
Veı. Bil. Dcrg. (1998),14,2: 121-129 

KöPEKLERDE TAZE ve DONMUŞ-ÇÖZÜNMÜŞ SPERMADA ANORMAL 
SPERMATOZOON TiPLERiNiN ve ORANLARININ TESpiT EDiLMESiNDE 

FARKLI YÖNTEMLERiN KULLANILMASI 
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Effeetiveness of the Various Stajning Methods to Deteet Abnorinal Sperm Types and 
Rates in Fresh and Frozen-thawed Dog Semen 

Summary: Ef1ectiveness of the various stalning methods to detect abnormal sperm types and rates in fresh and fro­
zen·lhawed dog semen were studied. Semen samples were colleCled by digital manipulation. Abnormal sperm rates 
ollresh semen samples were deıermined lollowing Ihe fixaıion in Hanrock solution or in the smears stained by eosin­
nigrosin, hematoksilen-eosln and Caserette stains. Morphological examinalion ol the semen sanyles were also con· 
ducted lollowing Ireezing and thawing in Tris-lructose extender in 0.25 ml of French straw. Analyses ol lhe data sha­
wed Ihat there is no slatistic difference (p>O.OS) among the fixation and stain groups to determine abnormal sperm 
types and rales of fresh or Irozen·thawed dog semen. As a conclusion; in addition lo Haneock solution. dilleren! sla· 
ining methods can be used to delect morphologically abnormal sperm in Iresh and frozen-thawed dog semen. 

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

Özet: Bu çalışmada, köpeklerde taze ve donmuş-çözünmüş spermada anormal spermatozoon oranı ve tiplerinin tespit 
edilmesinde larldı boyama yöntemlerinin kullanllabilir1iği araştırıldı. Köpeklerden penis masajı ile alınan taze ejakülatta 
Hancock solusyonu, Eosin·nigrosin, Hematoksilen·eosin ve Caserett boyaları kuJlanılarak anormal spematozoon oran· 
lan belirlendi. Ejakülatın geri kalan kısmı Tris-Frukloz sulandırıcısı kullanılarak 0.25 ml'lik payeller içerisinde don· 
duruldu. Payeller çözdürüldüklen sonra taze spermada anormal spermatozoon oranını tespit etmek amacı ile yapılan 
tüm muayeneler aynı yöntemler kullanılarak tekrar edildi. Anormal spermaıozoon oranlarının tespiti için kullanılan 
yöntemler arasında Istatistiki lark gözlenmedi (p>0.05). Sonuç olarak; taze ve donmuş-çôzünmüş spermada anormal 
spermatozoon oranlannın belirlenebilmesi Için Hancock solusyonu yanında farklı boyama yönıemlerinin de başarıyla 
kullanılabileceği kanısına varıldı. 

Anahtar kelimeler. Köpek, anormal spermatozoon, boyama yöntemleri, taze ve çözünmOş sperma 

Gırış 

Spermaıozoonlar üremenin gerçekleşmesinde 
roloynayan hareket ve penetrasyon yetene�ine 
sahip hücrelerdir. Bu fonksiyonlardan birinin ak­
saması halinde ovumun döllenmesi mümkün ol­
mamaktadır. Insan ve hayvan spermalarınde nor· 
malden farklı yapı ve morfolojide spermatozoonlar 
bulunmakta ve normalden ayrılan bu sper­
matozoonlar anormal ya da patolojik olarak isim-
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lendirilmektedir. (Roberts,1986). Erkek hayvanlarda 
infertilitenin spermatozoonlardaki anormal yapı ve 
morfolojik bozukluklarla ilgili oldu�u belirtilmiştir 
(Blom.1981). 

Spermanın morfolojik anomalileri; primer, se­
konder ve tersiyer kökenli olabilmektedir, Primer 
kökenli olanlar spermatogenezis. sekonder kökenli 
olanlar epididimal taşınma ve tersiyer kökenliler ise 
ejakülasyon esnasında ya da ejakülasyondan sonra 
spermamn·işlenmesi sırasında şekillenmektedir. Pri-
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mer ve sekonder kökenli anomalilerin oranının 
yükselmesi fertiliıeyi düşürebilmektedir (Hafez, 
1987). Ancak ejakülaıtaki toplam anormal sper­
malozaon oranlarının %20'den düşük olması fer­
tiliteyi önemli oranda etkilememektedir. Hatta bazı 
anormal spermatozaon tiplerinin infertilite ile ilişkili 
olmadı{ıı bildirilmiştir (Hafez, 1987). Sperma mu­
ayenesinin amaçlarından birisi de, fertilite üzerine 
önemli etkileri oldu{ıu bilinen anormal sper­
matozaon tipleri ve oranlarının belirlenmesidir (Ro­
berts, 1986). Taze ejakülattan hazırlanan bo­
yanmış preparaUar, spermatozaonların yapısal 
anomalilerinin tespiti amacıyla incelenmektedirler. 
Bu amaçla Wright's. Giemsa, Eosin-nigrosin bo­
yalan ve hatta Çini mürekkebl de kul­
lanılabilmektedir (Feldman ve Richard, 1987). 

Androlajik yönden sa{ılıklı köpeklerde mor­
folojik olarak normal spermatozaon oranı %70'tlr. 
Köpeklerde primer kökenli anormal spermatozaon 
oranı %10. sekonder kökenli anormal sper­
matozaon oranı ise %20'den az olmalıdır (Feldman 
ve Richard, 1987), 

Tekin (1994), ejakülatta veya spermada bu­
lunan anormal yapılı spermatozaonların sap­
tanmasının amaca ve çalışma koşullarına ba{ılı ola­
rak de{ılşlk teknıklerle yapılabilece{ı;ni, bu 
tekniklerin boyama (Eosin-nigrosin, Methylen blue, 
Opal blue, Fast green, Çini mürekkebi) ve Sıvı tik­
zasyon yöntemi oldu{ıunu bildirmektedir. Ayrıca 
anormal spermatozaon oranlarının tespitinde yine 
Çini mürekkebi, Eosin-nigrcsin, Wrigth's boyası, 
Caseretl's boyası gibi boyama yöntemleri ile sıvı 
fikzasyon yönteminin başarıyla kullanılabilece{ji 
de{ıişik araştırmacılar tarafından da belirtilmektedir 
(Howard ve Pace, 1988; Roberts. 1986). 

BoQalarda morfolojik muayene için çeşitli bo­
yama tekniklerini (Methylviolett, Rosa Bengal; Vital 
boyama ) denediQini belirten Özkoca (1963), ölü­
canlı spermatozaon oranının tespiti için hazırlanan 
preparatların morfolojik muayene açısından kul­
lanıma uygun olmadıOını ifade etmektedir. 

Anormal spermatozoon oranlarının tespitinde 
Giemsa ve Wells-Awa boyalarının saha şartlarında 
çok rahat bir şekilde kullanılabileceğini belirten 
Wells ve Awa (1970), her iki boya ile yapılan mor­
folojik muayenelerde pozitif yönlü bir korelasyon 
(r::0.56) bulunduğunu vurgulamaKladırlar. 
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Dott ve Foster (1972) ise ölü-canlı sper­
maloioon muayenesi için hazırlanan nigrosln-eosln 
ve eosin-nigrosin boyama yöntemlerinin anormal 
spermatozoon oranlarının tespiti amacıyla da kul­
lanılabileceğlni bildirmektedirler. 

Oettle (1986) ise sperma alımını takiben, su­
landırma ve çözünme sonrası akrozom yapısında 
şekillenen membran deQişikliklerinin Spermac 
boyası çok rahat ve hızlı bır şekilde in­
celenebilece{ıini ifade etmektedir. 

Köpek spermasında anormal spermatozaon 
oranının belirlenmesi IÇın en basil boyama 
yönteminin Çini mürekkebi ile boyama olduğu Ren­
zel (1968) tarafından bildirmektedir. 

Günzel ve ark. (1987), köpeklerden elde et­
tikleri spermada Karras ve Rose-Bengal boyama 
yöntemlerini kullanarak anormal spermatozoon 
oranını belirlediklerini, iki metot arasında bazı 
önemli farklılıklar tespit ettiklerini ve Rose-Bengal 
boyama yönteminin daha basit ve kolay olması, ak­
rozom yapısı hakkında ayrıntılı sonuçlar vermesi se­
bebiyle bu amaçla kullanılabilece{jini be­
lirtmektedirler. 

Bu çalışmada taze ve donmuş spermada anor­
mal spermalozaon tiplerinin ve oranlarının be­
lirlenmesi amacıyla çeşitli boyama ve sıvı-likzasyon 
yöntemlerinin etkinliklerinin belirlenmesi 
amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Bu çalışmada sperma vericisi olarak Kangal ve 
Kangal melezi, toplam iki adet köpek kullanıldı. 
Sperma, köpeklerden kızgın bir dişi bulunmaksızın 
penis masajı yöntemiyle ve beşer gün aralıklarla 
olmak üzere toplam beş kez alındı. Penis masajı 
yardımıyla alınan ejakülatın spermadan zengin ikinci 
frakslyonu derhal 32 °C'deki su banyosuna nak­
ledildi. Ejakülalların dondurulmaya elverişli olup 
olmadıklarının tespiti amacıyla spermatolojik mu­
ayeneleri gerçekleştirildi. Elverişli ejakülatlardan fro­
Wer hazırlanarak kurutuldu. Kurutulan frotiler He­
maloksilen eosin (Hafez, 1987) ve Caserett's 
(Roberts, 1986) boyaları ile boyandı' Ayrıca bir 
damla sperma ve üç damla eosin-nigrosin (Evans 
ve MaxweU, 1987) boyası homojen olarak 
karıştırılarak trcti tıazırlandı. Yine taze ejakülattan 
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Haneock solusyonu içeren tüpler içerisine örnekler 
alındı. Ejakülatın geri kalan kısmı Andersen'in 
(1975) bildirdiği yöntemle Tris-fruktoz-Sitrik asil­
Yumurta sarısı-Gliserol'den oluşan dondurma 50-

lusyonu ile 1/3 oranında sulandırılarak 0.25 ml'lik 
payeller içerisinde donduruldu. Dondurma işlemini 
ıakiben payatler sabit olarak 35QC'lik su ban­
yosunda 30 saniye süreyle çözdürüldü. Taze sper­
mada spermatozoonların morfolojik muayenesi için 
gerçekleştirilen lüm uygulamalar, çözdürülen pa­
yetlerden elde edilen sperma ile tekrarlandı. Mor-

folojik muayenelerin tamamı mikroskopıa 100 x ob­
jektif kullanılarak gerçekleştirildi. Taze ve donmuş­
çôzünmüş spermada eşit sayıda olmak üzere top­
lam 1!4.000 adet spermatozoon incelendi. 

Ista'isliki hesaplamalarda ANQVA testi ve ko­
relasyon analizi yöntemleri kullanıldı. 

Bulgular 

Çalışmada elde edilen bulgular tablolar halinde 
özetlenmiştir. 

Tablo 1. Taze ve donmuş-çözünmüş spermada tespit edilen toplam anormal spermatozoon oranları. 

Haneock Eosin-Nigrosin Hematoksilen Caseretl's 

(%) (%) Eosin (%) (%) 

Taze Sperma 18.7±2.48a 17.6±2.63a 17.3±2.46a 17.3±2.53a 

Donmuş-çözünmüş 

Sperma 40.9±2.66b 39.3±2.66b 38.4±2.37b 36.5±2.59b 

XtSEM (a, b: P<O.Ol) 

Aynı sOlunda larkıı harflerle gôsterilen değerler arasındaki fark önemlidir. 

Tablo 2. Taze ve donmuş-çözünmüş spermada belirlenen anomalilerin spermatozoonlardaki ıokalizasyonu ve oranları. 

Bölge Haneock Eosin-Nigrosin Hematoksilen·eosln Caserells 

Taze Donmuş Taze Donmuş Taze Donmuş Taze Donmuş 

Akrozom O.8±O.17a 14.1±O.6lb O.6±O.09a l3.4±O.50bc O.7±O.09a I l.4±O.42ed O.6±O.05a 9.5±1.16de 

Baş 2.3±O.13a 4.9±O.48b 2.3±O.32a 4.1±O.32b 2.6±O.17a 4.3±O.27b 2.3±O.22a 4.3±O.21b 

Orta a.Ht.17a 10.6±1.29b 7.H1.23a 10.7tl.23b S.9±O.89a 10.2±1.10b 5.9±O.76a tO.2±Q.94b 

Kuyruk 7.6±t. 15a 11.4±1.16b 7.6t1.69a 11.2±1.10b 8.0±1.69a 12.3±1.lOb e.S±1.69a t2.4±1.02b 

XtSEM (a. b: P<O.Ol) 

Aynı satırda iarklı harflerle gösterilen değerler ara:;ındaki lark önemlidir. 

Tablo 3. Taze spermada morfoıojik muayene amacıyla kullanılan farklı yôntemıerden elde edilen sonuçlara ilişkin ko­

relasyon bulguları. 

Eosin-Nigrosin 

Hematoksilen-eosin 

Caseretls 

"p<O.Ol 

Haneoek 

.975" 

.973" 

.961' 

Eosin-Nigrosin 

.991" 

.991' 
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Hematoksilen-eosin 

.994' 
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Tablo 4: Donmuş-çôzünmüş spermada kullanılan farklı �orfolojik muayene yöntemlerinden 

elde edilen sonuçlara ilişkin korelasyon bulguları. 

Hancock Eosin-Nigrosin Hematoksilen-eosin 

E osln·Nigrosin .950' 

Hematoksilen-eosin 

Caserelts 

'p<O.OI 

.912' 

.884' 
.975' 
.920' 

Sunulan çalışmada taze ve donmuş çözOnmüş 

spermada Hancock solusyonu ile yapılan morfolojik 
muayelerde %18.7±2.48 ve %40.9±2.66; Eosln­
nigrosin, Hematoksilen-eosin ve Caserelt boyaları 

kuııanılarak yapılan muayenelerde anonnal sper­
matozoon oranları sırasıyla taze spenna için, 

%17.6±2.63, %17.3±2.48. %17.3±2.53 ve donmuş 
çözünmüş sperma ıçın ise %39.3±2.66, 
%38.4±2.37 ve %36.5±2.59 olarak tespit edilmiştir. 

Çalışmadan elde edilen verilerin istatiski ana­
lizi sonucunda taze ve donmuş-çözünmüş sper­
mada toplam morfolojik bozukluk oranı açısından 
boyama yöntemleri arasında herhangi bir farklılık 
gözlenmedi (pO.01). 

Donmuş-çözünmüş spermada belirlenen ano­
malilerin spermatozoonlardaki lokalizasyonuna 
göre istatistiki analizi sonucunda ise, akrozom bo­
zukluklarının Hancock solusyonu ve Eosin-nigrosin 
boyası ile daha başarılı bir şekilde tespit edildiQi ve 
aradaki farkın önemli oldu�u belirlendi (p<O.01). 

Taze ve donmuş-çözünmOş spermada tespit 
edilen anormal spermatozoon tipleri Resim 1 ve 
2'de sunulmuştur. 

Tartışma ve Sonuç 

Gerek do�al aşrm gerekse suni tohumlamada 
kuııanılan erkek hayvanın potansiyel fertilitesinin 
tespili için spennatolojik muayenelerin önemi 
büyüktür (Salisbury ve ark., 1978). 

Morfolojik olarak anormal yapı gösteren sper­
matozoonların hareket morfolojilerinin farkıi olması 

ve fonksiyonel eksiklikleri nedeniyle dölleme ye­

tenekleri düşüktür (Larsson, 1988). Anormal sper­
matozoon oranlarının kabul edilebilecek sınırlar 
içinde olması halinde bile, fertilite oranlarında 
düşüşlere neden olabilece�i blldirilmektedir. Bu da 
anormal spermaıozoonların ortamda bulunan mor-
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.950' 

folojik yönden normal spermatozoonlar üzerine 

olumsuz etkisinden kaynaklanmaktadır (Larsson, 

1988). 
Sunulan çalışmada taze ve donmuş çözünmuş 

spermada Hancock solusyonu ile yapılan morfolojik 
muayelerde %18.7±2.48 ve %40.9±2.66; Eosin­

nigrosin, Hematoksilen-eosin ve Caserelt boyaları 
kullanılarak yapılan muayenelerde anormal sper­
matozoon oranları sırasıyla taze sperma için, 

%17.6±2.63, %17.3±2.48, %17.3±2.53 ve donmuş 

çözünmüş sperma için ise %39.3±2.66, %38.4±2.37 

ve %36.5±2.59 olarak tespit edilmiştir. Çalışmada 
taze ve donmuş çözünmüş spermadan elde edilen 
anormal spennalozoon oranlarına ilişkin tüm 
de�erler literatürlerde belirtilen ,Sınırlar içerisinde bu­
lunmuştur (Barlett, 1962; Wong ve Dhaliwaıı, 1985). 
Kullanılan farklı boyama yöntemleri arasında toplam 

anormal spermatozoon oranlarının belirlenmesi 
açısından herhangi bir farklılık tespit edilememiştir. 

Çalışmada karşılaşılan anonnal spermatozoon 
tipleri ise, kopuk baş, armut baş, küçuk baş, çevresi 
anormal baş, proksimal ve distal sitoplazmik dam­
lacık, çift kuyruk ve orta kısım,abaxial implantasyon, 

dag defekt. orta kısım kalınlaşması, pseudo si­

toplazmik damlacık, orta kısım kıvrımları ve basit 
kuyruk ucu kıvnmları gibi anormalile çeşitleridir. 

Feldman ve Nelson (1987) androlojik yönden 
sa�lıklı bir köpekte mor1olojik olarak normal sper­

matozoon oranının %70, primer kökenli anormal 

spermatozaon oranının %.1 O'nun altında ve sekonder 

kökenli anormal spermatozaon oranının da %20'den 
düşük olması gerekti�ini belirtmekteelirler. Bazı 

araştırmacılar (Harrop, 1955: Nooder. 1950) ise taze 

spermada anormal spennatozaon oranının %20 

düzeyinde bulunmasının normal olarak kabul edi­
lebilece�ini vurgulamaktadırlar. Çalışmada taze sper­
mada tespit edilen anormal spermatozaon oranı 

yukarıda bildirilErn sınırlar içerisinde bulunmuştur. 
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Tekin ve ark. (1987), Kangal ve Alman Çoban 
ırkı köpeklerde Sıvı fikzasyon yöntemı ile anormal 
spermatozoon oranlarını sırasıyla %7.9 ve %6.2 
olarak tespit ettiklerini bildirmektedlrler. 
Araştırmada taze spermadan elde edilen %18.7'Iik 
oran, araşlırmacıların bildirdikleri orandan oldukça 
yüksek bulunmuştur. Köpekler arasındaki bireysel 
farklılıkların oranları değiştirdiği düşünülebilir. 

Yurdaydın ve Kotzab (1987), farklı ırk köpekler 
üzerinde gerçekleşlirdikleri bir araştırmada taze ve 
donmuş-çözOnmüş spermadaki anormal sper­
matozoon oranlarını sırasıyla %14.7 ve %27.9 ola­
rak belirtmektedirier. Çalışmada toplam olarak taze 
spermada %18.7 ve donmuş çözünmuş spermada 
ise %40.9 oranında 
matozoon oranları 
deQerlerden yüksek 

tespit edilen anormal sper­
araştırmacıların bildirdikleri 
bulunmuştur. Çalışmalarda 

larklı köpek ırklannın kullanılmasının oranları et­
kilediQi düşOnülmektedir. 

Haneock sotusyonu ile gerçekleştirilen mu­
ayenelerde prepatın hazırlanmasının kolay 
olmasına karşın spermaıozoonların çökmesi için 
yaklaşık 10-15 dakikalık bir bekleme zamanının 
geçmesi bu yöntemin dezavantajı olarak 
değerlendirilmektedir. Ayrıca akrozom muayenesi 
amacıyla başın boya almaması nedeniyle detaylı 
muayenelerde yorucu olmakla birlikte güvenilir 
sonuçlar vermesinden dolayı morfolojik muayene 
için başarıyla kuııanılabileceği kanısına varılmıştır. 

Barlelt (1962) üç adet melez ırk köpek 
üzerinde yürüttüQü araştırmada Eosin-nigrosin 
boyası kullanarak ortalama anormal spermatozoon 
oranını %15±1.6, başa ail bozuklukları %l1±l.4, 
boyun kısmına ait bozuklukları %5±1.5, orta kısma 
ait bozuklukları %21±S ve kuyruğa ait bozuklukları 
ise %7±O.8 oranlarında tespit ettiğini bildirrnekledir. 
Çalışmada ortalama olarak elde edilen %17.6'lık 
oran araştırıcının bildirdiği orana yakın olarak bu­
lunmuştur. 

Wong ve Oaliwat (1985) ise melez ve safkan 
ırk köpeklerde Eosin-nigrosin boyası kullanarak 
tespit ettikleri anormal spermatozoon oranlarını 
sırasıyla %9±4.3 ve %18±17.12 olarak bil­
dirmektedirler. Çalışmada aynı boya ile safkan ırk 
köpeklerden elde edilen %17.6'lık oran 
araştırmacıların bildirdikleri orana yakın bu­
lunmuşlUr. 
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Mickelsen ve ark. (1993), Eosin-nigrosin boyası 
kullanarak anormal spermatozoon oranı ve tiplerini 
belirledikleri bir araştırmada toplam anormal sper­
matozoon oranlarının %28-48 arasında değiştiğini, 
en fazla karşılaştıkları anormal spermatozaon tip­
lerinin ise proksimal sitoplazmik damlacık, iri baş, 
orta kısımda şişme ve kıvnlma, kopuk baş, kıvrık 
kuyruk ve distal protoplazmik damlacık olduğunu 
vurgulamaktadırlar. Çalışmada elde edilen %17.6'hk 
oran araştırmacıların bildirdikleri orandan düşük bu· 
lunmuştur. Ayrıca sunulan çalışmada da 
araştırmacıların en fazla karşılaştıkları anormal sper­
malozaon tipleri sıklıkla gözlenmiştir. 

ealderon ve ark. (1987), Beagle ırkı köpekler 
üzerinde yürüttükleri araştırmada Nigrosin-eosin 
boyası ile taze ve donmuş-çôzünmOş spermada 
anormal spermatozaon oranlarını sırasıyla 
%21.4±18.2 ve °/o34.4±17.4 olarak tespit ettiklerini 
bildirmektedirler. Sunulan çalışmada Eosin-nigrosin 
boyası ile taze spermada elde edilen değer dOşük, 
donmuş çozunmüş spermadan elde edilen 
%39.3'lük oran ise oldukça yakın bulunmuştur. 

Ferguson ve ark. (1989), Nigrosin-eosin ve 
Spermac boyalarını kullanarak anormal sper­
malozoon oranlarını tespit ettiklerini ve bu oranların 
%12-31 arasında deQiştiğini, en fazla karşılaşılan 
anormal spermatozoon tiplerinin ise kıvrık kuyruk, 
kopuk baş ve kuyruk, kırık boyun, proksimal ve dis­
tal damlacık, büyük baş ve orta kısım anomalileri 
olduğunu ifade etmektedirler. Çalışmada sunulan 
%17.6'lık değer araştırmacıların bildirdiği oranlar 
arasında tespit edilmiş olup, karşılaşılan anormal 
spermatozoon tipleri yönünden de araştırmacıların 
verileriyle uyum arzetmekledir. 

Eosin-nigrosin boyası kullanılarak yapılan mu­
ayenelerde, preparatın hazırlanması kolay olmasına 
karşın Irotinin kuruması için 10-15 dakikalık bir süre 
gerekmektedir. Froti hazırlanırken canlı sper­
matozaonların başlarının boya almamaları ve nig­
rosin boyasının koyu ,?ir zemin oluşturması muaye­
neleri kolaylaştırmaktadır. Ölü spermatozooniann 
başlarının kırmızıya boyanmaları ise özellikle ak­
rozom yapısının değerlendirilmesini güçleşlir­
mektedir . .  Ama yinede ölU-canlı spermatozaon 
oranını tespit etmek için hazırlanan preparatların 
çok rahaı ve güvenilir bir şekilde morfolojik mu­
ayene amaçlı kullanılabileceği kanısına vanimıştır. 
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Taze ve donmuş-çözünmüş spermada He­
maloksilen-eosin boyası kullanılarak hazırlanan lro­
Werden yapılan muayenelerde sırasıyla 
%17.3±2.48 ve %38.4±2.37 oranında morfolojik 
bozukluk tespit edilmiştir. 

Renton ve ark. (1986), far1d1 ırktan köpekler 
üzerinde yürüttükleri araştırmada tespit ettikleri 
anormal spetmatozoon oranlarını sırasıyla %15,30 
ve 32 olarak bildirmektedirler. Schubert ve Seager 
(1991) ise, Oalmaçya ırkı köpeklerde toplam anor­
mal spermatozoon oranlarının %7-47 arasında 
değiştiğini, ortalama olarakta %22 oranında mor­
folojik anormalite tespit ettiklerini Ifade et­
mektedirler. Çalışmada bildirilen %17.3'lük anor­
mal spermatozoon oranı araştırmacıların 
bildirdikleri değerlerin kimilerinden düşük, ki­
milerine benzer ve bazılarından ise yüksek bu­
lunmuştur. Irk farkıııklarının oranlan etkilediği 
düşünülmektedir. 

Hematoksilen-eosin boyası kullanılarak 
yapılan muayenelerde hazırlanan frotinin kuruması, 
hücrelerin tespit edilebilmesi ve hücrelerin bo­
yanması için geçen toplam sürenin yaklaşık 45-60 
dakika olması bu yöntemin dezavantajı olarak 
düşünülmektedir. Ancak mikroskopik muayenede 
Iroli zemininin renksiz olması ve sper­
matazoonların boya almalarından dolayı incelenen 
hücrelerin bireysel muayeneleri oldukça rahat ve 
kolay olmaktadır. Baş bölgesine ait muayeneler net 
bir şekilde yapılabilmektedir. Bu sebelerden dolayı 
zahmetli olmasına rağmen anormal spermatozoon 
oranlarının tespiti amacıyla kullanılabileceği 
düşünülmektedir. 

Taze ve donmuş-çözünmüş spermada Ca­
serett boyası kullanılarak hazırlanan frolilerden 
yapılan muayenelerde sırasıyla %17.3±2.53 ve 
%36.5±2.59 oranında anormal spermaıozoon tes­
pit edilmiştir. 

Takeishi ve ark. (1975), 235 ve 375 günlük 
Beagle ırkı köpeklerde morfolojik yönden anormal 
spermatozoon oranlarını sırasıyla %25.8 ve %14.6 
olarak tespit ettiklerini bildirmektedilier. Çalışmada 
sunulan %17.3'lük anormal spermatozoon oranı 
araştırmacıların 235 günlük köpeklerden elde ettiği 
orandan düşük, 375 günlük köpeklerden elde ettiği 
orandan yüksek bulunmuştur. Kullanılan hayvan 
materyalinin gerek ırk gerekse yaşlarının farklı 
olmasının oranlar üzerine etkili olduğu düşünül­
mektedir. 
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Linda Forsberg ve Forsberg (1989), köpekler 
üzerinde yürüttükleri bir araştırmada taze ve 
donmuş-çözünmüş sperma örneklerinde 'Yo3Q'dan 
düşük seviyelerde anormal sparmatozoon oranı tes­
pit ettiklerini bildirmektedirler. Sunulan çalışmada 
taze spermadan elde edilen %17 .3'lük anormal 
spermatozoon oranı araştırmacıların elde ettikleri 
anormal spermatozoon oranları ile parelellik 
göstermektedir. 

Caserett boyası kullanılarak yapılan mu­
ayenelerde ise, yine hazırlanan Irotinin kuruması, 
hücrelerin tespit edilebilmesi ve hücrelerin bo­
yanması için geçen toplam sürenin yaklaşık 45-60 
dakika olması, ayrıca boyama işleminin 40-60°C'de 
tavsiye edilmesi de bir dezavantaj olarak 
gözükmektedir. Ancak Iroti zeminin renksiz olması, 
spermatozoon çekirdeğinin pembe, diğer bölgelerin 
ise larklı renk tonlarında boyanmalan bu yöntemin 
başlıca avanıajı olarak görünmektedir. Bu se­
beblerden dolayı morfolojik muayenelerde başarılı 
bir şekilde kullanılabileceği düşünülmektedir. 

Köpek spermasının moriolojik muayenesi 
amacıyla gerek Hematoksilen eosin gerekse Ca­
serett boyasının kullanılmasına ilişkin literatür bil­
giye .rastlanılmamıştır. Bu yüzden sunulan 
araştırmada diğer boyama yöntemleri ile yeterince 
karşılaştırma olanağı bulunamamıştır. 

Ferguson ve ark. (1989) ve Dettle (1986) 
çözünme sonrası hücrelerde özellikle akrozom 
bütünlü{Jünün, Calderon ve ark. (1987) ise akrozom 
bütünlüğünün yanısıra spermotozoonun diğer 
bölgelerinde de moriolojik bozuklukların arttığını bil· 
dirmektedir1er. Sunulan çalışmada da dondurma· 
çözünme işlemini takiben spermatozoonların in­
celenen bölgelerinin tamamında morfolojik bo­
zuklukların arttığı gözlenmiştir (p<0.01). 

Sonuç olarak; köpeklerde donmuş sperma 
üzerinde gerçekleştirilen morfolojik muayenelerde 
akrozom bozukluklarının Hancock solusyonu ve 
Eosin·nigrosin boyası ile daha başarılı bir şekilde 
tespit edilece{Ji, ancak gerek taze gerekse donmuş­
çözünmüş spermada yapılacak olan moriolojik mu­
ayenelerde toplam anormal sparmatozoon oranının 
belirlenmesinde kullanılan yöntemler arasında her­
hangi bir istatistiki fark e+de edilememiştir. Bu ne­
denle Hancoçk solusyonu ile muayeneye alternatif 
olarak çeşitli boyama yöntemlerinin de kul­
lanılabileceği kanısına varılmıştır. 
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Şekil 1. Taze spermada yapılan morfolojik muayenelerden elde edilen bozukluklar. 

a: spermalozoonun orta kısmında kalınlaşma (EN), b: spermaıoz00nda kuyruk ucu kıvnmlan (EN), c: bOyCık 

başlı spermalozoon (EN), d: çift kuyruklu spermalozoon (EN), e: çift orta kısımlı spermatozoon (C), i: proximal 

sitoplazmik damlacık (C), g: küçük başlı spermalozoon (C), h: abaxial Implantasyon (HE) 

EN: Eosin·nigrosln boyası, C: Caseret( boyası, HE: Hematoksilen·eosin boyası 
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Şekil 2. Donmuş-çôzünmüş spermada yapılan morfolojik muayenelerden elde edilen bozukluklar. 

a: Nonnal spermatozoon ve kopuk baş (EN), b: Akrozom bozukluğu (EN), c: Annut başlı spennatozoon (EN), 

d: proximal sitoplazmik damlacık ve annut başlı spennatozoon (EN), e: spennatozoon orta kısmının kıvnlması 

(EN), i: çift orta kısım ve çift kuyruklu spennatozoon (HE), g: orta kısım ve kuyruk ucu kıvnmlan (HE), h: sper­

matozoon orta kısmı ve kuyruğunun baş çevresinde kıvrılması 

EN: Eosin-nigrosin boyası, C: Caseren boyası, HE: Hematoksilen·eosin boyası 

12. 
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