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ÖZET: 

Yapılan bu araştırmanın amacı, mezbahanelerden kesim sonrası alınan manda testislerinden elde edilen epididimal 

spermalarda çeşitli sperma sulandırıcıları kullanarak dondurmanın bazı spermatolojik parametreler üzerine etkisinin 

incelenmesidir. Mezbahanelerden kesim sonrası alınan 15 adet erkek Anadolu mandası (3 yaş ve üzeri) testislerinden elde 

edilen epididimal spermalara 6 farklı sperma sulandırıcısı (Tris, OptixCell®, BioXcell®, BullXcell®, AndroMed®, 

Steridly®) katılarak yapılan spermatolojik muayenelerle spermatozoonların motilitesi, ölü/canlı spermatozoon oranı, 

anormal spermatozoon oranı ve Hipo Osmotik Şişme Testi (HOST) oranları saptandı. Araştırmada taze sperma ile çözüm 

sonu sperma motilitesi, ölü spermatozoon oranı, HOST oranı, orta kısım, kuyruk ve toplam anormal spermatozoa oranları 

arasında önemli (p<0,001) farklılıkların olduğu saptandı. Sulandırıcılar arasında motilite oranı taze spermada Tris (% 55 

± 2,71), çözdürme sonrasında ise Tris ve OptixCell® (% 6) diğer sulandırıcılara göre daha iyi sonuçlar verdi. Ölü 

spermatozoon oranında da Tris sulandırıcısı, taze ve çözdürme sonrasında sırasıyla % 22 ± 0,98 ve % 65,30 ± 2,94 ile 

diğer sulandırıcılara göre en iyi sonucu verdi. Anormal spermatozoonda ise en az toplam anormali veren sulandırıcı taze 

ve dondurma çözdürme sonrası sırasıyla % 18,06 ± 0,56 ve % 18,60 ± 0,72 sonuçlarını veren BullXcell® sulandırıcısı 

oldu. HOST oranlarına bakıldığında taze spermada en iyi sonucu Tris sulandırıcısı (% 63,40 ± 0,78) verirken, dondurma 

çözdürme sonrası sulandırıcılar arasında anlamlı derece bir fark gözlemlenmedi (P≥0,05). Çalışmamızda kullanılan 

sperma sulandırıcıları arasında spermatolojik parametreler göz önüne alındığında Tris sulandırıcısının en iyi sonuçları 

veren sperma sulandırıcısı olduğu görülmektedir. Elde edilen epididimal spermalarda taze ve çözüm sonrası motilite 

oranları yapılan çalışmalarla uyumlu bulundu. Sonuç olarak post-mortem elde edilen epididimal manda spermasının 

biyoteknolojik yöntemler kullanılarak değerlendirilebileceği düşünülmektedir. 

  
In-vitro evaluation of the effects of different extenders on spermatological parameters 
in the freezing of epididymal buffalo sperm 

ABSTRACT: 

The aim of this study is to examine the effect of freezing on some spermatological parameters by using various semen 

extenders in epididymal semen obtained from buffalo testicles taken from slaughterhouses after slaughter. Six different 

semen extenders (Tris, OptixCell®, BioXcell®, BullXcell®, AndroMed®, Steridly®) were added to the epididymal 

semen obtained from 15 male Anatolian buffalo testicles taken from slaughterhouses after slaughter and evaluated by 

performing spermatological examinations. In the study, it was determined that there were significant (p<0.001) 

differences between fresh semen and semen at solution semen motility, rate of dead spermatozoa, HOST rate, and total 

abnormal spermatozoa rates. Among the extenders, the motility ratio of Tris was better in fresh semen, and after thawing, 

Tris and OptixCell® gave better results than the other extenders. In terms of dead spermatozoa, Tris extender gave the 

best results compared to other extenders with 22 ± 0.98% and 65.30 ± 2.94%, respectively, after fresh and thawing. In 

abnormal spermatozoa, the extender that gave the least total abnormality was the BullXcell® extender, which gave the 

results of 18.06 ± 0.56 % and 18.60 ± 0.72 % after freezing and thawing, respectively. Considering the HOST ratios, Tris 

extender (63.40 ± 0.78%) gave the best result in fresh semen, while no significant difference was observed between the 

extenders after freezing and thawing (P>0.05). Considering these parameters in our study, it is seen that the Tris extender 

is the semen extender that gives the best results. As a result, it is thought that epididymal buffalo semen obtained post-

mortem can be evaluated using biotechnological methods. 

doi: 10.33188/ vetheder.1082675 
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1. Giriş 

Anadolu mandası; nehir mandalarının bir alt grubu olan Akdeniz Mandalarından köken almaktadır. Anadolu 

Mandasının yetiştiricilikte hastalıklara karşı dayanıklı olması, kalitesiz kaba yemi bile et ve süte dönüştürebilmesi ve 

yetiştirme giderlerinin düşük olması nedeniyle tercih edilmektedir. Bunların yanı sıra her türlü iklim koşullarına uyum 

sağlayabilmesi ve alınan hayvansal ürünleri bileşenlerinin diğer türlere göre daha aranan özellikte olmasından dolayı 

yetiştiriciler açıından önemi çok fazladır (1). 

Spermanın sulandırılması ve kriyoprezervasyonu erkek hayvana bakma zorunluluğu olmaksızın, genetiğinin 

popülasyonlar arasında kullanımını kolaylaştırır. Cinsel yolla bulaşan hastalıkların bulaşması önlenir. Kesim ve ölüm 

gibi nedenlerle çiftleşmede kullanılamayacak erkek hayvanların genetiğinin aktarılmasını sağlar (2). Spermanın 

dondurulmasında çok sayıda ticari sulandırıcı hazırlanmış ve çoğunlukla boğa sperması üzerinde birçok araştırma 

yapılarak başarılı sonuçlar elde edilmiştir. Manda spermasının membranında fosfolipit içeriğinin düşük seviyede olması 

ve dondurma-çözdürme işlemleri esnasında bu yapının kayba uğraması, manda spermasının dondurulabilme 

kapasitesini düşürdüğü yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (3).  
Manda spermasındaki spermatozoonların soğutma sıcaklığında (+4 °C) antioksidan enzimlerin faaliyetlerinin 

daha az olması nedeniyle, daha yüksek lipid peroksidasyonuna maruz kaldığı bildirilmiş bu da manda 

spermatozoonlarının soğutma sıcaklığında (+4 °C) saklandığında sığır spermatozoonlarına kıyasla oksidatif strese daha 

yatkın olduklarını göstermiştir (4).  

 Mandalardan elde edilen epididimal spermaya sperma sulandırıcısı eklendikten sonra 2-5 dakika içerisinde motil 

yeteneği kazandığı saptanmıştır (5). Yapılan çalışmalarda elde edilen epididimal manda spermaları kesim sonrası doku 

dejenerasyonunun zararlı etkilerini en aza indirmek için en kısa sürede (30 dk-4 sa) laboratuvara getirilerek, sulandırma 

işlemine hazır hale getirilmiştir (6). Epididimal manda spermasında sulandırıcı olarak ticari olarak temin edilebilen 

sulandırıcılar kullanılmıştır. Yapılan bir çalışmada Amerikan bufalolarından alınan epididimal spermatozoonlar 

Triladyl ve Andromed sulandırıcısı ile sulandırmış Triladyl sulandırıcısı ile sulandırılan gruptan çözüm sonu 

ortalamasını % 12 ila % 17,2 arasında progresif motilite elde ederken Andromed sulandırıcısı ile sulandırılan gruptan 

ise hiç progresif motilite elde edilememiştir (7). Epididimal manda spermasında yapılan bir başka çalışmada ise 

epididimal manda spermatozoonları Andromed ve Triladyl sulandırıcıları ile sulandırılmış ve çözüm sonu progresif 

motiliteleri sırasıyla % 13 ve % 18 olarak tespit etmişlerdir (8). 2009 yılında yapılan başka bir çalışmada Tris ve tam 

yağlı inek sütünü epididimal manda spermasında sulandırıcı olarak kullanmış çözüm sonu motilite oranlarını sırasıyla 

% 11,6 ve % 16,5 olarak bulmuşlardır (18). Epididimal manda spermasının sulandırmasında sulandırıcı olarak daha 

çok laboratuvarda hazırlanan Tris-Sitrik Asit-Yumurta Sarısı sulandırıcısı kullanılmaktadır (10,11). 

Çalışmamızda, Anadolu manda boğalarından elde edilecek epididimal spermalara katılacak olan sulandırıcıların 

dondurma çözdürme sonrası in-vitro değerlendirmeleri yapılarak en iyi sonuçlara sahip sperma sulandırıcısının 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 

2. Gereç ve Yöntem  

Mezbahaneye getirilen sağlıklı ve gelişimini tamamlamış 3 yaş ve üzerinde olan yaklaşık 200’e yakın erkek 

manda incelendi. Kesim öncesi muayenesi Veteriner Hekim’ler tarafından yapılan ve kesimine onay verilen 15 adet 

sağlıklı erkek Anadolu Mandasından alınan testisler çalışmanın materyal bölümünü oluşturdu.  

Epididimal spermanın elde edilmesi 

Kesim için mezbahaya gelen mandaların testisleri Lambrechts ve ark. (6)’da belirtildiği gibi, kesimin hemen 

ardından scrotumları bir bıçak ile kesilerek açığa çıkarılmasından sonra spermatik kord’tan epididimislerle beraber 

kesilerek uzaklaştırıldı. Epididimisler soğutulmanın hızlanması amacıyla testislerden kesilerek uzaklaştırıldı. 

Epididimisler daha öncesinden + 4 °C’yi sağlayacak şekilde buz kalıpları ile soğutulan kapalı bir termosa buz 

kalıplarına temas ettirilmeden konularak vakit geçirmeksizin en kısa sürede (en geç 30 dk) laboratuvara getirildi. 

Laboratuvara getirilen epididimisler buzdolabında işlenmek üzere bekletildi. Laboratuvara getirilen epididimislerin 

bütün işlemleri en geç 4 saat içerisinde tamamlandı (6).  
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Testislerden ayrılmış olan epididimisler steril bir bistüri yardımıyla cauda epididymis bölgesi üzerine kesitler 

atılarak kanallarda bulunan spermanın dışarı çıkması sağlandı. Dışarı çıkan sperma herhangi bir solüsyon 

kullanılmadan steril bir enjektör yardımıyla çekilerek elde edildi (12). Elde edilen her epididimal sperma deneme 

grupları için 6 ayrı parçaya bölünerek mix yapılmadan sulandırılma işlemine geçildi. 

Spermanın sulandırılması 

Çalışmada farklı sulandırıcıların kullanılacağı 6 deneme grubu oluşturuldu. Elde edilen spermalar 6 ayrı 

sulandırma solüsyonu için eşit miktarda bölüştürülerek çalışmanın grupları oluşturuldu. Deneme gruplarında spermalar;  

1. TRİS (3,028 gr Tris, 1,675 gr sitrik asit, 1,25 gr früktoz, %7 gliserol ve %20 yumurta sarısı) sulandırıcısı 

2. OptixCell® (sentezlenmiş lipozomlara dayanan hayvansal protein içermeyen) sulandırıcısı 

3. BioXcell® (Bitkisel protein bazlı hayvansal protein içermeyen) sulandırıcısı  

4. BullXcell® (Yumurta sarısı eklenmesi için özel hazırlanmış özel preparat) sulandırıcısı  

5. AndroMed® (Fosfolipidler, TRIS, sitrik asit, şeker, antioksidan, tampon, gliserol ve saf su içeren hayvansal 

kökenli içerik içermeyen) sulandırıcısı  

6. Steridly® (TRIS, sitrik asit, şeker, tampon, gliserol, saf su ve ışınlanmış steril yumurta sarısı içeren) 

sulandırıcısı ile sulandırıldı. 

Sulandırılan spermaların equilibrasyonu ve dondurma-çözdürmesi 

Sulandırılan epididimal spermalar son konsantrasyonları 80-100x106 sp/ml olacak şekilde ayarlandıktan sonra 

manuel olarak 0,25 ml’lik payetlere çekildi. Ardından payetler içerisindeki spermalar + 4 °C’de 4 saat equilibrasyona 

tabi tutulduktan sonra sıvı azotun 6 cm üstünde tutularak sıvı azot buharında (−80 °C ila −120 °C’de) 20 dk. bekletilerek 

donduruldu (3). Son olarak -196 °C’deki sıvı azot içerisine daldırılıp, çözdürme işlemine kadar sıvı azot tankı içerisinde 

saklandı. Dondurulan payetler incelenmek üzere sıvı azot tankından alınarak 37 °C’ye ayarlanmış su banyosunda 30 

saniye süreyle tutularak çözdürüldü ve ardından payetlerden çıkarılan spermalar, spermatolojik parametreler yönünden 

incelendi (13). 

Çalışma grupları spermatolojik muayeneleri  

 Elde edilen spermalar spermatolojik parametreler yönünden taze, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası 

zamanlarda incelendi. Spermatolojik parametrelerden motilite (%) Sharma (33)’ya göre, spermatozoon yoğunluğu 

(x106 sp/ml), ölü/canlı spermatozoon oranı (%), anormal spermatozoon oranı (%) Tekin (14)’e göre, Hipo-ozmotik 

şişme testi (HOST) oranı da Sarıözkan ve ark. (15)’daki yönteme göre tespit edildi.  

Motilite muayenesi 

Muayene ısıtma tablalı, faz-kontrast mikroskop kullanılarak yapıldı ve oranı yüzde (%) olarak belirlendi. 

Sulandırılan ve dondurulup çözdürülen spermadan küçük bir damla alınarak ısıtma tablalı ve ısısı 37 °C’ye ayarlanmış 

mikroskopta lam üzerine konulup, lamel ile kapatılarak 40× büyütmede spermatozoonların hareketlerinin incelenmesi 

yapıldı. Bir yönde güçlü hareket eden spermatozoonların hareketsiz veya diğer hareket biçimi gösterenlere oranı en az 

birbirinden farklı üç mikroskop alanında ölçülmesi ile ortalaması alınarak yüzde olarak tespit edildi (33). 

Ölü/canlı spermatozoa oranı 

Boyama yöntemiyle (% 2’lik Eosin) ölü/canlı spermatozoon oranları yüzde (%) olarak belirlendi. Bu işlem 

için vücut ısısına ayarlanmış lam, lamel ve % 2’lik Eosin boyası kullanıldı. Sulandırılan sperma, iki damla Eosin ile 

karıştırılıp bir lam üzerine froti çekildi ve 15 saniye boyunca kurumaya bırakılan slaytlar mikroskopta 40× büyütme 

ile 400 tane spermatozoon sayılarak, kırmızı renk boya alan (ölü hücrelerin) spermatozoonların sayısı yüzde (%) 

olarak belirlendi (14).  

Anormal spermatozoa oranı 

Anormal spermatozoon oranının belirlenmesinde sıvı fikzasyon yöntemi kullanıldı. Baş-akrozom, orta kısım, 

kuyruk anomalileri ve toplam spermatozoa anomalileri oranı yüzde (%) olarak belirlendi. Sulandırılan sperma, 
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Hancock solüsyonu içerisinde fikse edildi ve hazırlanan bu solüsyondan bir damla lam üzerine konulup üzeri lamel ile 

kapatıldı. Kapatılan lamel üzerine bir damla immersiyon yağı damlatılarak 100× büyütmede dört yüz spermatozoon 

sayılarak morfolojileri yüzde olarak tespit edildi (14).  

Hipo-ozmotik şişme testi (HOST) oranı 

 Hipo-ozmotik şişme testi (HOST), sarmal ve şişmiş kuyruklara dayalı olarak spermatozoon zarının işlevsel 

bütünlüğünü değerlendirmek için kullanıldı. Spermatozoon membranının fonksiyonel bütünlüğünü belirlemek için 100 

mOsm/lt’lik bir solüsyon (9 gr fruktoz ile 4,9 gr sodyum sitratın 1 litre distile su içerisinde çözdürülmesi ile hazırlanan) 

kullanıldı. 30 μl sperma örneği 300 μl’lik 100 mOsm hipo-ozmotik solüsyonu içerisinde 37 °C'de 60 dakika boyunca 

inkübasyona bırakıldıktan sonra, bu karışımdan alınan 0,2 ml’lik örnek ısıtma tablalı mikroskopta 100× büyütmede iki 

yüz spermatozoon sayılarak değerlendirildi. Şişmiş veya kıvrılmış kuyruklu spermatozoonlar kaydedildi (15). 

İstatistiksel analiz 

Çalışmada, epididimal manda spermalarını sulandırmasında kullanılan Andromed®, Bioxcell®, Bullxcell®, 

Optixcell®, Steridly® ve Tris (Tris- yumurta sarısı-sitrik asit- fruktoz- gliserol) sulandırıcılarının epididimal manda 

spermalarında farklı zamanlardaki (Taze, equilibrasyon sonrası ve dondurma çözdürme sonrası) motilite oranı, ölü 

spermatozoon oranı, anormal spermazoon (baş, orta kısım, kuyruk ve toplam) oranı ve hipo-osmotik şişme testi (HOST) 

oranlarının etkilerini ayrı ayrı ve birlikte değerlendirilmesi için GENMOD (Genelleştirilmiş Doğrusal Modeller) 

istatistik yönteminde logaritmik bağlantı fonksiyonun entegrasyonu ile analiz edilmiştir. Ayrıca tüm değişkenlerin 

ortalama, ortalamanın standart sapması, minimum ve maksimum değerler hesaplanarak tanıtıcı istatistikler şeklinde 

özetlenmiştir. Çalışmada yapılan tüm istatistik hesaplamalar ve istatistik analizlerde SAS (2009) istatistik paket 

programından yararlanılmıştır. 

3. Bulgular  

 Spermatolojik parametrelerden motilite bulgularını karşılaştırdığımızda taze spermada en iyi sonuçların Tris 

sulandırıcısından (55,00 ± 2,71) elde edildiği, AndroMed® ve BioXcell® sulandırıcılarının ise diğer sulandırıcılara göre 

önemli derece kötü sonuçlar verdiği (P<0,001) belirlendi. Çözdürme sonrasında alınan bulgularda ise OptixCell® ve 

Tris sulandırıcıları ile sulandırılan spermaların diğer sulandırıcılara oranla farkları önemli bulundu (P<0,001). 

Sulandırıcıların motilite bulguları Tablo 1’de verilmiştir.  

 

Tablo 1: Farklı sulandırıcılar ile sulandırılan spermaların taze, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası motilite 

bulguları 

Table 1: Percent of individual progressive motility of sperm diluted with different extenders, fresh, equilibration and 

after thawing 

Sulandırıcılar Taze Sperma Equilibrasyon 

Sonrası 

Çözdürme Sonrası P 

AndroMed®    12,66 ± 1,07d,x 0d,y 0b,y     <0,001 

BioXcell® 14,00 ± 1,30d,x 1,33 ± 0,9d,y 1,00 ± 0,72b,y <0,001 

BullXcell® 36,66 ± 4,64c,x      18,30 ± 3,89c,y 2,66 ± 1,07b,z <0,001 

OptixCell®      47,00 ± 3,86a,b,x      29,00 ± 3,20b,y 6,00 ± 1,48a,z <0,001 

Steridly®      40,00 ± 3,04c,b,x      19,66 ± 1,98c,y 2,33 ± 1,36b,z <0,001 

Tris 55,00 ± 2,71a,x      36,33 ± 1,50a,y 6,00 ± 1,00a,z <0,001 

P <0,001 <0,001 <0,001  

*Sütunlar (a,b,c,d) ve satırlar (x,y,z) içinde farklı üst simge harfleri olan sayılar önemli ölçüde farklılık gösterir. 
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Ölü spermatozoon oranlarının sulandırıcılar arasında karşılaştırılmasında her üç zamanda da AndroMed® ve 

BioXcell® sulandırıcıları ile sulandırılan spermaların değerleri anlamlı derecede farklı bulundu (P<,0001). Taze sperma 

örneklerinde Tris sulandırıcısında en az ölü spermatozoon oranı tespit edildi. Çözdürme sonrası yapılan 

değerlendirmede BullXcell®, OptixCell®, Steridly® ve Tris sulandırıcıları arasında önemli bir fark belirlenmedi. 

Sulandırıcılar arası ve her 3 zamanda ki ölü spermatozoon oranları Tablo 2.’de verilmiştir. 

 

Tablo 2: Farklı sulandırıcılar ile sulandırılan spermaların taze, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası ölü 

spermatozoon oranları 

Table 2: Fresh, equilibration and after thawing dead spermatozoon rates of sperm diluted with different extenders 

Sulandırıcılar Taze Sperma Equilibrasyon 

sonrası 

Çözdürme Sonrası P 

AndroMed® 43,80 ± 0,87a,x 66,93 ± 0,89a,y 83,46 ± 1,01a,z <0,001 

BioXcell® 42,40 ± 1,07a,x 63,13 ± 1,82a,y 78,20 ± 1,71a,z <0,001 

BullXcell® 30,73 ± 2,22b,x 44,26 ± 3,36b,y 71,53 ± 2,02b,z <0,001 

OptixCell® 25,93 ± 1,68d,c,x 35,53 ± 2,25d,c,y 70,00 ± 2,74b,z <0,001 

Steridly® 28,73 ± 1,49b,c,x 39,26 ± 1,38b,c,,y 71,66 ± 2,45b,z <0,001 

Tris 22,00 ± 0,98d,x 31,13 ± 1,06d,y 65,30 ± 2,94b,z <0,001 

P <0,001 <0,001 <0,001  

*Sütunlar (a,b,c,d) ve satırlar (x,y,z) içinde farklı üst simge harfleri olan sayılar önemli ölçüde farklılık gösterir.  

Toplam anormal oranlarında ise yine üç zamanda da (Taze sperma, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası) 

BioXcell® ve Steridly® sulandırıcılarının diğer sulandırıcılara göre önemli farklılıkları olduğu belirlendi (P<,0001). 

Bütün sulandırıcıların taze ile çözdürme sonrası bulgularında anlamlı derecede fark gözlendi. Sulandırıcıların üç 

zamandaki toplam anormal oranları Tablo 3.’te verilmiştir. 

Tablo 3: Farklı sulandırıcılar ile sulandırılan spermaların taze, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası toplam 

anormal spermatozoon oranları 

Table 3: Total abnormal spermatozoa ratios of sperm diluted with different extenders, fresh, equilibration and after 

thawing 

Sulandırıcılar Taze Sperma Equilibrasyon Sonrası Çözdürme Sonrası 

AndroMed® 20,93 ± 0,46b 21,20 ± 0,57b 21,46 ± 0,63c,d 

BioXcell® 29,86 ± 0,85a 32,46 ± 1,02a 36,86 ± 0,70a 

BullXcell® 18,06 ± 0,56c 18,60 ± 0,63c 18,60 ± 0,72e 

OptixCell® 21,53 ± 0,52b 21,53 ± 0,63b 22,80 ± 0,51c 

Steridly® 28,86 ± 1,16a 32,86 ± 0,94a 32,33 ± 0,90b 

Tris 18,40 ± 0,69c 18,40 ± 0,74c 20,00 ± 0,56d,e 

P < 0,001 < 0,001 < 0,001 

*Sütunlar (a,b,c,d,e) farklı üst simge harfleri olan sayılar önemli ölçüde farklılık gösterir.  
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Hipo-osmotik şişme testi (HOST) bulgularına baktığımızda taze ve equilibrasyon sonrasında AndroMed® ve 

BioXcell® sulandırıcılarının diğer sulandırıcılara kıyasla önemli bir fark tespit edildi (P<0,001). Çözdürme sonrasında 

ise sulandırıcılar arasında önemli bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Sulandırıcıların üç zamandaki hipo-osmotik şişme 

testi oranları Tablo 4.’te verilmiştir. 

Tablo 4: Farklı sulandırıcılar ile sulandırılan spermaların taze, equilibrasyon sonrası ve çözdürme sonrası host bulguları 

Table 4: HOST findings of sperm diluted with different extenders, fresh, equilibration and after thawing 

Sulandırıcılar Taze Sperma Equilibrasyon 

sonrası 

Çözdürme Sonrası P 

AndroMed® 22,53 ± 0,93d,x 19,00 ± 0,83d,y 7,20 ± 0,65a,z <0,001 

BioXcell® 22,60 ± 1,14d,x 18,66 ± 0,97d,y 8,46 ± 0,81b,a,z <0,001 

BullXcell® 42,26 ± 0,55c,x 25,70 ± 0,55c,y 9,46 ± 0,99b,a,z <0,001 

OptixCell® 51,40 ± 1,03b,x 35,80 ± 0,78b,y 10,86 ± 1,10b,z <0,001 

Steridly® 44,40 ± 0,45c,x 24,20 ± 0,39c,y 11,13 ± 0,82b,z <0,001 

Tris 63,40 ± 0,78a,x 42,66 ± 0,83a,y 8,66 ± 0,96b,a,z <0,001 

P < 0,001 < 0,001 0,05  

*Sütunlar (a,b,c,d) ve satırlar (x,y,z) içinde farklı üst simge harfleri olan sayılar önemli ölçüde farklılık gösterir. 

4. Tartışma ve Sonuç  

Yapılan çalışmalarda mezbahada kesilen erkek mandalardan alınan testislerin 30 dakika ile 4 saat içerisinde 

işlenmiş olduğu gözlenmiştir (6,8). Barati ve ark. (18), yaptıkları çalışmada elde edilen testisleri belli süreler muhafaza 

etmiş en iyi sonuçları hemen işlenmiş epididimis spermatozoonlarında tespit etmişlerdir. Yaptığımız araştırmada 

yapılan çalışmalar ışığında; mandalar mezbahada kesildikten sonra en kısa sürede testisler mandalardan alınmış 

minimum 30 dakika maksimum 4 saat içerisinde işleme alınıp dondurma işlemine geçilmiştir.  

Vilela ve ark. (19), gliserolün sperma sulandırıcısına eklenme zamanının belirlenmesi için yaptıkları çalışmada 

5 °C’ye 2 saatte yavaş soğutulan Tris sulandırıcısına dondurmadan önce farklı zamanlarda gliserol ilavesi yapılmış; 

gliserol ile birkaç dakika inkube edilmiş sperma ile saatlerce gliserolle inkube edilmiş spermanın benzer motil sperma 

yüzdesine sahip olduğunu bildirmişler ve bu işlemde en önemli bölümün yavaş soğutma ile equilibrasyon olduğunu 

belirtmişlerdir. Herold ve ark. (20), equilibrasyon süresinin araştırıldığı çalışmalarında 2 ila 9 saat arasında 

equilibrasyona bırakılan spermalar içinde 4 saatten az equilibrasyon süresinin spermanın spermatolojik parametreleri 

üzerine olumsuz bir etkiye neden olduğunu bildirmişlerdir. Shahverdi ve ark. (21), yapmış olduğu çalışmada farklı 

equilibrasyon sürelerinin (2, 4, 8 ve 16 saat) çözüm sonu motiliteye etkisini araştırmış ve 4 saatlik equilibrasyon 

süresinin diğer zamanlara göre daha güvenilir olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan çalışmalarda sulandırma işlemleri 

tamamlanmış spermalar payetlere çekilmiş 37 °C’den 4 °C’ye yavaş soğutarak 4 °C’de 4 saat equilibrasyonda 

bırakılmıştır. Daha sonra payetler 20 dakika boyunca sıvı nitrojen yüzeyinden 6 cm üzerinde nitrojen buharında 

dondurulmuş ve sonrasında ise sıvı nitrojende saklanmıştır (6,22). Yapmış olduğumuz çalışmamızda 4 °C de 4 saatlik 

inkubasyonda bırakılan payetler daha sonra sıvı azot yüzeyinin 6 cm yukarısında 20 dakika bekletilerek donduruldu ve 

sonrasında sıvı azotun içinde saklandı.  

Abdel-Aziz Swelum ve ark. (31) ejakule deve spermalarında yapmış oldukları çalışmalarında Andromed, 

Optixcell ve Steridly sulandırıcıları ile sulandırılan spermalarda çözüm sonu progresif motilite sonuçlarını sırasıyla % 

3, % 3 ve % 5 olarak tespit etmişlerdir. Al-Essawe ve ark. (32) alpakalarda yapmış oldukları çalışmada epididimal 

alpaka spermasına katılan Andromed sulandırıcısıyla 10 dakikalık inkubasyon sonrası progresif motiliteyi % 10 olarak 

bildirmişlerdir. Sperma sulandırıcıları ticari olarak genelde sığırlar için hazırlanmaktadır. Sığırlara benzer ancak farklı 
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hayvan türleri üzerine yapılan çalışmalarda inkubasyon ya da çözüm sonunda progresif motilite sonuçları istenilen 

düzeylere ulaşamamıştır. 

Çalışmada motilite sonuçları sulandırıcılar kendi arasında karşılaştırıldığında anlamlı derecede farklı sonuçlar 

(P<0,001) vermiştir. Aynı zamanda 3 farklı aşamada da her sulandırıcı anlamlı derecede farklılık göstermiştir. 

AndroMed ve BioXcell sulandırıcılarından diğer sulandırıcılara kıyasla daha düşük sonuçlar elde edilmiştir. Tris ve 

OptixCell sulandırıcılarından ise diğer sulandırıcılara kıyasla her üç aşamada da daha başarılı veriler alınmasına karşın 

dondurulup-çözdürme sonrası alınan sonuçlar istenilen düzeylere ulaşamamıştır. Yapılan bir çalışmada Lessard ve ark. 

(7), Amerikan bufalolarından alınan epididimal spermatozoaları Triladyl ve AndroMed sulandırıcısı ile sulandırmış 

Triladyl sulandırıcısı ile sulandırılan gruptan çözüm sonu ortalamasını % 12 ila % 17,2 arasında progresif motilite elde 

ederken AndroMed sulandırıcısı ile sulandırılan gruptan ise hiç progresif motilite elde edememişlerdir. Herold ve ark. 

(8), epididimal manda spermalarında yaptıkları çalışmada epididimal manda spermatozoanlarını AndroMed ve Triladyl 

sulandırıcıları ile sulandırmış ve çözüm sonu progresif motilitelerini sırasıyla % 13 ve % 18 olarak bildirmişlerdir. 

Herold ve ark. (23), yaptıkları benzer bir çalışmada da AndroMed ve Triladyl sulandırıcıları ile spermazotozoonları 

sulandırmış ve çözüm sonu progresif motilite oranlarını benzer sonuçlar elde etmişlerdir. Barati ve ark. (18), yapmış 

oldukları çalışmada Tris ve tam yağlı inek sütünü epididimal manda spermasında sulandırıcı olarak kullanmış çözüm 

sonu motilite oranlarını sırasıyla % 11,6 ve % 16,5 olarak bulmuşlardır. Yapılan bu çalışmaların sonuçları 

araştırmamızda elde ettiğimiz sonuçlara benzerlik göstermektedir. 

 Akal (9), yayınlanmış olduğu çalışmasında epididimal manda spermasını BioXcell sulandırıcısı ile sulandırmış 

progresif motiliteyi taze spermada %50 dondurulmuş çözdürülmüş spermada % 27,50 olarak bulmuştur. Camargos ve 

ark. (24)’te 18 aylık erkek Murrah mandasının epididimisleri üzerinde yağsız süt bazlı Botu-Bov (BB) ve Tris 

sulandırıcısı ile yapmış oldukları çalışmada çözüm sonu progresif motiliteyi sırasıyla % 27,25 ve % 18,00 olarak 

bildirmişlerdir.  Rizal ve ark. (25), epididimal manda spermasının sulandırılmasında AndroMed sulandırıcısına belli 

oranlarda ilave edilen sükrozun sperma kalitesine etkisini araştırmış, ticari bir preparat olan AndroMed sulandırıcısına 

sükroz eklenmesinin çözülmeden sonra epididimal manda spermasının kalitesini arttırdığını bildirmişlerdir.  Vilela ve 

ark. (19), yapmış oldukları çalışmada bison epididimal spermasında progresif motiliteyi dondurma öncesinde % 73 

dondurma çözdürme sonrasında da % 21 olarak tespit etmişlerdir. Singh ve ark. (26), yapmış oldukları çalışmada 

epididimal manda spermatozoasını Tris sulandırıcısı ile sulandırmış dondurma öncesi progresif motiliteyi % 71 

dondurma çözdürme sonrası ise progresif motiliteyi ise % 52 olarak bildirmişlerdir. Bizim araştırmamızda elde 

ettiğimiz sonuçların bu çalışmalara kıyasla dondurma öncesi ve çözüm sonu değerlerin düşük olması; mandaların 

beslenme yetersizliği, vücut kondüsyonlarının iyi olmaması, kesim zamanı, mezbahaya getirilirken ki ulaşım ve kesim 

alanında yaşadıkları stres gibi nedenlere bağlı olduğu düşünülmektedir. Ayrıca yapılan çalışmalarda equilibrasyon 

sonrası değerlerin bildirildiği çalışmalara rastlanılmamıştır. 

 Mandalarda epididimal spermaların ölü spermatozoon oranlarının araştırıldığı çalışmalarda birçok bilgiler elde 

edilmiştir. Lambrechts ve ark. (6), ölü spermatozoa oranını 1995 ve 1996 yıllarında yaptıkları çalışmada değerlendirmiş 

ve bu yıllar için dondurma öncesi sırasıyla % 9,6 ve % 15,6 olarak dondurulmuş çözdürülmüş spermada ise yine 

sırasıyla % 43 ve % 43,7 olarak bildirmişlerdir. Kumar ve ark. (27), çalışmalarında ölü spermatozoa oranını dondurma 

öncesi spermada % 17.67, dondurma çözdürme sonrası ise % 34,83 olarak bildirmişlerdir. Bir diğer çalışmada elde 

edilen ölü spermatozoa oranı dondurma öncesi % 16,4, çözüm sonu ise % 32,1 olarak tespit etmişlerdir (26). Hiron ve 

ark. (17), epididimal manda spermasında yapmış oldukları çalışmalarında dondurma öncesi ölü spermatozoa oranını % 

16,08, dondurma çözdürme sonrası ölü spermatozoa oranını ise % 31,33 olarak tespit etmişlerdir. Akal (9) epididimal 

manda spermalarında yapmış olduğu çalışmada taze ve dondurulmuş çözdürülmüş spermada ölü oranını sırasıyla % 

16,58 ve % 36,76 olarak bildirmiştir. Çalışmamızda sulandırıcılar arasında ölü spermatozoon oranlarına baktığımızda 

hem taze hemde çözdürme sonrasında Tris ve OptixCell sulandırıcılarının en düşük oranları verdiği gözlemlendi. 

Sulandırıcılar arasında en yüksek ölü spermatozoon oranlarını da AndroMed sulandırıcısından elde edildiği tespit 

edildi.  Yaptığımız araştırmamızda mandaların epididimal spermalarının ölü spermatozoon oranı yapılan diğer 

çalışmalara göre yüksek bulunmuştur. Elde ettiğimiz ölü spermatozoon oranlarının diğer çalışmalardaki oranlara göre 

yüksek olması, elde edilen düşük motilite değerlerinden kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 
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 Epididimal manda spermalarının spermatolojik muayanelerinde anormal spermatozoon oranlarını inceleyen 

çeşitli yayınlar vardır. Akal (9), BioXcell sulandırıcısı kullanarak yapmış olduğu çalışmada taze ve dondurulmuş 

çözdürülmüş sperma arasında baş anormali dışında diğer anormal bulgularında anlamlı derece de farklılık bulmuştur. 

Taze ve dondurulmuş çözdürülmüş sperma da sırasıyla baş % 3,38 ve % 3,5 orta kısım % 15,00 ve % 22,10 kuyruk % 

13,68 ve % 17,30 toplamda da % 32,06 ve % 42,90 olarak bildirmiştir. Lambrechts ve ark. (6), 1995 ve 1996 yıllarında 

epididimal manda spermasında yapmış olduğu çalışmada toplam anormal oranlarını sırasıyla % 31,3 ve % 24,7 olarak 

tespit etmiştir. Yulnawatı ve ark. (16), ejakule ve epididimal bufalo spermalarını karşılaştırdıkları çalışmada ejakule ve 

epididimal spermatozoasında dondurma öncesi anormal oranını sırasıyla % 6,5 ve % 15,0 olarak tespit etmişlerdir. 

Selçuk ve Akal (28) yapmış oldukları çalışmada baş anormalini taze ve dondurulmuş çözdürülmüş olmak üzere % 2,5 

ve % 3,3 orta kısım anormalini % 14,5 ve % 24,6 kuyruk anormalini % 7,6 ve % 30,5 toplam anormal oranını ise % 

24,6 ve % 58,4 olarak bildirmişlerdir. Harissatria ve ark. (29), yapmış oldukları çalışmalarında epididimal manda 

sperma sulandırıcısına % 20 serum ilavesinin anormal spermatozoa oranını % 23,5’ten % 14,20’ye düşürdüğünü 

bildirmişlerdir. Yeni ve Avdatek (30) yapmış oldukları çalışmada taze epididimal spermasında ki anormal oranlarını 

baş, orta kısım, kuyruk ve toplam olmak üzere sırasıyla % 3,0, % 14,0, % 6,4 ve % 23,4 olarak bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda sulandırıcılar arasında toplam anormal oranlarına baktığımızda ise Tris ve OptixCell sulandırıcıları hem 

taze hem de çözdürme sonrası en düşük anormal oranlarını verirken taze ve çözdürme sonrası en yüksek anormal oranı 

ise BioXcell sulandırıcısında tespit edildi. Yaptığımız araştırmada elde ettiğimiz anormal bulguları ile yapılan 

çalışmalar karşılaştırıldığında genel itibariyle uyumlu olduğu gözlenmiştir. 

 Çalışmamızda spermatozoonların membran bütünlüğü HOST testi yapılarak ölçülmüştür. Yulnawati ve ark. 

(16), manda spermalarında ejakule ve epididimal spermanın karşılaştırıldığı çalışmalarında AndroMed sulandırıcısı ile 

sulandırılan spermatozoonlarda membran bütünlüğünü dondurma öncesinde ejakule de % 77,5 epididimalde % 79 

olarak dondurma sonrasını ise sırasıyla % 47,33 ve % 67,33 olarak tespit etmişlerdir. Singh ve ark. (26), yapmış 

oldukları çalışmada epididimal manda spermatozoasında dondurma öncesi ve çözdürme sonrasında sırasıyla HOST 

testi sonuçlarını % 72,7 ve % 59,4 olarak bildirmişlerdir. Bir başka çalışmada ise bufalo spermasında membran 

bütünlüğü HOST testi ile belirlenmiş dondurma öncesi % 71,33 bulunurken dondurulmuş çözdürülmüş spermada % 

58,17 olarak tespit edilmiştir (27). Ejakule manda spermasında yapılan bir başka çalışmada ise sulandırıcı olarak Tris 

ve BioXcell sulandırıcıları kullanılmış yapılan HOST testi sonuçlarına göre dondurma-çözdürme sonrası sırasıyla % 

42,92 ve % 45,96 olarak kayıtlara geçmiştir (22). Yapılan çalışmalarda ki sonuçlar araştırmamızdaki elde ettiğimiz 

sonuçlara nazaran daha yüksek olduğu gözlemlenmiştir. Bunun nedeni olarak çalışmamızdaki düşük motilite değerleri 

ve yüksek ölü spermatozoon oranı olduğu düşünülmektedir. 

Çalışmamızda kullanılan sperma sulandırıcıları arasında spermatolojik parametreler değerlendirildiğinde 

istatistiki olarak Tris sulandırıcısının hem taze hem de çözdürülmüş spermada en iyi sonuçlara sahip sperma 

sulandırıcısı olduğu söylenebilir. Ancak çalışmamız sonucunda elde edilen çözüm sonu spermatolojik değerler 

gözönüne alındığında (ileri biyoteknolojik yöntemlerde bile kısıtlı bir kullanım sağlayacağından) herhangi bir sebeple 

kesime gidecek ve gen kaynağı olarak kullanılmak istenen epididimal manda spermaları için özel olarak hazırlanacak 

sperma sulandırıcılarına ve bu konuda yapılacak çalışmalara ihtiyaç olduğu düşünülmektedir.  

 

Çıkar Çatışması Beyanı  
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firmasından, tıbbi alet, gereç ve malzeme sağlayan ve/veya üreten bir firma veya herhangi bir ticari firmadan, 
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