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Comparison of The Modified Trichrome Stain 
Method With Wheatley's Trichrome Stain Methods

Öz
Çalışmada parazitin karakteristik özelliklerini tespit etmede modifiye trikrom ve Whe-

atley’in trikrom boyama yöntemlerinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Örnekler Direk,
modifiye asit fast ve modifiye trikrom boyama ile incelenmiş ve 9 negatif ve 68 pozi-
tif olarak tespit edilen toplam 77 örnek, Wheatley'in trikrom boyama metodu ile de bo-
yanmış ve ışık mikroskobunda incelenmiştir. Çalışmada Wheatley’in trikrom boyama
metodu ile 77 örneğin 25 tanesinde pozitiflik saptanmıştır. Modifiye trikrom boyama me-
todu ile pozitif bulunan 43 örnek ise Wheatley’in trikrom boyama metodu ile negatif ola-
rak belirlenmiştir. Ayrıca modifiye trikrom boyama yöntemi ile negatif olarak tespit edi-
len 9 örnek de yine Wheatley’in trikrom boyama yöntemi ile de negatif olarak tespit edil-
miştir. Sunulan çalışma ile amip trofozoitlerinin mikroskobik tanısı için modifiye trik-
rom boyama yönteminin Wheatley’in trikrom boyama yönteminden daha etkili olduğu
belirlenmiştir.

Abstarct
The study, to compare the modified trichrome staining methods and Wheatley’s trich-

rome staining methods which used of determine parasitic characteristics. A total of 77
samples, which were determined as 9 negative and 68 positive by saline-iodine, modi-
fied asic fast and modified trcihrome staining, were stained with Wheatley’s trichrome
staining method and examined by light microscopy with immersion oil. Positivity was
detected at 25 of 77 samples stained by Wheatley’s trcihrome staining method. 43 sam-
ples which were detected as positive by staining modified trichrome staining method were
found to be negative by Wheatley’s trichrome staining method. Also 9 samples which
were determined as negative by modified trichrome staining method were determined
as negative by Wheatley’s trichrome staining method. This study showed that modifi-
ed trichrome staining method is more effective than Wheatley’s trichrome method stai-
ning for microscopic diagnosis of amoebic trophozoites.

Giriş
Gelişmekte olan ülkeleri tehdit eden en önemli sağlık sorunları arasında yer alan intesti-

nal parazitler, Türkiye’de de her yaş ve her kesimde yaygın olarak görülmektedir (1-3). 
İntestinal parazitlerin tanısında birçok yöntem bir arada kullanılarak sonuç alınabil-

mektedir. Kalıcı boya yöntemleri, hazırlanan dışkı preparatlarının daha sonra incelene-
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bilmesine olanak sağlamasına ek olarak, protozoonların mor-
folojik yapılarının tanımlanmasında da yüksek duyarlılık gös-
termektedir. Trikrom boyama yöntemi de, protozoonların dış-
kıdaki artefaktlardan, konak ve maya hücrelerinden ayırt edil-
mesinde ve protozoonların iç yapılarının incelenmesinde sık-
lıkla kullanılan kalıcı boyama yöntemidir (4-7). 

Bağırsak protozoonlarının tespiti için dışkının mikros-
kobik incelenmesinde, birçok yöntemin birarada kullanıl-
masının tanıda güvenilirliği artırdığı bildirilmiştir. Parazit-
lerin teşhisindeki başarı, laboratuvar çalışanlarının bilgi dü-
zeyinin ve kullanılan yöntemlerin etkili olmasına bağlıdır.
Örneğin serum fizyolojik ve lugol gibi yöntemlerle direk in-
celenmesi morfolojik olarak parazitin diğer elementlerden
ayırt edilmesini sağlar. Ancak atipik formların ve az sayı-
da parazitin görüldüğü yada aynı dışkı örneğinde birden faz-
la parazit içerdiğinden tanıda zorluklar yaşanabilir. Dünya
genelindeki laboratuvarlarda, Wheatley’in trikrom boyama
metodu, demir hematoksilen, giemsa, Wright’s metilen ma-
visi ve iyot-trikrom boyama gibi çok sayıda başarılı boya-
ma yöntemi kullanılmakta ancak bunların hepsi yorucu ve
zamana alıcı yöntemlerdir (3,8,9). Bu nedenle, basit, hızlı
ve güvenilir bir boyama tekniğine ihtiyaç duyulmaktadır.
Trikrom boyama metodu, protoozoon trofozoitlerinin tanın-
ması ve birbirlerinden ayırtedilmesi için en sık kullanılan
kalıcı boyama yöntemidir (3,8,9).

Çalışmada da parazitlerin karakteristik özelliklerini tes-
pit etmede modifiye trikrom ve Wheatley’in trikrom boya-
ma yöntemlerinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem
Rutin bakıda paraziter açısından direk, modifiye asit fast

ve modifiye trikrom boyama ile incelenerek 9 negatif ve 68
pozitif olarak tespit edilen toplam 77 dışkı örneği çalışma-
ya alınmıştır. Her bir örnekten iki yayma yapılmış ve hem
modifiye trikrom hemde Wheatley'in trikrom boyama me-
todu ile boyanmıştır. Uygulama prosedürü Tablo 1’de gös-
terilmiştir. 

Çalışmada boyanan örnekler immersiyon yağı ile ışık
mikroskobunda incelenmiştir.

Bulgular
Çalışmada Wheatley’in trikrom boyama metodu ile ör-

neğin 25 tanesinde pozitiflik saptanmıştır Modifiye trikrom
boyama metodu ile pozitif bulunan 43 örnek Wheatley’in
trikrom boyama metodu ile negatif olarak saptanmıştır.  Ay-
rıca modifiye trikrom boyama yöntemi ile negatif olarak tes-
pit edilen 9 örnek de Wheatley’in trikrom boyama yönte-
mi ile de negatif olarak tespit edilmiştir (Tablo 2). Her iki
boya yöntemi ile pozitif saptanan örnekler şekil 1 de veril-
miştir.

Tartişma
Bağırsak protozoonlarının tanısı için dışkının mikrosko-

bik olarak incelenmesinde birkaç yöntemin bir arada kulla-
nılması tanıda duyarlılığı artırmaktadır. Dışkı örneklerinin mik-
roskobik incelenmesinde, sıklıkla serum fizyolojik ve lügol
solüsyonu ile direk mikroskobik inceleme yapılmakta ve buna
ek olarak da çoklaştırma yöntemleri ile birlikte kalıcı boya
yöntemleri de tanı amaçlı kullanılmaktadır (1,4).

En sık kullanılan kalıcı boyama yöntemlerinden biri olan
trikrom boyama yöntemi, iyi boyanan parazitin yapılarını

Tablo 1. Wheatley'in trikrom boyama ve modifiye trikrom boyama yöntemleri

Wheatley'in trikrom boyama metodu Modifiye trikrom boyama metodu

Süre Kimyasal Süre Kimyasal

30 dk Shaudin fiksatif solüsyonu (GBL-2750) 30 dk Shaudin fiksatif solüsyonu

10 dk İyot solüsyonu 1 dk D’antoni Solüsyonu

4 dk %70 denatüre etanol (GBL-3178) 1 dk %70 metanol

4 dk %70 denatüre etanol (GBL-3178) 1 dk %70 metanol

60 dk Wheatley’in trikrom solüsyonu (GBL-2253) 8-10 dk Trikrom boyası

3 sn %90 asetik etanol (GBL-2255) 8-10 sn %90 asit alkol

3 dk %99.5 etil alkol Çalkala %100 metanol

3 dk Ksilen 30 sn %100 metanol

1 dk Ksilen

Tablo 2. Modifiye trikrom ve Wheatley'in trikrom boyama
yöntemleri ile boyanan dışkı örneklerindeki parazit sayısı 

Modifiye Wheatley'in
trikrom trikrom 
boyama boyama 
metodu metodu

Blastocystis hominis 37 22

Cryptosporidium parvum 34 0

Cyclospora cayetanensis 6 0

Giardia intestinalis 2 2

Entamoeba coli 10 4

Entamoeba hartmanni 1 0

Dientamoeba fragilis 4 0

Microsporidium 4 0

Enterobius vermicularis 1 0
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ayrıntılı olarak göstermekte ve preparatın bozulmadan
uzun süre saklanabilmesine olanak sağlamaktadır. Dışkı in-
celemesinde kullanılması yararlı olan ve laboratuvar orta-
mında hazırlanabilen bu boya, yüksek düzeyde stabil ve uzun
bir raf ömrüne sahiptir (4,9,10,11). Çalışmada kullanılan trik-
rom boyama yöntemi modifiye edilerek kullanılmıştır. Ru-
tin olarak kullanılan trikrom boyasından (11) farklılıkları kul-
lanılan solüsyonların sırası ve dakikası değiştirilmiştir.
Yöntem ayrıntılı olarak tablo 1 de verilmiştir. 

Ulaşılan kaynak bilgilerde göre bir çalışmada 12.321 dış-
kı örneği nativ-lugol ve trikrom boyası yöntemleri kullanı-

larak parazit açısından değerlendirilmiştir. Trikrom boya-
ma yöntemi ile örneklerin %53’ünde parazit saptanırken, na-
tiv-lugol yöntemi ile örneklerin %47’sinde parazit saptan-
mıştır (12). Türkiye’de de buna benzer bir çalışmada
amoebiasis tanısında dışkı örneklerinin incelenmesinde
nativ ve trikrom boyama yöntemleri karşılaştırılmıştır. Ça-
lışılan 215 dışkı örneğinin nativ inceleme ile 97’sinde En-
tamoeba histolytica saptanmış, ancak trikrom boyama ile in-
celenen 97 pozitif örnekten 11’inde parazite rastlanmamış-
tır. Sonuç olarak nativ incelemede %40 oranında yalancı po-
zitiflik tespit edilerek trikrom boyama yönteminin Entamoe-

Şekil 1. a) Modifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Blastocystis hominis kistleri b) Wheatley'in trikrom boyama metodu
ile boyanan Blastocystis hominis kistleri c) Modifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Entamoeba coli kistleri d) Wheatley'in
trikrom boyama metodu ile boyanan Entamoeba coli kistleri e) Modifiye trikrom boyama metodu ile boyanan Giardia intestina-
lis f) Wheatley'in trikrom boyama metodu ile boyanan Giardia intestinalis. 
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ba histolytica tanısındaki önemine dikkat çekilmiştir (9). 
Tan ve arkadaşları da, taze dışkı örneklerinde Entamoe-

ba histolytica trofozoitlerini Eozin-Y, Wheatley’in trikrom
ve iyot boyaları ile boyayarak etkilerini karşılaştırdıkları ça-
lışmada, Eozin-Y tekniğinin Entamoeba histolytica identi-
fikasyonunda daha etkili olduğunu bildirmişlerdir (8).  Ya-
pılan çalışmada ise modifiye edilmiş trikrom boya yönte-
minin Wheatley’in trikrom boyama yöntemine göre proto-
zoonların boyanmasında daha etkili bulunmuştur. Bu durum
kullanılan yöntemden kaynaklanmış olabilir.

Aykan ve arkadaşları (6), direk inceleme ile protozoon
yönünden pozitif buldukları 159 dışkı örneğini trikrom bo-
yama yöntemi ile incelemişlerdir. Araştırıcılar 151 örnek-
te sadece kist yada kistle beraber trofozoit, 8 örnekte ise sa-
dece trofozoit varlığı gözlemleyerek tür tayini yapmışlar-
dır. Protozoonların tür düzeyinde tanısında, direk inceleme-
nin yanı sıra gaita örneğinin uygun fiksatif kullanıldıktan
sonra kalıcı boyama yöntemi ile incelenmesinin tanıyı daha
güvenilir kılacağını saptamışlardır (6).

Daldal ve arkadaşları da (13) yaptıkları bir çalışmada özel-
likle amoeabiosis etkenlerinden biri düşünüldüğünde nativ-
lugol yönteminin yanında trikrom boyama yönteminin de
uygulanmasının etkenin tespit edilmesinde ve tanınmasın-
da büyük yararlar sağlayacağına dikkat çekmişlerdir. 

Başka bir çalışmada da çeşitli poliklinik ve kliniklerden
karın ağrısı, ishal, kabızlık, gaz, bulantı ve iştahsızlık gibi
gastrointestinal sistem şikayetleri ile gönderilen 155 dışkı
örneğinde konvansiyonel ve ticari trikrom boyama yöntem-
leri karşılaştırılmış, konvansiyonel trikrom boyama yönte-
minin ticari trikrom boyama yönteminden daha üstün oldu-
ğu gösterilmiştir (4). Bu çalışmada da, modifiye trikrom bo-
yama yönteminin parazitlerin morfolojilerini tanımlaması
açısından Wheatley’in trikrom boyama yönteminden etki-
li olduğu saptanmıştır. 

Parazitoloji laboratuvarında trikrom boyası, protozoon-
ların iç yapısının görülerek tanımlanması için kullanılır
(14,15). Trikrom boyası dışkı örneklerini boyamak için et-
kili ve doğru bir yöntem olarak görülmektedir (12). 

Wheatley'in trikrom boyama metodu geçmişte birçok bi-
lim insanı tarafından parazit tespiti için dışkı örneklerinin
kalıcı boyamasında kullanılmış ve oldukça duyarlı bir
yöntem olduğu tespit edilmiştir (16). Ancak sunulan bu ça-
lışma ile protozoonların mikroskobik tanısı için modifiye
edilmiş trikrom boyama yönteminin Wheatley’in trikrom bo-
yama yönteminden daha etkili olduğu gösterilmiştir.  
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