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Özet: Bu çalışmada dondurulmuş-çözündürülmüş köpek spermasındaki morfolojik bozuklukların saptanmasında iki 
farklı boyama yöntemi ve bir sıvı-fikzatif solusyonun etkileri ve bu yöntemlerin karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
Bulgular incelendiğinde boyama grupları ve fikzatif solusyon arasında akrozomal ve toplam morfolojik bozukluklar 
arasında istatistiksel fark saptanmamıştır. Sonuç olarak morfolojik bozuklukların belirlenmesinde Hancock 
solusyonu yanında diğer boyama yöntemlerinin de kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 
Anahtar Kelimeler: Köpek, çözündürülmüş sperma, boyama yöntemleri. 

The Evaluatıon of Frozen-Thawed Dog Semen After Staınıng and Fıxatıon 

Summary: In this study, it is aimed to detect the effects of the various staining methods and a fixative solution on 
morphological defects in frozen-thawed dog semen. Analyses of the data showed that there were no significant dif-
ferences (P>0.05) between the fixation and staining groups for acrosomal and total morphological defects. In con-
clusion, in addition to Hancock’s solution, different staining methods can be used to detect morphological defects on 
frozen-thawed dog semen. 
Key Words: Dog, thawing semen, staining procedure. 

Giriş 

Evcil hayvanlarda spermatolojik özellikler 
potansiyel fertilitenin belirlenmesinde önemli bir 
kriterdir. Köpeklerde fertiliteyi etkileyen pek çok 
faktör vardır. Ancak erkek köpeklerde başlıca 
faktör testiste üretilip ejaküle edilen spermatozoa 
olup, sağlam spermatozoa morfolojisi ile fertilite 
arasında pozitif bir korelasyon bulunmaktadır15. 

Erkek köpekte fertilizasyon yeteneğinin be-
lirlenmesi spermatozoit konsantrasyonu, motilite 
ve morfoloji gibi rutin sperma analizlerine bağlı-
dır. Bu analizler spermanın potansiyel fetilitesini 
ve erkek köpekte spermatogenezisin durumu hak-
kında bilgi sağlarlar1,5,25. Bu nedenle sperma-
tozoitlerin mikroskobik bakıda morfolojik değer-

lendirilmesi önemlidir ve spermatolojik muayene 
sun’i tohumlama çalışmalarında esastır13. Morfo-
lojik değerlendirmenin başlıca amacı normal ve 
anormal spermatozoitlerin ayırt edilmesidir24. 
Çünkü anormal yapıdaki spermatozoitlerin 
fertilite yetenekleri yoktur. Sağlıklı spermada her 
zaman morfolojik bozukluğa sahip hücreler bulu-
nabilmesine karşın bu oran %20’yi geçmemeli-
dir12,13. Feldman ve Nelson8 ile Meyers-Wallen16, 
köpeklerde primer anomalilerin %10’dan, sekon-
der anomalilerin ise %20’den fazla olmaması 
gerektiğini ve yüksek orandaki sekonder anomali-
lerin epididimal hastalıklardan veya spermanın 
toplanması ve işlenmesi sırasında oluştuğunu 
belirtmişlerdir. Ayrıca köpeklerde çift baş ve çift 
kuyruk anomalilerinin diğer evcil memelilerden 
daha fazla oranda gözlendiği belirtilmektedir26.  
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Akrozomal bütünlüğün fertilizasyonda te-
mel olduğu14,22 ve köpeklerde dondurma ve çö-
züm sonrasında önemli ölçüde düştüğü ifade e-
dilmiştir9,18. Erkek köpeklerde fertilitenin değer-
lendirilmesinde morfolojinin en iyi kriter olduğu-
nu bildiren araştırmacılar da bulunmaktadır4,19. 
Köpek spermasındaki morfolojik bozuklukların 
saptanması amacıyla eosin-nigrosin8,20,30, 
nigrosin-eosin6,23,27,31, opal blue30, fast green19,30, 
giemsa8,12,13,20 gibi boyama yöntemleri dışında 
sıvı fikzasyon yöntemlerinin de kullanılabileceği 
bildirilmektedir12,13,21. Çeşitli araştırmacılar tara-
fından sıvı fikzasyon yöntemlerinin de köpekler-
de akrozomal bütünlük ve dejenerasyonların sap-
tanmasında kullanılabileceği vurgulanmakta-
dır12,22,30. Tespit solusyonlarını pH, ısı, boyama 
süresi gibi faktörler etkileyebilmekte ve buna 
bağlı olarak sonuçlar arasında varyasyonlar olu-
şabilmektedir12. Yıldız ve ark.34, dondurulmuş-
çözündürülmüş köpek spermasında sulandırıcı 
faktöründen dolayı daha net bir görüntü zemini-
nin oluştuğunu, akrozom etrafında artifaktların 
meydana gelmediğini ve hazırlama işleminin 
kolay ve kısa süreli olmasından dolayı nigrosin-
eosin, rose-bengal ve sıvı fikzasyon yöntemleri-
nin laboratuar ve saha şartlarında elverişli olarak 
kullanılabileceğini vurgulamışlardır. Araştırmacı-
lar26,28,33, dondurulmuş-çözündürülmüş köpek 
spermasının morfolojik muayenesinde eosin-
nigrosin boyama yönteminin ölü-canlı sperma-
tozoit oranını saptamada güvenilir bir yöntem 
olduğunu bildirmişlerdir. Wong ve Dhaliwal33, 
eosin-nigrosin boyasının akrozomal bütünlüğü 
değerlendirmede yeterli boyama sağlayamadığını 
vurgulamışlardır. Bu çalışmada köpek sperması 2 
farklı sulandırıcıda dondurulmuş, çözünme sonra-
sı morfolojik incelemelerde iki boyama ve bir sıvı 
fikzasyon yönteminin karşılaştırılması ve bu özel-
liklerin sulandırıcılara göre değişip değişmediği-
nin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Bu çalışmada toplam 2 adet Alman Çoban 
Köpeği materyal olarak kullanıldı. Sperma iki 
günde bir olmak üzere toplam 5 kez, önünde kız-
gın bir dişi bulundurulan köpeklerden penis ma-
sajı yöntemiyle alındı. Ejakulatın sadece 
spermatozoitlerden zengin olan ikinci fraksiyonu 
renk ve kıvam değişikleri gözlenip diğer fraksi-
yonlardan ayrılarak değerlendirmeye alındı ve 
spermatolojik özellikleri incelendi. Spermatolojik 
muayeneler sonucunda motilitesi %80’in üzerin-
de olan ve morfolojik bozukluk oranı %20’yi 

geçmeyen sperma örnekleri Tris-yumurta sarısı 
(T-YS) ve Sodyum sitrat yumurta sarısı (SS-YS) 
sulandırıcıları ile sonuçta %4 gliserol içerecek 
şekilde sulandırılarak 0.5 ml.lik payetlerde don-
duruldular. Her bir grup için toplam 28 adet payet 
37ºC’lik su banyosunda 30 sn’de çözündürüldü. 

Çözüm sonrası morfolojik bozukluk oran-
larını saptamak için Eosin-nigrosin ve Giemsa 
boyama yöntemleri ile Hancock sıvı fikzasyon 
yöntemi kullanılarak elde edilen sonuçlar karşı-
laştırıldı. Eosin-nigrosin13 ve Giemsa12 boyama 
teknikleri ile frotiler hazırlandı. Hancock solüs-
yonu13 hazırlanarak eppendorf tüpleri içerisine 
0.5 ml. alındı ve solüsyon ile tespit edilen sper-
madan bir damla alınıp lama damlatılarak üzerine 
lamel kapatıldı ve sonra faz kontrast mikroskobun 
immersiyon objektifi ile (x100) morfolojik ince-
lemeler gerçekleştirildi. Morfolojik bozukluklar 
akrozoma ait bozukluklar, diğer morfolojik bo-
zukluklar (DMB) ve toplam morfolojik bozukluk-
lar (TMB) olarak üç kısımda incelendi. Her 
preparat için toplam 200 spermatozoit sayılarak 
yüzde oranları kaydedildi. Sunulan araştırmada 
farklı yöntemlerle boyama sonrası saptanan bul-
guların (Tablo I ve III) istatistiksel değerlendir-
mesinde Varyans Analizi (ANOVA) General 
Linear Model kullanıldı (SPSS for Windows 
10.0). Farklı yöntemlerle boyama sonrası sulandı-
rıcı çeşidine göre saptanan bulguların (Tablo II) 
istatistiksel değerlendirilmesinde ise Simple-T 
Testi kullanıldı. 

Bulgular 

Sunulan çalışmadan elde edilen bulgular 
Tablo I ve Tablo II.’de sunulmuştur.  

 
Tablo I. Farklı Yöntemlerle Boyama Sonrası 

ve Sulandırıcı Çeşidine Göre Saptanan 
Morfolojik Bozukluk Oranları  

Boyama Yöntemi 
Sulandırıcı n 

Morfolojik 
Bozukluk  
Oranı (%) Eosin-nigrosin Giemsa Hancock 

Akrozomal 20.73±6.1 17.4±4.0 20.0±4.2 
DMB 8.47±4.0b 9.77±4.1ab 10.8±3.0a Tris 28 
TMB 29.2±7.6 27.16±5.5 30.8±5.2 
Akrozomal 19.62±3.4 21.0±2.9 20.8±3.7 
DMB 9.23±2.6b 11.89±3.7a 11.42±3.3a Sodyum  

sitrat 28 
TMB 28.8±4.6 32.89±4.8 32.27±6.0 
Akrozomal 20.21±5.1a 19.07±4.0a 20.3±3.9a 
DMB 8.82±3.4b 10.75±4.0ab 11.09±3.1a Toplam 56 
TMB 29.04± 6.3a 29.82±5.9a 31.48±5.6a 

a,b Aynı satırda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemli-
dir (P<0.05) 
DMB: Diğer morfolojik bozukluk oranı 
TMB: Toplam morfolojik bozukluk oranı 
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Tablo II. Farklı Boyama Yöntemleri Sonrası 
Saptanan Morfolojik Bozukluk  
Oranları Arasındaki Varyans Analiz 
Tablosu (ANOVA) 

Faktörler  Akrozom DMB TMB 
Sulandırıcılar 1.437 0.652 2.187 
Boyama yöntemleri 2.301 3.412* 0.383 
Boyama yöntemleri-sulandırıcılar 6.234 1.349 2.048 

* P<0.05 

DMB: Diğer morfolojik bozukluk oranı 
TMB: Toplam morfolojik bozukluk oranı 

Tartışma ve Sonuç 

Sunulan araştırmada çözüm sonrası elde 
edilen değerlerin genel olarak birçok araştırmacı-
nın elde ettiği değerlerle benzerlik gösterdiği 
saptanmıştır7,10,29,35. Dondurulmuş-çözündürülmüş 
sperma örneklerinde kullanılan farklı boyama 
yöntemleri karşılaştırıldığında akrozomal bozuk-
luk oranları ve toplam morfolojik bozukluk oran-
ları arasında istatistiksel olarak fark saptanmamış 
(P>0.05), diğer morfolojik bozukluk oranları 
incelendiğinde ise Eosin-nigrosin ile Hancock 
arasında istatistiksel olarak fark bulunmuştur 
(P<0.05) (Tablo I). T-YS ve SS-YS sulandırıcıla-
rının boyama yöntemleri üzerine bir etkisi sap-
tanmamıştır. Ancak T-YS sulandırıcısındaki diğer 
morfolojik bozukluk oranları incelendiğinde 
Eosin-nigrosin ile Hancock arasında, SS-YS su-
landırıcısındaki diğer morfolojik bozukluk oran-
ları incelendiğinde ise Eosin-nigrosin ile diğer 
yöntemler arasında istatistiksel olarak fark sap-
tanmıştır (P<0.05) (Tablo I).. 

Varyans Analiz Tablosu (Tablo II) incelen-
diğinde ise sadece boyama yöntemleri arasında 
diğer morfolojik bozukluklar açısından istatistik-
sel olarak fark saptanmış (P<0.05), sulandırıcılar 
ve boyama yöntemleri ile sulandırıcılar arasında 
istatistiksel fark bulunmamıştır.  

Ataman ve ark2, köpeklerde taze ve dondu-
rulmuş spermada anormal spermatozoit tiplerini 
saptamak amacıyla 4 farklı boyama yöntemi kul-
lanmışlardır. Araştırmacılar Tris sulandırıcısı ile 
dondurulmuş spermada Hancock ve Eosin-
nigrosin boyama sonrasında akrozomal, baş, orta, 
kuyruk ve toplam anormal spermatozoit oranları-
nı sırasıyla %14.1±0.61, %4.9±0.48, %10.6±1.29, 
%11.4±1.16, %40.9±2.66; %13.4±0.50, 
%4.1±0.32, %10.7±1.23, %11.2±1.10 ve 
%39.3±2.66 olarak bulduklarını bildirmişlerdir. 
Sunulan çalışmada Hancock ve Eosin-nigrosin 

boyama yöntemlerinde hem Tris ve sodyum sitrat 
sulandırıcılarından, hem de sulandırıcılar göz 
önünde bulundurulmadan boyama yöntemlerin-
den elde edilen (Tablo I) akrozomal bozukluk 
oranları Ataman ve ark.’nın2 değerleri ile karşı-
laştırıldığında yüksek, diğer morfolojik ve toplam 
morfolojik bozukluk oranları ise düşük bulun-
muştur.  

Yıldız ve ark.34, köpek ve koçlarda taze 
spermadaki ve Tris-fruktoz sulandırıcısı ile don-
durdukları sperma örneklerindeki akrozomal bo-
zukluk oranlarını saptamak için 6 farklı boyama 
yöntemini denemişler, köpeklere ait çözüm son-
rası akrozomal bozukluk oranlarını Eosin-nigro-
sin’de %36.4±0.55, Hancock’ta %36.3±0.42, 
Giemsa’da ise %35.9±0.50 olarak saptamışlardır. 
Sunulan araştırmada farklı yöntemlerle boyama 
sonrası saptanan akrozomal bozukluk oranları 
Yıldız ve ark.’nın34 bulgulardan daha düşük bu-
lunmuştur. Ayrıca Tris ve sodyum sitrat sulandı-
rıcılarından elde edilen akrozomal bozukluk oran-
ları da anılan değerlerden düşük saptanmıştır. 
Bulgular arasındaki farklılıkların kullanılan kö-
pek ırklarının farklı oluşundan kaynaklanabilece-
ği düşünülmektedir. Hafez12, tespit solüsyonlarını 
pH, ısı, boyama süresi gibi faktörlerin etkileyebi-
leceğini ve bu duruma bağlı olarak ta morfolojik 
muayenelerde sonuçlar arasında farklılıkların 
oluşabileceğini vurgulamaktadır. 

Köpek spermasını pellet yöntemine göre 
%4 ve %8 gliserol içeren sütlü sulandırıcı ve Tris 
sulandırıcısıyla donduran Baran3, sperma örnekle-
rinin morfolojik değerlendirmesinde Hancock 
solüsyonunu kullanmıştır. Araştırmacı akrozom, 
baş, orta, kuyruk, ve toplam morfolojik bozukluk 
oranlarını %4 ve %8 gliserol içeren Tris sulandı-
rıcısında sırasıyla %33.62±12.86, %4.68±3.79, 
%1.39±1.99, %4.33±3.31, %44.03±12.51; 
%55.23±15.51, %4.69±3.54, %1.14±1.67, 
%3.78±3.03 ve %64.85±14.85 olarak bulmuştur. 
Sunulan araştırmada Hancock solüsyonundaki 
akrozomal ve toplam morfolojik bozukluk oranla-
rı hem boyama yöntemlerinde hem de sulandırıcı 
çeşidine göre boyama yöntemlerinde Baran’ın3 
değerlerinden düşük, diğer morfolojik bozukluk 
oranları ise benzer bulunmuştur.  

Payet yöntemiyle dondurduğu köpek sper-
malarında Günay11, çözüm sonrası akrozom, baş, 
orta, kuyruk ve toplam morfolojik bozukluk oran-
larını Tris ve sodyum sitrat sulandırıcılarında 
sırasıyla %23.6±1.12, %5.4±0.28,%2.4±0.08, 
%8.8±0.34, %40.6±1.35; %26.9±1.18, 
%5.9±0.28, %2.8±0.09, %9.7±0.34 ve 
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%45.4±1.39 olarak saptamıştır. Araştırmacı akro-
zomal bozukluk oranı için Giemsa, diğer morfo-
lojik bozukluk oranlarını saptamak için Eosin-
nigrosin boyama yöntemlerini kullandığını bil-
dirmiştir. Sunulan araştırmada Giemsa boyama 
yönteminde Tris ve sodyum sitrat sulandırıcıla-
rında ve sulandırıcı göz önünde bulundurulmadan 
boyama yöntemlerinden elde edilen akrozomal 
bozukluk oranları Günay’ın11 bulduğu değerden 
biraz düşük olmakla beraber uyumlu bulunmuş-
tur. Diğer ve toplam morfolojik bozukluk oranları 
ise araştırıcının değerlerinden düşük bulunmuştur. 

England ve Ponzio6, Tris-yumurta sarısı ile 
dondurduğu köpek spermasında çözüm sonrası 
sağlam akrozom oranını köpeklerde % 52-84 
olarak bulduklarını belirtmişlerdir. Sunulan araş-
tırmada tüm boyama yöntemlerinde hem Tris ve 
sodyum sitrat sulandırıcılarındaki hem de sulandı-
rıcı göz önüne alınmadan bulunan akrozomal 
bozukluk oranları England ve Ponzio’nun6 belirt-
tiği değerle uyum içerisindedir. Elektron mikros-
kop kullanılarak yapılan muayenelerde akrozomal 
içerik kaybını ve akrozomal membranların 
vezikulasyonunu içeren akrozomal hasarın daha 
yüksek oranda saptanabileceğini açıklayan 
Rodriguez-Martinez ve ark24, faz kontrast mik-
roskop kullanımında ise akrozomal anomalilerin 
daha düşük oranda bulunduğunu bildirmişlerdir. 

Kullanılan farklı boyama yöntemleri ara-
sında önemli istatistiksel farklılıklar bulunmama-
sına karşın Hancock sıvı fikzasyon yönteminin 
uygulanması sırasında Tris sulandırıcısıyla don-
durulmuş örneklerde solüsyon ile temas sırasında 
çökelti oluştuğu ve mikroskobik muayenede gö-
rüntünün bulanıklığı gözlemlendi. Bu nedenle 
Hancock sıvı fikzasyon yönteminde diğer yön-
temlere göre muayene biraz daha zor gerçekleş-
miştir. Sodyum sitrat sulandırıcısı ile dondurulan 
sperma örneklerinde ise Tris sulandırıcısında 
karşılaşılan durumla karşılaşılmamıştır. Bunun 
yanı sıra Hancock solüsyonunda boya olmadığın-
dan ve dolayısıyla spermatozoitlerin boya alması 
gibi bir durumla karşılaşılmaması nedeniyle 
akrozomal ve diğer morfolojik muayenelerin 
ayrıntılı olarak yapılması avantaj olarak değer-
lendirilmiştir. Gliserol17 ve yumurta sarısı32 içeren 
sulandırıcıların spermatozoitlerin boyanma özel-
liğini etkilediği bildirilmiştir. Ayrıca eosin-
nigrosin boyama yönteminde yapılan akrozomal 
muayeneler diğer yöntemlere oranla daha zor 
gerçekleşmiştir.  

Sunulan araştırmada, dondurulmuş-
çözündürülmüş köpek spermasının morfolojik 
değerlendirilmesinde kullanılan sulandırıcıların 
boyama yöntemleri üzerine etkisinin olmadığı ve 
kullanılan üç farklı boyama yönteminin de güven-
le kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 
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