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Mikrodalga Fırında Bernatoksilen ve Eozin Boyama Yöntemi 

İlkin Çavuşogıu·, F. Zehra Minbay .. , Zeynep Kahveci"•• 

ÖZET. Mikrodalga yöntemlerinin geleneksel fiksasyon, boyama ve doku takibi metod/arına pek çok üstünlüğü vardır. 
Hızlıfiksasyon, daha iyi koruma, biyolojik moleküllerin korunması, kesitierin hızlı gömülmesi ve bayanması birincil 
kazanç/andır. Bu .çalışmada rutinde histopatoloji laboratuvarlarında kullanılan hernatoksi/en ve eozin boyama 
yöntemine mikrodalga ışınımının etkisi araştırıldı. Bu amaçla çeşitli parafin doku bloklarından elde edilen kesitierin 
hernatoksi/en ve eozin ile boyama aşamaları mikrodalga ışınımı altında yapıldı. Sonuçlar ışık mikroskobunda 
incelendiğinde, mikrodalga ışımmı ile boyanmış olan kesillerin boyanma kaliteleri konvensiyonel olarak boyanmış 
kesitlerle eşdeğerdi. Mikrodalga ışınımının kullanımı boyama süresini belirgin olarak kısa/ttı. 

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga ışınımı .Boyama .Işık mikroskopi. 

Haematoxylin and Eosin Staining Method in Microwave Oven 

· SUMMARY. Microwave methods offer many advantages over traditional fıxation, staining and histo-processing 
methods. Primary benefits inc/ude faster fıxation, belter preservation, retention of biological mo/ecu/es, faster 
specimen embedding and seetion staining. In this study, we investigated the effects of microwave irradiation on 
haematoxylin and eosin staining method which is one of the most routinly used method in histopathology 
/aboratories. For this aim, tissue sections from different paraffin b/ocks were stained with haematoxylin and eosin in 
microwave oven. Light microscopic analysts of the slides revea/ed that the staining quality of the microwaved group 
was simi/ar to the conventionally stained group. The staining time was reduced by the use ofmicrowave irradiation. 

Key Words .Microwave irradiation .Staining .Light microscopy. 

Isının tüm reaksiyonları arttırıcı etkisinin oldugu uzun 
bir süredir bilinmektedir1

. Histopatolojide mikrodalga 
ışınımı ilk kez 1970 yılında Mayers tarafından 
fıksasyon işleminde kullanılmıştır. Mikrodalga 
fırınlarda oluşan degişiklik ve gelişmelere paralel 
olarak mikrodalga ışınımının histopatolojide 
kullanımı giderek yaygınlaşmıştır. Mikrodalga 
ışınımlı fırınlar alınan sonuçlarda kalite farklılıgı 
olmaması, sürelerde belirgin azalmalar olması ve 
kullanım kolaylıgı nedeni ile fiksasyon, doku takibi 
ve boyama aşamalarında tercih edilmektedir1

-
21

. 

Doku kesitlerinin boyanması iki faktöre bağlıdır: 
Boyanın hücre içine difüzyonu ve substrata bag­
lanması. Mikrodalga ışınımı bu iki faktöre de etki 
ederek boyanma sürecini hızlandırır. Mikrodalga 
ışınımı başladıgında boya solüsyonu ve dokunun 
sıcaklığı hızla yükselir. Ek olarak yüklü moleküller 

mikrodalga ışınım ı ile uyarılır. Bu da moleküllerin 
birbirine çarpışmasını arttırarak, kimyasal reaksi­
yonları gerçekleştirir ve dengeyi sağlar6·7•11 •15. Bu 
görüşten yola çıkılarak son zamanlarda smear, 
parafin ve plastik kesitierin boyanmasında mikro­
dalga ı şın ımı kullanılmaktadır. 

Mikrodalga ışınımı ile ilk boyama teknigi Brinn 
tarafından 1983 yılında yapılmıştı~. Bundan sonra 
degişik araştırıcılar tarafından çeşitli boyama 
metodları mikrodalga ışınımı altında denenmiş ve 
doyurucu sonuçlar elde edilmiştirs.-15'19'20'24-30. 

Bu çalışmada laboratuvar tipi bir mikrodalga fırında 
histopatolojide yaygın olarak kullanılan boyama 
yöntemlerinden hematoksilen ve eozin yöntemi 
denenmiştir. Mikrodalga ışınımı ile boyama süre­
sinin azaltılması ve boyama kalitesinde oluşabi­
lecek degişikliklerin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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Gereç ve Yöntem 

Bu çalışmada, sıçandan alınan akciğer, karaciğer, 
tavşandan alınan medulla spinalis, köpekten alınan 
dil parçaları kullanıldı. Bu parçalar, nötral formalin 
ile fikse edildi. Rutin doku takibinin (alkol , ksilol, 
parafin) ardından parafin bloklar hazırlandı ve Sf.l 
kalınlığında seri kesitler alındı. 

Çalışma iki aşamada gerçekleştirildi. ön çalışma 
olarak planlanan birinci aşamada, mikrodalga 
tırının gücü saptandı. Bu amaçla alınan kesitler 40 
ml boyama solüsyonları içinde, sabit sürelerde, 90 
W, 180 W, 360 W, 600 W ve maksimum güçte 
mikrodalga ışınım uygulanarak her bir boyama için 
uygun mikrodalga gücü saptandı. Çalışmada 
kullanılan mikrodalga fırın; frekansı 2450 MHz, 
mikrodalga çıkış gücü maksimum 900 W olan, 
güçlü gaz ekstraksiyon sistemine, ısı probu ve 
dijital ısı göstergesine sahip Bosch HMT 882 G'dir. 
Çalışmaya başlamadan önce kullanılan mikrodalga 
tırının "elektrik alan dağılım haritası " çıkarıldı. 
Bunun için mikrodalga tırının tabanına ısıya duyarlı 
fax kağıdı yerleştirildi. 900 W güçle 1 dakika ışınım 
verildikten sonra fax kağıdı üzerinde renk 
değiştiren alanlar hat spot olarak belirlendi. Bu 
bilgilerden yararlanılarak ikinci aşamada; tablo l'de 
belirtilen basamaklarda boyama işlemi gerçek­
leştirildi. Boya solüsyonları konvensiyonel yöntem­
lerde önerildiği gibi hazırlandı23. Kesitler 40ml boya 
solüsyonu içeren cam şalelere yerleştirildikten 

sonra 'hat spot' noktasına kondu. Isı probu boya 
solüsyonu içine daldırıldıktan sonra ışınım verildi. 
Solüsyonların ilk ve son ısıları kaydedildi. 
Mikrodalga ışınımı altında yapılan her basamak on 
ayrı kesitetek tek uygulandı. 

Tablo 1- Konvensiyonel (oda s ıcaklığında) ve mikrodalga 
ışınımlı hematoksilen ve eo zin boyama yöntemi. 
Kesitler; 

1 Ksilolde deparafınize edilir. 

2 Absolü, % 96'1 ık ve % 70'1ik alkollerde 3'er dakika 
hidre edilir. 

3 Akar musluk suyu ile yıkan ır. 

Harris'in hematoksileni ile 

4 Oda sıcaklığında 8 1 Mikrodalga fırında 360 W 
dakika boyanır. güçle 30 saniye boyanır. 

5 Akar musluk suyu altında en az 10 dakika yıkanır. 

% 1 ' lik Eozin ile 

6 Oda sıcaklığında 4 1 Mikrodalga fırında 360 W 
dakika boyanır. güçle 30 saniye boyanır. 

7 Akar musluk suyunda yıkanır. 

8 % 70'1ik, % 96'1ık ve absolü alkollerde dehidre edilir. 

9 Ksilolde saydamlaştırılır ve kapatılır. 

Bulgular 

Mikrodalga ışınımı altında boyama sırasında 

erişilen son sıcaklıkların aritmetik ortalaması Harris 
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hematoksileni için 50.8°C, eozin için 60.5°C olarak 
bulundu. 

Oda sıcaklığı (Resim 1) ve mikrodalga ışınımı 

altında (Resim 2) hemataksilen ve eozin ile 
boyanmış akciğer preparatlarında normal yapı 

gözlendi. Boyanma özelliği açısından mikrodalga 
ışınımlı grubun oda sıcaklığında yapılan yöntem­
den farklı olmadığı , hemataksilen ve eozin boya­
masının sonuçlarını gösterdiği gözlendi. 

Resim: 1 

Akciğer dokusu, oda Sicakliğı hemataksilen ve eozin boyamasi 
(x400) 

Resim: 2 

Akciğer dokusu, mikrodalga IŞimmli hernatoksi/en ve eozin 
boyamasi (x400) 

Karaciğerde, hem oda sıcaklığında hem de 
mikrodalga ışınımlı grupta (Resim 3) hemataksilen 
ve eozin boyamasında normal yapı görüldü. 
Özellikle hepatasit çekirdeklerinin kromatin pater­
ninde iki grup arasında farklılık olmadığı gözlendi. 
Ancak mikrodalga ışınımlı grupta hafif bir eozinofili 
artışı saptandı. 

Medulla spinalisin hemataksilen ve eozin boyama­
sında her iki grupta da nöron ve glia hücrelerinin 
normal yapısını koruduğu, ak cevher ve gri 
cevherin yapısında farklılık olmadığı görüldü. Oda 
sıcaklığında yapılan boyamaya oranla, mikrodalga 
ışınımlı boyarnada (Resim 4) gri cevherde 
eozinofilide hafif artış gözlendi. 
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Hernatoksi/en ve Eozin Boyama Yöntemi 

Resim: 3 

Karaciğer dokusu, mikrodalga ışımm/ı hernatoksi/en ve eozin 
boyaması (x200) 

Resim: 4 
Medu/la spinalis, mikrodalga ışımm/ı hernatoksi/en ve eozin 

boyaması (x400) 

Dil preparatlarının hemataksilen ve eozin boyan­
masında epitel, bağ dokusu, çizgili kas ve bez 
yapı larının oda sıcaklığ ında ve mikrodalga ışınımı 
altında yapı lan boyarnada (Resim 5) eş kalitede 
olduğu görüldü. Ancak mikrodalga ışınıml ı grupta 
özellikle çizgili kaslarda eozinofılinin artm ı ş olduğu 
ve enine çizgilenmenin daha belirgin olduğu 
gözlendi. 

Resim: 5 
Dil preparatı, çizgi/i kas dokusu, mikrodalga ışımm/ı 

hemataksilen ve eozin boyaması (x400) 
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Tartışma 

Konvensiyonel boyama yöntemleri mikrodalga 
yöntemleri ile karşılaştırıldığında yalnızca zaman 
kısalması değil aynı zamanda parlak, temiz zemine 
sahip tercih edilebilen boyamalar elde edilmiştir. 
Mikrodalga ışınımı ile boyarnada istenilmeyen 
durumlar da ortaya çıkabilir. Bunlar; soluk bayan­
ma, kesitierin kırışma ya da ayrılması , boyama 
paterninde değişiklikler (renk dengesinde zayıflık, 
boyan ı n lokalizasyonundaki azlık, zemin boyanma­
sında artış gibi) ve yoğunluk artışıdı~4 . 
Mikrodalga ışınımı ile oluşan artefaktlar genellikle 
ısı artefaktlarıdır ve mikrodalga fırınların yapı ve 
işlev farklılıklarından (ısı/zaman eğrisi , mikrodalga 
elektrik alan dağılım haritası gibi) kaynaklanır. Bu 
farklılığın ortadan kald ı rılması için, klasik mutfak 
tipi mikrodalga fırınlarda , modelleri aynı olsa bile, 
çalışılmaya başlamadan önce, tırının ısı/zaman 

eğrisi çizilmelidir. Laboratuvar tipi fırınlarda bu 
problem en aza indirilmiştir. 

Mikrodalga fırınlarda gerçekleştirilen boyama 
yönteminde ı sı kontrolü önemlidir. Metalik olmayan 
boyamalar için uygun ısı 55-60°C iken, metalik 
boyamalar için 75-80°C'di~5. Ayrıca boyamaların 
50°C'nin26

•
27 ya da 60°C'nin28

•
29 altında yapılması 

gerektiğ ini belirten yayın lar da vard ı r. Daha yüksek 
derecede boyama, kimyasalların ya da boyaların 
yapısının bozu lmasına, kesitierin ayrılmasına ve 
morfolojik ayrıntının kaybına neden olabilir. Ayrıca 
lamlarda kesitierin iyi tutunmasının sağlanması da 
gereklidi~5. 

Literatürde hemataksilen ve eozin boyama yönte­
minde genellikle yalnızca hemataksilen aşama­
sında mikrodalga ışınımı uygulanmıştır. Bir 
çalışmada26, hemataksilen ve eozin boyama yönte­
minde, mikrodalga fırında sıcaklığın 50°C'nin 
altında tutulabilmesi amacıyla fı rın içine su dolu 
kaplar yerleştirilmiştir. Hemataksilen ve eozin 
boyama yönteminin yaln ızca hemataksilen aşa­

ması şale içinde (80 ml) % 100 güç kullanılarak 
yapılmış ve 40 dakikalık sürenin 17 dakikaya 
indirildiğ i beli rtilmiştir. Bizim çalışmamızda her bir 
boyama solüsyonu için uygun olan mikrodalga 
ışınım gücü ve süresi ön çalışma ile belirlendiğiiçin 

fı rın içine enerjinin fazlasın ı sağuracak su yükü 
konmamıştır. Bu şartlar altında solüsyonların ısısı 

50-60°C civarında tutu labilmiştir. 

U mar ve arkadaşlarının 12 mikrodalga fırın ı doku 
takibi amacı ile kullandıkları bir çalışmada elde 
edilen preparatlar hemataksilen ve eozin ile 
mikrodalga ı ş ın ımı altında boyanm ıştır. Yalnızca 
hemataksilen aşaması % 20 güçle 3 dakika ışı nım 
uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Eozin boyaması 
ise oda sıcaklığında yapılmıştır. Sonuçta mikro­
dalga tekniğ inin konvensiyonel histotekniğe üstün 
olduğu sonucuna varılmıştır. 

Kayser ve Bubenzer14
, mutfak tipi mikrodalga 

fırında frozen kesitlere hemataksilen ve eozin 
boyamas ı uygulam ışlardır. % 80 güç kullanarak 
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gerçekleştirdikleri boyarnayı toplam 25 saniyede 
tamam lamışlardır. Sonuçta daha iyi kontrast elde 
edildiQini, standart metotlara göre eşit ya da daha 
Oston boyama sağlandığ ını vurgulam ışlardır. 

Bu çalışmada mikrodalga ışınım ı alt ı nda gerçek­
leştirilen hemataksilen ve eozin boyamasında 
görülen eozinofıli artış ı, mikrodalgada bu borcama 
yöntemini gerçekleştiren diğer araştı rıcı lar 0

'
26

·
30 

tarafından bildirilen bir bulgu değ ild i r . Bu durum, 
mikrodalga ışınımının yalnızca hemataksilen 
aşamasında kullanımına bağlı olabilir. Ancak 
mikrodalganı n fıksas~on aşamasında kullanı ldığı 
bazı çalışmalarda1 • 1 6• 1

•
32 eozinofılide artı ş olduğ u 

belirtilmiştir. Eozinofili artışı araştırmacı açısından 
istenilmeyen bir durum ise, eozinde boyama 
soresinin azaltılması önerilmiştir. 

Unutulmamalıd ı r ki boyama yönteminin başarıs ı 

renklerin dengesi ile ilgilidir ve bu da subjektif bir 
faktördür. Bu çalışmada belirtilen süre ve güçlerde 
gerçekleştirilen mikrodalga ışınımlı boyama 
yönteminde zamanın çok kısaldığı bir gerçektir 
(Tablo ll). Zaman kazancın ın yan ısı ra rutinde sık 
kullanılan bu boyama yönteminde elde edilen 
sonuçların iyi olduğu , boyama paterninde deği­
şiklik, zemin boyanmasında artış , kesitierin 
kırışması ya da kaybı gibi istenmeyen sonuçlarla 
karş ıtaşılmadığı görülmektedir. 

Mikrodalga fırında boyama prosedürlerinin aşama 
aşama, belli sOreler veri lerek klasik kitaplara 
geçirilmesi, mikrodalga fırınların aynı modelinde 
bile farklılıkların olması nedeni ile henüz mümkün 
değ ildir. Ancak bizim laboratuvarımııda kullan­
dığımız mikrodalga fırı n ile ilgili özellikler tarafı ­
mızdan bilindiğ inden , gerçekleşti rdiğimiz boyama 
denemelerinde hep aynı sonuçları almak ve bu 
yöntemleri geliştirmek mümkündür. Elbetteki her 
laboratuvar sahip olduğu fırın ile ilgili özell ikleri 
bilerek ve inkObasyon solüsyonunun son sıcak­
lığına dikkat ederek çeşitli boyama yöntemlerini 
gerçekleştirebilir. Sonuç olarak; mikrodalga 
fırı nların histopatolojik incelemelerin her aşama­
s ında kullanılabileceği ve doyurucu sonuçlar 
alınabileceQ i; özellikle, kısa sürede yanıt bekleyen 
tanısal patolojilerde yaygın olarak kullanılabileceği 
görOşündeyiz. 

Tablo 11-Hematoksilen ve eozin boyama yönteminde 
konvensiyonel ve mikrodalga ışınımlı süreler in 
karşılaştırılması 

Konvensiyonel Mikrodalga 
Yöntem Süresi lşınımlı Yöntem 

Süresi 

Hemataksilen 8 dk 30 sn 

Eozin 4 dk 30 sn 

Hemataksilen ve 12 dk 1 dk 
eozin 

Bu çalışma SBAG-AYD-104 proje nolu TÜBITAK projesi kap­
samında alınan mikrodalga fırında gerçekleştirilmiştir. 
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