak islemlerde gecikme veya kontaminasyon,
yanlis yorumlamalara, hatali tanilara ve yanlis pozitif/negatif sonuglara yol agabilir. Ornegi toplama
teknigi ne olursa olsun, 6érnekler alindiktan sonra havada kurutmayi takiben ¢ok beklemeden tespit
edilmelidir.

Fikzasyonun gecikmesi ile ilgili problemler hiicrede kromatin kaybi, solgunluk veya
cekirdegin tamamen kaybina yol acgabilir. Hiicrelerde biiziigme, sitoplazmada bozulma ve artefakt
bosluklari olusabilir. Yapilan bir ¢calismada oda sicakliginda fikzasyonun birkag saat gecikmesi
hiicrelerde kismi ve tam dejenerasyon ile sonuglanmis, gézlenen ilk bulgular sitoplazmik
vakuolizasyon ve pargali boyanma seklinde olmustur (Sekil 13A). Doérdiincii gliinde mikroniikleus
ile bakteriyel kolonilerin periferden merkeze dogru invaze oldugu (Sekil 13B), bir hafta sonrra
piknoz, karyoreksis ve karyolizis sekillendigi gozlenmistir (Sekil 14A-14C). Ondort giinliik siire
sonunda ¢ekirdek vakuolleri ile yogun eozinofilik sitoplazmanin goriildiigli ve bunu hiicresel

yapinin kaybinin takip ettigi goriilmiistiir. Bir ay sonunda ise hiicrelerin hayali goriiniimleri geride
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kalmistir. Bes saatlik fikzasyon gecikmesi ile birlikte yiiksek ve diisiik sicaklik degisiklikleri
hiicrelerde biizismeye, sitoplazmik vakuollere, kromatin yogunlasmasina ve hiicrelerde burusma ile

niikleer vakuollerin gériinmesine neden olmustur.

A ®
Sekil 13 A- Sitoplazmik vakuolizasyonlar (oklar) B- Bakteriyel invazyon.
Bu bulgulardan dolayi hiicresel degisikliklerin minimize edilmesi i¢in fikzasyonun hemen
yapilmas1 6nemlidir. Bilindigi gibi fikzasyonun hemen yapilmasi otolitik enzimlerin hiicreyi

dejenerasyona ugratmasini engeller ve hiicreleri miimkiin oldukca yasarken ki hallerinde tutar.
: ' r

A4

vey 4 ve SN s N "

Sekil 14 A- Piknoz (ok); B- Karyoreksis (oklar); C- Karyolizis (oklar)
Dis kaynakli artefaktlarin ¢ogunlugu sitolojik preparat hazirlama sirasindaki yaygin

kontaminantlardir. Hayvan kili (Sekil 15), pamuk fibrilleri (Sekil 16) ve insan sag1 gibi cisimler

yanliglikla fungal hifa, filament6z veya ip benzeri patojenler ile karistirilabilir.

T 1 v IR
. B ¥

§ .

LT U

BT

Sekil 15 Kil artefakt Sekil 16 Pamuk fibrili
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Sitolojik preparatlar hazirlanirken fazla basing uygulanmasi sonucunda hiicrelerde
yikimlanmaya veya sitolojik degisikliklere yol agabilir. Bu hiicreler nekrotik olarak

degerlendirilebilirler. Eldiven pudras sitolojik smearlarda epitel hiicrelerine benzeyebilir ve

genellikle 5-20 mikrometre gapli, 15181 kiran, camsi, poligonal/oval/armut sekilli cisimcikler olarak

gortliirler (Sekil 17).

Sekil 17 Oval sekilli, camsi gériiniimde eldiven pudrasi (oklar)

Fazla basing uygulanarak hazirlanan preparatlarda sik karsilagilan artefaktlardan biriside
hiicre ¢ekirdegi zarinin yirtilmasi ile genetik materyalin iplik gibi goriinecek sekilde serbest halde
bulunmasidir (Sekil 18).

Sitolojik 6rnekleme sirasinda kullanilan ulstrason jeli de sitolojik preparatlarda bir artefakt
olarak 6nemli sorun teskil eder. Jel kontaminasyonunun temel problemi, fazla kontaminasyonun
yetersiz bir 6rnekte hiicre lizisine yol agmasi iken, az kontaminasyon sekillendigi durumlarda

hiicrelerde sigkinlikler gibi daha hafif degisiklikler sekillenir (Sekil 19). Bu nedenle sitolojik

orneklemeler yapilirken jel kontaminasyonuna kars1 dikkatli olunmalidir.

{ s

[N

Sekil 18 Uzamis DNA fragmentleri Sekil 19 Ultrason jelinin sitolojideki goriiniimii
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