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Astenozoospermi Olgularinda Semende Canlilik Testinin
Degerlendirilmesinde Eozin ve HOS Testlerinin Kargilastirilmasi
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Abstract
Comparison of Eosin and HOS Test Methods in Assessment of Sperm Viability

in Asthenozoospermia Cases

Objective: This study investigated whether one of the two viability tests is superior to the other in cases with
asthenozoospermia (reduced sperm motility) in which the rate of immotile spermatozoa exceeded 50%.

Materials and Methods: A total of 21 male patients who visited the IVF (in vitro fertilization) unit of the Department of Obstetrics
and Gynecology of Dokuz Eyliil University Medical Faculty were included in the study. Semen samples were subjected to both
macroscopic and microscopic examinations. Makler counting chamber was used for the sperm motility and concentration analyses.
All semen samples were subjected to eosin viability test and HOS (hypo-osmolar swelling) test. The result of the eosin test was
accepted as normal in the case of presence of 75% or more unstainable spermatozoa in a semen sample. The result of the HOS test
was accepted as normal if swelling behavior were observed in more than 60% of the spermatozoa tails in a semen sample.
Results: Both tests yielded normal results in 10 cases, while the test results were found to be abnormal in 4 of the cases. In
7 cases, the HOS test yielded abnormal results, while the results of the eosin test were found to be normal. The binomial
(sign test) statistical evaluation revealed that the two tests have no superiority over one another (p>0.05).

Discussion: The fact that the HOS test as a viability test yielded very similar results when compared to the eosin test
demonstrates the significance of the HOS test in the sense that it is economic.
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Ozet

Amag: Bu caligmada, immotil spermatozoa sayist %50’yi gecen astenozoospermi (sperm motilite diistikligii) olgularinda iki
canlilik testinin birbirine tstiinliigii olup olmadig1 arastirildi.

Materyal ve Metot: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Merke-
zi'ne bagvuran toplam 21 erkek ¢alisma kapsamina alindi. Semen ¢rnegi makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi.
Sperm motilite ve konsantrasyon degerlendirmesi i¢in Makler sayim kamerast kullanildi. Tiim semen ¢rneklerine eozin
canlilik testi ve HOS testi (hypo-osmolar swelling test) birlikte uygulandi. Bir semen 6rneginde %75 ya da daha fazla boya
almayan sperm varliginda, eozin testi normal olarak degerlendirildi. Bir semen 6rneginde spermlerin %60’indan fazlasinda
kuyruklarinda sisme goriildiigiinde ise HOS testi normal olarak kabul edildi.

Sonuglar: On olguda her iki testte de normal sonug alinirken, 4 olguda ise anormal sonug elde edildi. Yedi olguda ise HOS
testi anormal sonug verirken, eozin testi normal olarak saptandi. Yapilan binomial (sign test) istatistiksel degerlendirmede
testlerin birbirlerine tistiinliigiiniin olmadig1 goriildi (p>0.05).

Tartigma: Canlilik testi olarak HOS testinin, eozin testinden ¢ok farkli sonuglar vermemesi bu testin ekonomik olmast
agisindan deger tagimaktadir.

Anahtar sézciikler: astenozoospermi, eozin testi, HOS testi, sperm motilitesi
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Giris
Sperm motilite bozukluklar1 (astenozoospermi) erkek inferti-
litesi nedenleri arasinda énemli bir yer tutmaktadir (1-4).

Sperm motilitesi yeterli miktarda ATP, fonksiyonel aksone-
mal dinein ATPazlar1 ve aksonemlerin iginde yiizdiikleri
normal bir iyon ortam1 gibi hiicre ici faktorlerin karsilikli et-
kilesimi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Hareketliligin baslatil-
masi ve siirdiiriilmesinde bu faktorler temel gereksinimdir.
Bu temel gereksinimi etkileyebilecek herhangi bir dig faktor
hareketliligi bozmaktadir (1).

Sperm hareket bozukluklarma pek ¢ok faktor neden olabilmek-
tedir. Enfeksiyon, bakteri ve bakteri iirlinleri, sitokinler, anor-
mal spermotozoa gibi faktorler sperm hareketliligini olumsuz
olarak etkileyebilmektedir (1). Ancak semen analizinde immo-
til olarak degerlendirilen spermlerin tiimiiniin 6lii oldugu diisii-
niilmemelidir. Bu nedenle, yiiksek oranda immotil sperm igeren
orneklerde boyama teknikleri ya da hipoozmatik sisme testi uy-
gulanarak canli sperm orani saptanmaktadir (5).

HOS testi ile sperm hiicre membraninin islevsel biitiinliigii
hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Spermatozoa, hipo-
ozmatik bir c¢ozelti ile karistirildiginda sperm kuyrugunda
sisme seklinde bir reaksiyon gozlenir (6). Eozin testinde ise
olii hiicreler, hiicre zar1 gegirgenligi 6zelligini kaybettiklerin-
den eozin boyasini hiicre icine alarak kirmizi renge boyanir.
Canli hiicreler ise boya almazlar (7).

Immotil spermatozoa sayis1 %50’yi gecerse canlilik testleri-
nin yapilmasi 6nerilmektedir. Canli, ancak immotil olan hiic-
relerin biiyilik oranda varligi, kuyruktaki yapisal defektlerin
gostergesi olabilmektedir (3,4). Bu da tedaviye yaklasim ag1-
sindan onemlidir.

Materyal ve Metot

Calismanin tipi, kontrollii prospektif calismadir ve olgular
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum AD Tiip Bebek Merkezi’'ne basgvuranlardan alinmig
immotil spermatozoa sayist %50’yi gegen toplam 21 semen
ornegi calisma kapsamina alindt.

Semen analizi

Semen Ornekleri mastiirbasyon yontemi ile 4 giinliik ideal
cinsel perhiz sonrasi elde edildi. Mastiirbasyonla elde edi-
len semen Ornegi steril ve genis agizli bir kapta toplandi.
Semenin likefaksiyonu i¢in 30 dakika beklendi. Tiim olgu-
lara makroskopik degerlendirme yapildiktan sonra mikros-
kopik degerlendirme ile sperm sayis1 ve motilitesi deger-
lendirildi. Mikroskopik degerlendirme faz kontrast mikros-
kobu ile yapildi.

Sperm hareketliligi ve konsantrasyon degerlendirmesi i¢in
Makler sayim kamerasi kullanildi Semen 6rnekleri 37°C’de
bekletildi ve hareketlilik degerlendirmesi ejakiilasyondan
sonra 1 saat icinde oda sicakliginda yapildi. Sperm kon-
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santrasyonu ve motil sperm yiizdesi DSO (Diinya Saglk Or-
giitll) kriterlerine gore belirlendi (3,4). Her semen 6rneginde
200 sperm sayildi. Her bir spermin motilitesi 4 kategoride
skorlandi: a) Hizl ileri hareketli, b) Yavas ileri hareketli, c)
Yerinde hareketli, d) Hareketsiz (immotil).

Mikroskop alanini lineer motilite ile gegen spermler ileri ha-
reketli olarak degerlendirildi. Lineer motilitesi olmayan
spermlerle, lineer motilitesi olan spermlerin toplam yiizdesi
ise toplam hareketlilik olarak belirlendi. Ejakiilasyondan
sonra 60 dakika icinde %50 ve daha fazla ileri motilitesi
(hizlr ileri hareketli + yavas ileri hareketli) ya da %25’ten
fazla hizli ileri motilitesi olan ornekler sperm hareketliligi
acisindan normal kabul edildi.

Semende canli sperm yiizdesini saptamak icin ozel testler
mevcuttur (4,5). Bu ¢alismada canlilik testleri olarak eozin
testi (Vital Screen-Fertipro, Beernem, Belgium) ile HOS tes-
ti (HOST test-Fertipro, Beernem, Belgium) kullanildi.

Eozin testi boyama prosediirii

e 50 pl semen ile 2 damla A boyas steril test tiipiinde karigti-
rildr.

e 30 sn sonra bu karigtma 3 damla B boyasi eklenerek
tekrar karistirildi.

* B boyasmin eklenmesini izleyen 30 saniye icinde semen
boya karigimindan 1 damla bir lama kondu ve ince bir
smear olarak yayildu.

e Yayildiktan sonra iizerine lamel kapatildi.

*  Mikroskopta x400 veya x600 biiyiiterek incelendi.

e 100 sperm say1ldu.

e Kirmizi ya da total olarak beyaz goriinmeyen hiicreler olii
olarak kabul edildi.

* Sonuclar canli (beyaz) spermlerin yiizdesi olarak verildi.

e Bir semen 6rneginde %75 veya daha fazla boya almayan
sperm varliginda test normal olarak degerlendirildi (8,9).

HOS testi

e Prosediir:

e 1 ml HOS soliisyonu ilindirild1 (37°C’de 5 dakika)

* Bu soliisyona 1 ml likefiye semen eklenerek pipetle ka-
ristirildi.

e 30 dakika 37°C’de tutuldu.

*  Mikroskopta bakildi.

e 100 sperm sayildu.

e Kuyruk kivrilmasi olan spermler 6lii; kuyruk kivrilmasi
olmayan spermler canli kabul edildi. Bir semen 6rnegin-
de spermlerin %60’ 1ndan fazlasinda kuyruklarinda sisme
goriildiigiinde HOS testi normal kabul edildi (8).

Calisma, Helsinki deklarasyonu prensiplerine
(http://www.wma.net/e/policy/b3.htm) uygun olarak yapil-

mis olup bu calismanin etik kurul onay1 bulunmaktadir.

Eozin canlilik testi ile HOS testinin karsilastirilmasinda
binomial (sign test) kullanilmistir.
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Tablo 1. incelenen semen drneklerinde HOS ve eozin testlerinin kargilagtinimasi
Canlilik testi bakilan semen 6rnegi
Test sonucu normal Test sonucu anormal Toplam

Sayi (%) Sayi (%) Sayl (%)
Her iki canhlik
testi ile paralel Eozin testi 10 71.42 4 28.58 14 100
sonug alinanlar HOS testi 10 71.42 4 28.58 14 100
Sonuglarin Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
uyumsuz oldugu Eozin testi 7 100 0 0 7 100
olgular HOS testi 0 0 7 100 7 100

Resim 1. Eozin testi ile boyanmis semen 6rneginde 2 610 sperm
(x400).

Resim 2. Eozin testi ile boyanmig semen 6rneginde 2 610 ve okla
gosterilen 1 canli sperm (x400).

Sonuclar

Canlilik testlerinin karsilagtirilmasinda 21 olguya HOS ve
eozin testleri birlikte uygulandi. On olguda her iki testte
de pozitif sonu¢ alinirken, 4 olguda negatif sonug elde
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Resim 3. Eozin testi ile boyanmig semen orneginde 6lii spermler
(x400).

edildi. Yedi olguda ise HOS testi sonucu negatifken, eozin
testi pozitif olarak saptandi (Tablo 1, Resim 1-3).
Yapilan binomial (sign test) istatistiksel degerlendirmede
testlerin birbirlerine tstiinliigii olmadig1 saptandi.

Tartisma

Sperm canlilik testi degerlendirmesi, 6zellikle tiip bebek
merkezlerinde olgunun ICSI (intrasitoplazmik sperm enjek-
siyonu) icin yonlendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Yapilan
bir ¢alismada, kullanilan iki testten biri olan HOS testinin
astenozoospermi olgularinda sperm canliligint gosterebilen
bir test oldugu sonucuna varilmistir (10).

Tartagni ve arkadaglarinin 2002 yilinda yayimlanan bir ¢alis-
masinda, normal semen parametreleri olan, ancak subnormal
HOS testi skorlarina sahip erkeklerin eslerinde ¢ok diisiik
oranda gebelik oldugu goriilmiistiir (11).

Domuz ve boga spermleri iizerinde yapilan diger bir ¢aligma-
da, niikleik asit boyalar1 propium iodide ve Hoechst 33258
ile eozin karsilastirllmig ve anlamli farklilik bulunmustur.
Propium iodide diger boyalara gore daha fazla sayida boyali
yani 6lii hiicre gostermistir (12).
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Canlilik testleri ejakiilatta, epididimis ve testisten alinan doku-
larda ya da dondurulup ¢6ziilmiis 6rneklerlerde canli spermi
belirlemede 6nemli testlerdir. Ancak Eozin-Y spermi oldiirdii-
gii igin ICSI sikluslarinda kullanimi uygun degildir (13).

Salam ve arkadaglarinin, erkek partnerlerde non-obstriiktif
azospermi saptanan 79 cift iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligma-
da 44 erkege modifiye HOS testi (%50 kiiltiir mediumu +
%50 distile su) uygulanmis, 35 erkege ise HOS testi uygu-
lamadan sadece spermin morfolojisine bakilarak ICSI ya-
pilmistir. immotil testikiiler spermler arasinda canli sperm
se¢imi ile modifiye HOS testi uygulanan grupta fertilizas-
yon, gebe kalma ve devam eden gebelik oranlar1 daha yiik-
sek bulunmustur (14). Semen analizinde ¢ok 6nemi olma-
yan, ancak, ozellikle ICSI uygulanacak olgularda hiicreye
daha az zarar vermesi acisindan modifiye HOS testinin ter-
cih edilmesi s6z konusudur.

Bizim ¢alismamizda da, sperm canliligini degerlendirmede
HOS ve eozin testlerinin birbirine iistiinliigii saptanmamustir.

Canlilik testleri olan eozin ve HOS testlerinin istatistiksel
olarak paralel sonuglar vermeleri 6zellikle daha ucuz ve da-
ha giivenli olan HOS testinin tercihini giindeme getirmelidir.
Canlilik testlerinden ticari olarak satilan HOS testinin, eozin
testinden ¢ok farkli sonuglar vermemesi, HOS testinin eko-
nomik olmasi agisindan deger tagimaktadir.

Tesekkiir

Bu galigma, Dokuz Eyliil Universitesi Aragtirma Fon Say-
manlig1 tarafindan 99.3456.23 sayili proje ile desteklenmistir.
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