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Kistik Echinococcosis’de Canlilik Tayininde Kullanilan
Cesitli Boyama Yontemlerinin Istatistiksel Analizi

Alparslan YILDIRIM, Anil ICA, Onder DUZLU, Abdullah INCI

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dal, Kayseri

OZET: Kistik echinococcosis’de canlilik tayini, in vitro ve in vivo ¢alismalarin yan sira ilag denemelerine yénelik calismalarda da 6-
nem arz etmektedir. Fertil kistlerde protoskolekslerin canlilik oranlarini saptamak amaciyla Neutral red, Methylene blue, Eosin,
Papanicolao, Giemsa, Ziehl-Neelsen, Toluidine blue ve Trypan blue gibi ¢esitli vital ve avital boyalar kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada,
son yillarda canlilik tayininde daha sik kullanilan Trypan blue, Eosin ve Methylene blue boyama yontemleri ile 10 farkh fertil kistte
canlilik tayini yapilmigtir. Her bir kist igin sozii gegen her bir boyama yontemi ile 2000 protoskoleks canlilik yoniinden incelenmistir.
Elde edilen veriler One-way Anova varyans analizi testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Incelemesi yapilan kistlerde; Trypan
blue boyama yonteminde ortalama canli protoskoleks sayist 1430+172,9 (1150-1709), Methylene blue boyama yonteminde
1376,4+101,1 (1169—1521) ve Eosin boyama yonteminde ise 1342+147,9 (1119-1608) olarak saptanmistir. En yiiksek canlilik orani
%71,5 ile Trypan blue boyama yonteminde saptanmis, bunu %68,8 ile Methylene blue ve %67,1 ile Eosin boyama yontemleri takip
etmistir. Yontemler arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0,05). Sonug olarak hidatid kistlerin canlilik tayin-
inde her ii¢ boyama y6nteminin de benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Anahtar Sézciikler: Echinococcosis, koyun, protoskoleks, canlilik

Statistical Analyses of Different Staining Methods for Viability Assessment in Cystic Echinococcosis

SUMMARY: The viability assessment in cystic echinococcosis is important for in vitro and in vivo studies and also drug experiments.
Several vital and avital stains like neutral red, methylene blue, eosin, Papanicolao, Giemsa, Ziehl-Neelsen, toluidine blue and trypan blue
have been used to assess viability of protoscolexes in fertile cysts. In this study, the viability of 10 different fertile cysts were analyzed
by trypan blue, eosin and methylene blue staining techniques which have been used frequently in recent years. A total of 2000 proto-
scolexes per hydatid cyst were examined by all three staining techniques. The obtained results were analyzed statistically by the one-way
ANOVA test. The mean numbers of viable protoscolexes in examined cysts according to trypan blue, methylene blue and eosin staining
techniques were 1430+172.9 (1150-1709), 1376.4£101.1 (1169-1521) and 1342+147.9 (1119-1608), respectively. The highest viability
rate was determined with the trypan blue staining technique (71.5%), followed by 68.8% with methylene blue and 67.1% with eosin. No
statistically significant differences (p>0.05) were observed among the staining techniques. As a result, it was found that all three staining
methods have similar results in viability assessment of hydatid cysts.
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GIRIS

Kistik echinococcosis (CE), kopek ve diger karnivorlarin ince
bagirsaklarinda bulunan Echinococcus granulosus’un larvasi
(kist hidatik) tarafindan, insan dahil bir ¢ok memelinin ¢esitli
organ ve dokularinda olusturulan paraziter bir enfeksiyondur
(8). CE diinyada tropikal ve iliman iklim kusaginda bulunan
iilkeler (3, 25) ile birlikte Tiirkiye’de de (2, 11, 24, 27) olduk-
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¢a yayginlik gdstermekte, biiyiik ekonomik kayiplara ve halk
saglig1 problemlerine yol agmaktadir. Hidatid kistlerin gesitli
arakonaklardaki fertilite oranlar1 hastaligin epidemiyolojisinde
oldukga 6nem arz etmekte olup arakonak tiirii ve yasi, cogra-
fik bolge ile parazit susu gibi g¢esitli faktorlere gore degisiklik
gostermektedir (7, 19). CE’nin epidemiyolojisi ve kistlere
kars1 ila¢ denemeleri {izerine birgok in vitro ve in vivo ¢alisma
bulunmaktadir (5, 21, 26, 28). Bu tip ¢aligmalarda canlilik
oraninin belirlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu amagla
kullanilan Neutral red, Methylene blue, Eosin, Papanicolao,
Giemsa, Ziehl-Neelsen, Toluidine blue ve Trypan blue gibi
¢esitli vital ve/veya avital karakterli boyama ydntemlerinin
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yani sira scolicidal aktivite ve alev hiicrelerinin (flame cell)
motilitesinin belirlenmesi gibi ¢esitli teknikler de kullanilmak-
tadir (5, 12, 15, 20).

Bu c¢alisma, son zamanlarda fertil kistlerde canlilik oranini
saptamak amaciyla yaygin olarak kullanilan Trypan blue,
Eosin ve Methylene blue boyama yontemleri ile fertil kistlerde
saptanan canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farkliliklarin
aragtirilmasi amaciyla yapilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, Kayseri merkezinde bulunan mezbahalarda,
kesim sonrasi kist hidatik ile enfekte saptanan ii¢ yas tizeri 10
koyuna ait karaciger 6rnekleri, Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji AD laboratuarma getirilmistir.

Enfekte organlardaki hidatid kistler karakterize (Normal,
Kazeifiye, Kalsifiye) edildikten sonra kistlerin igindeki sivi
steril enjektorle ¢ekilmis ve steril deney tiiplerine aktarilmigtir.
Makas ile agilan kistlerin germinal membranlart ayr petrilere
almmustir. Kist sivilari ve germinal membranlar stero ve 151k
mikroskobu altinda protoskoleks varligi yoniinden incelene-
rek, kistler fertil veya steril olarak ayrilmigtir. Farkli koyun
karacigerlerinden fertil olarak belirlenen toplam 10 adet kistte
Trypan blue (10, 12), Methylene blue (5, 12) ve Eosin (12, 20)
boyama yontemleri ile canlilik tayini yapilmistir. Her fertil
kist i¢in her bir boyama ydntemi ile 2000 adet protoskoleks
canlilik yoniinden incelenmistir.

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 13.0
yaziliminda One-way Anova varyans analizi testi ile yapilmstir.

BULGULAR

Incelenen 10 enfekte koyun karacigerinde toplam 103 adet kist
saptanmistir (Sekil 1). Saptanan kistlerin karakterleri Tablo
1’de gosterilmistir.

Fertil bulunan 10 adet kistte Trypan blue boyama yontemi ile
yapilan canlilik tayininde (Sekil 2) ortalama canli protoskoleks
sayst 1430+172,9 (%71,5), Methylene blue boyama yontemi
ile (Sekil 3) 1376,4+101,1 (%68,8) ve Eosin boyama yontemi
ile (Sekil 4) 1342+147,9 (%67,1) olarak tespit edilmistir (Tab-
lo 2). Kistik echinococcosis’de canlilik tayininde kullanilan
Trypan blue, Methylene blue ve Eosin boyama yontemleri
arasindaki farklilik Tablo 2’de goriildiigii gibi istatistiksel
acidan dnemsiz bulunmustur (p>0,05).

TARTISMA

Kistik echinococcosis’in insan, koyun, ke¢i ve sigir gibi
arakonaklardaki prevalansi, enfekte kopekler tarafindan ¢ikari-
lan E. granulosus’un yumurtalari ile ¢evresel kontaminasyonla
iligkilidir (8, 19). Cesitli herbivorlarda hidatid kistlerin
prevalansi ve fertilitesi ile ilgili veriler, cografik bolgeye gore
kopeklerdeki enfeksiyon agisindan potansiyel kaynak teskil
eden hayvan tiirleri hakkinda giivenilir gostergeler saglamak-
tadir. Koyunlarda, diinyanin gesitli bolgelerinde yapilan ¢a-
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lismalara gore hidatid kistlerin fertilite oranlarmin 6zellikle
yas, yerlesim yeri ve sug farkliliklarina bagl olarak degisken-
lik gosterdigi dikkati cekmektedir. Koyunlarda fertil kist oran-
lar1 cesitli caligmalara gére Yunanistan’da %51 (14), Ur-
diin’de %38,1-76,3 (1, 17), Iran’da %88 (16), Irak’ta %64 (22)
ve Libya’da %35-40 (19) olarak bildirilmistir. Dueger ve
Gilman (9), koyunlarda ortalama fertil kist oranin1 %41,1 ola-
rak bildirmisler ve bu oranin 6 yas iizeri koyunlarda %47,7’ye
¢iktigin1 kaydetmislerdir. Parazitin yasam dongiisiinde esas
olarak 3 yas iizeri koyunlarin 6nem arz ettigini belirten arasti-
ricilar (9), kontrolde bu noktaya dikkat edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir.

Tiirkiye’de koyunlarda CE prevalans: ile ilgili ¢ok sayida ¢a-
lisma bulunmasina karsin hidatid kistlerin fertilite ve canlilik
oranlart iizerine ¢alismalarin smirli oldugu goriilmektedir.
Giiralp ve Dogru (13), en yiiksek fertilite oranin1 %98,4 ile 5
yasindaki koyunlarda, en diisiik ise %10 ile 2 yasindaki ko-
yunlarda belirlediklerini, bu oranin 3 yasindakilerde %40,9, 4
yasindakilerde %95,6, 6 yas ve iizeri koyunlarda ise %97,1
oldugunu kaydetmislerdir. Senlik (23), en yiiksek fertilite
oranini %65,1 ile 4 yash koyunlarda, en diisiik ise %52,1 ile 2
yasli koyunlarda saptamig, tim yas gruplarinda ortalama
fertilite oranint %31,2 olarak bildirmistir. Yildiz ve Giircan
(27), kist hidatikle enfekte koyunlarda fertilite oranin1 karaci-
ger ve akcigerdeki kistler i¢in sirastyla %81,5 ve %76,5 olarak
kaydetmiglerdir. Bu ¢alismada ise 3 yas iizeri koyunlarda sap-
tanan hidatid kistlerin %30,1°1 fertil bulunmustur. Bu fertilite
oraninin bazi arastiricilarin (1, 9, 19, 23) bulgulan ile benzer-
lik gosterdigi, diger bazilarindan (16, 17, 27) ise diisiik oldugu
gOriilmiistiir.

Hidatid kistlerde fertilitenin dogru bir sekilde belirlenmesi,
son konakta enfeksiyon olusturabilme yetenegindeki canli
protoskoleks sayisina baghdir (9, 22). Cesitli vital ve avital
histokimyasal boyalar, hiicre kiiltiirlerinde canlilik muayenele-
rinde kullanilmalarinin (10) yam sira bir ¢ok protozoon ve
helmintlerin belirli formlarmin canliliklarini saptamak amaciy-
la da yaygin olarak kullanilmaktadir (4-6, 12). Trypan blue,
Methylene blue ve Eosin boyama yontemleri de kistik
echinococcosis’in canlilik tayininde siklikla kullanilan avital
boyama yontemlerindendir (5, 12, 20).

Walker ve ark., (26) koyunlarda saptadiklar: kistlerde Trypan
blue boyama y6ntemi ile canlilik oranini %85 olarak saptamis-
lardir. Benzer sekilde Himonas ve ark., (14) koyunlarda sapta-
diklar fertil kistlerin canlilik oranin1 %81,3 olarak bildirmis-
lerdir. Dueger ve Gilman (9), fertil kist oranim1 en yiiksek 6
yas lizeri koyunlarda saptamalarina karsin, tiim yas gruplarin-
da ortalama %73,2 olarak bulduklar1 canlilik oraninin 6 yas
tizeri koyunlarda %68,3’e diistiigiinii, en yiiksek oranin %89,9
ile 3 yas grubunda oldugunu belirtmislerdir. Yildiz ve Giircan
(27), koyunlarda saptadiklar1 hidatid kistlerden akcigerdekile-
rin ortalama 5.800, karacigerdekilerin ise 12.400 canl
protoskoleks ihtiva ettigini kaydetmisler, eosin boyama
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Sekiller 1. Kist hidatik ile enfekte koyun karacigeri; 2. Trypan blue boyama y6ntemi ile saptanan canli (a) ve 6lii (b) protoskoleksler; 3.
Methylene blue boyama yontemi ile saptanan canli (a) ve 6lii (b) protoskoleksler; 4. Eosin boyama yontemi ile saptanan canli (a) ve 6lii (b)
protoskoleksler

Tablo 1. Enfekte koyun karacigerlerinde saptanan hidatik kistlerin karakterleri

(Koyun) Saptanan - —_— . . . .
n=10 Kist Sayist Fertil kist Steril kist Kazeifiye kist Kalsifiye Kist

Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %

Karaciger 103 31 30,1 28 27,2 7 6,8 37 359

Tablo 2. Boyama yontemlerine gore saptanan canli protoskoleks sayilar ve istatistiksel analizleri

incelenen Canl Protoskoleks sayis1
Yontem Protoskoleks F P
Sayisi/kist Min. Max. Ort. Std.Sap. %
Trypan Blue 2000 1150 1709 1430 172,88 71,5
Methylene Blue 2000 1169 1521  1376,4 101,05 68,8 0,952 0,398*
Eosin 2000 1119 1608 1342 147,87 67,1

F: Varyans anazlizi, *: p>0,05
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yontemi ile canlilik oranmi karacigerdeki kistlerde %47,5
akcigerdeki kistlerde ise %38,7 olarak bildirmislerdir. Zanini
ve ark., (28) koyunlarda saptadiklar1 hidatid kistlerin Eosin
boyama yontemi ile yaptiklar1 canlilik tayininde, canlilik ora-
nint %14,9 olarak bildirmisler, ancak bu oranin kist ¢apinin 30
mm’den biiyiik oldugu durumlarda %57,7’ye ulastigim kay-
detmislerdir. Bu ¢alismada Zanini ve ark., (28)’nin bulgular1
dikkate alinarak kist ¢ap1 30 mm’den biiyiik olan fertil kistler
aragtirmaya dahil edilmigtir. Fertil kistlerde canlilik orani en
yiiksek %71,5 ile Trypan blue boyama yonteminde saptanmus,
bunu %68,8 ile Methylene blue ve %67,1 ile Eosin boyama
yontemlerinin takip ettigi gortilmiistiir. Ancak yontemler ara-
sinda istatistiksel bir farklilik saptanmamustir. Ortaya ¢ikan bu
canlilik oranlarmin bazi arastiricilarm (9, 14, 26-28) bulgulart
ile paralellik gosterdigi dikkati cekmistir.

Sonug olarak hidatid kistlerin canlilik tayininde yaygin olarak
kullanilan her {i¢ boyama yonteminin de benzer sonuglar ver-
digi gorlilmiistiir.
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