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KSPEKLERDE TAZE ve DONMUS-COZUNMUS SPERMADA ANORMAL
SPERMATOZOON TiPLERININ ve ORANLARININ TESPIT EDiILMESINDE
FARKLI YONTEMLERIN KULLANILMASI
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Effectiveness of the Various Staining Methods to Detect Abnormal Sperm Types and
Rates in Fresh and Frozen-thawed Dog Semen

Summary: Effectiveness of the various staining methods to detect abnormal sperm types and rates in fresh and fro-
zen-thawed dog semen were studied. Semen samples were collected by digital manipulation. Abnormal sperm rates
of fresh semen samples were determined following the fixation in Hancock solution or in the smears stained by eosin-
nigrosin, hematoksilen-eosin and Caserette stains. Morphological examination of the semen samples were also con-
ducted following freezing and thawing in Tris-fructose extender in 0.25 ml of French straw. Analy;ses of the data sho-
wed that there is no statistic difference (p>0.05) among the fixation and stain groups to determine abnormal sperm
types and rates of fresh or frozen-thawed dog semen. As a conclusion; in addition to Hancock solution, different sta-
ining methods can be used to detect morphologically abnormal sperm in fresh and frozen-thawed dog semen.

Key words: Dog, abnormal spermatozoon, staining method, fresh and thawed semen.

Ozet: Bu galismada, kopeklerde taze ve donmusg-g6ziinmis spermada anormal spermatozoon orani ve tiplerinin tespit
edilmesinde farkl

Hancock solusyonu, Eosin-nigrosin, Hematoksilen-eosin ve Caserett boyalan kullamlarak anormal spematozoon oran-
lan belirlendi. Ejakdlatin geri kalan kismi Tris-Fruktoz sulandincisi kuflanilarak 0.25 ml'lik payetler igerisinde don-
duruldu. Payetler ¢ézdiraldakien sonra taze spermada anormal spermatozoon oranini tespit etmek amaci ile yapilan
tim muayeneler ayni yontemler kullanilarak tekrar edildi. Anormal spenmnatozoon oranlarinin tespiti i¢in kullanilan
yontemler arasinda istatistiki fark gozlenmedi (p>0.05). Sonug olarak; taze ve donmus-¢6zinmis spermada anormal
spermatozoon oranlarinin belirlenebilmesi igin Hancock solusyonu yaninda farkh boyama ydntemlerinin de basaryla
kullanilabileceg@i kanisina vanldi.

Anahtar kelimeler: Kopek, anormal spermatozoon, boyama ydntemleri, taze ve ¢6zinmis sperma

Girig

Spermatozoonlar Gremenin gergeklesmesinde
rol oynayan hareket ve penetrasyon yetenegine
sahip hicrelerdir. Bu fonksiyonlardan birinin ak-
samas! halinde ovumun ddllenmesi mimkin ol-
mamaktadir. insan ve hayvan speimalarinda nor-
malden farkli yap! ve morfolojide spermatozoonlar
bulunmakta ve normalden ayrilan bu sper-
matozoonlar anormal ya da patolojik olarak isim-

lendiriimektedir. (Roberts,1986). Erkek hayvanlarda
infertilitenin spermatozooniardaki anormal yapi ve
morfolojik bozukluklarla ilgili oldugu belirtilmistir
(Blom, 1981). ‘
Spermanin morfolojik anomalileri; primer, se-
konder ve tersiyer kokenli olabilmektedir. Primer
kdkenli olanlar spermatogenezis, sekonder kdkenli
olanlar epididimal taginma ve tersiyer kdkenliler ise
ejakllasyon esnasinda ya da ejakilasyondan sonra
spermantn-iglenmesi sirasinda sekillenmektedir. Pri-
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mer ve sekonder koékenli anomalilerin oraninmn
yikselmesi fertiliteyi dugurebilmektedir (Hafez,
1987). Ancak ejakdilattaki toplam anormal sper-
matozoon oranlarinin %20'den digUk olmasi fer-
tiliteyi 6nemli oranda etkilememektedir. Hatta bazi
anormal spermatozoon tiplerinin infertilite ile iligkili
olmadi@ bildiriimigtir (Hafez, 1987). Sperma mu-
ayenesinin amaglarindan birisi de, fertilite (izerine
6nemli etkileri oldugu bilinen anormal sper-
matozoon tipleri ve oranlannin belirlenmesidir (Ro-
berts, 1986). Taze ejakilattan hazirlanan bo-
yanmig preparatiar, spermatozoonlarin yapisal
anomalilerinin tespiti amaciyla incelenmektedirler.
Bu amagla Wright's, Giemsa, Eosin-nigrosin bo-
yalart ve hatta Cini morekkebi de kul-
lanilabilmektedir (Feldman ve Richard, 1987).

Androlojik yénden saglikli képeklerde mor-
folojik olarak normal spermatozoon orani %70'ir.
Kdpeklerde primer kdkenli anormal spermatozoon
orani %10, sekonder kdkenli anormal sper-
matozoon orani ise %20'den az olmalidir (Feldman
ve Richard, 1987).

Tekin (1994), ejakilatta veya spermada bu-
lunan anormal yapili spermatozoonlarin sap-
tanmasinin amaca ve ¢aligma kogullarina bagli ola-
rak degdisik tekniklerle yapilabilecegini, bu
tekniklerin boyama (Eosin-nigrosin, Methylen blue,
Opal blue, Fast green, Cini mirekkebi) ve Sivi fik-
zasyon yoéntemi oldugunu bildirmektedir. Ayrica
anormal spermatozoon oranlarinin. tespitinde yine
Cini murekkebi, Eosin-nigrosin, Wrigth's boyasi,
Caserett's boyast gibi boyama ydntemleri ile sivi
fikzasyon yodnteminin baganyla kullamilabilecegi
degigik aragtirmacilar tarafindan da belirtiimektedir
(Howard ve Pace, 1988; Roberts, 1986).

Bogalarda morfolojik muayene igin gesitli bo-
yama tekniklerini (Methylviolett, Rosa Bengal, Vital
boyama ) denedigini belirten Ozkoca (1963), élu-
canli spermatozoon oran:nin tespiti igin hazirlanan
preparatlanin morfolojik muayene agisindan kul-
lanima uygun olmadigini ifade etmektedir.

Anormal spermatozoon oranlarinin tespitinde
Giemsa ve Wells-Awa boyalarinin saha gartlarinda
¢ok rahat bir gekilde kullanilabilecegini belirten
Welis ve Awa (1970), her iki boya ile yapilan mor-
folojik muayenelerde pozitif yonla bir korelasyon
(r=0.56) bulundudunu vurgulamaktadirlar.
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Dott ve Foster (1972) ise oli-canh sper-
matoZoon muayenesi igin hazirlanan nigrosin-eosin
ve éosin-nigrosin boyama yéntemlerinin anormal
spermatozoon oranlarinin tespiti amaciyla da kul-
lanilabilecegini bildirmektedirler.

Oettle (1986) ise sperma alimini takiben, su-
landirma ve ¢6zinme sonrasi akrozom yapisinda
sekilenen membran degisikliklerinin  Spermac
boyasi ¢ok rahat ve hizh bir gekilde in-
celenebilecegini ifade etmektedir.

Kdpek spermasinda anormal spermatozoon
oraninin  belirlenmesi igin en basit boyama
yonteminin Cini murekkebi ile boyama oldudu Ren-
zel (1968) tarafindan bildirmektedir.

Gunzel ve ark. (1987), kbépeklerden elde et-
tikleri spermada Karras ve Rose-Bengal boyama
yontemlerini  kullanarak anormal spermatozoon
orantni  belirlediklerini, iki metot arasinda bazi
onemli farkliliklar tespit ettiklerini ve Rose-Bengal
boyama yénteminin daha basit ve kolay olmasi, ak-
rozom yapis! hakkinda ayrintili sonuglar vermesi se-
bebiyle bu amagla kullaniabilecegini  be-
litmektedirler.

Bu ¢aligmada taze ve donmus spermada anor-
mal spermatozoon tiplerinin ve oranlannin be-
lirenmesi amaciyla ¢esitli boyama ve sivi-fikzasyon
yéntemleninin etkinliklerinin belirlenmesi
amaclanmigtir.

Materyal ve Metot

Bu calismada sperma vericisi olarak Kangal ve
Kangal melezi, toplam iki adet kdpek kullanild.
Sperma, kdpeklerden kizgin bir digi bulunmaksizin
penis masajl yontemiyle ve beser gin araliklarla
olmak uzere toplam bes kez alindi. Penis masaji
yardimiyla alinan ejakulatin spermadan zengin ikinci
fraksiyonu derhal 32 °C'deki su banyosuna nak-
ledildi. Ejakdlatlarin dondurulmaya elverigli olup
olmadiklarinin tespiti amaciyla spermatolojik mu-
ayeneleri gergeklestirildi. Elverigli ejakdlatlardan fro-
tiler hazirlanarak kurutuldu. Kurutulan frotiler He-
matoksilen eosin (Hafez, 1987) ve Caserett's
(Roberts, 1986) boyalan ile boyandi. Aynca bir
damla sperma ve (¢ damla eosin-nigrosin (Evans
ve Maxwell, 1987) boyast homojen olarak
kanstinlarak froti hazidandi. Yine taze ejakilattan
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Hancock solusyonu igeren tapler igerisine drnekler
alindi. Ejakulatin geri kalan kismi Andersen’in
(1975) bildirdigi yontemle Tris-Fruktoz-Sitrik asit-
Yumurta sarisi-Gliserol'den olusan dondurma so-
lusyonu ile 1/3 oraninda sulandirlarak 0.25 mllik
payetler i¢erisinde donduruldu. Dondurma iglemini
takiben payetler sabit olarak 35°C’lik su ban-
yosunda 30 saniye sureyle ¢6zdirildu. Taze sper-
mada spermatozoonlarin morfolojik muayenesi igin
gergeklestirilen tim uygulamalar, ¢6zdarilen pa-
yetlerden elde edilen sperma ile tekrarlandi. Mor-

folojik muayenelerin tamami mikroskopta 100 x ob-
jektif kullamlarak gergeklestirildi. Taze ve donmusg-
¢6zinmus spermada esit sayida olmak (Gzere top-
lam £4.000 adet spermatozoon incelendi.

Istatistiki hesaplamalarda ANOVA testi ve ko-
relasyon analizi ydontemleri kullanildr.

Bulgular

Calismada elde edilen bulgular tablolar halinde
Ozetlenmistir.

Tavlo 1. Taze ve donmug-¢dziinmis spermada tespit edilen toplam anormal spermatozoon oranlari.

Hancock Eosin-Nigrosin Hematoksilen Caseretl's
(%) (%) Eosin (%) (%)
Taze Sperma 18.712.48a 17.6+2.63a 17.3+2.46a 17.3+2.53a
Donmusg-¢6zinmas
Sperma 40.912.66b 39.3+2.66b 38.4+2.37b 36.5+2.59b
X+SEM (a, b : P<0.01) ’

Ayni sutunda larkli harflerle gbsterilen degerler arasindaki fark énemlidir.

Tablo 2. Taze ve donmus-¢dzinmiis spermada belirlenen anomalilerin spermatozoonlardaki lokalizasyonu ve oranlari.

Bolge Hancock Eosin-Nigrosin Hematoksilen-eosin Caseretts

Taze Donmusg Taze Donmug Taze Donmug Taze Donmug
Akrozom  0.81+0.17a 14.1£0.61b  0.61£0.09a 13.4+0.50bc 0.7+0.09a 11.41+0.42cd 0.6+0.05a 9.5t1.16de
Bag 2.310.13a 4.9+0.48b 2.3+0.32a 4.1+0.32b 2.6+0.17a 4.3+0.27b 2.310.22a 4.3+0.21b
Orta 8.1£1.77a 10.6£1.29b  7.1+1.23a 10.74#1.23b 5.9+0.89a 10.2+1.10b  5.9+0.76a 10.210.94b
Kuyruk 7.6+1.15a 11.4+1.16b 7.6+1.69a 11.2+1.10b 8.0t1.69a 123%1.10b 8.5+1.69a 12.41+1.02b

X+SEM (a, b : P<0.01)
Ayni satirda farkli harflerle gdsterilen degerler arasindaki lark dnemlidir.

Tablo 3. Taze spermada morfolojik muayene amaciyla kullanilan farkli ydntemlerden elde edifen sonuglara iligkin ko-
relasyon bulgulari.

Hancock Eosin-Nigrosin Hematoksilen-eosin
Eosin-Nigrosin .975°
Hematoksilen-eosin .973* 991
Caseretts .967* .997° .994*

*p<0.01 .
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Tablo 4: Donmug-¢6zinmiis spermada kullanilan farkh morfolojik muayene yéntemlerinden
elde edilen sonuglara iligkin korelasyon bulgulari.

Hancock Eosin-Nigrosin Hematoksilen-eosin
Eosin-Nigrosin .950°
Hematoksilen-eosin 9127 978"
Caseretts .884° .920° .950°
*p<0.01

Sunulan ¢alismada taze ve donmus ¢ézinmus
spermada Hancock solusyonu ile yapilan morfolojik
muayelerde %18.7+2.48 ve %40.9+2.66; Eosin-
nigrosin, Hematoksilen-eosin ve Caserett boyalar
kullanilarak yapilan muayenelerde anormal sper-
matozoon oranlar sirasiyla taze sperma igin,
%17 .6%2.63, %17.3+2.48, %17.3t2.53 ve donmusg
¢6z4nmis sperma igin  ise  %39.3+2.66,
%38.4+2.37 ve %36.5+2.59 olarak tespit edilmistir.

Caligmadan elde edilen verilerin istatiski ana-
lizi sonucunda taze ve donmus-¢bézunmis sper-
mada toplam morfolojik bozukluk orani agisindan
boyama ydntemleri arasinda herhangi bir farklilik
gbzlenmedi (p0.01).

Donmug-¢ézinmiug spermada belirlenen ano-
malilerin  spermatozoonlardaki lokalizasyonuna
gobre istatistiki analizi sonucunda ise, akrozom bo-
Zukluklaninin Hancock solusyonu ve Eosin-nigrosin
boyasi ile daha bagaril bir sekilde tespit edildi§i ve
aradaki farkin énemli oldugu belirlendi (p<0.01).

Taze ve donmus-¢dézinmis spermada tespit
edilen anormal spermatozoon tipleri Resim 1 ve
2'de sunulmugtur.

Tartisma ve Sonug¢

Gerek dogal agim gerekse suni tohumlamada
kullanilan erkek hayvanin potansiyel fertilitesinin
tespiti icin spermatolojik muayenelerin  énemi
blyoktir (Salisbury ve ark., 1978).

Morfolojik olarak anormal yapi gésteren sper-
matozoonlarin hareket morfolojilerinin farkli olmasi
ve fonksiyonel eksiklikleri nedeniyle délleme ye-
tenekleri dagoktar (Larsson, 1988). Anormal sper-
matozoon oranlarinin kabul edilebilecek sinirlar
icinde olmasi halinde bile, fertilite oranlarinda
dususlere neden olabilecegi bildirilmektedir. Bu da
anormal spermatozoonlarin ortamda bulunan mor-
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folojik yonden normal spermatozoonlar Gzerine
olumsuz etkisinden kaynaklanmaktadir (Larsson,
1988).

Sunulan ¢aligmada taze ve donmus ¢dzinmuis
spermada Hancock solusyonu ile yapilan morfolojik
muayelerde %18.742.48 ve %40.9+2.66; Eosin-
nigrosin, Hematoksilen-eosin ve Caserett boyalan
kullanilarak yapilan muayenelerde anormal sper-
matozoon oranlar sirasiyla taze sperma igin,
%17.642.63, %17.3+2.48, %17.3+2.53 ve donmusg
¢6zinmig sperma igin ise %39.3+2.66, %38.4+2.37
ve %36.5+2.59 olarak tespit edilmistir. Calismada
taze ve donmug ¢ézinmus spermadan elde edilen
anormal spennatozoon oranlarina iligkin tim
degerler literatarlerde belirtilen sinirlar igerisinde bu-
lunmugtur (Barlett, 1962; Wong ve Dhaliwall, 1985).
Kullanilan farkii boyama ydntemleri arasinda toplam
anormal spermatozoon oranlarinin belirlenmesi
agisindan herhangi bir farklilik tespit edilememigtir.

Cahgmada karsilagilan anormal spermatozoon
tipleri ise, kopuk bag, armut bag, kiuguk bag, ¢evresi
anormal bas, proksimal ve distal sitoplazmik dam-
lacik, ¢ift kuyruk ve orta kisim,abaxial implantasyon,
dag defekt, orta kisim kalinlagmasi, pseudo si-
toplazmik damlacik, orta kisim kivrimlan ve basit
kuyruk ucu kivrimlan gibi anormalite gesitleridir.

Feldman ve Nelson (1987) androlojik yénden
saglikli bir kdpekte morfolojik olarak normal sper-
matozoon oraninin %70, primer kbkenli anormal
spermatozoon oraninin %1
kékenli anormal spermatozoon oraninin da %20'den
dusik olmasi gerektigini belitmektedirler. Bazi
arastirmacilar (Harrop, 1955; Nooder, 1950) ise taze
spermada anormal spermatozoon oraninin %20
dizeyinde bulunmasinin normal olarak kabul edi-
lebilecegini vurgulamaktadirlar. Galigmada taze sper-
mada tespit edilen anormal spermatozoon orani
yukarida bildirilén sinirlar igerisinde bulunmugtur.
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Tekin ve ark. (1987), Kangal ve Alman Goban
irki kdpeklerde Sivi fikzasyon yéntemi ile anormal
spermatozoon oranlarini siraslyla %7.9 ve %6.2
olarak tespit ettiklerini bildirmektedirler.
Arastirmada taze spermadan elde edilen %18.7'lik
oran, aragtirmacilarin bildirdikleri orandan oldukga
yuksek bulunmustur. Képekler arasindaki bireysel
farklihklann oranlan degistirdigi dusanulebilir.

Yurdaydin ve Kotzab (1987), farkh irk kopekler
Gzerinde gergeklestirdikleri bir arastirmada taze ve
donmus-¢62inmius spermadaki anormal sper-
matozoon oranlarim sirasiyla %14.7 ve %27.9 ola-
rak belirtmektedirier. Calismada toplam olarak taze
spermada %18.7 ve donmug ¢6zinmUs spermada
ise %40.9 oraninda tespit edilen anormal sper-
matozoon oranlari aragtirmacilarin  bildirdikleri
degerlerden ylksek bulunmustur. Caligmalarda
larkli képek irklarinin kullaniimasinin oranlar et-
kiledigi diginalmektedir.

Hancock solusyonu ile gergeklestiriien mu-
ayenelerde prepatin  hazirlanmasinin  kolay
olmasina kargin spermatozoonlarin ¢ékmesi igin
yaklasik 10-15 dakikalik bir bekleme zamaninin
gegmesi bu yéntemin dezavantaji  olarak
degerlendiriimektedir. Ayrica akrozom muayenesi
amaciyla basin boya almamasi nedeniyle detayl
muayenelerde yotucu olmakla birlikte glvenilir
sonuglar vermesinden dolayr morfolojik muayene
icin bagariyla kullanilabilecedi kanisina vanlmisgtir.

Barlett (1962) G¢ adet melez ik kopek
uzerinde yorattadad arastirmada Eosin-nigrosin
boyasi kullanarak ortalama anormal spermatozoon
oraninl %15+1.6, baga ait bozukluklan %11+1.4,
boyun kismina ait bozukluklan %5+1.5, oita kisma
ait bozukluklan %21+5 ve kuyruga ait bozukluklar
ise %7+0.8 oranlarinda tespit ettigini bildirmektedir.
Calismada ortalama olarak elde edilen %17.6'hk
oran aragtircinin bildirdigi orana yakin olarak bu-
lunmustur.

Wong ve Daliwal (1985) ise melez ve satkan
itk kopeklerde Eosin-nigrosin boyasi kullanarak
tespit ettikleri anormal spermatozoon oraniarini
sirasiyla %9+4.3 ve %18+17.12 olarak bil-
dirmektedirler. Caligmada ayni boya ile safkan irk
képeklerden elde edilen %176k  oran
arastirmacilarin  bildirdikleri orana yakin bu-
lunmustur. ’
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Mickelsen ve ark. (1993), Eosin-nigrosin boyasi
kullanarak anormal spermatozoon orani ve tiplerini
belirledikleri bir arastirmada toplam anormal sper-
matozoon oranlarinin %28-48 arasinda degigtigini,
en fazla karsilagtiklan anormal spermatozoon tip-
lerinin ise proksimal sitoplazmik damlacik, iri bas,
orta kissmda gisme ve kivnima, kopuk bas, kivrik
kuyruk ve distal protoplazmik damlacik oldugunu
vurgulamaktadidar. Galigmada elde edilen %17.6'hk
oran arastirmacilarn bildirdikleri orandan diglk bu-
lunmustur.  Aynca  sunulan  g¢aligmada da
arastirmacilann en fazla kargilagtiklari anormal sper-
matozoon tipleri sikhkla gdzlenmigtir.

Calderon ve ark. (1987), Beagle irki képekler
Gzerinde yuruttakleri aragtirmada Nigrosin-eosin
boyasi ile taze ve donmus-¢dzinmus spermada
anormal  spermatozoon oranlanni  sirasiyla
%21.4118.2 ve %34.4+17.4
bildirmektedirler. Sunulan ¢aligmada Eosin-nigrosin
boyasi ile taze spermada elde edilen deder duguk,
donmus ¢6zinmis spermadan elde edilen
%39.3’luk oran ise olduk¢a yakin bulunmustur.

Ferguson ve ark. (1989), Nigrosin-eosin ve
Spermac boyalarnni  kullanarak anormal sper-
matozoon oranlarn tespit ettiklerini ve bu oranlarin
%12-31 arasinda degistigini, en fazla karsilasilan
anormal spermatozoon tiplerinin ise kivrik kuyruk,
kopuk bas ve kuyruk, kink boyun, proksimal ve dis-
tal damlacik, bdyiuk bas ve orta kisim anomalileri
oldugunu ifade etmektedirler. Calismada sunulan
%17.6'ik deger arastirmacilarin bildirdigi oranlar
arasinda tespit edilmig olup, kargilagilan anormal
spermatozoon tipleri yéninden de arastirmacilarin
verileriyle uyum arzetmektedir.

Eosin-nigrosin boyasi kullanilarak yapilan mu-
ayenelerde, preparatin hazirlanmasi kolay olmasina
karsin frotinin kurumasi igin 10-15 dakikalik bir stre
gerekmektedir. Froti hazirlanirken canh sper-
matozoonlarin baglarimin boya almamalan ve nig-
rosin boyasinin koyu bir zemin olugturmasi muaye-
neleri kolaylagtirmaktadir. Oli spermatozooniarin
baglannin kirmiziya boyanmalar ise 6zellikle ak-
rozom yapisinin  deg@erlendiriimesini  guglestir-
mektedir.. Ama yinede ©6lu-canli spermatozoon
oranim tespit etmek igin hazirlanan preparatlarn
¢ok rahat ve glvenilir bir sekilde morfolojik mu-
ayene amagl kullanilabilecedi kanisina variimigtir.
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Taze ve donmus-¢ézinmuis spermada He-
matoksilen-eosin boyasi kullanilarak hazirlanan fro-
tilerden yapilan muayenelerde sirasiyla
%17.312.48 ve %38.412.37 oraninda morfolojik
bozukluk tespit edilmigtir.

Renton ve ark. (1986), farkh irktan kdpekler
Uzerinde ydrattukleri arastirmada tespit ettikleri
anormal spefmatozoon oranlarini sirasiyla %15, 30
ve 32 olarak bildirmektedirler. Schubert ve Seager
(1991) ise, Dalmagya irki kdpeklerde toplam anor-
mal spermatozoon oranlarinin %7-47 arasinda
degistigini, ortalama olarakta %22 oraninda mor-
folojik anormalite tespit ettiklerini ifade et-
mektedirler. Calismada bildirilen %17.3'luk anor-
mal spermatozoon orani arastirmacilann
bildirdikleri degerlerin  kimilerinden dusuk, ki-
milerine benzer ve bazilarindan ise yuksek bu-
lunmustur. Irk farkiliklannin  oranlan  etkiledigi
dusunulmektedir.

Hematoksilen-eosin boyasi kullanilarak
yapilan muayenelerde hazirianan frotinin kurumasi,
hicrelerin tespit edilebilmesi ve hucrelerin bo-
yanmasi igin gegen toptam surenin yaklagik 45-60
dakika olmasi bu ydntemin dezavantaji olarak
dusunulmektedir. Ancak mikroskopik muayenede
froti zemininin renksiz olmasi ve sper-
matozoonlarin boya almalarindan dolayi incelenen
hucrelerin bireysel muayeneleri oldukga rahat ve
kolay olmaktadir. Bag bélgesine ait muayeneler net
bir sekilde yapilabilmektedir. Bu sebelerden dolayi
zahmetli olmasina ragmen anormal spermatozoon
oranlannin  tespiti amaciyla kullanilabilecegi
dusunulmektedir.

Taze ve donmusg-¢g6zinmus spermada Ca-
serett boyasi kullanilarak hazidanan frotilerden
yapilan muayenelerde sirasiyla %17.3+2.53 ve
%36.5+2.59 oraninda anormal spermatozoon tes-
pit edilmigtir,

Takeishi ve ark. (1975), 235 ve 375 ginluk
Beagle irki kdpeklerde morfolojik yénden anormal
spermatozoon oranlarini sirasiyla %25.8 ve %14.6
olarak tespit ettiklerini bildirmektedirier. Calismada
sunulan %17.3'luk anormal spermatozoon orani
arastirmacilann 235 gunlik kdpeklerden elde ettigi
orandan dusuk, 375 gunluk kdpeklerden elde ettigi
orandan yuksek bulunmustur. Kullanilan hayvan
materyalinin gerek irk gerekse yaslarnin farkh
olmasimin oranlar uzerine etkili oldugu dusunul-
mektedir. v
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Linda Forsberg ve Forsberg (1989), kdpekler
Uzerinde yuruttikleri bir arastirmada taze ve
donmus-¢ézinmus sperma oOrneklerinde %30'dan
disik seviyelerde anormal spermatozoon orani tes-
pit ettiklerini bildirmektedirler. Sunulan galismada
taze spermadan elde edilen %17.3'luk anormal
spermatozoon orani arastirmacilann elde ettikleri

anormal spermatozoon oranlarn ile parelellik
géstermektedir.
Caserett boyasi kullanilarak yapilan mu-

ayenelerde ise, yine hazirlanan frotinin kurumast,
hicrelerin  tespit edilebilmesi ve hucrelerin bo-
yanmasi igin gegen toplam surenin yaklasik 45-60
dakika olmasi, ayrica boyama igleminin 40-60°C’'de
tavsiye edilmesi de bir dezavantaj olarak
gbzukmektedir. Ancak froti zeminin renksiz olmast,
spermatozoon g¢ekirdeginin pembe, diger bdlgelerin
ise farkli renk tonlarinda boyanmalan bu yéntemin
baslica avantaj olarak gérinmektedir. Bu se-
beblerden dolayr morfolojik muayenelerde basaril
bir sekilde kutlanilabilecedi dusunulmektedir.

Koépek spermasinin  morfolojik muayenesi
amaciyla gerek Hematoksilen eosin gerekse Ca-
serett boyasinin kullaniimasina iligkin literatar bil-
giye .rastlaniimamistir. Bu  ylGzden sunulan
aragtirmada diger boyama yontemleri ile yeterince
kargilastirma olana@i bulunamamigtir.

Ferguson ve ark. (1989) ve Oettle (1986)
¢b6zunme sonrasi hicrelerde 6zellikle akrozom
butunlugunun, Calderon ve ark. (1987) ise akrozom
batanligunin  yanisira  spermotozoonun  diger
bélgelerinde de morfolojik bozukluklarin arttigini bil-
dirmektedirler. Sunulan g¢alismada da dondurma-
¢bzunme islemini takiben spermatozoonlarin in-
celenen bdlgelerinin tamaminda moifolojik bo-
zukluklarin arttigr gézlenmistir (p<0.01).

Sonug olarak; kopeklerde donmus sperma
Gzerinde gergeklestirilen morfolojik muayenelerde
akrozom bozukluklarintn Hancock solusyonu ve
Eosin-nigrosin boyasi ile daha basarili bir gekilde
tespit edilecedi, ancak gerek taze gerekse donmus-
¢6zunmus spermada yapilacak olan morfolojik mu-
ayenelerde toplam anormal spemmatozoon oraninin
belirlenmesinde kullanilan yontemler arasinda her-
hangi bir istatistiki fark eide edilememistir. Bu ne-
denle Hancogck solusyonu ile muayeneye alternatif
olarak gesiti boyama yobntemlerinin de kul-
lanilabilecegi kanisina vanlmistir,
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Sekil 1. Taze spermada yaptlan morfolojik muayenelerden elde edilen bozuklukiar.

a: spermatozoonun orta kisminda kalinlagsma (EN), b: spermatozoonda kuyruk ucu kivnmian (EN), c: bayak
bagli spermatozoon (EN), d: gift kuyruklu spermatozoon (EN), e: gift oita kisimli spermatozoon (C), f: proximal
sitoplazmik damlacik (C), g: kiglk bagli spermatozoon (C), h: abaxial implantasyon (HE)

EN: Eosin-nigrosin boyasi, C: Caserett boyasi, HE: Hematoksilen-eosin boyasi
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$ekil 2. Donmug-¢ézinmis spermada yapilan morfolojik muayenelerden elde editen bozukluklar.

a: Normal spermatozoon ve kopuk bag (EN), b: Akrozom bozukijugu (EN}, c: Armut bagli spermatozoon (EN),
d: proximal sitoplazmik damlacik ve annut bagh spennatozoon (EN), e: spennatozoon orta kisminin kivnimasi
(ENY), f: ¢ift orta kisim ve gift kuyruklu spennatozoon (HE), g: orta kisim ve kuyruk ucu kivrimlan (HE), h: sper-
matozoon orta kismi ve kuyrugunun bag gevresinde kivriimasi

EN: Eosin-nigrosin boyasi, C: Caserett boyasi, HE: Hematoksilen-eosin boyasi
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