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OZET

Amag: Hidatik kistte canlilik tayini, in vitro ve in vivo calismalarin yanm sira
ilac denemelerine yonelik calismalarda da ©onem arz etmektedir. Fertil kistlerde
protoskolekslerin canlilik oranlarin1 saptamak amaciyla neutral red, methylene blue,
eosin, Papanicolao, Giemsa, Ziehl-Neelsen, toluidine blue ve trypan blue gibi cesitli
vital ve avital boyalar kullanilmaktadir. Yaygin olarak ise eozin tercih edilmektedir.
Prosediirlerde farkli konsantrasyonlarda eozin kullamldig1 goriilmektedir. Bu calisma ile
protoskoleks canliiginin arastirilmasinda kullanilan eozinin ideal konsantrasyonunun
belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Protoskoleksler eozinin % 0.05, % 0.1, % 1, % 3 ve % 5‘lik konsantrasyonlar
ile muameleye tabi tutulmustur. Eozin boyama yontemi ile 500 protoskoleks 0., 5., 15., 30.
ve 60. dakikalarda canlilik yoniinden incelenmistir.

Bulgular: Alev hiicreleri motilitesi ve kontraktilitesinin degerlendirmesine dayali
protoskolekslerin canlilik testinde kullanilacak eozin icin ideal konsantrasyonlar % 0.1 ve %
1 olarak saptanmistir. % 1’den yiiksek eozin konsantrasyonlarinda; canli protoskolekslerin
koyu boyanan zemin lizerinde ayirt edilmesinin zor oldugu izlenmistir. % 0.1’den diisiik
konsantrasyonlarda ise; alev hiicresi motilitesi ve kontraktilite olmamasina karsin, olu
protoskolekslerin “canli” olarak hatali bildirilebilecegi belirlenmistir.

Sonug: Eozin ucuz, toksisitesi az, kolay hazirlanabilir ve ulasilabilir bir boya
maddesidir. Bu ozellikleri nedeniyle protoskolekslerin canlilik testlerinde tercih edilen
eozinin, ideal boyanma kalitesi ve dogru canlilik kararina yardimci olabilmesi i¢in % 0.1 ve
% 1’lik konsantrasyonlarin kullanilmasi onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Hidatik kist, protoskoleks, canlilik

ABSTRACT

Objective: The viability assessment in hydatid cyst is important for both in vitro and
in vivo studies, and also in drug experiments. Several vital and avital stains as neutral red,
methylene blue, eosin, Papanicolao, Giemsa, Ziehl-Neelsen, toluidine blue and trypan
blue have been used to assess viability of protoscoleces in fertile cysts. Of them, eosin
is the most widely preferred stain. Various concentrations of eosin have been used in the
dying procedures. In this study, it was aimed to determine the ideal concentration of eosin
for assessing protoscolex fertility.
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Method: Protoscoleces were treated with eosin concentrations: 0.05 %, 0.1 %, 1 %, 3 %, and 5 %. A total of 500
protoscoleces were examined by eosin staining techniques with 0., 5., 15., 30. and 60.-minute intervals.

Results: Ideal concentrations of eosin which will be used for viability test to determine the motile flame cells and
contractile protoscolex were found as 0.1 % and 1 %. In viability test of protoscolex, above the 1 % concentration of eosin
caused difficulty in the decision of viability because of the darker background. On the otherhand, at lower concentrations of
eosin less than 0.1 %, despite no flame cells motility and protoscolex contractility, dead protoscolex would be misidentified

as “ alive”.

Conclusion: Eosin is a dye which is cheap, less toxic, easily prepared and available at anywhere. Because of those
properties, it is prefered for the viability test of protoscolex and is recommended to use between 0.1 % and 1 % concentrations

for the ideal staining to viability determination.
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GIRIS

Kistik ekinokokkozis Ullkemiz acisindan onemli
bir halk sagligi problemi olarak degerlendirilen
biridir. Bu
granulosus’a ait larval formun (hidatik kist) insan

zoonozlardan hastalik  Echinococcus
ve hayvanlarda olusturdugu bir paraziter hastaliktir.
Ekinokokkozis, benign karakterli olmasina ragmen,
ozellikle taminin gec konmasi durumlarinda; gerek
komplikasyonlar1 gerekse yaptig1 doku harabiyetleri
ile ciddi sonuclar dogurabilmektedir (1). Hastaligin
epidemiyolojisinde, cesitli ara konaklardaki fertilite
oranlarinin cok blyuk onemi vardir. Bu canlilik ara
konagin tiirli ve yasi, cografik bolge ile parazit susu
gibi cesitli faktorlere gore degisiklik gostermektedir
(2, 3). Kistlere kars1 in vitro ve in vivo yapilmis
cok sayida skolosidal ajan/ila¢ deneme calismalan
vardir (4-8). Bu tip skolosidal madde denemelerine
yonelik calismalarda canliik (viabilite)
belirlenmesi Canlilik testlerinde

oraninin
cok onemlidir.
protoskoleksin kontraktilitesi ve alev hicrelerinin
(flame cell) motilitesinin belirlenmesi yaninda
cesitli vital/avital karakterli boyama yontemleri de
kullamlmaktadir. Protoskolekslerin canlilik oranlarini
saptamak amaciyla neutral red, methylene blue,
eosin, Papanicolao, Giemsa, Ziehl-Neelsen, toluidine
blue ve trypan blue gibi cesitli vital ve avital boyalar
kullamlmaktadir (9, 10). Skolosidal madde calismalar

ve diger literatiirler arastinlmis, canlilik testlerinde
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en sik kullanilanin teknigin eozin boyama oldugu
saptanmistir (8, 11, 12). Ancak canlilik calismalarinda
kullanilan eozinin tercih edilen konsantrasyonlan
arasinda % 0,01 ile % 5 arasinda degisen belirgin
farklar oldugu gozlenmistir (6, 7, 11, 13-15).

Bu calisma ile fertil kistlerde canlilk oranim
saptamak amaci ile yaygin olarak kullanilan eozinin
degisik konsantrasyonlarinin boyama kalitesi ve
canliigin ortaya konmasi agisindan degerlendirilmesi
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Malatya merkez ve ilcelerinde bulunan
mezbahalarda, kesim sonrasi enfekte oldugu saptanan
koyunlara ait karaciger ornekleri kullanilmistir.
E. granulosus protoskoleksleri, bu dogal enfekte
hidatik kistlerinden

enjektorle cekilen kist sivisindan elde edilmistir.

koyunlarin  karaciger steril
Kist sivis1 steril deney tuplerine aktarilmis ve 1- 2
saat kadar bekletilerek hidatik kum cokeltisi elde

edilmistir.

Eozinin % 0.05, % 0.1, % 1, % 3 ve % 5°‘lik
solusyonlarisalin (%0.85 tuzlu su) icinde hazirlanmistir.
Protoskoleksler eozinin degisik konsantrasyonlan ile
degisen siirelerde muamele edilmistir. Diger taraftan,

yalnmzca kist sivis1 ve distile su iceren bir deney tipu
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hazirlanmis ve bu preparasyon ise kontrol grubu olarak

kullamlmistir. Her bir konsantrasyondaki boyama
yontemi ile 500 protoskoleks canlilik yoniinden 151k
mikroskobu altinda incelenerek boyanma kalitesi

acisindan degerlendirilmistir.

Tuplerdeki kansimlarda protoskolekslerin 0.
10. 30. 45. ve 60. dakikalardaki canliliklar, eozinin
hazirlanmis degisik konsantrasyonlar1 ile
kontrol edilmistir. Protoskoleks kontraktilitesinin ve
alev hucre motilitesinin kaybolmasi gibi subjektif
bulgularin  yaninda  protoskolekslerin  elipsoid
sekillerini  kaybederek yuvarlaklastigi, vakuoler

olan

dejenerasyon olustugu ve iclerine eozin aldig
gozlemlendiginde canliliklarim kaybettiklerine karar
verilmistir. Mikroskop alanindaki canli protoskoleksler

sayilarak canliliklan yuzde olarak kaydedilmistir.

BULGULAR

Calismanin 0. dakikasinda alanlarda cok az sayida

deforme ve canliigini vyitirmis protoskolekslerin
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bulundugu, % 95 oraninda canliliklarin1 koruduklar
belirlenmistir (Sekil 1). Ortamda cokca invajine
protoskoleks az oranda da vezikiiler tip protoskoleksler
0.05,
% 0.1, % 1, % 3 ve % 5‘lik konsantrasyonlarina gore
sirastyla % 100, % 95, % 85-80, % 60 ve % 60 oldugu
Canlilik testinde bire bir oranda

kullanilan boya miktar1 (damla sayisi) arttirildiginda

izlenmistir. Canlilk oranlarinin eozinin %

saptanmistir.

ise son iki konsantrasyonun, zeminin koyu boyanmasi
sonucu alev hiicrelerinin motil ve protoskolekslerin
kontraktil olmasina ragmen boyali izlenimi vermesi
dolayisiyla canlilik kararina varmay1 olumsuz etkiledigi
izlenmistir. 30. dakika gozlemlerinde canlilik sirasiyla
% 95, % 85, % 80, % 40, % 40 olarak bulunmustur
(Sekil 2). 60. dakika sonunda incelendiklerinde ise
canliligin sirasiyla % 80, % 40, % 40, % 20 ve % 20 oldugu
saptanmistir (Sekil 3-6). Ayrica ortamda invajine
protoskoleks ile vezikiiler tip protoskolekse rastlanma
oraninin tersine dondiigl ve bunlara posterior kesesi
olmayan evajine protoskoleks yapilarinin eslik ettigi
gozlenmistir. Protoskolekslerin hic kontraktilite ve

Sekil 1. %1°lik eozin ile 0. dakikada protoskolekslerin gorinimu. (%85 viabilite) (x40) Ortamda cokca invajine protoskoleks
az oranda da vezikiiler tip protoskoleksler izlenmistir. Cengeller ve kalkerli cisimcikler cok belirgin olarak goriilmekte, ancak

cekmenler o kadar belirgin gorilmemektedir.
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Sekil 2. 30. dakikada % 3 eozin ile protoskolekslerin
gortinimii. (% 40 viabilite) (x40)

Sekil 4. % 0.1°lik eozinle 60. dakika (% 40 viabilite) (x20)

alev hiicre motilitesi gostermemelerine ragmen
% 0.05’lik konsantrasyondaki
arttinlmis olsa da hic boyanmamis olmalarinin hatali
canlilik kararina yol actig1 saptanmistir.

eozin ile miktar

TARTISMA

Kistik ekinokokkozis prevalansi ile ilgili cok sayida
calisma bulunmasina karsin hidatik kistlerin fertilite
ve canliik oranlan uzerine yapilan calismalarin
sinirh Yildiz ve

oldukca oldugu gorilmektedir.
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Sekil 3. % 0.05’lik eozin ile protoskoleksler 60. dakikada
(x20)

5

k it

Sekil 5. % 1°lik eozinle 60. dakika (% 40 viabilite) (x20)

Gircan (16) calismalarinda, kist hidatikli koyunlarda
fertilite oramini karaciger ve akcigerdeki kistler igin
sirasiyla % 81,5 ve % 76,5 olarak kaydetmislerdir.
Bizim calismamizda koyun karaciger kistlerinden
faydalamlmis ve acilan tim kistlerin fertil oldugu
Farkin, edildigi
hayvanin yasindan kaynaklanabilecegi distintilmistiir.
Cunku yapilan calismalarla genc koyunlarda hidatik
kistlerin fertilite orammn disik (% 10) oldugu,
yasla beraber fertilite oraninin % 97,14’lere kadar

gozlenmistir. kistlerin  elde

ylikseldigi rapor edilmistir (17, 18).
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Sekil 6. % 5’lik eozin ile evajine protoskoleksler 60. dakikada(x10).

Fertil kistlerde skolosidal madde denemelerine
yonelik calismalarda canliik oraninin belirlenmesi
cok onemlidir. Bu amacla degisik canliik kriterleri
kullamlmakla birlikte daha siklikla kullanilan yontem
boyalardir (9, 10). Bu boyama yontemlerinden trypan
blue, methylen blue ve eosin boyamanin canlilik
tayininde benzer sonuclar verdikleri, aralarindaki
farkliigin  istatistiksel acidan 6nemsiz  oldugu
bildirilmistir (19).

Canliik testlerinin yapildig1 bircok calismada
ise kolay hazirlanabilirligi ve toksisitesinin de
az olmasindan dolay1 eozin boyamanin secildigi
bilinmektedir (6,7,11,12). Ancak canlilik calismalarinda
kullanilan eozinin tercih edilen konsantrasyonlan
arasinda % 0,01 ile % 5 arasinda degisen belirgin
farklar oldugu gézlenmistir. Kayaalp (6) % 0.01’lik;
Ertabaklar (7), Esme (11), Ozcelik (20), Diker (21)

ve Besim (13) % 0.1’lik; Ciftci (14) % 1’lik;
Tsimoyiannis ve arkadaslarnn (15) ise % 5’lik eozin
konsantrasyonlari ile  calismislardir. Canlibik
calismalarinda kullanilan eozinin standardize bir
konsantrasyonda kullanilmayisindan  dogabilecek
olas1 hatalarin bertaraf edilebilmesi icin en
dogru konsantrasyonun tespit edilebilmesi amaci
ile bu calisma planlanmisti.  Calismamizda
literatiirde rastlanan % 0.01 - % 5 araligindaki eozin
konsantrasyonlart  kullamlmistir.  Ayrica en c¢ok
calisilan % 0.1’lik konsantrasyon yarisi kadar daha
seyreltilerek calismaya alinmistir.

Bu deneysel calisma sonucunda ideal boya kalitesi
ve dogru canlilik kararlarinin verilebilmesi icin %
0.1 ve % 1’lik eozin konsantrasyonlarin secilmesinin
ve bire bir oranlarda kullanilmasinin uygun olacag
kanisina vanlmistir.
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