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ACIKLAMALAR

KOD 725TTT141

ALAN Tibbi Laboratuvar

DAL/MESLEK Tibbi Laboratuvar Teknisyenligi

MODULUN ADI Sitolojik Preparat Hazirlama

Sitoloji calisma alammi kavrama, santrifiij ve sivi bazlh
sitoloji yontemiyle preparat hazirlama, hiicre bloku
hazirlama ve sitolojik boyama teknigi becerilerinin
kazandirldig 6grenme materyalidir.

MODULUN TANIMI

SURE 40/16

Histolojik Analizler Oncesi Hazirlik ve Histolojik Preparat

OO UL Hazirlama modiillerini almig olmak

YETERLIK Sitolojik preparat hazirlamak

Genel Amacg

Sitopatoloji 6rneklerinin elde edilme yontemlerini ve kayit
kabul olgiitlerini kavrayabilecek, santrifiij ve sivi bazli
sitoloji yontemiyle preparat ve sivilardan hiicre bloku
hazirlayip  sitolojik  boyamalarn  teknigine  uygun
yapabileceksiniz.

Amaglar

MODULUN AMACI 1. Sitopatoloji Orneklerinin elde edilme ydntemlerini ve
kayit kabul 6lgitlerini kavrayabileceksiniz.

2. Santriftij yontemiyle sitolojik preparat
hazirlayabileceksiniz.

3. Sivi bazh sitolojik yontemlerle sitolojik preparat
hazirlayabileceksiniz.

4. Sivilardan hiicre bloku /sitoblok hazirlayabileceksiniz.

5. Sitolojik boyama yontemlerinin teknigine uygun
sitolojik preparat boyayabileceksiniz.

Donamim: Santrifiij, sitosantrifiij, thin prep, sure path, sale
(dik sale, 500/1000 ml yatik sale), pastor pipeti/cam pipet,
lam (sitosantrifiij, thin prep, sure path lamlar1), lamel,
santrifiij tiipii, sitoklip, funnel (standart ve megafunnel),
o . filtre kart1, hiicre blok kaseti, doku kaseti, lam tagima sepeti,
EGITIM OGRETIM filtre kagidi, % 95’lik etil alkol, mukus ¢dziicii soliisyon,
ORTAMLARI VE lizin soliisyonu, stoblok reagant (reagant-1, reagent-2),
DONANIMLARI hiicre koruyucu madde (cytospin collektion fluid), giemsa,
hematoksilen, oranage-G, AE-50, eozin, my-griinwald
boyalari

Ortam: Sitopatoloji laboratuvari/ histopatoloji laboratuvari
sitopatoloji bolimii




(")LgME VE
DEGERLENDIRME

Modiiliin i¢inde yer alan, her faaliyetten sonra verilen
Olgme araglan1 ile kazandigimz bilgileri Olcerek kendi
kendinizi degerlendireceksiniz.

Ogretmen, modiiliin sonunda, size 6lgme arac (test, coktan
secmeli, dogru-yanlis, v.b) kullanarak modiil uygulamalar
ile  kazandigimz  bilgi ve  becerileri  Olgerek
degerlendirecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Teknolojik gelismelere paralel olarak laboratuvar arag, gere¢ ve cihazlar da
gelismektedir. Bu da laboratuvar analizlerinin daha kisa zamanda az is giicii kullanilmasini
saglamaktadir.

Bu modiilde sitopatoloji Orneklerinin elde edilme yontemlerini ve kayit kabul
olgitlerini, farkli tekniklerle sitolojik preparat hazirlama ve boyama yOntemlerini
Ogreneceksiniz.






OGRENME FAALIYETi-1

C AMAC )

Bu faaliyette kazandigimz bilgiler ile sitopatoloji Orneklerinin elde edilme
yontemlerini ve kayit kabul 6lgitlerini kavrayabileceksiniz.

CARASTIRMA )

»  Histopatoloji ve sitopatoloji arasindaki farklari arastiriniz.
> Saglik kuruluglarinin sitopatoloji laboratuvarina giderek gelen drnekleri ve kayit
kabul 6lgiitlerini inceleyiniz.

1. SITOPATOLOJI

Sitoloji, “cyto” ve “logos” kelimelerinin birlesimi ile olugsmustur ve hiicre bilimi
anlamina gelir. Modern patolojinin kurucusu sayilan Alman patolog Prof. Rudolf Wirchow,
“Her seyin temeli hiicredir.” Ozdeyisiyle hastaliklarin temelinde hiicresel diizeydeki
bozukluklarin yattigini 6ngérmiis ve hiicresel (selliiler) patoloji kavramimi ortaya atmustir.
Tip bilimi pratiginde modern anlamda sitoloji donemini baglatan hekimler, 1928’de ABD’de
Dr. George N. Papanicolaou ve Romanya’dan Dr. Aurel Babes’tir. Dr. Papanicolaou
serviko-vajinal yaymada uterin serviks kanserlerinin saptanmasina iliskin ¢alismalar1 “PAP
test” olarak bilinen tarama yonteminin ¢ekirdegini olusturarak sitolojik preparasyonlar
gelistirmis ve pratik sitolojinin kurulmasina biiyiik katkida bulunmustur.

Sitoloji; hiicrenin normal goriiniisii disindaki sapmalari inceler. Sitoloji yerine
sitopatoloji terimi tercih edilir. Saglik isletmelerinde sitopatoloji laboratuvarlart genellikle
histopatoloji loboratuvarlarinin i¢inde bir bdliim olarak bulunur.

Histopatoloji’de, histolojik preparat hazirlama teknikleriyle hazirlanan doku
preparatlarinda hiicre ve dokular incelenir. Sitopatoloji ise hiicre diizeyindeki degisikleri ele
alir. Beden bosluklan ve salgilarindan, solid ya da kistik yapr ve organlardan o6rnekler
alinarak lama yayilir. Hazirlanan preparatlar sitolojik boyalarla boyanir. Hiicreler yapi, sekil
ve boyanma Ozelliklerine gore mikroskopta incelenir. Normal disindaki hiicre sapmalari
degerlendirilerek taniya gidilir. Boylece, ozellikle kanser erken tamisinda ve hormon
durumunun saptanmasinda ayrica tedavi siirecindeki hastaliklarin denetimi yoniinden kolay
ve dnemli bir tam arac1 iglevini goriir.



Resim 1.1: Sitopatoloji laboratuvar:

Sitopatolojinin uygulama alanlar

Neoplazi tamis1 ve taramasi: Benign, malign ve malign potansiyelli
kuskulu lezyonlarin varliginin saptanmasidir. Sitopatoloji, asemptomatik
kisilerde tarama amaglh da kullanilir. Servikal kanser taramalar1 (PAP test
taramasi), meme kanserinin erken tanisi, ince igne aspirasyon
materyalleri (IIAS), mesane kanseri erken tamsi, idrar sitolojisi, sigara
tiryakilerinde balgam sitolojisi taramalarn gibi.

Timér tipinin taninmasi1 ve tedavinin ydnlendirilmesi: Uterus,
akciger, sindirim sistemi, lriner traktiis tiimorleri, genellikle eksfolyatif
sitoloji materyallerinde; meme, tiroid, tiikriik bezi, lenf diigiimii, prostat,
karaciger, pankreas tiimdrleri ise ince igne aspirasyon materyallerinde
taninabilmektedir.

Prognoz tayini ve takip: Kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine yanit
vermeyen agresif seyirli timdrler ya da niiks metastazlarin
tanimlanmasinda kullanilir.

Inflamatuvar lezyon tamsi ve etken mikroorganizma tamsi:
Tiiberkiiloz ve sarkoidoz graniilomlar1 ve funguslar, viriis, bakteri ve
parazitler sitolojik materyallerde saptanabilen etken patojenlerdir.
Jinekolojik sitolojik hormonal degerlendirme

Bas — boyun bélgesi kistik lezyonlarin tedavisi: Bas - boyun, meme ve
tiroidin yiizeyel kistik lezyonlarinda, ince igne aspirasyonu ile kistin
drenaj1 tedavi islevi goriir.



1.1. Sitolojik Yontemler
Sitolojik inceleme materyalleri, eksfolyatif sitolojisi ve 1A yontemleriyle elde edilir.
1.1.1. Eksfolyatif Sitoloji

Viicudumuzdaki dokular yenilendikce yiizeydeki hiicreler dokiiliir ve altindan yeni
hiicreler gelir. Kapladiklar1 ylizeyden ddokiilen hiicrelerin toplanip sitolojik olarak
incelenmelerine  eksfolyatif sitoloji denilmektedir.  Yiizeysel epitelden, mukoz
membranlardan, brons, bobrek tiipleri vb. doku ve organlardan diisen hiicreler, yaymalar
yoluyla incelenir. Ayrica beden sivilar1 da bu yolla isleme alinir. Buna en iyi 6rnek vagina
boslugudur. Bu bosluga vajinadan kendiliginden dokiilen hiicreler jinekolojik muayene
sirasinda spatula, endoservikal firga vb. ile toplanir. Toplanan 6rnek bir lama smear yayma
seklinde nakledilir. Smear (yayma, froti), mikroskopta tetkik edilmek iizere kan veya diger
viicut ifrazatimin cam {izerine ince bir sekilde yayilmasidir. Bu yontem, konvansiyonel
(geleneksel) smear teknigi olarak isimlendirilir. Ikinci bir yontem; firca, spekulumla alinan
hiicreler 6zel hiicre koruyuculu sivilar igine yikanarak aktarilir. Bu yontemle alinan
orneklere sivi bazl sitolojik yontemle preparat hazirlama teknikleri uygulanr.

Viicudumuzda bazi bolgelerde kendiliginden dokiilmeyen hiicreler vardir. Bu
bolgelere endoskopi, rektoskopi, 6zefagoskopi ve bronkoskopik yontemlerle girilerek firca
veya tuzlu su gonderilir. Firga ile alinan 6rek viicut disina ¢ikarilir. Firga tizerindeki 6rek
lama yayilarak veya firga sivi bazli koruyucu sivilar iginde laboratuvara génderilir. Skopik
yontemle viicuda gonderilen tuzlu su viicut digina alinarak laboratuvara gonderilir. Firga
cevresindeki ve su igindeki hiicreler ¢esitli preparat hazirlama teknikleri uygulanarak lama
aktarilir. Eksfolyatif sitoloji 6rnekleri asagidaki viicut bolgelerinden elde edilir.

»  Kadm — genital sistemi

PAP testi, serviks kanserinin erken tamisinda tarama testi olarak kullanilir. Kadin
genital sistem inceleme 6rnegi; siklikla uterus serviksi ve vajen daha siklikla tuba ve overlere
ait serviks posterior forniksine dokiilmiis hiicreler ¢esitli yontemlerle alinarak lam iizerine
yayilarak elde edilir. Temel gorevi, preinvaziv ve invaziv serviks kanserinin tanisinda tarama
testi olarak kullamlmasidir. Bunun disinda;

o Benign atipi cesitleri,

. Inflamatuvar degisiklik,

o Enfeksiydz mikroorganizmalar,

J Endokrin durum,

o Neoplazm hakkinda da bilgi verir.

> Solunum sistemi

o Balgam: Derin oksiirtiilerek alinan balgamda, alt solunum yollarina ait
hiicreler incelenir.
o Bronsial ~ yikama/firgalama: Havayollart ve  periferik  alveoler

bosluklardan dokiilmiis hiicreler incelenir.
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»  Viicut bosluklan sitolojisi

Viicut boslugu sivilari; plevra, periton ve perikard sivilari, eklem sivisi, BOS, idrar vb.
dir. Bu sivilar yogunluklarina, protein igerigi ve biyokimyasal 6zelliklerine gore transuda
veya eksuda olarak siniflandirilir.

. Transudalar: Seffaftir, az sayida hiicre igerir, bunlarin ¢ogu da
mezotelyal hiicredir. Beklerken koagiile olmaz.

o Eksudalar: Bulanik ve kopiiksiidiir. Fibrin ve protein igerdigi igin
kolayca koagiile olur. Bakteri icerebilir ve oldukca hiicreseldir. Bazi
eksudalar yag (sil6z) igerir, siit kivaminda ve beyaz goriiniir.

>  Imprint (Dokundurma)

Lezyonlu dokularin makroskobik incelemesi sirasinda, lezyonlarin taze kesit
yiizeylerinin lam iizerine dokundurularak lezyon yiizeyindeki hiicrelerin lam yiizeyine
gecmesininin saglanmasidir. Bu yontem; frozen igin gonderilmis dokulara da uygulanan bir
yontemdir.

1.1.2. ince igne Aspirasyon Sitolojisi

Histositoloji aym1 zamanda i¢ organlarda meydana gelen bir kitlenin incelenmesine
olanak saglar. Herhangi bir tiimoral yapiya girilerek o kitleden sivi ¢ekilmesi olayina
aspirasyon denir. Bu amagla ince uglu enjektorler kullanilir.

Ince igne aspirasyon sitolojisi yontemi, giderek artan sikhikla ilk basamak tan1 yontemi
olarak kullamlmaktadir. 1IAS; enjektdr ucuna ince igneler takilarak bir dokudan ignenin
keskin ucu ve emme-basma hareketlerinin olusturdugu negatif basing ile hiicre kopartma ve
bu hiicreleri lama yayarak degerlendirme islemidir. Bu yontemle, palpe edilen yiizeysel ve
organlardaki lezyonlara anesteziye ve dzel aletlere gereksinim duyulmadan IiA sitolojisi
uygulanabilir. Derindeki organlara ise ultrasound veya bilgisayarli tomografi gibi
gorilintiileme yontemleri esliginde igne ile girilerek 6rnek alinir. Tiikriik bezi, lenf nodu, deri-
derialt1 ve yumusak doku kitlelerinden direkt olarak; akciger, safra kesesi, safra yollari,
karaciger, pankreas ve bobrekteki olusumlarda ise US, BT ya da endoskopi/endosonografi ile
radyolojik goriintiileme esliginde ince igne aspirasyon materyalleri alinir. Bu sekilde alinan
materyalden IIAS preparatlar hazirlanir.

Yeterli miktarda yayma yapilacak kuru temiz lam hazirlanr.

igne siringadan ayrilir.

Siringa hava ile doldurulur.

igne siringaya tekrar takilir.

Enjektoriin ucu tutularak igne ucu lama degdirilir.

Hazne icindeki materyalin timii lamlara piiskiirtiilerek lamlar laboratuvara
gonderilir.

VVVVYVYVY



IIAS yaymalar genellikle havada kurutularak laboratuvara gonderilir. iiA materyalleri
havada kurutularak fikse edilir ve May-Griinwald-Giemsa (MGG) boyast ile boyanr.

NOT: Bazi uygulamalarda, IIAS ile alinan materyal ¢ok sayida lama yayilir. Bu lamlarin
bir kism1 PAP boyasi ile boyanmak iizere alkolle tespit edilir, digerleri MGG boyasiyla
boyanmak {izere havada kurutularak laboratuvara gonderilir.

1.2. Fiksasyon

Sitolojik materyal alindiktan kisa siire sonra materyalin protein igerigi, pH, enzimatik
aktivite ve materyalde bakteri bulunup bulunmamasi gibi faktorlere bagli olarak hiicre
zedelenmeleri meydana gelir. Bu degisiklikleri 6nlemek ve materyaldeki hiicreleri invivo
durumuna en yakin bicimde korumak amaciyla kisa siirede materyalin 6zelligine uygun
yontemlerle fikse edilmeleri gerekir.

1.2.1. Sitopatolojide Kullanilan Fiksatatifler

Fiksatatifler, hiicrelerin sitolojik boyalarla 6zel olarak boyanabilmesini saglamalidir.
Sitolojik preparatlarin, boya yontemlerine uygun yontem ve maddelerle fiksasyonlari yapilir.
Bu amagla sitopatolojide en ¢ok asagida belirtilen alkoller fiksatatif olarak kullanilir.

> %100’ 1uk metil alkol,

> %95’lik denatiire alkol,

»  %80’lik isopropanol alkol,

> %95’lik etil alkol, sitopatolojide en sik kullanilan fiksatatiftir.

NOT: Formalin sitolojik materyallerde tespit maddesi olarak kullamlmaz. Formalin
hiicrenin yapisim ve boyanma 6zelliklerini bozar.

1.2.2. Sitopatolojide Kullanilan Fiksasyon Yontemleri

Inceleme 6rnekleri, klinik doktorlar tarafindan yayma ve cesitli viicut bolgelerine ait
sivi Ornekler seklinde hazirlanarak sitopatoloji laboratuvarina gonderilir. Bu 6rneklerin
fiksasyonlari asagidaki yontemlerle yapilir.

1.2.2.1. Yayma Fiksasyonu

Yaymalarin fiksasyonu, alkolde bekletilerek veya havada kurutularak yapilir.
Eksfolyatif materyallerden hazirlanan yaymalar (smear) alkolle, IIAS materyal yaymalar ise
havada kurutularak fiksasyonlari yapilir ve laboratuvara gonderilir.

> Alkolle fiksasyon: Bu 6rnekler lama alinir alinmaz eldeki imkanlara gore;

o I¢inde %95°lik alkol bulunan tasima kabima konarak fisksasyonu yapilir
ve laboratuvara bu sekilde gonderilir.

o Laboratuvara fiksatatif kap i¢inde gonderme imkani yoksa %70’lik, ideali
%095’lik etil alkolde 30 dakika bekletilir. Siire sonunda yayma havada
kurutulur. Lamlar kurutulmus ve etiketlenmis sekilde kapali kaplar i¢inde
laboratuvara gonderilir.



»  Spreyle fiksasyon

. Sitoloji i¢in 6zel hazirlanmus fiksatif sprey piiskiirterek fiksasyon yapilir.
Fiksatatif sprey, lama 15-25 cm uzakliktan dik agiyla uygulanir. Lamlar
havada kurutularak laboratuvara gonderilir.

Resim 1.2: Spreyle fiksasyon

»  Havada kurutma: May griinwald - giemsa (MGG) boyasi ile boyanacak
yaymalar havada kurumaya birakilir. May griinwald boyasinin igeriginde
bulunan alkol preparatlari tespit eder.

1.2.2.2. Sivilarin Fiksasyonu

Sivi 6rnekler; enjektor, deney tiipii ve 6zel kaplar icinde sitopatoloji laboratuvarina
gonderilir. Tiim sivilarin hastadan alindiktan hemen sonra fiksasyonsuz olarak laboratuvara
gonderilmesi gerekmektedir. Laboratuvara gonderilmesi uzun siirecekse buzdolabinda 2 saat
bekletildikten sonra fiksasyonsuz gonderilir. Laboratuvara gelen sivi 6rnekler bekletilmeden
hizl bir sekilde ¢alismaya alinir. Sivilarda fiksasyon agagidaki sorunlara yol agar:

J Alkol, siv1 i¢indeki proteinleri koagiile ederek hiicrelerin goriinebilirligini
azaltir.

o Hiicrelerin lama yapigmasim zorlastirir.

o Alkol, hiicreleri yuvarlaklagtirir ve boyanin hiicreye ulagmasini
zorlastirir.

. Omekten filtre preparatlar1 hazirlanmasini zorlastirir.

Sivilarda fiksasyonun bu olumsuzluklarina ragmen kisa siirede laboratuvara hemen
gonderilemeyecek abdominal ve pelvik yikanti sivilari, viicut kaviteleri yikanti sivilari,
Ozefegeal yikant1 sivilari, idrar vb. sivi 6rnekler %50’lik etil alkol ile ayn1 hacimde 6rnek
karnstirlarak fiksasyonlari yapilir ve laboratuvara gonderilir.



1.3. Sitopatolojik Orneklerin Kabulii

> Sitopatoloji laboratuvarina gelen eksfolyatif ve IIAS materyallerinin laboratuvar
gonderilme ve tasima olgiitlerine uygun olup olmadig kontrol edilir.

Siiriintii — yayma lamlan, PAP smearler, 1IAS materyal yaymalan
%095’lik etil alkol i¢eren yayma tasima kaplarinda,

Klinikte fikse edilip kurutulmus yaymalar toz vb. maddeden korumak
icin kapali bir kutu i¢inde veya etiketlenmis preparat tagima kutularinda,
Lavaj (aspirasyon- yikama- parasentez) materyal sivilari uygun sivi
kaplarda laboratuvar istem raporu ile uygunlugu kontrol edilir.

Resim 1.3: Sitolojik ¢aliyma érnekleri Resim 1.4: ilIAS materyal yaymalari

Kabul odlgiitlerini tasiyan materyallerin kayit sekreteri tarafindan sitoloji
kayit defterine kayd1 yapilir ve kayit numarasi verilir.

Defter kayit numaralari, ayn1 zamanda materyallerin laboratuvar islem
takip numarasi olarak belirlenir. Islem takip numarasi yazili etiketler
sitopatoloji istem formuna ve materyal kabinin tizerine yapistirilir.

Kayit sekreteri tarafindan materyali getiren kisiye hastanin adi soyadi,
sitoloji numarasi, raporun alinabilecegi tarih vb. bilgileri igeren bir
sitoloji takip formu doldurularak verilir.

Kaydi yapilan sitolojik materyaller bekletiimeden sitoloji boliimiine
gonderilir.



Bu faaliyette yapmis oldugunuz uygulamalarla sitopatoloji 6rneklerinin elde edilme
yontemlerini ve kayit kabul olgiitlerini kavrayimz.

Islem Basamaklar Oneriler

» Sitopatolojinin tanimini yapiniz.

> Sitopatoloji ile histopatoloji arasindaki
benzerlik ve ayriliklan siralayiniz.

» Sitolojik inceleme yontemlerini
aciklayiniz.

» Eksfolyatif sitoloji ile [AS
materyallerinin elde edilis yontemlerini
aciklayimz.

> Sitolojik materyallerin fiksasyon
yontemlerini agiklayiniz.

> Sitolojik materyallerin  laboratuvara | » Laboratuvara gelen Orneklerle istem
gonderme ve kayit kabul olgiitlerini raporu bilgilerinin uygunlugunu kontrol
aciklayimz. etmeyi unutmayiniz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1.  Asagidakilerden hangisi viicut yiizeylerinden dokiilen hiicrelerin gesitli yontemlerle
alinmasiyla elde edilen sitolojik inceleme 6rnegidir?
A) Histolojik inceleme 6rnekleri
B) Ince igne biyopsi &rnekleri
C) Ince igne aspirasyon 6rnekleri
D) Eksfolyatif inceleme 6rnekleri
E) Yayma inceleme ornekleri

2.  Asagidakilerden hangisi bir dokudan enjektorle hiicre 6rnegi alinarak elde edilen
sitolojik inceleme 6rnegidir?
A) Histolojik inceleme 6rnekleri
B) Ince igne biyopsi drnekleri
C) ince igne aspirasyon 6rnekleri
D) Eksfolyatif inceleme 6rnekleri
E) Yayma inceleme 6rnekleri

3. Asagdakilerden hangisi lezyonlarin taze kesit ylizeyinin lama degdirilerek yapilan
sitolojik yayma hazirlama yontemidir?
A) Ince igne aspirasyon yaymasi
B) imprint
C) Frozen yayma
D) Sivilardan preparat hazirlama
E) Kat1 6rnekten preparat hazirlama

4.  Asagidakilerden hangisi sitoloji 6rneklerinin fiksasyonunda en sik kullanilan fiksasyon
maddesidir?
A) %95’1ik etil alkol
B) %10’1luk formaldehit
C) Pikrik asit ¢ozeltisi
D) %10’1luk formaldehit salin ¢ozeltisi
E) Zenker soliisyonu

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtanyla karsilastinniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiiniz sorularla ilgili konularn faaliyete geri donerek tekrarlayimz.
Cevaplarimzin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geciniz.
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OGRENME FAALIYETi-2

( AMAC )

Bu faaliyette kazandigimz bilgiler ile santrifij yOntemiyle sitolojik preparat
hazirlayabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

Saglik kuruluslarinin sitopatoloji laboratuvarina giderek sitolojik preparat hazirlama
teknikleri hakkinda bilgi edinip bunlari arkadaslarinizla paylaginiz.

2. SITOLOJIK PREPARAT HAZIRLAMA

S1vi materyaller, kayit kabul isleminden sonra sitolojik preparat hazirlanmak iizere
caligmaya alinir. Sitolojik preparat su asamalarla hazirlanir:

»  Makroskobik goriiniim
»  Sitolojik preparat hazirlama

o Direkt sitolojik yontemlerle peraparat hazirlama
o Sanftrifiij yontemi ile preparat hazirlama
o Sitosanfriflij ydontemi ile preparat hazirlama
o Sitoblok hazirlama

o S1v1 bazli sitolojik yontemlerle preparat hazirlama
o Thin prep
o Sure path

o Sitosantrifiij

> Hiicre bloku hazirlama
»  Sitolojik boyama
»  Kapatma/montaj

2.1. Sivilardan Sitolojik Preparat Hazirlama

Swvilarin 6zelliklerine ve laboratuvar olanaklarma gore farkli teknikler kullanilarak
sitolojik yayma hazirlanabilir. Bunlar; direkt, santrifiij sedimentinden yayma, sitosantrifiij
yontemiyle yayma ve sivi bazli sitolojik yontemle hazirlanan yaymalaridir.
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2.1.1. Sivilardan Direkt Yayma Hazirlama

Bulanik ve yogun sivi 6rneklerdeki hiicreler kap tabanina goker. Pipet/pastor pipeti ile
sivi tabanindan 6rnek alinir. Omek temiz bir lama damlatilarak yayma yapilir.

2.1.2. Santrifiij Teknigiyle Sitolojik Yayma Hazirlama

Viicut sivilan icine eksfolye olmus hiicreler santrifiijle yogunlastirilarak hiicre
sedimenti elde edilir ve uygun teknikle lam iizerine yayilir.

>  Arac - geregler

Santrifiij
. Konik santriftij tiipii: Tek kullammlik kapakli konik plastik tiipler
kullanilir.

Resim 2.1: Konik santrifiij tiipleri

>  Dik sale: Igerdigi yivler sayesinde lamlar1 birbirine temas etmeyen bir
pozisyonda tutan cam kaplardir. Yaymalarin alkolle fiksasyonunda kullanilir.

»  Pastor pipeti/ pipet/ ekivyon

> Lam: Temiz, kuru ve buzlu (rodajli) lamlar kullanilir. Sitoloji 6rnek numarast,
lamlarin buzlu kismina santrifiij islemi bitmeden 6nce kursun kalemle yazilarak
hazirlanmalidir.

Sitopatoloji laboratuvarinda sik karsilasilan sorunlardan biri, lamlara yayilan inceleme
orneklerinin fiksasyon ve boyama sirasinda lamdan kolaylikla dokiilmesidir. Protein igerikli
sivilar lamlara iyi yapisir ancak protein igerigi az olan sivilardan hazirlanan yaymalarda
ornegin lamdan akmasi sik karsilagilan sorundur. Bu amagla, sitopatolojik yaymalarda
kullanilacak lamlarn yapiskan (addesif) bir maddeyle onceden kaplanmalar1 gerekir. Bu
amagcla addesif soliisyonu kullanilir.

Jelatin 10 gram
Krom alum 1 gram
Distile su 1000 ml
Hazirlanan ¢ozeltiye 10 ml %10°luk timol eklenir.

Tablo 2.1: Addesif soliisyonu
13



Hazirlanan ¢6zelti 1000 ml yatik sale igine konur. Lam tasima sepetine dizilmis lamlar
¢ozelti iginde 30 dakika bekletilir. Siire bitiminde lamlar ¢dzeltiden ¢ikarilarak oda 1sisinda
kurumaya birakilir. Kuruyan lamlar kutularina tekrar konarak uygun sekilde muhafaza
edilerek kullanilir.

2.1.2.1. Ornek hazirlama

»  Sitoloji formu ile 6rnek kaplar tizerindeki barkotlarin dogrulugu bir kez daha
kontrol edilir. Hasta ismi, formda belirtilen sayida 6rnek kabi ya da barkodu
bulunmayan kapla karsilasildiginda kayit kabul boliimiine haber verilir. Gerekli
diizenlemeler yaptirilarak 6rnek ¢aligsmaya alinir.

> Calismaya kabul edilen tiim Ornekler makroskobik olarak incelenir. Sivilarin
makroskobik olarak su dzelliklerine bakilir:

. S1vinin fiksatatif icerip icermedigi,

Berraklik,

Bulaniklik,

Renk,

Kivam,

Miktari,

Icerigi yoniinden icinde kan, kiiciik partikiiller, kendiliginden olusmus

cokelti, pthtt varligr vb. ozellikler ¢calisma yapan teknisyen tarafindan

laboratuvar istem formunun arkasina yazilir.

Resim 2.2: Makroskobik degerlendirme Resim 2.3: Makroskobik degerlendirmenin
rapora kaydi

»  Calisilacak Ornegin Ozelligine gore hazirlanacak yayma adedi, yaymalarin
fiksasyon yontemleri ve boyama yontemi rapor arkasina kaydedilir. Baz1 sivi
orneklerden hazirlanan yaymalara uygulanan fiksasyon ve boya yontemleri
asagidaki sekildedir.

o BOS: Hazirlanan lamlar alkolle tespit edilerek PAP’la boyanur.
. Kist sivisi: Hazirlanan lamlarin yarisi havada kurutularak MGG ile
boyanir, digerleri %96°lik etil alkolde fikse edilerek PAP ile boyanur.
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J Idrar ve mesane yitkama sivisi: Hazirlanan lamlar %96°1ik etil alkolde
fikse edilerek PAP ile boyanir.

. Eklem sivisi: Hazirlanan lamlarin yarisi havada kurutularak MGG ile
boyanir, digerleri %96°lik etil alkolde fikse edilerek PAP ile boyanur.

. Batin yikama sivisi: Hazirlanan lamlarin yarist havada kurutularak
MGG ile boyanir, digerleri %96’lik etil alkolde fikse edilerek PAP ile
boyanir.

. Seroz effuzyonlar (parasentez, torosentez, plevra sivisi, periton svisi,

perikard sivisi, asit sivis1): Hazirlanan lamlann yarist havada
kurutularak MGG ile boyanir, digerleri %96’1ik etil alkolde fikse edilerek
PAP ile boyanir.

PAP boyasi uygulanacak yaymalarin fiksasyonu igin %95’lik etil alkol kabi
hazirlanir. Her 6rnek i¢in ayrn fiksasyon kabi hazirlanir.
Lamin buzlu kismina 6rnek numarasi yazilir.

Resim 2.4: Fiksatatif soliisyonu hazirlama Resim 2.5: Lam yazilim

>

Ornekten inceleme rnedi hazirlanir. Sitoloji laboratuvarlarina gelen sivi drnek
miktari, ¢ok kiiglik hacimli (<0,5ml) olabilecegi gibi biiyiik hacimde (>1000 ml)
de olabilir.

. Kiigiik hacimli sivilarda Sivilarin tamami inceleme 6rnegi olarak isleme
alinir.
. Biiyiik hacimli sivilarda miktar1 fazla olan sivilarin tamamini incelemeye

almak imkansizdir. Konik santrifiij tiiptine 50 ml 6rnek almak g¢ogu
zaman yeterli olur. Santriflij i¢in 6rnek almadan Once esit hiicresel igerik
olugturmak amaciyla sivimin iyice karistirilmast gerekir. Homojen
karisimi saglanan sivi, 6rnek santrifiij tiipiine nakledilir.
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Resim 2.6: Ornek numarasinin santrifiij Resim 2.7: inceleme 6rneginin santrifiij
tiipiine yazinm tiipiine alinmasi

»  Pihtilagmus sivilarda, pihti cam bir gubuk ile kabin kenarina yavasga bastirilarak
sikilir. Cikan sivi santrifiij i¢in kullanilir. Pihtidan hiicre bloku yapilir.

»  Mukoid 6rneklerden balgam, BAL vb. ¢ok akiskan olmadiklart igin santrifiij
edilmeye uygun materyaller degildir. Bu 6rneklere mukoid ¢oziicii maddelerle
eritilerek akigskanlik kazandiran mukoid ornek hazirlama yontemi uygulanir. Bu

yontem;

. Balgam tizerine 1/3 oraninda mukoid ¢oziicii (mucolexx) eklenir. Karigim
vortekslenerek mukus yapinin ¢6ziinmesi igin 30 dakika bekletilir.

. Mukus yapisi eriyen 6rnek santrifiij tiipiine aktarilarak santrifiij edilir.

Mukuslu brons sivilart 6nce santrifiij edilir. Ust siipernatan atildiktan
sonra sediment lizerine mukoid c¢oziicii eklenir. Karisim vorteksle
karigtirtlir. 30 dakika beklenerek mukus yapinin ¢oziinmesi beklenir.
o Mukoid 6rnekler kanli goriiniimde ise mukus ¢oziicii maddeyle birlikte
eritrositleri lizis edici (hemoliz) maddeler eklenebilir.

L

Resim 2.8: Mukoid 6rnege mukus soliisyonu  Resim 2.9: Mukoid 6rnegin santrifiij tiipiine
eklenmesi alinmasi
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»  Kanli sivilarda fazla miktarda bulunan eritrositler, hazirlanan yaymada asil
incelenmek istenen eksfolye olmus hiicrelerin goriilmesini ve incelenmesini
zorlagtirir. Bu nedenle, eritrosit lizisi uygulanarak sividan uzaklastirilmasi
gerekir. Santrifiij sonrasi kanli sivilara eritrosit lizisinde su yontem uygulanir.

o Kanli materyallerin lizisi igin Olusan tortu tizerine 1/3 oraninda alkol
bazli soliisyonlar (cyto rich red gibi) eklenir.

Resim 2.10: Kanh sediment Resim 2.11: Lizis soliisyonu (cyto rich red)

J Karigim vorteks veya pastor pipetiyle iyice karnstinhir. 30 dakika
bekletilir.

h

Resim 2.12: Sedimentin lizis soliisyonuyla Resim 2.13: Lizis soliisyonu eklenmis
karistirilmasi ornekler
. Siire sonunda 6rnek iizerine dengeli fizyolojik sivi eklenip santrifiij edilir,

iist siipernatan atilir. Bu islem iki kez uygulanur.
. Idrar 6rnegine eritrosit lizisi uygulanmaz.
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>  Ornek 1680 rpm. de 10 dakika santrifiij edilir. Santrifiij islemi yiiksek
devirlerde yapilirsa hiicre parcalanmalarn meydana gelir. Tiimor hiicreleri kolay
zedelenebilir 6zelliktedir. Sitolojik ornekler santrifiij edilirken santrifij
kuvvetine dikkat edilmelidir.

!!
Resim 2.14: Sitolojik s1iv1 6rneklerin santrifiije yerlestirilmesi

»  Santrifiij edilen sivinin istiinde kalan berrak kisim (stipernatan) atilir. Konik
santriftij tiiplerindeki stipernatan kisim, tek hareketle tiip egilerek bosaltilir.
Santrifiijlemede diiz tabanli tiip kullanmlmussa siipernatatan konik tiiplerde
oldugu gibi tek bir hareketle bosaltilmaz. Olusan tortu bu tiiplerde tabana daha
gevsek yerlesimlidir. Tip egilerek bosaltmada tortu kaybedilebilir. Siipernatan
pastor pipeti/pipet kullanilarak alinir.

- ’S’
o

Resim 2.15: Konik tiipten siipernatanin Resim 2.16: Diiz tiipten pastor pipetle
atilmasi siipernatanin alinmasi

> Tortu, tiipiin dibi avug i¢ine hafif sekilde vurularak ¢oziiliir.
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> Santrifiij islemi sonunda olusan ¢okelti iginde bulunan hiicre yogunlugu kontrol
edilir. Ciinkii hazirlanacak yaymada hiicreler tek tabaka halinde yayilmalidir.
Bu amagla sedimentten hizli sekilde asagidaki yontemle hazirlanan preparat,
vital bir boyayla boyanarak mikroskobik degerlendirmesi yapilir.

. Tek kullammlik bir pipet yardimi ile sedimentten lama bir damla
damlatilir.
Uzerine bir damla toluidine blue damlatilir.

. Temiz bir bagetle damlalar birbirine karigtirilir. Karigim iizerine lamel
kapatilir.
Hiicrelerin lam iizerine ¢okmesi igin 1 dakika beklenir.

. Mikroskopta incelenir. Mikroskop degerlendirmesine gore;

o Hiicre yogunlugu uygun olan sedimentten ince bir yayma elde
edecek miktar lama alinir.

o Hiicre yogunlugu sinirli ve sulu ise uygun bir sitolojik yayma
yontemiyle (sitospin) yayma hazirlanir.

2.1.2.2. Hiicre Sedimentinin Lama Yayilmasi

Santriflij sonrasi hazirlanan hiicre sedimenti pipet, pastor pipet, luplu 6ze, emici
olmayan ekivyon vb. aracla lam flizerine aktarilir. Cesitli sekillerde yaymalar elde edilir.
Bunlar;

»  Cok az sulu hiicre sedimentler: Sediment direkt olarak pastor pipeti, pipet, 6ze

ile lam iizerine aktarilir.

Resim 2.17: Hiicre sedimentinin lama aktarilmasi

>  Ornek bulunan lamn yiizeyine 45° aciyla tutulan diger bir lanun (yayict lam)
arkasina ornek toplanir. Lam, aymi agiyla 6mek bulunan lam {izerinde ileriye
hareket ettirilir. Yayici lam, 6rnek tizerine birakilir. Lamlar yatay konumda aksi
istikametlerle birbirinden ayrilarak birbirinin simetrigi olan iki sitolojik yayma
elde edilir.
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Resim 2.18: Sivi sedimentten sitolojik yayma hazirlama

> Ornek bulunan lam iizerine, temiz bir lam birakilir. Stvimn kapiller difiizyon ile
yayilmasi beklenir. Lamlar aksi istikamette birbirinin ilizerinden ¢ekilerek iki
ayr1 yayma elde edilir.

Sekil 2.1: Sitolojik yayma hazirlama
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Yayma hazirlarken su hususlara dikkat edilir:

o Yaymalar ince ve diizgiin bir tabaka halinde yayilmalidir.

o PAP boyasi yapilacak yaymalar hizli bir sekilde kurumadan (10 saniye
iginde) %95°1ik etil alkol igine konularak fiksasyon baslatilmalidir.

o Havada kurutulacak yaymalarin hiicre morfolojilerinin iyi korunmast i¢in
hizli bir sekilde kurumalar1 gereklidir. Bu nedenle elde sallama ya da
sicak {ifleme gibi yontemler uygulanabilmektedir. Kuruma siiresini
belirleyen en 6nemli faktor, materyalin ince ve diizgiin bir tabaka halinde
yayilabilmesidir. Kuruma islemi yavas olursa artefaktlar artar.

2.1.3. Sitospin Yontemi Ile Preparat Hazirlama

Sitosantrifiij yontemi ile yaymalarda kii¢iik bir alana yogunlastirilmis tek tabaka
halinde hiicre yaymasi olusturulur. Bu da yaymanin mikroskop incelemesinde kiiciik bir
tarama alaninda ¢ok sayida hiicre incelenmesine olanak verir.

>  Arac- geregler
o Sitosantrifiij cihazi: Sivi igindeki hiicreleri santrifiij “funnel”i ve
sedimantasyon yolu ile lam {izerinde monolayer (tek katman) hiicre
yayma ve sitoblok olusturmakta kullamlan cihazdir. Cihaz, santrifij
kuvvetini (g) lamda hiicrelerin toplandig1 yiizeye uygular. Sitosantrifiij
cihazi su boliimlerden olusur.

-—

Resim 2.19: Sitosantrifiij

o Hazne kapagi

o Reaksiyon haznesi

o Yalitilmis rotor: Potansiyel agidan tehlikeli numunelerin rotor
iginde tutulmasini saglar. Yalitilmig rotorun doldurulup bosaltilma
islemi, her zaman biyolojik giivenlik kabini i¢inde yapilmalidir.

o Yalitilmis rotor kapagi

o Lam
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Resim 2.20: Yalitilmus rotor

o Funnel/sitofunnel (6rnek haznesi): Santrifiij edilecek sivinin
konuldugu plastik oOrnek kaplaridir. Tek kullanimlik, ¢ok
kullanimlik ve standart ve megafunnel tipleri mevcuttur.

Standart funnel 0,1, maksimum 0,5 ml hacimli kaplardir. Lamda daha kiigiik bir
alanda yayma hazirlamada kullanilir. Tek kullanimlik sitofunnellar sitoclibin yiiklenmesi ve
bosaltilmasini kolaylastirmak i¢in kalic1 olarak baglanmus filtre kagitlar igerir.

‘DA

ALLA YAYMA

-

Resim 2.21: Standart funnel ve lamnm
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Megafunnel; 6 ml hacimli kaplardir. Lamda daha genis bir alanda yayma hazirlamada
kullanilir. Lam tasima tablasi bulunur.

Resim 2.22: Megafunnel ve lanm

o Funnel kapaklari: Orneklerin dokiilmesini 6nler ve santrifiijle
olusan aerosollerden korunmak i¢in ek bir koruma saglar.

o Filtre kart1: Santrifiij yaparken Ornegin akip gitmesini onleyen
kagit filtredir.

o Sitoklip: Lam, filtre ve sitofunnelin sabitlendigi diizenektir.

Resim 2.23: Sitoklip
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Lam, filtre ve standart sitoklibe yerlestirilir. Sitofunnelin yerlestirilme islemine
sitoklibin yiiklenmesi denir. Tek kullanimlik sitofunnelda filtre funnela sabit sekildedir.

FUNNEL'A SABIT
FILTRE KARTI

STANDART
FUNNEL

Sekil 2.1: Standart funnel ve lamin Sekil 2.3: Funnel, filtre kart1 ve lamin sitoklibe
sitoklibe yiiklenmesi yiiklenmesi
o Lamin buzlu kismina 6rnegin sitoloji kodu “S”, takip numarasi ‘ 0001,

0002 ...”” ve gonderilme yili <2009,2010...”” (S- 0001-09, S- 0002 -
09....) seklinde yazilir.

o Lam, stoklip lam tasima tablasina yerlestirilir. Lamlar yerlestirilirken
yayma yapilacak isaretli kisma kesinlikle elle dokunulmamalidir.

Resim 2.24: Sitoklibe lam yiiklenmesi
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J Lam {izerine filtre kart1 yerlestirilir. Tek kullammlik funnellarda filtre
kart1 funnela sabittir.

Resim 2.25: Sitoklibe filtre kartinin yiiklenmesi

o Sitofunnel, sitoklibe yerlestirilir.

Resim 2.26: Birlestirilmis sitoklip

. Sitoklip yayr kaldinlir, iki tutucu kancanmin igine bastirilir. Lam ve
sitofunnel sitoklibe sabitlenir.

Megafunnellarda klipsli lam yiikleme tablasi bulunur. Tablaya yerlestirilen lam,
Klipslenerek funnela sabitlenir.

Resim 2.27: Megafunnelin birlestirilmesi
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>

Ornek hazirlama

Sitosantrifiij, hacimce ¢ok az miktarda akigkan sivilardan hiicresel yayma elde etmeye
gore tasarlanmus cihazdir. Sitofunnellar da buna gore tasarlanmugtir. Standart sitofunnelda
maksimum 0,5 ml, megafunnelda maksimum 6 ml &rekle calisilir. incelemeye alinan
orneklerin bircogu biiyiikk hacimde olmasma karsin hiicre yogunlugu disiiktiir. Biiyiik
hacimli sivilardan alinacak az miktarda inceleme 6meginden hazirlanacak yaymada hiicre
gorme olasilig1 da ¢ok az olacaktir. Mukoid 6rnekler akigkan yapiya sahip olmadiklarindan
bu halleriyle sitosantrifiijde ¢alismaya miisait degildir. Bu tiir 6rnekler mukoid hazirlama
yontemleri uygulanarak calismaya hazirlanir. Sitosantrifiij yontemiyle preparat hazirlanacak
ornekler, santrifiijle kiigiikk hacimli yogunlastirilmis hiicre igerikli materyal haline getirilir.
Bu islem, 6rnekler makroskobik olarak degerlendirildikten sonra 6zelliklerine gore;
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Biiyiik hacimli sivilar,

Pihtilagmig sivilar,

Mukoid 6rnekler,

Kanli sivilar,

Az hacimli sivilarin tamamu (0.5 ml kadar olanlar), santrifiijle preparat
hazirlama yonteminde oldugu gibi Oncelikle santrifiij islemiyle hiicre
sedimentleri elde edilir.

Ornekler 1680 rpm.de 10 dakika santrifiij edilir.

Resim 2.28: Sitolojik s1v1 6rneklerin santrifiije yerlestirilmesi

. Calisilacak 6rnek ve Ornekten hazirlanacak yayma sayisina gore; lam,
stoklip, fitre kart1, sitofunnel/megafunnel ve funnel kapaklar1 hazirlanir.

. Inceleme &rneginin kabi ve laboratuvar istem raporu iizerindeki sitoloji
takip numarasi tekrar gdzden gegirilir. Ornek takip numarast lam {izerine
yazilir.

. Hazirlanacak yayma kadar sitoklip yiiklemesi yapilir.
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Resim 2.29: Sitokliplerin ve fiksatatif kaplarm ¢alismaya hazirlanmasi

Her bir hastanin PAP boyasi uygulanacak 6mek yaymalan tek bir kapta fiske
edilecek sekilde %95°lik etil alkol kab1 hazirlanir.
Ornekler santriftijden ¢ikarlir.

Resim 2.30: Sitolojik s1vi 6rneklerin santrifiijjden ¢cikarilmasi

Resim 2.31: Hiicre sedimenti elde edilmesi
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Santriflij tiipiinde olusan hiicre sedimenti tek kullanimlik temiz bir kaba
dokiiliir. Uzerine uygun miktarda Hank’in dengeli tuz soliisyonu konularak
karnisim siispanse edilir. Amag, santrifiij isleminde funnel i¢inde akigkanlig
saglanarak sitosantrifiijle hazirlanacak yaymada hiicrelerin tek tabaka halinde
olmasidir.

PAP boyasi uygulanacak yaymalarin sedimentleri {izerine esit miktarda hiicre
koruyucu madde (cytospin collection fluid) eklenir.

Resim 2.32: Hiicre koruyucu (cytospin collektion fluid) soliisyonun hiicre sedimentine eklenmesi

>

Ornek miktara ve Ornekten hazirlanacak yayma sayisina gore sitofunnel
hazirlamr. Ornek pastdr pipetiyle sitofunnellara nakledilir. Standart funnela
lamda kiigiik bir alanda yayma hazirlamak i¢in 0.1- 0.5 ml (3 damla) 6rnek
nakledilebilir. Lam yiizeyinde genis bir alanda yayma hazirlanmasi isteniyorsa
megafunnellar kullanilir. Megafunnellara 6 ml kadar 6rnek konulabilir.

Resim 2.33: Megafunnela sivi 6rnek nakledilmesi
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Ornek konulan funnel kapaklar kapatilir.

Sitosipin cihazinin kapag agilir. Yalitilmig rotor haznesi, merkez tutacagindan
tutularak disari ¢ikarilir.

Yalitilmus rotor kapag

Resim 2.34: Sitosantrifiijden yalitilmig rotorun alinmasi

Birlestirilmis stoklipler, donertepsi slotlarina karsilikli (dengeli) sekilde
yerlestirilir. Tiim sitokliplerin egimli ve dik pozisyon arasinda serbestge salinim
yapabilecek sekilde yerlestirilmesine dikkat edilir. Doner tepsi slotlarina
yerlestirilmis sitoklipler, yalitilmig rotor iginde 6rnegi filtre kagidindan uzak
tutmak i¢in uygun bir agiyla durur. Cihaz ¢alistigi zaman sitoklip 6rnegin lam
iizerine yayilmasini saglayacak dik bir pozisyonda doner.

Resim 2.35: Sitokliplerin yalitilmis rotora yiiklenmesi

Sitokiliplerin slotlara yerlesimi kontrol edilir.

Yalitilmus rotor kapagi kilitleme butonuna basilarak kapatilir.

Yalitilmis rotor, merkez tutacagindan tutularak yalitilmis rotor haznesine
yerlestirilir. Cihaz kapag kapatilir.
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Resim 2.36: Ornek yiiklii yahtilmis rotorun sitosantrifiije yiiklenmesi

Cihazda bulunan gerekli program segilir veya olusturulur. Bu programlardan
biri secilerek uygulanir. Var olan programlar ¢alisma i¢in uygun degilse cihaza
asagida belirtilen girisler yapilarak yeni bir program olusturulur:

o Gerekli siire girilir.

. Gerekli hiz (rpm) girilir. Genellikle 600 rpm’de santrifiij i¢in 4 dakika
yeterlidir. Ornek BOS ise 500 rpm’de 5 dakika santrifiij gerekir.

. Gerekli ivmelenme orami girilir. [vmelenme isleminde istenilen hizlardan
birini se¢gmek i¢in LOW, MED ya da HIGH tuslarindan birine basilir.

Islemi baslatmak igin start diigmesine basilir.

Caligma bitiminde cihaz kapagi agilir. Yalitilmusg rotor disari ¢ikarilir. Yalitilmig
rotor biyolojik olarak giivenli bir kabinde agilir.

Yalitilmus rotor kapagr acilir. Sitoklip doner tepsi slotundan dik pozisyonda
tutularak alinir.

Sitoklip lam mandali sikica tutulur. Yayr kancalardan kurtarmak igin sikica
bastirilir ve yay kancadan uzaklastirilir. Funnel sitoklipten ayrilir.

Resim 2.37: Sitoklibin agilmasi
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»  Lam, lizerindeki filtre kartiyla birlikte yatay konumda sitoklipten ayrilir. Lam
tizerindeki filtre karti, lam tizerindeki yaymay1 etkilemeyecek sekilde hareket
ettirilmeden kaldirilir.

&

Resim 2.38: Sitoklipten lamin ayrilmasi Resim 2.39: Filtre kartinin lamdan ayrilmasi

S

—-—

Sekil 2.40: Filtre karti alinnmus sitosantrifiij yaymasi

> Megafunnel i¢indeki sivilar dokiilmeyecek konumda tutularak klipleri agilir.
Lam ¢ikarilir.

Resim 2.41: Lammun megafunneldan ayrilmasi
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MGG ile boyanacak yaymalar havada kurumaya birakilir.

PAP ile boyanacak yaymalar hizli bir sekilde %95°lik etil alkol bulunan kaplara
konur. Fiksasyonlar baslatilir. Orneklere ait lamlar bulasilar1 dnlemek amaciyla
ayr1 ayr kaplarda fikse edilir. Fiksasyon sivisi lamlari kaplamali, iginde lamlar
birbirine degmeyecek pozisyonda durmalidir.

Resim 2.42: Yaymalarin fiksasyonu

Tek kullanimlik funnellar biyogiivenlik kurallarina uygun olarak imha atik
kabina uygun sekilde atilir.

Cok kullammli funnel ve stoklip dezenfaktan soliisyonunda 15-20 dakika
bekletilir. Yikanip distile sudan gegirilir. 121°C’de 15 dakika otoklavda
dekontamine edilerek tekrar kullanima hazirlanir.

Resim 2.43: Sitofunnellarin dekontamine Resim 2.44: Yikanms funnellar
sivida bekletilmesi
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_(UYGULAMA FAALIYETI-1

) —

Santrifiij yontemiyle sitolojik preparat hazirlayimz.

Islem Basamaklar

Oneriler

Biyoloijik ve kimyasal maddelere
kars1 biyogiivenlik dnlemleri aliniz.

Kisisel koruyucu ekipmanlan kullaniniz.

Calisma arag gereglerini hazirlayiniz.

Laboratuvar istem raporu bilgileriyle
materyal bilgilerini kargilagtirimz.

Istem raporundaki hasta ad1, soyadi, sitoloji
kayit numarast vb. bilgiler ile materyal
kabindaki bilgilerin dogrulugunu kontrol
ediniz.

Istem raporunda belirtilen inceleme
materyali ile kap i¢indeki materyalin
uygunlugunu kontrol ediniz.

Istem raporundaki bilgilerle materyal
kabindaki bilgileri uymayan O6rnekleri

calismaya almayiniz, materyal kayit kabul
boliimiine gdnderiniz.

Ornegin makroskobik goriiniimiinii
rapor arkasina kaydediniz.

» Swvilardan sitolojik preparat hazirlama
talimatlarima  (BOS, idrar vb.) uygun
calisma yapiniz.

- » Hazirlanacak lam  sayisini rapora

Ornekte yapllac.alf calismalar rapor kaydediniz.

arkasina kaydediniz. > Yaymalara  uygulanacak  fiksasyon
yontemini kaydediniz.

» Yaymalara uygulanacak sitolojik boyama
yontemlerini kaydediniz.

» PAP boyasi uygulanacak yaymalar igin
%95’lik etil alkol fiksatatifi hazirlayiniz.

» Fiksasyon kabinin kapakli olmasina dikkat

Fiksasyon soliisyonunu hazirlayimiz. ediniz.

» Fiksasyon soliisyonunun lamlari
kaplayacak miktarda olmasmna dikkat
ediniz.

Ornek  yaymasinda  kullamilacak

lamlar hazirlayimiz.

YV V V V¥V

Ornegin ozelligine uygun normal veya
adessifli lam se¢iniz.

Transuda Ornekler icin adessifli lamlar
kullanimz.

Lamlarin buzlu kismina &rnegin sitoloji
takip numarasini yaziniz.

Lam yiizeyine dokunmamaya dikkat ediniz.
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> Ornekten inceleme 6rnegi aliniz.

YV V VYV VYV

Ornegin dzelligine uygun yontem seciniz.
Kiigik  hacimli  sivilarin  tamamini
incelemeye aliniz.

Biiyiik hacimli sivilardan homojen karigim
sagladiktan sonra inceleme 6rnegi alimz.
Pihtilagmig 6rnekten pihtiy1 yavasca sikarak
ornek alimniz.

Mukoid 6rneklere mukoid 6rnek hazirlama
yontemi uygulayarak inceleme Ornegi
alimiz.

Kanli 6rneklere lizis yontemi uygulayarak
inceleme 6rnegi aliniz.

> Ornekleri santrifiij ediniz.

Santriflij isleminde konik santrifiij tiipleri
kullaniniz.

Santrifiij islemini 1680 rpm’de 10 dakika
uygulayiniz.

Yiksek santrifiij giici  uygulamanin
hiicreleri pargalayacagini unutmayiniz.

» Santrifiij edilmig orneklerin
slipernatanlarini atiniz.

Y

Tiipleri santrifiijden sarsmadan ¢ikariniz.
Konik tiiplerde olusan siipernatam tek bir
hamlede bosaltiniz.

Diiz tiiplerde olusan slipernatani
pipet/pastor pipeti kullanarak aliniz.

» Tiip dibinde olusan sedimentten
sitolojik yayma hazirlayimz.

YV V V V

Sediment icinde bulunan hiicre
yogunlugunu belirleyiniz.

Tek tabaka hiicre yaymasi elde edilecek
miktara karar veriniz.

Kararlastirdiginiz miktar hazirladiginiz lam
iizerine naklediniz.

Hiicrelere zarar vermeden uygun basing
uygulayarak yayma elde ediniz.

» Yaymalarn fiksasyonunu uygun
yontemle yapiniz.

PAP boyasi uygulanacak yaymalar, her
ornek i¢in ayr1 ayri hazirlanmis %95°1ik etil
alkol bulunan kap i¢ine naklediniz.

MGG ile boyanacak yaymalart havada
kurumaya birakiniz.
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_CUYGULAMA FAALIYETI-2

—

Sitosantriflij yontemiyle sitolojik preparat hazirlayimz.

islem Basamaklar

Oneriler

» Caligma arag gereglerini hazirlayimiz.

Ornek  sayisina
hazirlayimiz.

goren  stoklipleri

Ornek miktarina uygun standart ya da
megafunnel kullanimina karar veriniz.

» Santrifiij yontemiyle preparat
hazirlama yontemine wuygun hiicre
sedimenti hazirlayimiz.

» Hiicre sedimentinde bulunan hiicre
yogunlugunu belirleyiniz.

Hiicre yogunlugunu mikroskopta

degerlendiriniz.
Hiicre yogunlugunu tek tabaka yayma
elde edecek sckilde diliie ediniz.

Funnela konulacak
belirleyiniz.

Oormek  miktarim

» Ornekleri funnellara aktariniz.

Elde etmek istediginiz 6rnek miktarina ve
yayma alanina uygun standart ya da
megafunnal kullanimina karar veriniz.

Funnela sabitlenmis
kontrol ediniz.
Pipet/pastor pipeti kullanarak funnellara
ornek naklediniz.

PAP Dboyast uygulanacak funneldaki
ornek iizerine koruyucu madde (cytospin
collektion fluid) ekleyiniz.

Funnellarin kapaklarini kapatiniz.

lam  bilgilerini

» Funnellar, yalitilmis rotor slotlarina
yerlestiriniz.

Funnellan slotlara

yerlestiriniz.

dengeli  sekilde

Funnellarin = slotlara uygun konumda
yerlestigini  tekrar  kontrol  ediniz.
Yalitilmis rotor kapagim kapatiniz.

Yalitilmig rotoru sitosantrifiij cihazina
yerlestiriniz.

» Sitosantrifiijii ¢caligtiriniz.

Ornekleri 600 rpm.de 4 dakika santrifiij
ediniz.

BOS sivisim
santrifiij ediniz.

500 rpm.de 5 dakika
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» Santrifij edilmis funnellar1 sitospin
cihazindan ¢ikarimz.

Funnellar1 dik konumda slotlardan aliniz.

> Sitoklip/megafunneldan lami ayiriniz.

YV V V| V
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Stoklip mandalin1 aginiz.
“Funnel™i sitoklipten ayiriniz.

Stoklibi yatay konumda tutarak filtre
kartin1 ve lam1 ayiriniz.

Megafunnel  icindeki siviyr  lama
akmayacak pozisyonda egik konumda
tutarak lami “funnel”den ayiriniz.

» Yaymalarin  fiksasyonunu
yontemle yapiniz.

uygun

PAP Dboyasi uygulanacak yaymalari,
%95°1ik etil alkol bulunan kap igine
naklediniz.

Her o6mek i¢in ayr ayrn hazirlanmig
kaplarda alkol iginde fikse ediniz.

MGG boyast uygulanacak yaymalarn
havada kurumaya birakiniz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1.  Asagidakilerin hangisinde santrifiij yontemiyle sitolojik preparat hazirlama iglem sirasi
dogru olarak verilmistir?

A) Siipernatanin atilmasi >makroskobik goriiniim = 6rnegin santrifiije hazirlanmasi
—> Santrifiij = hiicre sedimentinin lama aktarilmas1 = yayma tekniklerinin
uygulanmast

B) Santriflij >»makroskobik goriinim = drnegin santriflije hazirlanmast =
siipernatanin atilmasi =>hiicre sedimentinin lama aktarilmasi - yayma
tekniklerinin uygulanmasi

C) Makroskobik goriiniim —> hiicre sedimentinin lama aktarilmasi = 6rnegin
santrifiije hazirlanmasi1 = santrifiij = slipernatanin atilmasi = yayma tekniklerinin
uygulanmasi

D) Ornegin santrifiije hazirlanmas1 = santrifiij = siipernatanin atilmasi <hiicre
sedimentinin lama aktarilmasi = yayma tekniklerinin uygulanmasi—> makroskobik
gorunim

E) Makroskobik goriiniim = 6rnegin santriflije hazirlanmasi = santrifiij
—>siipernataninin atilmasi =>hiicre sedimentinin lama aktarilmasi = yayma
tekniklerinin uygulanmasi

2. Asagidaki orneklerden hangisine santrifiij isleminden 6nce mukoid 6rnek hazirlama
yontemi uygulanir?

A) BOS

B) idrar

C) Balgam

D) Eklem stvisi

E) Kist sivilan

3. Asagidaki 6rneklerden hangisine lizis islemi uygulanmaz?
A) BOS
B) Idrar
C) Balgam
D) Eklem stvisi
E) Kist sivilan

4.  Asagidakilerden hangisi, sitosantrifiij yontemiyle preparat hazirlamada kullanilan arag
gereclerden biri degildir?
A) Doku kaseti
B) Funnel
C) Sitoklip
D) Sale
E) Filtre kart1

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtarniyla karsilastininiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konulan faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz
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OGRENME FAALIYETI-3

( AMAC )

Bu faaliyette kazandigimz bilgiler ile sivi bazli sitolojik yontemlerle preparat
hazirlayabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

Sivi bazli sitolojik yontemlerle preparat hazirlama tekniklerinden santrifiij ve
filtrasyon teknigini karsilastiriniz.

3. SIVI BAZLI SITOLOJIK YONTEMLER

S1vi bazh sitolojik yontemler, farkli tekniklerle tek tabakali (tek tek duran hiicreler)
sitolojik yayma hazirlamak amactyla kullanilir.

Bilgisayar destekli sitolojik tarama yontemlerinin (PAPNET gibi) gelismesi ile birlikte
yayginlagsmaya baglayan yontemlerdir. Sivi bazli sitolojik yontemlerde ¢alisma ornekleri su
sekilde elde edilir.

Uzman doktor tarafindan alnan IIAS materyaller, jinekolojik 6rnekler, fircalama,
kazima vb. 6rnekler 6zel preservsyt (hiicre koruyucu sivi) iceren 6rnek kaplarina konularak
laboratuvara gonderilir. Enjektdre almmus [IAS materyali sivi bazl sitolojik &rnek alma
kabina bosaltilarak, firga ile alinmis jinekolojik 6rnek ise fir¢a sivi i¢ine konarak elde edilir.

Resim 3.1: Koruyucu sivi iginde fir¢a ile alinmus sitolojik 6rnek

Laboratuvara gonderilen sivilar, santrifiij edildikten sonra olusan hiicre sedimenti 6zel
preservsyt iceren drnek kaplarina aktarilir ve ¢aligma 6rnekleri elde edilir.

> S1v1 bazli sitolojik preparat hazirlamada iki teknik uygulanir.
. Santrifiij teknigi (sure path, sitosantrfiij)
. Filtrasyon teknigi (thin prep)
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> S1vi bazli sitolojinin avantajlar;

Hiicrelerin direkt olarak fiksatif sivi i¢ine konmasi, optimum fiksasyon,
Orneklerin oda 1sisinda glinlerce durabilmesi,

Ust iiste binmemis, ince bir tabaka halinde yayilmis yaymalar,

Lamda kiigiik bir alanda yayma olusturma, tarama alamnin kiigiilmesi,
Kuruma artefaktlar1 olugsmamast,

Yaymalarda mukus ve kan igeriginin azalmasidir.

3.1. Thin Prep Yontemiyle Yayma Hazirlama

Bir firca yardimyla alinan servikal 6rnek veya laboratuvarda hazirlanan hiicre
sedimentleri, hiicrelerin asili kalmasini saglayan 6zel hiicre koruyuculu sivi igine aktarilir.
Bu sivi iginde hiicreler list tiste ¢okmez. Sivi, tizerinde 5 veya 8 mikron porlara (70.000 adet)
sahip Ozel filtrelerle vakumla emilir. Sivi i¢inde asili duran hiicreler, vakumla membran filtre
porlarina hareketlenir. Hiicrelerin gecisine miisait olmayan porlar hiicreler tarafindan
kapatilir. Hiicre tarafindan kapanan pordan sivi emilimi durur ve por agikligim kapayan
hiicre iizerine yeni bir hiicrenin gelmesinin de 6niine gegcilir. Membran filtreden sivi emilimi,
tim porlar hiicreler tarafindan kapanincaya kadar siirer. Sivi emiliminin durmasiyla islem
biter. Uzerine tek tabaka halinde yapisan hiicreler bulunan filtre, kalsiyum ile kapli adheran
lamlara dokundurularak tek katli ince tabakali bir 6rnek elde edilir.

t jt "j
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Sekil 3.1: Thin prep tekniginin uygulamasi
3.1.1. Cihaz ve Ekipmanlar
Thin prep cihazi ve cihaz ekipmanlar kullanilarak preparat hazirlanir.
»  Thin prep cihazi

. Kapak: Cihazin 6n kisminda numuneleri igeri koyabilmek igin agilir
kapanir kapaktir.
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. LCD ekran: Program se¢iminde kullanilan meniiniin bulundugu kisimdir.
. Alkol kab1 haznesi: I¢ kisimda %96’lik alkol fiksasyonunda kullanilan

kabin kondugu boliimdiir.
o Lam haznesi: Yayma hazirlamada kullanilan lamlarin yerlestirildigi
boliimdiir.

. Vial haznesi: Ornek kabinin yerlestirildigi boliimdiir.
. Asansor: Numune kabin filtreye yaklastiran diizenektir.

Lam haznesi

Alkol haznesi

Vial haznesi

AtiK Kab1

»  Cihaz ekipmanlan

Resim 3.3: Thin prep cihaz1 ekipmanlar
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Soliisyon: Ana maddesi metanol olan tamponlu bir sividir. Iki ayr
soliisyon bulunmaktadir.

o Non-jinekololik

o Jinekolojik

Resim 3.4: Thin prep érnek kabi (vial)

Lam: Hiicrelerin vakum yontemi ile iizerine yapisabilmesi icin kalsiyum

igerdiginden pozitif yiikliidiir. Hiicrelerin yayildig1r dairenin ¢ap1 2.1

cm’dir.

Filtreler: Silindir seklindedir ve por6z membran filtre igerir. Filtre beyaz

ve mavi olmak tizere iki ayr1 renktedir.

o Mavi renkli filtre, non-jinekolojik materyal i¢in kullanilmaktadir.
Membran filtre 5 mikron ¢apinda 70.000 adet por ihtiva eder.

o Beyaz renkli filtre, jinekolojik materyal i¢in kullanilmaktadir.
Membran filtre 8 mikron ¢apinda 70.000 adet por ihtiva eder.

Resim 3.5: Filtreler

Filtre basligt: Filtreyi takmak i¢in kullanilir.

Alkol kabi: Thin prep preparatinin fiksasyonunda kullanmilan %96’lik etanol
konulan kaptir.

Atik bosaltma kabi: Makine tarafindan ¢alisilan 6rneklerin hiicreleri alindiktan
sonra kalan atik sivinin vakumla bosaltildig: kaptir.
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3.1.2. Thin Prep Cihazin Calismasi

> Cihaz ilk acildiginda kalibrasyon i¢in 10 dakika beklenir ve 6n kapak agilir.

> Preparat hazirlamada kullanilacak thin prep’e ait 6zel lam {izerine hasta adi,
soyadi, dosya numarasi ve sitoloji protokol numarasi yazilir. Lam, rodajli kisim
asagl bakacak sekilde lam haznesine yerlestirilir. Lamu yerlestirirken yayma
yapilacak igaretli kisma el degdirilmemelidir.

Resim 3.6: Lam yazinu Resim 3.7: Lam yerlestirme

»  Calisma 6rnegine uygun filtre, filtre basligina takilir. Jinekolojik 6rnekler igin
beyaz filtre, non-jinekolojik ornekler i¢in mavi filtre takilir.

Resim 3.8: Filtrenin filtre bagh@ina takilmasi Resim 3.9: Filtre
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»  Filtre cihaza takilir. Filtre bagliginin tam yerlesip yerlesmedigi, filtre 2 parmak
arasinda dondiiriilerek kontrol edilir.

Resim 3.10: Filtrenin cihaza monte edilmesi

»  Calisilacak ornek ile dolu thin prep soliisyonunun kapagi agilarak makine
haznesine yerlestirilir.

»  %96’lik etanol ile dolu fiksatif kab1 cihaz {izerindeki haznesine yerlestirilir.
Alkol seviyesinin kap tiizerinde belirtilen maksimum ve minimum ¢izgiler
arasinda olmasina dikkat edilir. Makinenin kapagi kapatilir.

Resim 3.11: Ornek kabinin cihaza Resim 3.12: Fiksasyon kabinin cihaza
yerlestirilmesi yerlestirilmesi
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> Kontrol tuslari kullamlarak 6n paneldeki LCD ekranda goriilen uygun program

secilir.

Resim 3.13: Ornek tiiriine uygun program segilmesi

> Makine tercih edilen programda ¢aligmaya baslar. Makine igine yerlestirilen
lam, alkol, numune kab1 makine tarafindan kontrol edilir. Kalibrasyonu yapilir.

Makine asansorii Soliisyon kabin filtreye uygun yiikseklige ¢ikartir. Filtre
ile 3-4 kere karistirarak homojenize eder ve iginden hiicre segimi yapar.
Bu genellikle hiicrenin azligi-¢oklugu arasinda tahminen 1.5 dakika ile 3

dakika arasindadir.

Resim 3.14: Ornegin filtreden emilmesi

44



° Filtre tarafindan alinan hiicreler vakumlanir. Fazla sivi atik kabina
gonderilir.
. Membran filtre tizerindeki hiicreleri lama yapistirir.

Resim 3.15: Filtre membranina yapisnus hiicrelerin lama aktarilmasi

. Lam fiksasyon kabina birakilir.

Resim 3.16: Lamun fiksatatife alinmasi Resim 3.17: Thin prep yaymasi

>  Islem bittigine dair sinyal sesi duyulunca cihazin kapag agilir.

> Filtre bagligi ¢ikarlir. Kullanilan filtre atilir.

> Filtre baghigimin i¢i ve dist yumusak bir kagit ile temizlenir. Tekrar kullamm
icin kaldirlir.
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>  Ornek kab1 hazneden alinir. Kapagi kapatilarak kaldirilir.
>  Fiksatif kabi cihazdan ¢ikartilir. Igindeki lam aliarak boyanmak iizere %96°1ik
etanol bulunan sepete yerlestirilir.

Resim 3.18: Yaymalarin fiksasyon sivisinda bekletilmesi

> En az 15 dakika fiksasyondan sonra manuel PAP boyama islemine gegilir.
»  Calisilacak baska numune yoksa cihazin kapagi kapatilir. Giinliik bakim ve
kalibrasyonu yapildiktan sonra makine kapatilir.

3.1.3. Orneklerin Saklanmasi

Giinliik gelen 6rnekler, oda sicakliginda (15 — 32 OC) en az 21 giin bekletilebilir.
Diizenli olarak 5 giin i¢inde hastanin raporunun ¢ikip ¢ikmadigi kontrol edilir. Hastanin
raporu ¢ikmis ise materyal atilir. Raporunda herhangi bir epitelyal hiicre anomalisi mevcut
olan materyal atilmaz, buzdolabinda(4OC)muhafaza edilir. Gerekli durumlarda
immiinsitokimyasal ya da molekiiler calismalar i¢in kalan materyal tekrar kullamlabilir.

Patologlar tarafindan morfolojik incelemenin tekrar1 ya da immiinsitokimyasal/
molekiiler ¢alismalar i¢in numuneden tekrar preparat hazirlanmast istenebilir.
Materyalden tekrar preparat hazirlamak icin sivinin yeterli olup olmadigi kontrol edilir.
Soliisyon tiipli iizerinde isaretli olan seviyenin altinda ise jinekolojik stok sividan
(kullanilmamus) ilave edilir. Materyal tekrar ¢aligmaya hazirdir. Soliisyon {izerinde isaretli
olan seviyenin altinda veya iizerinde sivi bulunuyor ise Thin Prep cihazi islem yapmaz.

3.2. Sure Path Yontemiyle Yayma Hazirlama

Sivi bazli santrifiij teknigine dayali bir yontemdir. Ornekteki istenmeyen yapilari
ayirarak santrifiij yontemiyle boyali yayma hazirlayan bir yontemdir. Sure Path yontemiyle
preparat hazirlama li¢ asamada gergeklesir. Bu asamalar sunlardir:

»  Dansite gradyani ve hiicre sedimenti elde etme
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> Sedimenten yayma hazirlama
»  Yayma boyama

Ornekler, prep mate ve santrifiij islemleriyle hazirlamir. Hazirlanan &rmnek tiiplerin
yayma hazirlama cihazina yiiklemesi yapilir. Cihaz yayma ve boyama islemini ayni1 anda
yaparak boyali sitolojik preparat hazirlar.

Cantrifly

-

Resim 3.19: Sure Path preparat hazirlama sistemi
3.2.1. Sure Path Cihaz1 ve Ekipmanlari
Sure path preparat hazirlama sistemi iki ana cihaz bilesiminden olusur.
> Prep mate (Dansite gradyani olusturan cihaz)

»  Prep stain ( Preparasyon ve boyama cihazi)
»  Cihaz Ekipmanlari

. Santrifiij cihaz
. Aspirasyon cihazi
J Numune kabi (vial)
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Resim 3.20: Calisma 6rnegi

. Enjektor
. Plastik tiip
. Ozel pipetler
. Lam
. Ozel odaciklar; lam iizerine yerlestirilen plastik silindir kaplardir. Iginde
numune hazirlama ve boyama islemi gerceklestirilir.
Resim 3.21: Ozel odacik
. Ajitator; vialleri calkalayarak firgadaki hiicreleri soliisyona gegirmede

kullanilir.

e - I
L —————8 \
Resim 3.22: Ajitator
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. Prep mate racki; numune kabi(vial), enjektor ve iginde soliisyon bulunan
plastik tiiplerin yerlestirildigi tepsidir. Dansite gradyam olusturmak igin
plastik tiiplerdeki soliisyon i¢ine enjektorle numune aktarilir.

Resim 3.23: Prep mate tepsisi (rack)

. Slide (lam) tepsisi; lamlarin yerlestirildigi metal tepsidir.

Resim 3.24: Slide (lam) tepsisi

3.2.2. Dansite Gradyam ve Hiicre Sedimenti Elde Etme

Ajitator, prep mate, aspirator ve santrifiij cihazlan kullanilarak ¢alisma 6rneginden
dansite gradyani ve hiicre sedimenti olusturulur. Homojen karisim saglanmis 6rnek, prep
mate cihaziyla dansite reagenti bulunan santrifiij tiiplerine nakledilir. Santriftij islemleriyle
hiicre sedimenti asagidaki asamalarla gerceklestirilir.
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>  Numuneler sirastyla ajitatore ait 6zel plastik kutulara yerlestirilir. Uzerine ince
plastik kapak kapatilir ve cihaza yerlestirilir. Numunelerin i¢indeki fircada
bulunan hiicrelerin soliisyon iginde karigsmasi saglanir. Bu islemin siiresi 2

Resim 3.25: Ornek kaplar Resim 3.26: Ornek kaplarinin ajitatorde
karistirilmasi

»  Ajitatdorden alinan numuneler prep mate tepsisine sirayla yerlestirilir. Her bir

numunenin oniine plastik tiip, arkasina bir enjektor yerlestirilir. Tiiplerin igine 4
ml stok tampon soliisyon sivisi ilave edilir.

=

-

Resim 3.27:Tiiplere stok tampon soliisyon Resim 3.28: Prep mate tepsisine tiip, vial ve
konulmasi enjektorlerin yerlestirilmesi
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»  Hazirlanan tepsiler prep mate cihazina yerlestirilir ve cihaz ¢alistirilir.
| . .

Resim 3.29: Prep mate tepsinin Resim 3.30: Prep matede enjektorle
yerlestirilmesi orneklerin karistirilmasi

»  Makine enjoktorler araciligiyla numuneyi 8-9 kere vorteksleyerek homojenize
eder ve 8 ml siviyi plastik tiip i¢ine aktarir.

Resim 3.31: Ornegin tiiplere aktarilmasi Resim 3.32: Dansite gradyani olugturulmus
ornek

»  Daha sonra tiipler santriflij haznelerine yerlestirilir ve santrifiij edilir. Birinci
santrifiij islemi 200 rpm.de 2 dakika 15 saniyedir.

-_—w

N

Resim 3.33: Orneklerin santrifiij godelerine Resim 3.34: Orneklerin santrifiije
alinmasi nakledilmesi

51



>

>

Birinci santrifiij bittikten sonra santrifiij haznesinden alinan tiipler, aspirasyon
makinasi yardimu ile iizerindeki fazla sividan arindirilir.

ASPIRASYON |

ISLEMIi |

ASgL%’gTON L ASPIRASYON
, N SONRASI

e s

Resim 3.35: Ornek tiiplerindeki fazla stvinin aspire edilmesi

Ornekler santrifiije tekrar konur ve ikinci santrifiij islemi yapilir. Bu islem 800
rpm.de 10 dakikadir.

Islem bitince satrifiij haznesinden alinan tiiplerin {izerinde kalan fazla sivi
dokdliir.

Resim 3.36: Siipernatanin dokiilmesi

Tiipler ajitator ile 10 saniye calkalanir.
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3.2.3. Sedimentten Yayma Hazirlama

Prep stain cihazi yaymalarin hazirlanma ve boyamasim otomatik olarak gerceklestirir.
Cihaz; oncelikle hiicre sedimentini diliie eder, diliie Ornekten aldigi Omegi lam ozel
odacigina naklederek asagidaki islemlerle yayma hazirlar.

»  Protokol numarasi yazilan lamlar slide tepsisindeki 6zel yerine yerlestirilir. Lam
tizerine 6zel odaciklan takilir ve kontrol edilir.

> Slide tepsisi, prep stain cihazindaki 6zel yerlerine yerlestirilir.

> Santrifiij islemi biten tiipler prep stain cihazindaki yerlerine yerlestirilir.

TEPSIYE OZEL ODACIGIN
LAM YAZIMI ;

YERLESTIRILMESI

ORNEK TUPLERININ
YERLESTIRILMESI

Resim 3.37: Prep staine slide tepsisinin 6rnek tiipleri ve pipet uclarmin yerlestirilmesi

»  Prep Stain cihazi preparasyon ve boyama i¢in ¢alismaya hazirdir. Bilgisayarla
program baslatilir. Cihaz;

. Hiicreden zenginlestirilmis (sediment) tiiplerin i¢indeki numunelere 2 ml
distile su ilave eder.
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. Numuneyi 8-9 kez vorteksleyerek homojen karisim saglar. Karisimdan
ornek alarak 6zel lam {izerinde yayma yapar.

TUPLERE
2ml SU
ILAVESI

ORNEGI PREPARAT
ES T ; ODACIKLARINA
Y e | , NAKLETME
VORTEKSLEME VE . P (v, OLUSTURMA)
ORNEK ALIMI

Resim 3.38: Yayma islemi

3.2.4. Yayma Boyama
Prep stain cihazi hazirladigr yaymalar ara vermeden boyama islemini gergeklestirir.

Cihaza bagli olan boya setinden su, alkol, hematoksilen, AE-50 ve orange-G boyalarn boya
probu aracilifiyla preparat odaciklarina naklederek yaymalar boyar.
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Resim 3.39: Boyama

»  Boyama islemi bitmis lam tepsileri cihazdan alimir. Lam odaciklari i¢inde kalan
boya fazlaliklan tepsi ters ¢evrilerek dokiiliir.

e

s, -
S

&
-3

Resim 3.40: Lam odaciklarindan boya kalimtilarmin dékiilmesi
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»  Lam odaciklar1 dikkatlice lam iizerinden alimir. Boyali lamlar lam tasima

sepetine yerlestirilerek ksilen dolu kaba nakledilir.

Resim 3:41.Boyali lamlarin lam tasima

Resim 3:42. Lamlarin Kksilene alinmasi
sepetine dizilmesi

>

Boyanan preparatin yayma bulunmayan yilizeyi gazli bezle silinir. Yayma
iizerine entelland/Kanada balzami damlatilarak el ile kapatilir.

.

—

=
-
’

Resim 3.43: Lamin yayma olmayan yiizeyinin

Resim 3.44: Lamlarin 1 amelle
gazh bezle silinmesi

kapatilmasi/montaj

»  Hem vial igindeki hem de agizlar1 parafilmle kapatilmis plastik tiip ig¢indeki

ornekler buzdolabinda muhafaza edilir.
3.3. Sitosantrifiij Yontemiyle Yayma Hazirlama

Sitosantrifiijle preparat hazirlama yontemiyle aymdir. Farklh tarafi, diger iki teknikte

oldugu gibi cahsma &rnegi 6zel koruyucu sivi iginde gdnderilmesidir. Ornek direkt
megafunnela aktarilarak caligilir.
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_(UYGULAMA FAALIYETI

S

Thin Prep yonteminin teknigine uygun sivi bazl sitolojik preparat hazirlayiniz.

Islem Basamaklar Oneriler
Biyoloijik ve kimyasal maddelere kars1 | > Kisisel koruyucu ekipmanlarin
biyogiivenlik 6nlemleri aliniz. kullaniniz.
» Calisma 6rnegini hazirlayimiz.
» Calisma Ornegine uygun jinekolojik

Cihaz ekipmanlarint hazirlayiniz.

VV VY

materyal icin beyaz, diger materyaller
icin mavi filtre seciniz.

Filtreyi filtre bagligina takiniz.

Thin prep lamina Ornek numarasini
yaziniz.

Lam ylizeyine elle dokunmayiniz.

Cihaz atik kabi doluluk oranim kontrol
ediniz.

Cihazin kalibrasyonunu yapiniz.

Thin prep lamim yerlestiriniz.

Calisma Orneginin laboratuvar takip
numarasinin ~ lam  iizerine  dogru
yazildigindan emin olunuz.

Lam flizerinde isaretli yayma alanina elle
temas etmeyiniz.

Filtreyi cihaza takiniz.

Filtre membranina elle temas etmeyiniz.
Filtre basliginin tam olarak
yerlestiginden emin olunuz.

Calisma  Omegini  cihazin  6rnek

haznesine yerlestiriniz.

Calisma oOrnegi 1sisinin oda 1sisinda
olmasina dikkat ediniz.
Omek kabimn kapagini agarak ornek
haznesine yerlestiriniz.

Fiksasyon kabim1 cihazin fiksasyon
haznesine yerlestiriniz.

Fiksasyon sivist olarak %96’lik etil
alkol kullanimz.

Alkol seviyesinin kap tizerinde belirtilen
maksimum ve minimum ¢izgileri
arasinda oldugundan emin olunuz.

Calisma  Orneginin  tiirine  uygun
programi segerek cihazi galigtiriniz.

Cihaz meniisiinde 0rnek tiirlerine uygun
program oldugunu unutmayiniz.
Omek  tiirine  uygun
sectiginizden emin olunuz.

program
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» Cihazin ¢alismasini takip ediniz.

Cihaz calisma siiresince panel kapaginin
kapali olmasina dikkat ediniz.

Cihaz hata sinyallerine kisa siirede
miidahale ediniz.

» Caligmasi biten cihazdan caligma 6rnegi

ve ekipmanlarini ¢ikariniz.

VVVYVY V| V V¥V

Hazirlanmis yaymay1 fiksatatif kabin
i¢inden ¢ikariniz.

Filtreyi ¢ikarimz.

Filtreyi tibbr atik kutusuna atiniz.

Ornek kabini alarak kapagim kapatiniz.
Calisma 6rnegini raporu ¢ikincaya kadar
saklayimz.

» Hazirlanan yaymalari boyamaya veriniz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangi 6rnek alimi, sivi bazli sitolojik yontemde uygulanir?
A) Orneklerin distile su icine yikanmasi
B) Orneklerin %95’lik etil alkol igine alinmasi
C) Orneklerin %50’lik etil alkolle 1/1 oraninda karistirilmasi
D) Orneklerin lam {izerine alinmasi
E) Orneklerin fiksatatif iceren 6zel koruyucu siv1 igine aktarilmasi

2. Asagidaki tekniklerden hangisi, thin prep yonteminde kullanilir?
A) Santrifiij teknigi
B) Sitosantrifiij teknigi
C) Filtrasyon teknigi
D) Titrasyon teknigi
E) Fiksasyon teknigi

3. Asagidaki tekniklerden hangisi, sure path yonteminde kullanilir?
A) Santrifiij teknigi
B) Sitosantrifiij teknigi
C) Filtrasyon teknigi
D) Titrasyon teknigi
E) Fiksasyon teknigi

4.  Asagidakilerden hangisi, sure path yonteminde yayma ve boyama uygulamasini
birlikte yapan cihazdir?
A) Sure path
B) Thin prep
C) Ajitator
D) Ozel odaciklar
E) Prep stain

5. Asagidakilerden hangisi, sivi bazli sitolojik preparat hazirlama yonteminin
avantajlarindan degildir?
A) Optimum fiksasyon elde edilmesi
B) Tek tabaka halinde hiicre yaymasi elde edilmesi
C) Lamda kiigiik bir alanda yayma elde edilmesi
D) Bol mukus, kan igeren ince hiicre yaymasi elde edilmesi
E) Calisma 6rneklerinin oda 1sisinda saklanabilmesi

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konularn faaliyete geri donerek tekrarlayimz.
Cevaplarinizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geciniz.
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OGRENME FAALIYETIi—4

C AMAC )

Bu faaliyette kazandiginiz bilgiler ile sivilardan hiicre blogu hazirlayabileceksiniz.

CARASTIRMA )

Histolojik blok hazirlama ile sitolojik hiicre blogu hazirlama ydntemleri arasindaki
farklar1 arkadaslarimizla tartisiniz.

4. SIVILARDAN HUCRE BLOGU
HAZIRLAMA

Hiicre blogu teknigi, sitolojik ve histolojik yontemlerin bulustugu, sitoloji ile histoloji
arasinda koprii kuran bir yontemdir. Bu teknik; balgam, asit ve plevra sivilar ile degisik
bolgelerden yapilan ince igne aspirasyonlarindan hazirlanan yayma preparatlara tamda
yardimci olmak tizere uygulanmaktadir.

Sitolojik inceleme icin laboratuvara gonderilen Orneklerden yayma preparatlar
hazirlandiktan sonra geriye kalan materyal iginde, tam1 koydurucu hiicre ve yapilar
bulunabilmektedir. Bu materyal, hiicre blogu haline getirilerek degerlendirilmektedir.
Ayrica, yayma preparatlar iizerinde gerektigi gibi degerlendirilemeyen kalin doku
parcaciklari, hiicre blogu haline getirildiginde bir¢cok ince kesit alinarak incelenebilmektedir.

Sitopatoloji laboratuvarlarinda santrifiij ve sitosantrifiij yontemleriyle hiicre blogu
olusturulur.

4.1. Santrifiij Yontemi Ile Hiicre Blogu Olusturma

Santrifiij yontemiyle preparat hazirlanan sivi 6rneklerden geriye kalan hiicre sedimenti
veya sivilar direkt olarak santrifiij edilerek hiicre blogu olusturulur.

Santriflij islemi igin ¢alisma 6rnegi alimi; sitolojik preparat hazirlama yonteminde
oldugu gibi gergeklestirilir.
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> Santrifiij edilen sediment iizerindeki berrak sivi dokiiliir.

Resim 4.1:Tiipte hiicre sedimenti ve

Resim 4.2: Hiicre sedimenti
siipernatan

> Santrifiij sonrasi santrifiij tiipiiniin dibinde olusan ¢dkeltiye 1/3 oraninda alkol

veya %10’luk formaldehit eklenerek tekrar santrifiij edilir. Bu sekilde en az iki
saat fikse edilir. Fiksasyon sonunda c¢okelti solid (kat1) héle gelir.

. 2

Resim 4.3: Hiicre sedimenti iizerine fikstatif Resim4.4: Hiicre sedimentini fiksatatifte
sivi koyma bekletme

»  Fiksasyon sonunda iist berrak sivi dokiiliir.

Tiip ters cevrilerek filtre kdgid1 ilizerinde bir siire bekletilerek fazla sivinin
sliziilmesi beklenir.

Resim 4.5: Sedimentin siiziilmesi
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»  Hazirlanacak blok sayisina gore filtre kagidi, doku kaseti ve eosin boyasi
hazirlanir.
»  Doku kasetine 6rnegin laboratuvar takip numarasi yazilir.

Resim 4.7: Hiicre sedimentinin tiipten spatula ile filtre kagidina nakledilmesi

»  Cokelti tizerine pastor pipetiyle eosin boyast damlatilir. Cokelti, beyaz saydam
goriiniimliidiir. Histolojik ¢alismalarda; bloklama, kesit alma ve sudan almada
goriiniirliigii artirmak amaciyla ¢okelti tizerine eosin boyasi damlatilir.

Resim 4.8: Hiicre sedimentinin eosin boyasi ile boyanmasi
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»  Kirmuzi goriiniim alan ¢okelti, filtre kagidina sarilarak kasetlenir.

Resim 4.9: Hiicre sedimentinin filtre kigidina sarilarak kasetlenmesi

> Kaset, fiksasyon kabi i¢inde doku takibine verilir.
> Histolojik preparat hazirlama teknigi uygulanarak hematoksilen — Eosinle
boyanir ve preparat hazirlanir.

4.2. Sitosantrifiij Yontemi ile Hiicre Blogu Olusturma
Sitosantrifiij sitoblok sistemi; hiicre slispansiyonlarinin, hiicre kiimelerinin ya da doku

pargalarinin islenmesine ve parafine doyurulmasina imkan verir. Sitoblok sistem, ayrica
bagka yollarla yapilmasi zor ya da imkansiz olan doku biyopsi pargalarinin isletilmesi igin de

kullanilir.

4.2.1. Arac-Gerecler

Resim 4.10: Sitosantrifiij ve sitoblok sistemi
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»  Sitoblok kaseti; hiicre yogunlastirma c¢ukurluguna sahip, hiicre takibinin
yapilmasinda kullamlan kapakl plastik kasettir.

g

)

Resim 4.11: Sitoblok kaseti
»  Reagent-1 ve reagent-2; fiksatatif icerir.

Sitoklibin yiiklenmesi; sitoklibe kaset, filtre ve sitofunnelin yerlestirilme islemidir.
Tek kullamimlik sitofunnelda filtre, funnela sabit sekildedir.

Sekil 4.1: Funnel ve sitoblok kasetinin sitoklibe yiiklenmesi
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> Ornegin sitoloji takip numarasi kasete yazilir. Kaset sitoklibe yerlestirilir.

Resim 4.12: Ornek numarasinin sitoblok Resim 4.13: Stoblok kasetinin sitoklibe
kasete yazilmasi yerlestirilmesi

> Kaset hiicre yogunlastirma boliimiine (orta gukurluk) sitoblok reagent-1 den 3
damla damlatilir. Reagent-1 orta gukurlugun ¢evresini tamamen kaplamalidir.

Resim 4.14: Stoblok kasetinine reagent-1 damlatilmasi

Sitoklip yayr kaldirilir, iki tutucu kancanin igine bastirilir. Bu sekilde kaset ve
sitofunnel sabitlenir.

4.2.2. Ornek Hazirlama

>  Omek %10’luk nétral tamponlu formaldehitte en az 1 saat bekletilerek fikse
edilir.

>  Ornek birkag dakika santrifiij edilerek fikse edilmis hiicreler konsantre edilir.
Ust berrak s1v1 dokiiliir.

>  Ornek sedimenti 2 damla veya daha az ise 4 damla reagent-2 damlatilir. 2 damla
ornekten bir hiicre blogu olusturulur. Ornek hacmine uygun reagent -2 miktari
artirthir. Karisgitm homojen olacak sekilde kangtirilir.
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Resim 4.15: Santrifiij 6ncesi 6rnek iizerine reagent-2 soliisyonu konulmasi

4.2.3. Uygulama

»  Pipet/pastor pipeti ile Siispanse edilmis 6rnek karigimindan iki damla standart
sitofunnela konur.

Resim 4.16: Funnela 6rnek konulmasi

»  Ormek 1500 rpm.de 5 dakika santrifiij edilir.

> Sitospin ¢alismas1 tamamlandiginda, citofunnellar dikey olarak c¢ikarlir.
Klipsler agilarak funnel sitoklipten ayrilir. Hiicreler sitobloga yapistigindan
emin olunduktan sonra sitofunnellar atilir.

Sitoblok ortasina reagent -1’den bir damla damlatilarak kaset kapatilir.

Kaset doku takibine verilir.

Histolojik preparat hazirlama teknikleri uygulanarak HE ile boyanmis preparat
hazirlanir.

YV VYV

Resim 4.17: Doku kasetinin takibe alinmasi ve bloklama
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Sivilardan santrifiij yontemi teknigine uygun hiicre blogu hazirlayiniz.

Islem Basamaklar Oneriler

» Santrifiij yontemiyle preparat hazirlama
teknigine uygun hiicre sedimenti

hazirlaymiz.
> Sedimenti fiksatatifte en az iki saat
» Hiicre cokeltisi lizerine 1/3 oramnda bekletiniz.
%10’luk formaldehit ekleyiniz. » Sedimentin solid hale geldiginden emin

olunuz.

» Kat1 forma gegmis sedimentin fiksasyon
stvisim dokiiniiz.

» Doku kaseti, filtre kagidi ve eosin
> Kasetlemede  kullanacagimz  arag boyasini hazirlayiniz.

gerecleri hazirlayiiz. > Ornegin laboratuvar takip numarasini
doku kasetine yaziniz.

» Santrifij tiiplindeki sedimenti spatula
kullanarak filtre kdgidina naklediniz.

» Hiicre sedimentinin genellikle saydam

renksiz goriiniimde olmasinin
> Ornegi eosin boyasi ile boyayiniz. uyeu 12?,‘1121"(:51 k . histolojik g:ahsmalavrda
gorinirligiini azaltacagini
unutmayiniz.
> Qmegi filtre kagidina sarimiz.
) » Ornegi kasetleyiniz.
» Ornegi kasetleyiniz. » Doku kasetini bekletmeden fiksasyon
sivisina koyunuz.
» Doku kasetini doku takibine génderiniz.
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Sivilardan sitosantrifiij yontemi teknigine uygun hiicre blogu hazirlayimiz.

Islem Basamaklar

Oneriler

Arag gerecleri hazirlayimiz.

Omegi  %10’luk  ndtral
formaldehitte fikse ediniz.

tamponlu

Omegi en az 1 saat fiksatatif icinde
bekletiniz.

Fikse olmus 6rnegi santrifiij ediniz.

Ornegin solid form kazandigindan emin
olunuz.

Santrifij edilmis Ornegin siipernatan
sivisini atiniz.

Ornek iizerine
ekleyiniz.

reagent-2  soliisyonu

Ornek 2 damla ve daha az ise iizerine 4
damla reagent-2 damlatiniz.

Hiicre kasetinin sitoklibe yiiklemisini
yapiniz.

Hiicre kasetine 6rnek laboratuvar takip
numarasini yaziniz.

Kaset hiicre yogunlagtirma agikligina
reagent-1 damlatiniz.

Funnellara 6rnegi naklediniz.

Funnellara 2 damla 6rnek naklediniz.

Funnellar1 yalitilmis rotora naklederek
sitosantrifiij ediniz.

A\

Omegi 1500 rpm.de 5 dakika santrifiij
ediniz.

Santrifij edilen hiicre kasetini doku
takibine veriniz.

YV VYV

Hiicre kasetini stoklipten ayiriniz.
Kasetteki hiicre y18im {izerine reagent-1
damlatimz.

Kaset kapagim kapatimz.

Kaseti histolojik calisma uygulamasi
i¢in doku takibine veriniz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidaki fiksatatiflerden hangisi hiicre blogunda fiksatatif olarak kullanilir?
A) Zenker soliisyonu
B) Guluteraldehit soliisyonu
C) Pikrik asit
D) %10’1luk formaldehit
E) Aseton

2. Sitoblok hazirlamada hiicre sedimentine hangi teknik kullanilarak preparat elde edilir?
A) Direkt yayma teknigi
B) Sivi bazli sitolojik teknikler
C) Santrifiij preparat hazirlama teknigi
D) Sitosantrifiijle preparat hazirlama teknigi
E) Histolojik preparat hazirlama teknigi

3. Asagidakilerden hangisi, hiicre sedimentinin eosin boyasiyla boyanmasinin nedenidir?
A) Histolojik ¢alismalarda sedimentin goriiniirliigiinii artirmak
B) Hiicrelerin hizla boyanmasini saglamak
C) Hiicrelerin eosinle fiksasyonunu saglamak
D) Hiicre dayamikliligint artirmak
E) Hiicre sedimentinin saydam renksiz goriiniimde olmasini saglamak

4, Hiicre blogundan hazirlanan preparat hangi boyama teknigiyle boyanir?
A) PAP
B) Hematoksilen — Eosin
C) Giemsa
D) Giemsa- Wright
E) Diff - Quick

DEGERLENDIRME

Cevaplariizi cevap anahtanyla karsilastinniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konulan faaliyete geri donerek tekrarlayimz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-5

( AMAC )

Bu faaliyette kazandiginiz bilgiler ile sitolojik boyama yontemlerinin teknigine uygun
sitolojik preparat boyayabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

>
>

Tibbi laboratuvarlarda kullanilan boyalar ve boyama yontemlerini arastiriniz.
Hematoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan boyalar ve boyama
yontemleri ile sitolojik boyalar ve boyama yontemleri arasindaki ortak noktalar
ve farkliliklar arkadaglarinizla paylaginiz.

5. SITOLOJIK BOYAMA YONTEMLERI

Sitolojik preparatlara uygulanan fiksasyon yontemine gore;

>

Alkol fiksasyonlu preparatlarda,

o Papanicolaou (PAP)

Hematoksilen-eozin

Sitokimyasal

Immiinohistokimyasal boyama y&ntemleri uygulanr.

Havada kurutulan preparatlarda,
o Giemsa tiirevleri ( MGG, Wright, Diff-Quick) boyama yontemleri
uygulanir.

5.1. Yaymalarin Boyaya Hazirlanmasi

>

>

Kliniklerden hazirlanarak gonderilen yaymalarin sayist istem raporuna
kaydedilir.

Ornegin sitoloji takip numarasi lamlar iizerine sitoloji kodu “S”, takip numarasi
(0001) ve gonderilme yili (S- 0001-09, S- 0002 -09....) seklinde yazilir.
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Resim 3.1: Lam yazim Resim 5.2: Lamlarin lam tasima sepetine
dizilmesi

Yazim iglemi bitmis yaymalar uygulanacak boya ¢esidine gore ayri lam tagima
sepetlerine yerlestirilir.

Havada kurutulmus yaymalarin tam olarak kurumus olmasina dikkat edilir.

PAP boyasi uygulanacak lamlar, fiksasyon siiresi bitiminde boyama islemine
almnir.

5.2. PAP Boyasi

PAP boyasi; Papanicolaou’nun gelistirdigi multikromatik boyama teknigidir ve Harris
Hematoksilen, orange G ve EA(eosin azure) boyalarindan olusur.

>

>

Hematoksilen; niikleous boyasi olup kromatin ile niikleer membranlar1 mavi-
mora, niikleolii kirmizi, pembe ya da oranj renge boyar.

Orange G; sitoplazmaya kolay penetre olan bir boyadir. Keratin mevcutiyetinde
sitoplazmay1 sar1 ya da portakal rengi boyar.

AE; eosin Y, light green ve bismark browndan olusan polikrom bir karigimdir.
Igerigini olusturan boyalarin kombinasyonlarina gore AE-36, AE-50 ve AE -65
olarak ti¢ ¢esidi vardir. Bunlar:

. Eosin Y; asodifilik sitoplazmali hiicreler eosin i¢in afinite gostererek
pembeden sariya degisen tonlarda boyar.

. Light green; bazofilik bir boyadir. Bazofilik sitoplazmali hiicreler soluk
mavi (siyonofilik) ya da yesilimsi mavi boyanr.

. Bismark brown: Glikojen, keratohyalin graniiller ve bazi mantarlarda
kahverengi boyama gozlenir.

PAP boyasi agagida belirtilen sitolojik materyallerden hazirlanan ve alkolle fiksasyonu
yapilan yaymalarin boyanmasinda kullanilir.

VVVY

Jinekolojik smear

BOS

Balgam

Brongial yikama/firgalama
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»  Plevra, periton ve perikard sivilar
> Idrar
> 1IAS

5.2.1. PAP Boyama Teknigi

> %95’lik etil alkolde tespit edilmis yaymalar, azalan konsantrasyonlu alkollerden
gegirilir. Hematoksilen ¢ozeltisi hazirlamada ¢oziici madde olarak su kullanilir
ve su oram yiiksek bir boyadir. Alkolle fikse edilmis hiicre oncelikle boyayla
uyum saglamasi i¢in kademeli olarak su seviyesine getirilmelidir (rehidre). Bu
amagla %95’lik etil alkolden ¢ikarilan preparatlar sirayla,

. %385’ lik alkol,
° %75’ lik alkol,
. %350’ lik alkollerden gegirilir.

-
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Resim 5.3: Yaymalarin alkolden ¢ikarilmasi

»  Yaymalar ¢cesme suyunda 3-5 dakika yikanir.
»  Harris hematoksilende 45 saniye — 2 dakika bekletilir.

Resim 5.4: Haris hemotoksilen boyama
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Lamlar, cesme suyunda yikanarak fazla boya giderilir.
Lamlar, asit alkolde 10 saniye g¢alkalanir. Diferansiyasyonla hiicrelerin almig
oldugu fazla boya uzaklastirlir.

Resim 5.5:Yaymalan asit alkolden ¢ikarma

Lamlar, hizlica ¢gesme suyuna sokularak diferansiyasyon durdurulur.
Yaymalar artan konsantrasyonlu alkollerden sirayla gegirilir.

%50’1ik alkol,

%75’1ik alkol,

%385’lik alkol,

%951k etil alkol igine 10 -12 kez daldirthip ¢ikarilir. Hiicrelerin almig
oldugu hematoksilen tespit edilir.

Lamlar iyice siiziilerek orange- G boyasinda 3 dakika bekletilir.

Lamlar boyasindan siiziilerek orange G boyasindan ¢ikarilir.

Ug ayn kaptaki %95°lik etil alkol iginde 10 -12 kez daldirilip ¢ikanlir.
Preparattaki fazla boya ¢ikarilarak orange G tespit edilir.

Iyice siiziilen preparatlar EA-50 boyasinda 3 dakika bekletilir. Smearlar 5
dakika bekletilir.

Uc ayn kaptaki %95’lik etil alkol iginde 10 -12 kez daldirilip ¢ikarlir.
Preparattaki fazla boya cikarilarak EA-50 boyasi tespit ve hiicreler dehidre
edilir.

Lamlar ii¢ ayr ksilol kabindan gegirilir. Hiicreler saydamlastirilir.

Prepatlarin yayma/smear olmayan yiizli gazli bezle silinir. Yayma tizerine 1-2
damla Kanada balzami/entelland damlatilarak hava kabarcigi olusturmadan
lamelle kapatilir. Lamlar mapeye dizilir.

PAP boyasinda dikkat edilmesi gereken hususlar

. PAP boyasinda soliisyonlar en fazla 15 giin kullanilmalidir. Is yiikiine
bagli olarak bu siire daha da kisa olmalidir.
. Boya setindeki ¢ozeltilerin kapaklar1 devamli kapali olmalidir.
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. Hematoksilen boyasi iizerinde olusan artefakt, boyaya baslamadan once
stizgeg kagidi ile alinmalidir.

. Hematoksilen boyasinda oksidasyona bagli ¢okelti olugmugsa boya
sliziildiikten sonra kullanilmalidir.
. Boyalar lizerinde mantar liremelerine karsi dikkatli olunmalidir. Boya seti

kaplar1 uygun dezenfektanlarla yikanmalidir.

5.3. May-Griinwald - Giemsa Boyasi

Havada kurutulan kan yaymalari, kemik iligi yaymalari ve [IAS materyallerinden
havada kurutularak fiske edilen yaymalarin boyanmasinda kullanilir.

5.3.1. May-Griinwald - Giemsa Boyama Teknigi

Yaymalar, May —Griinwald boyasinda 15 dakika bekletilir.

Giemsa boyasinda 30 dakika bekletilir.

Akan suda yikanir.

Kurutulur.

Yayma iizerine 1-2 damla Kanada balzami/entelland damlatilarak lamlar
kapatilir.

Boyali lamlar mapeye dizilerek laboratuvar istem raporlariyla birlikte
mikroskobik inceleme bdliimiine verilir.

YV VVVVYVY

Resim 5.6: Yaymalara kanada balzam Resim 5.7: Mapeye dizilmis lamlarin
damlatma mikroskobiye sunulmasi

5.4. Sitolojik Tamda Etken Hiicre Ozellikleri

Sitolojik boyalarla boyanan yaymalar, uzman doktor (sitopatolog) tarafindan
mikroskopta incelenir. Mikroskobik incelemede;

> Hiicre biiyiikliigii,
> Hiicre sekli,
»  Nukleus kromatini, niikkleolus ve sitoplazma 6zellikleri incelenir.
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Sekil 5.8: Boyanmus hiicrelerin mikroskobik goriiniimii

Intraselliiler ve esktraselliiler sekretuvar madde gibi 6zellikler degerlendirilerek tani
konur.
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Sitolojik boyama yontemlerinin teknigine uygun sitolojik preparat boyayabilirsiniz.

Islem Basamaklar

Oneriler

Biyolojik ve kimyasal maddelere karst

Kisisel koruyucu ekipmanlan kullaniniz.

Boya soliisyonlarini kontrol ediniz.
Boyalarnin taze oldugundan emin olunuz.

biyogiivenlik 6nlemleri aliniz.

PAP boya setini hazirlayiniz.
Preparatlari, uygulanacak boya
yontemlerine goére ayr1 lam tagima

sepetlerine yerlestiriniz.

YV \VV| V

PAP boyasimin alkolle tespit edilen
yaymalara uygulandigini unutmayiniz.

Preparatlann  azalan  konsantrasyonlu
alkol serilerinden gegiriniz.

A\

Alkol soliisyonlarinin 6zellikle son alkol
soliisyonunun temiz olmasina dikkat
ediniz.

Dokular1 hematoksilenle boyayiniz.

Tortulasmis  hemotoksilen  boyasim
slizdiikten sonra kullaniniz.
Suyu iyl siiziilmemis lam sepetlerini

boya soliisyonuna sokmayiniz.

Lamlan asit alkolde 10 saniye calkalayip
hizlica  ¢esme  suyuna  sokarak
diferansiyasyonu durdurunuz.

Diferansiyasyonla  hiicrelerin  almus
oldugu fazla boyay1 uzaklastirimz,
Lamlart hizlica ¢esme suyuna sokarak

diferansiyasyonu durdurunuz.

Preparatlar, artan konsantrasyonlu alkol
serilerinde gegiriniz.

Y| 'V V| VYV V

Alkol soliisyonlarinin &zellikle son alkol
soliisyonunun temiz olmasina dikkat
ediniz.

Preparatlan
boyayiniz.

orange-G

boyasiyla

Preparatlant  boya icinde 3 dakika

bekletiniz.

Orange-G boyasim tespit ediniz.

Alkol soliisyonlarinin 6zellikle son alkol
soliisyonunun temiz olmasina dikkat
ediniz.

Preparatlant AE-50 boyasiyla boyayimiz.

Preparatlant  boya icinde 3 dakika

bekletiniz.

AE-50 boyasin1 tespit ediniz.

Alkol soliisyonlarinin &zellikle son alkol
soliisyonunun temiz olmasina dikkat
ediniz.

Lamlari ksilolda seffaflastiriniz.

Preparatlant lamelle kapatiniz/montajin
yapiniz.

Preparat lizerine yeterli miktarda
Kanada balzami/entelland damlatiniz.
Hava kabarcigi olusturmadan lameli
kapatimz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisinde, Papanicolaou boyama yonteminde boyama sirasi dogru
olarak verilmistir?
A) Hematoksilen ->Orange-G - AE-50
B) Orange-G - Hematoksilen > AE-50
C) AE-50>Hematoksilen - Orange-G
D) Hematoksilen - AE-50->0Orange-G
E) Orange-G - AE-50 ->Hematoksilen

2. Asagidaki boyalardan hangisi, sitolojide kullanilan rutin boya degildir?
A) Hematoksilen
B) Giemsa
C) Orange-G
D) Sulu fuksin
E) May- Griinwald

3. Asagidaki sitolojik boyama tekniklerinden hangisi, alkolle fiske edilen yaymalarin
boyanmasinda kullanilir?
A) Giemsa
B) May- Griinwald
C) Hematoksilen
D) Orange-G
E) Papanicolaou

4. Asagidakilerden hangi boyama teknigi, oncelikle [IAS materyallerin boyanmasinda
kullanilir?
A) Papanicolaou
B) Orange-G
C) Hematoksilen
D) May- Griinwald-Giemsa
E) Hematoksilen -Eozin

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtariyla karsilagtinniz. Yanlig cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konularn faaliyete geri donerek tekrarlayimz.
Cevaplarinizin tiimii dogru ise “Modiil Degerlendirme”’ye geginiz.
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MODUL DEGERLENDIRME

Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.
Asagidakilerden hangisinde, sitopatolojik is akist dogru olarak verilmistir?

A) Materyal kayit kabul - Makroskobik inceleme ->Sitolojik yayma
hazirlama-> Sitolojik boyama - Kapatma/montaj > Mikroskobik inceleme

B) Materyal kayit kabul = Sitolojik yayma hazirlama - Makroskobik inceleme
->Sitolojik boyama = Kapatma/montaj = Mikroskobik inceleme

C) Materyal kayit kabul - Makroskobik inceleme - Sitolojik yayma hazirlama—>
Kapatma/montaj = Sitolojik boyama - Mikroskobik inceleme

D) Materyal kayit kabul - Makroskobik inceleme = Sitolojik yayma hazirlama -
Sitolojik boyama = Mikroskobik inceleme - Kapatma/montaj

E) Materyal kayit kabul —> Sitolojik boyama—> Sitolojik yayma hazirlama—>
Makroskobik inceleme - Kapatma/montaj—>Mikroskobik inceleme

Asagidakilerden hangisi, sitolojik yaymalarin alkolle fiksasyonunda tercih edilen en
ideal yontemdir?

A) Spreyle fiksasyon

B) Hazirlanan preparatin 10 saniye iginde %95°lik alkolde fiksasyonu

C) Kolonya veya alkol oram yiiksek spreyle fiksasyon

D) Havada kurutulmus lamlarin hemen alkol i¢inde fiksasyonu

E) Preparat lizerine alkol damlatarak yapilan fiksasyon

Asagidakilerden hangisi, sitolojik inceleme viicut bosluklari sivisi degildir?
A) Vaginal smear

B) Plevra sivisi

C) Periton s1vist

D) BOS

E) Eklem sivisi

Asagidakilerden hangisi, stvilarin makroskobik 6zelligi degildir?
A) Renk

B) Kivam

C) Bulaniklik

D) Berraklik

E) Sivinin tiirii

Asagidakilerden hangisinde, sitoklip yiiklemesi dogru olarak siralanmigtir?
A) Lam~> filtre karti—> funnel
B) Filtre karti=> lam—> funnel
C) Funnel-> lam-> filtre kart1
D) Filtre kart1i=> funnel-> lam
E) Lam-> funnel-> filtre karti

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtartyla karsilastinniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap

verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konularn faaliyete geri donerek tekrarlayimz.
Cevaplarinizin timii dogru ise bir sonraki modiile gegmek i¢in dgretmeninize bagvurunuz.
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CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETI 1’iIN CEVAP ANAHTARI
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MODUL DEGERLENDIRME CEVAP ANAHTARI
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