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FAZ KONTRAST MIKROSKOBUNUN IDRARIN MIKROSKOBIK
ANALIZINDEKi YERI
(Kolay ve Giivenli Bir Metod)

Alp Can*® Cengiz Giiven™*

Yillardir, idrar sedimentinde bulunabilecek tiim organik ve inor-
ganik olusumlari, aydinlik saha mikroskobunda incelemek, en c¢ok
kullanilan ve en kolay yol olarak kabul edilmistir. Oysa, boyanmamig
olan bu sivilardaki canli veya cansiz tim olusumlar, bulunduklar: or-
tamin (idrarin sivi kismi) 15181 kirma indisine gok yakin bir degere
sahip olduklar igin, bu yapilar ile bulunduklar: ortamdan gegen 1sin-
larin dalga boylar arasindaki faz farki ¢ok azdir. Bu nedenle, sz
konusu elemanlar, ortam icinde ¢ok gig fark edilirler. Bunu gidermek
amaciyla, cogu zaman, gozlemciler, kondansor diyaframini kapatarak
veya kondanséri bir miktar asag: indirerek obje lzerine diisen 15181
azaltip kontrast1 artirmay1 amagclamislardir. Ancak bu metod ile hya-
lin silindirler kismen goriilebilir hale gelmisler ise de, diger tir silin-
dirleri ve hiicreleri birbirinden ayirt etmek glg¢ olmustur (2).

Bunlara ek olarak, boyama teknikleri ise, hiicreler arasimdaki ye-
terli ayirmi yapmak amaciyla gesitli sekillerde kullanilmaktadirlar.
Bu amacla Papanicolaou, Giemsa, Wright gibi nonspesifik boyalarin
yaninda (4) Sterheimer (12) veya Prescott-Brodie'nin (7) gelistirdik-
leri 6zel boyalar da zaman zaman kullanilmiglardir. Bu boyalarin ¢o-
gu idrar sedimentindeki hiicresel yapilar1 boyamalarina karsm, anor-
ganik yapilarm (gesitli kristaloid yapilar vs.) ayirt edilmesine olanak
saglayamamiglardir (2).

Yukaridaki teknikler, goriunti olusturmadaki dezavanitajlarinim
yaninda gozlem ve tani stiresinin uzamasina da neden olmaktadirlar.
Aydinlik saha mikroskobisinde boyali veya boyasiz bir inceleme yap-
mak igin bu konuda deneyimli bir gdzlemcinin bile en az 10 dakika-
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hik zamanini goérintiiye oryantasyonu almaktadir. Daha az deneyimli
gozlemciler ise belki bu is i¢in daha az zaman harcamakta fakat gor-
diiklerinin teyid edilmesi i¢in bu konuda daha deneyimli bir gozlem-
ciye gerek duymaktadirlar, Bir doktorun veya laborantin gordiikleri-
ne guvenememesindeki baslica neden, aydinlik saha mikroskobundaki
optik simirlamalardan kaynaklanmaktadir. Hiicreler ve silindirler ke-
sin olarak birbirinden ayirt edilemedikleri igin, tiriner sediment ince-
lemesi, gogu kez yeterince giiven saglayamamakta ve birgok merkez-

de sadece zaman kaybimea neden olmakta ve daha ileri tam yéntem-
lerine bagvurulmasi1 gerekmektedir (2,11).

1955 yilinda Zernike'nin (13) faz kontrast mikroskobunu (FKM)
geligtirmesi ile birlikte boyanmamis ve canli dokularda inceleme yap-
ma imkan ortaya ¢ikmis ve bu teknikten yararlanarak birgok doku
ornegi bu yolla, incelenmeye ve degerlendirilmeye basglanmistir.

FKM'nun calismasi, farklhh kirma indisine sahip iki yap1 arasinda
olusacak kontrasti artirmasi prensibine dayanir. Bunu da, farkl iki
yvapldan kirilarak gecgen isinlarin dalga boylar: arasmda mevcut olan
faz farkim iki katina ¢ikararak gerceklestirir (10). Boylece, FKM ile,
idrar sedimentinde bulunan tim yapilar, idrar i¢cinde farkl bir kont-
rastta rahatlikla goriliip degerlendirilebilmekte ve daha kaliteli fo-
tograflar gekilip bulgular belgelenebilmektedir.

Bizim bu galismamizdaki amacizmiz ise, optik simirlamalardan
kaynaklanan bu gdzlem zorlugunu FKM teknigi kullanarak belli bir
diizeye kadar gidermek ve sonuglarm hem daha giivenilir hem de
daha kolay ve hizli yoldan degerlendirilebildigini gdstermektir.

MATERYAL VE METOD

Bu galismada, normal idrarda bulunabilecek temel yapilar goz-
lemlemek amaciyla laboratuvarimiz personelinden (mikroskobik ola-
rak bir patoloji saptanmayan 3 erkek ve 1 kadin olmak tlizere toplam

4 kisi) almman idrar ¢rnekleri 5 dakika 150¢ devirde santriflij edilmis,
daha sonra slipernatant dékiilerek bir damla sediment lam t{izerine

ahnmig ve lamel kapatilmistir (2,3,4,11). Baska bir damla sediment ise
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yeni bir lam tizerine yayilarak kurutulmus ve Giemsa bile boyanmis-
tir (2). Bu boyanin uygulanmasindaki amag, her ti¢ teknik sonucu
(boyasiz aydinhik saha, boya aydinlhik saha ve boyasiz faz kontrast
mikroskobisi) olusan goriintiiyi ve islemler igin gegen siireleri karsi-
lastirmaktir.

Goézlemler ve fotograflar Zeiss 62182 aydinhik saha ve faz kontrast
arastirma mikroskobunda 100, 125, 160 ve 250 buyutmselerde yapilmis-
tir.

SONUCLAR

a) Silindirler

Ozellikle hyalin silindirlerin matriksi Tamm-Horsfall mukopro-
teininden zengin oldugu igin (6) ve bu maddenin de 15151 kirma indisi
idrarin kirma, indisine cok yakin oldugundan, hyalin silindirler aydin-
Iik saha incelemelerinde seffaf olmalar: nedeniyle yeterince gozlene-
memis, gogu kez gozden kagmustir. Bunlar: aydinlik saha mikrosko-
bunda goriilebilir hale getirmek igin kontrasti artirmaya yonelik
ayarlar sonucunda, bu kez diger silindirler birbirinden ayirt edileme-
mistir. Cesitli hiicre igeren silindirler ise igerdikleri huicrelerin ayirt
edilememesi 2deniyle yeterince degerlendirilememislerdir (Resim 1).

Resim 1 : Ayndilik saha mikroskobunda bir graniler silindir X 1u.

FKM goéruntiilerinde ise, hyalin silindirler, bulunduklar1 ortama
gore bir hayli farkli kontrast olusturmuslardir (Resim 3). Diger si-
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lindirlerin yapilarinda bulunan hticrelere gore ayirimlar: da daha ko—
lav olmustur (Resun 2) o

Resim 2 : Faz kontrast mikroskobunda ay- ‘Resim 3 : Oklar : Faz kontrast mikrosko-
ni grandler silindir. Ok : Silindir igindeki bunda bir hyalin kimeyi gostermekte. E :
hiicresel yapiy1 gostermekte x 100. Eritrosit, L ; Lokosit, Aym saha aydinhk sa-

ha mikroskobunda mce!endlgmde bu kiime

ayirt edilememekte ve tzerindeki hiicreler

adeta Idrarda serbestmisler gibi degerlen-
b) Hiicreler | dirilmektediv X 160.

Aydinhk saha mikroskobhisi ¢alismalarinda gozlemcinin deneyi-
miyle de orantili olarak genellikle 16kositlerle eritrositler ve kiigiik
renal epitelival hiicreleri, eritrositlerle mantarlar birbirinden ayirt
etmek gii¢ olmustur. Silindirlerin matriksi kimi zaman goériilemedigi
igin silindir Uizerine lokalize olmus olan htcreler veya diger cisimler
idrarda serbest olarak bulunuyorlarmis gibi degerlendirilmislerdir.

FKM'da ise epiteliyal hiicreler tiim detaylariyla ayirt edilebilmek-
tedirler (Resim 4,5). Cekirdek ve sitoplazmik yapilarin net olarak go-
rillebilmesi, bu hiicrelerin tiplendirilmesine de yardimec: olmaktadir.
Eritrosit ve lokositler de tipik morfolojileri ile hiicrelerden ve ortam-
dan kolaylikla ayirt edilebilmistir.

Resim 4 : Faz kontrast mikroskobunda bir Resim 5 : Aym hicrenin aydinhk saha mik-

epiteliyal hiicre. Hiicre i¢i yapilarin izlene- roskobundaki gérintlist. Tm kontrast ayar-

bildigi dikkati cekiyor X 125. lar yapilmasina ragmen hiicre ici yapilar iz-
lenememektedir X 160.



Faz Kontrast Mikroskobunun [drarin Mikroskobik Analizindeki Yeri 173

¢) Kristaller ve Diger Olusumlar

Kristallerin gogu (triple fosfat, kalsiyum okzalat ve bazi lirik asit
kristalleri) hiicresel elemanlara oranla daha homojen ve daha yogun
madde igerdikleri igin kontrast ayari yapilmis aydinlik saha mikros-
kobuyla da yeterince gézlenebilmislerdir (Resim 86,7).

Resim 6 : Faz kontrast mikroskobunda kris- Resim 7 : Aydinhk saha mikroskobunda

taloid yapilar X 250. kristaloid yapiar. Yogun ve homojen madde
icerdikleri igin burada da FKM'da oldugu
gibi yeterince izlenebilmekiedirler X 250.

Bunlardan baska, idrarda bulunmas: olasi spermatozoon, mantar,
bakteri, pa—azit gibi olagan dist yapilarin gézlenmesinde ve fotograf-
larinm gekilmesinde FKM'dan son derece verimli bir sekilde yararla-
nilmastir.

Boyal idrar sedimentinin aydinhk saha gtzlemleri sonucunda da
ézellikle hiicresel yapilarin ayrimlar, aldiklar: boyalarin renk fark-
larma gore kolaylikla saglanabilmistir. Buna karsin silindirik yapilar
ve kristaloid yapilarda bir gorinti fark: saglanamamig ve tum bun-
lar yaninda diger analizlere oranla daha fazla zaman harcanmigtir
(Tablo I).

Tablo | : idrar sedimentinin mikroskobik analizleri i¢in gerekli hazirlik siireleri. Tablodaki
siirelere gdruntiniin bulunmas: ve kabaca tiim alanm taranmas dahil ediimemistir. Bu
islem, aydilik saha boyasiz gzlemlerde kontrasti artirmalc amaciyla yapilan birtakim

ayarlardan dolayl digerlerine oranla uzun stirmektedir.

Boyali Boyasiz

Aydinlik Saha 75 dak. 10 dak.
Faz Kontrast o 10 dak.
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TARTISMA

Bircok otortin de belirttigi gibi kanimizca FKM transparan ob-
jelerin géruntistini hichir kayip olmadan saglamas: nedeniyle idrar
sedimentinin incelenmesinde kullamlabilecek ideal tekniktir (2,3,4,11).
Bu teknik yardimiyla, silindir ve hiicrelerin kesin ayirimlari, daha iyi
goritlebilen objelerin tabloya hakim olarak kabul edilmesi ve boylece
sadece goriilebilen elemanlar arasinda bir sayim ve inceleme yapil-
mas1 gibi bir yanilgiy1 énlemektedir.

Birch ve ark. (1), Fassett ve ark. (5) ve Rizzoni ve ark. (8,9) glo-
mertiiler ve nonglomeriiler hematiirinin faz kontrast mikroskobi tek-
nigi ile ayirimlarm tarif etmislerdir. Bu teknigin, hiicre morfoloji-

sindeki detaylar1 ortaya cikarmasi gergeginden yola cikarak eritro-
sitlerin sekil ve buylkliiklerine gére kanamanin yerini % 95 kesinlik-
le gosterebildiklerini iddia etmigler ve bu iddialarimi diger tani yén-
temleriyle desteklemislerdir.

de Vooght ve ark, (4) triner sitoloji tanisinda FKM ile aydinhk
saha mikroskobisi bulgularimi karsilastirmislardir. Bu ¢galismalarinda
hiicresel elemanlar goz oniinde tutuldugu igin (¢ekirdek/sitoplazma
orant, ¢ekirdek polimorfizmi, kromatin icerigi gibi) ayrintilar gozle-
yebilme 6zelliginden yararlanarak, FKM, tercih edilen yontem olmus-
tur. Iki yilhik tiriner sitoloji ¢alismalar: sonucunda FKMmin klasik
boyama tekniklerine (Papanicolaou ve Giemsa) oranla daha giivenilir
ve daha hizli bir yoéntem oldugu ortaya ¢ikmis, bunun sonucunda da
FKM ozellikle tiriner neoplazmiarin tanisinda énem kazanmistir,

Biz bu ¢alismamizda idrarda bulunabilecek temel elemanlar: her
iki mikroskop teknigini kullanarak karsilagtirmaya c¢alistik. Deneyi-
miz kapsamina patolojik idrarlar (renal parankimal hasar vs.) dahil
edilmemistir. Bu tip idrarlarin incelemelerinde de gorinti kalitesin-
de, aydinlik saha ¢alismalarina kiyasla artis olacagr kuskusuzdur.

Kamimizca, sik sik idrar sedimenti analizi yapilan aydinlik saha
mikroskoplari, fazla zaman ve para kaybina neden olmadan bazi bo-
limleri degistirilerek kolaylhkla faz kontrast mikroskobuna dontistii-
rilebilir ve boylece gerek rutin tam laboratuvarlarinda gerekse dok-
tor muayenehanelerinde kullamlabilir.
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OZET

Yeterli kontrastin saglanamamasi nedeniyle incelenmesi gii¢ olan
idrar sedimentinin daha kolay ve giivenilir olarak incelenebilmesi
amaciyla faz kontrast mikroskobisi kullanilmis ve sonuglar aydinhk
saha mikroskobisiyle karsilastirilmistir. Sonugta. gerek hiicresel ya-
pilarin gerekse silindirik yapilarin faz kontrast mikroskobu ile daha
givenilir olarak ve kisa zamanda tammlandig gézlenmistir.

SUMMARY

Use Of Phase Contrast Microscopy in Microscopic Urinalysis
(A Simple And Reliable Method)

For not having the sufficient contrast of the sedimental elements
of microscopic urinalysis, the phase contrast microscopy was used
and the results were compared with the bright field microscopy. It
was observed that, either cellular structures or casts were identified
properly and quickly with the use of phase contrast microscopy.
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