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OzeT:

Yapilan bu arastirmanin amaci, mezbahanelerden kesim sonrasi alinan manda testislerinden elde edilen epididimal

ARTICLE spermalarda gesitli sperma sulandiricilar1 kullanarak dondurmanin bazi spermatolojik parametreler iizerine etkisinin
INFORMATION incelenmesidir. Mezbahanelerden kesim sonrasi alinan 15 adet erkek Anadolu mandasi (3 yas ve lizeri) testislerinden elde

edilen epididimal spermalara 6 farkli sperma sulandiricisi (Tris, OptixCell®, BioXcell®, BullXcell®, AndroMed®,
Gelis / Received: Steridly®) katilarak yapilan spermatolojik muayenelerle spermatozoonlarin motilitesi, 6lii/canli spermatozoon orani,
4 Mart 22 anormal spermatozoon orani ve Hipo Osmotik Sisme Testi (HOST) oranlar1 saptandi. Arastirmada taze sperma ile ¢éziim
4 March 22 sonu sperma motilitesi, 6lii spermatozoon orani, HOST orani, orta kisim, kuyruk ve toplam anormal spermatozoa oranlari
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arasinda 6nemli (p<0,001) farkliliklarin oldugu saptandi. Sulandiricilar arasinda motilite orani taze spermada Tris (% 55
+ 2,71), ¢bzdiirme sonrasinda ise Tris ve OptixCell® (% 6) diger sulandiricilara gore daha iyi sonuglar verdi. Olii
spermatozoon oraninda da Tris sulandiricisi, taze ve ¢ozdiirme sonrasinda sirastyla % 22 + 0,98 ve % 65,30 = 2,94 ile
diger sulandiricilara gére en iyi sonucu verdi. Anormal spermatozoonda ise en az toplam anormali veren sulandirici taze
ve dondurma ¢ozdiirme sonrasi sirastyla % 18,06 + 0,56 ve % 18,60 =+ 0,72 sonuglarini veren BullXcell® sulandiricisi
oldu. HOST oranlarma bakildiginda taze spermada en iyi sonucu Tris sulandiricisi (% 63,40 + 0,78) verirken, dondurma
¢ozdiirme sonrasi sulandiricilar arasinda anlamli derece bir fark gozlemlenmedi (P =0,05). Calismamizda kullanilan
sperma sulandiricilar1 arasinda spermatolojik parametreler g6z Oniine alindiginda Tris sulandiricisinin en iyi sonuglari
veren sperma sulandiricist oldugu goriilmektedir. Elde edilen epididimal spermalarda taze ve ¢6ziim sonrasi motilite
oranlar1 yapilan ¢aligmalarla uyumlu bulundu. Sonug olarak post-mortem elde edilen epididimal manda spermasinin
biyoteknolojik yontemler kullanilarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Dondurma,
Epididimal, In-vitro evaluation of the effects of different extenders on spermatological parameters
Manda, in the freezing of epididymal buffalo sperm
Sperma, ABSTRACT:
Sulandirici.
The aim of this study is to examine the effect of freezing on some spermatological parameters by using various semen
Keywords: 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
Bul_‘fe?lo, semen obtained from 15 male Anatolian buffalo testicles taken from slaughterhouses after slaughter and evaluated by
Epididymal, performing spermatological examinations. In the study, it was determined that there were significant (p<0.001)
Extender, differences between fresh semen and semen at solution semen motility, rate of dead spermatozoa, HOST rate, and total
Freezing, abnormal spermatozoa rates. Among the extenders, the motility ratio of Tris was better in fresh semen, and after thawing,
Sperm 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.
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1. Giris

Anadolu mandasi; nehir mandalarinin bir alt grubu olan Akdeniz Mandalarindan kdken almaktadir. Anadolu
Mandasinin yetistiricilikte hastaliklara kargi dayanikli olmasi, kalitesiz kaba yemi bile et ve siite doniistiirebilmesi ve
yetistirme giderlerinin diisiik olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bunlarin yan1 sira her tiirlii iklim kosullarina uyum
saglayabilmesi ve alinan hayvansal {irlinleri bilesenlerinin diger tiirlere gore daha aranan 6zellikte olmasindan dolay1
yetistiriciler agiindan 6nemi ¢ok fazladir (1).

Spermanin sulandirilmast ve kriyoprezervasyonu erkek hayvana bakma zorunlulugu olmaksizin, genetiginin
popiilasyonlar arasinda kullanimini kolaylastirir. Cinsel yolla bulasan hastaliklarin bulagsmasi 6nlenir. Kesim ve 6liim
gibi nedenlerle giftlesmede kullanilamayacak erkek hayvanlarin genetiginin aktarilmasini saglar (2). Spermanin
dondurulmasinda ¢ok sayida ticari sulandirici hazirlanmis ve gogunlukla boga spermasi iizerinde birgok aragtirma
yapilarak basarili sonuglar elde edilmistir. Manda spermasinin membraninda fosfolipit i¢eriginin diigiik seviyede olmasi
ve dondurma-¢ozdiirme islemleri esnasinda bu yapimin kayba ugramasi, manda spermasinin dondurulabilme
kapasitesini diiglirdiigii yapilan ¢caligmalar ile gosterilmistir (3).

Manda spermasindaki spermatozoonlarin sogutma sicakhiginda (+4 °C) antioksidan enzimlerin faaliyetlerinin
daha az olmasi nedeniyle, daha yiiksek lipid peroksidasyonuna maruz kaldigi bildirilmis bu da manda
spermatozoonlarimin sogutma sicakliginda (+4 °C) saklandiginda sigir spermatozoonlarina kiyasla oksidatif strese daha
yatkin olduklarii gostermistir (4).

Mandalardan elde edilen epididimal spermaya sperma sulandiricisi eklendikten sonra 2-5 dakika icerisinde motil
yetenegi kazandig1 saptanmustir (5). Yapilan caligmalarda elde edilen epididimal manda spermalari kesim sonrast doku
dejenerasyonunun zararli etkilerini en aza indirmek i¢in en kisa siirede (30 dk-4 sa) laboratuvara getirilerek, sulandirma
islemine hazir hale getirilmistir (6). Epididimal manda spermasinda sulandirici olarak ticari olarak temin edilebilen
sulandiricilar kullanilmigtir. Yapilan bir ¢aligmada Amerikan bufalolarindan alinan epididimal spermatozoonlar
Triladyl ve Andromed sulandiricisi ile sulandirmis Triladyl sulandiricisi ile sulandirilan gruptan ¢6ziim sonu
ortalamasin1 % 12 ila % 17,2 arasinda progresif motilite elde ederken Andromed sulandiricist ile sulandirilan gruptan
ise hi¢ progresif motilite elde edilememistir (7). Epididimal manda spermasinda yapilan bir baska c¢alismada ise
epididimal manda spermatozoonlart Andromed ve Triladyl sulandiricilan ile sulandirilmis ve ¢6ziim sonu progresif
motiliteleri sirastyla % 13 ve % 18 olarak tespit etmislerdir (8). 2009 yilinda yapilan baska bir ¢alismada Tris ve tam
yagli inek siitiinii epididimal manda spermasinda sulandirici olarak kullanmis ¢6ziim sonu motilite oranlarini sirastyla
% 11,6 ve % 16,5 olarak bulmuslardir (18). Epididimal manda spermasinin sulandirmasinda sulandirici olarak daha
¢ok laboratuvarda hazirlanan Tris-Sitrik Asit-Yumurta Sarist sulandiricist kullanilmaktadir (10,11).

Calismamizda, Anadolu manda bogalarindan elde edilecek epididimal spermalara katilacak olan sulandiricilarin
dondurma ¢ozdiirme sonrasi in-vitro degerlendirmeleri yapilarak en iyi sonuglara sahip sperma sulandiricisimin
belirlenmesi amaglanmustir.

2. Gereg ve Yontem

Mezbahaneye getirilen saglikli ve gelisimini tamamlamis 3 yas ve iizerinde olan yaklasik 200°e yakin erkek
manda incelendi. Kesim 6ncesi muayenesi Veteriner Hekim’ler tarafindan yapilan ve kesimine onay verilen 15 adet
saglikli erkek Anadolu Mandasindan alinan testisler ¢aligmanin materyal boliimiinii olusturdu.

Epididimal spermanin elde edilmesi

Kesim i¢in mezbahaya gelen mandalarin testisleri Lambrechts ve ark. (6)’da belirtildigi gibi, kesimin hemen
ardindan scrotumlar bir bigak ile kesilerek aciga ¢ikarilmasindan sonra spermatik kord’tan epididimislerle beraber
kesilerek uzaklastinldi. Epididimisler sogutulmanin hizlanmasi1 amaciyla testislerden kesilerek uzaklagstirildi.
Epididimisler daha 6ncesinden + 4 “C’yi saglayacak sekilde buz kaliplari ile sogutulan kapali bir termosa buz
kaliplarina temas ettirilmeden konularak vakit gegirmeksizin en kisa siirede (en ge¢ 30 dk) laboratuvara getirildi.
Laboratuvara getirilen epididimisler buzdolabinda islenmek {izere bekletildi. Laboratuvara getirilen epididimislerin
biitiin islemleri en geg 4 saat igerisinde tamamlandi (6).
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Testislerden ayrilmis olan epididimisler steril bir bistiiri yardimiyla cauda epididymis bélgesi tzerine kesitler
atilarak kanallarda bulunan spermamin digsar1 ¢ikmasi saglandi. Disart ¢ikan sperma herhangi bir soliisyon
kullanilmadan steril bir enjektdr yardimiyla ¢ekilerek elde edildi (12). Elde edilen her epididimal sperma deneme
gruplari i¢in 6 ayr1 pargaya boliinerek mix yapilmadan sulandirilma islemine gegildi.

Spermanin sulandirilmasi

Calismada farkli sulandiricilarin kullanilacagt 6 deneme grubu olusturuldu. Elde edilen spermalar 6 ayr

sulandirma soliisyonu i¢in esit miktarda boliistiiriilerek calismanin gruplari olusturuldu. Deneme gruplarinda spermalar;

1. TRIS (3,028 gr Tris, 1,675 gr sitrik asit, 1,25 gr friikktoz, %7 gliserol ve %20 yumurta saris1) sulandiricisi

2. OptixCell® (sentezlenmis lipozomlara dayanan hayvansal protein igermeyen) sulandiricisi

3. BioXcell® (Bitkisel protein bazli hayvansal protein igermeyen) sulandiricist

4. BullXcell® (Yumurta saris1 eklenmesi i¢in 6zel hazirlanmis 6zel preparat) sulandiricisi

5. AndroMed® (Fosfolipidler, TRIS, sitrik asit, seker, antioksidan, tampon, gliserol ve saf su iceren hayvansal
kokenli igerik igermeyen) sulandiricisi

6. Steridly® (TRIS, sitrik asit, seker, tampon, gliserol, saf su ve ismlanmis steril yumurta sarisi igeren)
sulandiricist ile sulandirildi.

Sulandirilan spermalarin equilibrasyonu ve dondurma-¢tzdirmesi

Sulandirilan epididimal spermalar son konsantrasyonlart 80-100x10° sp/ml olacak sekilde ayarlandiktan sonra
manuel olarak 0,25 ml’lik payetlere ¢ekildi. Ardindan payetler icerisindeki spermalar + 4 “C’de 4 saat equilibrasyona
tabi tutulduktan sonra s1vi azotun 6 cm iistiinde tutularak s1vi azot buharinda (=80 “C ila —120 ‘C’de) 20 dk. bekletilerek
donduruldu (3). Son olarak -196 °C’deki s1v1 azot igerisine daldirilip, ¢ozdiirme islemine kadar s1v1 azot tanki igerisinde
saklandi. Dondurulan payetler incelenmek iizere sivi azot tankindan alinarak 37 “C’ye ayarlanmis su banyosunda 30
saniye sureyle tutularak ¢ozdurildi ve ardindan payetlerden ¢ikarilan spermalar, spermatolojik parametreler yoniinden
incelendi (13).

Calisma gruplari spermatolojik muayeneleri

Elde edilen spermalar spermatolojik parametreler yonlnden taze, equilibrasyon sonrasi ve ¢6zdiirme sonrasi
zamanlarda incelendi. Spermatolojik parametrelerden motilite (%) Sharma (33)’ya goére, spermatozoon yogunlugu
(X108 sp/ml), dlii/canli spermatozoon orani (%), anormal spermatozoon orani (%) Tekin (14)’e gore, Hipo-ozmotik
sisme testi (HOST) oran1 da Sariézkan ve ark. (15)’daki yonteme gore tespit edildi.

Motilite muayenesi

Muayene 1sitma tablali, faz-kontrast mikroskop kullanilarak yapildi ve orani yiizde (%) olarak belirlendi.
Sulandirilan ve dondurulup ¢dzdiiriilen spermadan kiigiik bir damla alinarak 1sitma tablali ve 1s1s1 37 °C’ye ayarlanmis
mikroskopta lam iizerine konulup, lamel ile kapatilarak 40x biiylitmede spermatozoonlarin hareketlerinin incelenmesi
yapildi. Bir yonde giiglii hareket eden spermatozoonlarin hareketsiz veya diger hareket bi¢imi gosterenlere orani en az
birbirinden farkli {i¢ mikroskop alaninda olgiilmesi ile ortalamasi alinarak yiizde olarak tespit edildi (33).

Olii/canh spermatozoa oram

Boyama yontemiyle (% 2’lik Eosin) 6lii/canli spermatozoon oranlari yiizde (%) olarak belirlendi. Bu islem
i¢in viicut 1sisina ayarlanmig lam, lamel ve % 2’lik Eosin boyasi kullanildi. Sulandirilan sperma, iki damla Eosin ile
karistirilip bir lam {izerine froti ¢ekildi ve 15 saniye boyunca kurumaya birakilan slaytlar mikroskopta 40% biiyiitme
ile 400 tane spermatozoon sayilarak, kirmizi renk boya alan (6lii hiicrelerin) spermatozoonlarin sayisi yiizde (%)
olarak belirlendi (14).

Anormal spermatozoa orani

Anormal spermatozoon oraninin belirlenmesinde sivi fikzasyon yontemi kullanildi. Bas-akrozom, orta kisim,
kuyruk anomalileri ve toplam spermatozoa anomalileri orami yiizde (%) olarak belirlendi. Sulandirilan sperma,
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Hancock soliisyonu igerisinde fikse edildi ve hazirlanan bu soliisyondan bir damla lam {izerine konulup {izeri lamel ile
kapatildi. Kapatilan lamel {izerine bir damla immersiyon yagi damlatilarak 100x blyutmede dort yiiz spermatozoon
sayilarak morfolojileri yiizde olarak tespit edildi (14).

Hipo-ozmotik sisme testi (HOST) oram

Hipo-ozmotik sisme testi (HOST), sarmal ve sismis kuyruklara dayal olarak spermatozoon zarinin iglevsel
biitiinligiinii degerlendirmek i¢in kullanildi. Spermatozoon membraninin fonksiyonel biitiinliigiinii belirlemek i¢in 100
mOsm/It’lik bir soliisyon (9 gr fruktoz ile 4,9 gr sodyum sitratin 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanan)
kullanildi. 30 pl sperma 6rnegi 300 ul’lik 100 mOsm hipo-ozmotik solisyonu icerisinde 37 °C'de 60 dakika boyunca
inkiibasyona birakildiktan sonra, bu karisimdan alinan 0,2 ml’lik 6rnek 1sitma tablali mikroskopta 100x biiyiitmede iki
yliz spermatozoon sayilarak degerlendirildi. Sismis veya kivrilmig kuyruklu spermatozoonlar kaydedildi (15).

istatistiksel analiz

Calismada, epididimal manda spermalarini sulandirmasinda kullanilan Andromed®, Bioxcell®, Bullxcell®,
Optixcell®, Steridly® ve Tris (Tris- yumurta sarisi-Sitrik asit- fruktoz- gliserol) sulandiricilarinin epididimal manda
spermalarinda farkli zamanlardaki (Taze, equilibrasyon sonrasi ve dondurma ¢dzdiirme sonrasi) motilite orani, 6lil
spermatozoon orant, anormal spermazoon (bas, orta kisim, kuyruk ve toplam) oran1 ve hipo-osmotik sisme testi (HOST)
oranlarinin etkilerini ayr1 ayri ve birlikte degerlendirilmesi i¢cin GENMOD (Genellestirilmis Dogrusal Modeller)
istatistik yonteminde logaritmik baglanti fonksiyonun entegrasyonu ile analiz edilmistir. Ayrica tiim degiskenlerin
ortalama, ortalamanin standart sapmasi, minimum ve maksimum degerler hesaplanarak tanitici istatistikler seklinde
Ozetlenmigtir. Calismada yapilan tiim istatistik hesaplamalar ve istatistik analizlerde SAS (2009) istatistik paket
programindan yararlanilmstir.

3. Bulgular

Spermatolojik parametrelerden motilite bulgularim karsilastirdigimizda taze spermada en iyi sonuglarin Tris
sulandiricisindan (55,00 £ 2,71) elde edildigi, AndroMed® ve BioXcell® sulandiricilarinin ise diger sulandiricilara gore
onemli derece kotl sonuglar verdigi (P<0,001) belirlendi. Cézdiirme sonrasinda alinan bulgularda ise OptixCell® ve
Tris sulandiricilart ile sulandirilan spermalarin diger sulandiricilara oranla farklari énemli bulundu (P<0,001).
Sulandiricilarin motilite bulgulart Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin taze, equilibrasyon sonrasi ve ¢ézdiirme sonrasi motilite
bulgular

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

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme Sonrasi P
Sonrasi
AndroMed® 12,66 + 1,079~ 0dy by <0,001
BioXcell® 14,00 + 1,304~ 1,33 +£0,9% 1,00 + 0,72 <0,001
BullXcell® 36,66 + 4,64°* 18,30 + 3,89¢Y 2,66 + 1,077 <0,001
OptixCell® 47,00 + 3,86%P* 29,00 + 3,20 6,00 + 1,48%2 <0,001
Steridly® 40,00 + 3,04¢0% 19,66 + 1,98%Y 2,33 +£1,36"7 <0,001
Tris 55,00 + 2,712* 36,33 £ 1,50%Y 6,00 + 1,00%* <0,001
P <0,001 <0,001 <0,001

*Stitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) i¢inde farkly iist simge harfleri olan sayilar onemli dlgiide farklilik gosterir.
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Olii spermatozoon oranlarinin sulandiricilar arasinda karsilastirilmasinda her ii¢ zamanda da AndroMed® ve
BioXcell® sulandiricilari ile sulandirilan spermalarin degerleri anlamli derecede farkli bulundu (P<,0001). Taze sperma
orneklerinde Tris sulandiricisinda en az Olii spermatozoon orami tespit edildi. Cozdirme sonrasi yapilan
degerlendirmede BullXcell®, OptixCell®, Steridly® ve Tris sulandiricilar1 arasinda nemli bir fark belirlenmedi.
Sulandiricilar arasi ve her 3 zamanda ki 6lii spermatozoon oranlart Tablo 2.’de verilmistir.

Tablo 2: Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin taze, equilibrasyon sonrast ve ¢ozdiirme sonrasi 6l
spermatozoon oranlari

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

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Co6zdiirme Sonrasi P
sonrast

AndroMed® 43,80 £ 0,872 66,93 £ 0,89%Y 83,46 + 1,0132 <0,001
BioXcell® 42,40 £+ 1,073 63,13 + 1,822 78,20 £ 11,7132 <0,001
BullXcell® 30,73 + 2,220 44,26 + 3,36 71,53 + 2,02°7 <0,001
OptixCell® 25,93 + 1,68%¢% 35,53 + 2,25%¢Y 70,00 * 2,74b2 <0,001
Steridly® 28,73 + 1,490 39,26 + 1,38"¢ 71,66 * 2,4507 <0,001
Tris 22,00 + 0,989 31,13 + 1,06%Y 65,30 * 2,9407 <0,001
P <0,001 <0,001 <0,001

*Stitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) i¢inde farkly iist simge harfleri olan sayilar onemli dl¢iide farklilik gésterir.

Toplam anormal oranlarinda ise yine ii¢ zamanda da (Taze sperma, equilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme sonrast)
BioXcell® ve Steridly® sulandiricilarinin diger sulandiricilara gore onemli farkliliklari oldugu belirlendi (P<,0001).
Biitiin sulandiricilarnin taze ile ¢ozdiirme sonrasi bulgularinda anlamli derecede fark gozlendi. Sulandiricilann iig
zamandaki toplam anormal oranlar1 Tablo 3.’te verilmistir.

Tablo 3: Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin taze, equilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme sonrasi toplam
anormal spermatozoon oranlari

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

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Sonrasi Cozdiirme Sonrasi
AndroMed® 20,93 + 0,46" 21,20 £ 0,57° 21,46 + 0,63
BioXcell® 29,86 + 0,852 32,46 £1,022 36,86 £ 0,702
BullXcell® 18,06 + 0,56° 18,60 + 0,63¢ 18,60 £ 0,72¢
OptixCell® 21,53 £ 0,52° 21,53 +0,63° 22,80 £ 0,51°
Steridly® 28,86 + 1,162 32,86 £ 0,942 32,33 + 0,90°
Tris 18,40 + 0,69¢ 18,40 + 0,74° 20,00 + 0,56%¢
P < 0,001 < 0,001 < 0,001

*Stitunlar (a,b,c,d,e) farkl iist simge harfleri olan sayilar 6nemli él¢iide farklilik gésterir.
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Hipo-osmotik sisme testi (HOST) bulgularina baktigimizda taze ve equilibrasyon sonrasinda AndroMed® ve
BioXcell® sulandiricilarimin diger sulandiricilara kiyasla énemli bir fark tespit edildi (P<0,001). Cdzdiirme sonrasinda
ise sulandiricilar arasinda énemli bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Sulandiricilarin ti¢ zamandaki hipo-osmotik sigsme
testi oranlar1 Tablo 4.’te verilmistir.

Tablo 4: Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin taze, equilibrasyon sonrasi ve ¢6zdiirme sonrast host bulgulari

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

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme Sonrasi P
sonrast

AndroMed® 22,53 + 0,939 19,00 + 0,834 7,20 + 0,657 <0,001
BioXcell® 22,60 * 1,149x 18,66 + 0,979 8,46 + 0,81P22 <0,001
BullXcell® 42,26 + 0,55% 25,70 £ 0,55¢%Y 9,46 + 0,99027 <0,001
OptixCell® 51,40 + 1,03~ 35,80 + 0,78 10,86 + 1,102 <0,001
Steridly® 44,40 * 0,45 24,20 + 0,39%Y 11,13 + 0,822 <0,001
Tris 63,40 £ 0,782 42,66 + 0,83%Y 8,66 + 0,967 <0,001
P < 0,001 < 0,001 0,05

*Stitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) i¢inde farkly iist simge harfleri olan sayilar onemli ol¢iide farklilik gésterir.
4, Tartisma ve Sonu¢

Yapilan ¢aligmalarda mezbahada kesilen erkek mandalardan alinan testislerin 30 dakika ile 4 saat icerisinde
islenmis oldugu gozlenmistir (6,8). Barati ve ark. (18), yaptiklart ¢alismada elde edilen testisleri belli siireler muhafaza
etmis en iyi sonuclart hemen islenmis epididimis spermatozoonlarinda tespit etmislerdir. Yaptigimiz aragtirmada
yapilan calismalar 1s181inda; mandalar mezbahada kesildikten sonra en kisa siirede testisler mandalardan alinmig
minimum 30 dakika maksimum 4 saat igerisinde isleme alinip dondurma islemine gecilmistir.

Vilela ve ark. (19), gliseroliin sperma sulandiricisina eklenme zamaninin belirlenmesi igin yaptiklari caligmada
5 °C’ye 2 saatte yavas sogutulan Tris sulandiricisina dondurmadan 6nce farkli zamanlarda gliserol ilavesi yapilmas;
gliserol ile birkag dakika inkube edilmis sperma ile saatlerce gliserolle inkube edilmis spermanin benzer motil sperma
yiizdesine sahip oldugunu bildirmigler ve bu islemde en 6nemli boliimiin yavas sogutma ile equilibrasyon oldugunu
belirtmiglerdir. Herold ve ark. (20), equilibrasyon siiresinin arastirildigi calismalarinda 2 ila 9 saat arasinda
equilibrasyona birakilan spermalar i¢inde 4 saatten az equilibrasyon siiresinin spermanin spermatolojik parametreleri
tizerine olumsuz bir etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Shahverdi ve ark. (21), yapmis oldugu calismada farkl
equilibrasyon siirelerinin (2, 4, 8 ve 16 saat) ¢oziim sonu motiliteye etkisini aragtirmig ve 4 saatlik equilibrasyon
stiresinin diger zamanlara gore daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalarda sulandirma islemleri
tamamlanmis spermalar payetlere c¢ekilmis 37 °C’den 4 ‘C’ye yavas sogutarak 4 ‘C’de 4 saat equilibrasyonda
birakilmistir. Daha sonra payetler 20 dakika boyunca sivi nitrojen yiizeyinden 6 c¢m iizerinde nitrojen buharinda
dondurulmus ve sonrasinda ise sivi nitrojende saklanmustir (6,22). Yapmis oldugumuz ¢alismamizda 4 °C de 4 saatlik
inkubasyonda birakilan payetler daha sonra siv1 azot yiizeyinin 6 cm yukarisinda 20 dakika bekletilerek donduruldu ve
sonrasinda sivi azotun i¢inde saklandi.

Abdel-Aziz Swelum ve ark. (31) ejakule deve spermalarinda yapmis olduklari ¢aligmalarinda Andromed,
Optixcell ve Steridly sulandiricilart ile sulandirilan spermalarda ¢6ziim sonu progresif motilite sonuglarim sirastyla %
3, % 3 ve % 5 olarak tespit etmislerdir. Al-Essawe ve ark. (32) alpakalarda yapmis olduklari ¢alismada epididimal
alpaka spermasina katilan Andromed sulandiricisiyla 10 dakikalik inkubasyon sonrasi progresif motiliteyi % 10 olarak
bildirmislerdir. Sperma sulandiricilar ticari olarak genelde sigirlar i¢in hazirlanmaktadir. Sigirlara benzer ancak farkl
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hayvan tiirleri iizerine yapilan ¢alismalarda inkubasyon ya da ¢dziim sonunda progresif motilite sonuglari istenilen
diizeylere ulasamamustir.

Calismada motilite sonuglan sulandiricilar kendi arasinda karsilastirildiginda anlamli derecede farkli sonuglar
(P<0,001) vermistir. Ayn1i zamanda 3 farkli asamada da her sulandirici anlamli derecede farklilik gostermistir.
AndroMed ve BioXcell sulandiricilarindan diger sulandiricilara kiyasla daha diisiik sonuglar elde edilmistir. Tris ve
OptixCell sulandiricilarindan ise diger sulandiricilara kiyasla her iic asamada da daha basarili veriler alinmasina kargin
dondurulup-¢6zdiirme sonrasi alinan sonuglar istenilen diizeylere ulasamamustir. Yapilan bir ¢alismada Lessard ve ark.
(7), Amerikan bufalolarindan alinan epididimal spermatozoalar1 Triladyl ve AndroMed sulandiricisi ile sulandirmis
Triladyl sulandiricist ile sulandirilan gruptan ¢6ziim sonu ortalamasini % 12 ila % 17,2 arasinda progresif motilite elde
ederken AndroMed sulandiricist ile sulandirilan gruptan ise hig progresif motilite elde edememislerdir. Herold ve ark.
(8), epididimal manda spermalarinda yaptiklari ¢calismada epididimal manda spermatozoanlarint AndroMed ve Triladyl
sulandiricilan ile sulandirmis ve ¢6ziim sonu progresif motilitelerini sirasiyla % 13 ve % 18 olarak bildirmiglerdir.
Herold ve ark. (23), yaptiklar1 benzer bir ¢alismada da AndroMed ve Triladyl sulandiricilar ile spermazotozoonlari
sulandirmig ve ¢6ziim sonu progresif motilite oranlarin1 benzer sonuglar elde etmislerdir. Barati ve ark. (18), yapmis
olduklari ¢alismada Tris ve tam yagl inek siitiinii epididimal manda spermasinda sulandirici olarak kullanmis ¢6ziim
sonu motilite oranlarim sirasiyla % 11,6 ve % 16,5 olarak bulmuslardir. Yapilan bu g¢aligmalarin sonuglar
arastirmamizda elde ettigimiz sonuglara benzerlik gostermektedir.

Akal (9), yayilanmis oldugu ¢aligmasinda epididimal manda spermasini BioXcell sulandiricisi ile sulandirmis
progresif motiliteyi taze spermada %50 dondurulmus ¢ézdiiriilmiis spermada % 27,50 olarak bulmustur. Camargos ve
ark. (24)’te 18 aylik erkek Murrah mandasinin epididimisleri {izerinde yagsiz siit bazli Botu-Bov (BB) ve Tris
sulandiricist ile yapmis olduklar ¢aligmada ¢6ziim sonu progresif motiliteyi sirasiyla % 27,25 ve % 18,00 olarak
bildirmiglerdir. Rizal ve ark. (25), epididimal manda spermasinin sulandirilmasinda AndroMed sulandiricisina belli
oranlarda ilave edilen siikrozun sperma kalitesine etkisini arastirmis, ticari bir preparat olan AndroMed sulandiricisina
stikroz eklenmesinin ¢oziilmeden sonra epididimal manda spermasinin kalitesini arttirdigini bildirmislerdir. Vilela ve
ark. (19), yapmis olduklar1 ¢calismada bison epididimal spermasinda progresif motiliteyi dondurma 6ncesinde % 73
dondurma ¢ozdiirme sonrasinda da % 21 olarak tespit etmislerdir. Singh ve ark. (26), yapmis olduklari ¢aligmada
epididimal manda spermatozoasini Tris sulandiricist ile sulandirmis dondurma Oncesi progresif motiliteyi % 71
dondurma ¢ozdiirme sonrasi ise progresif motiliteyi ise % 52 olarak bildirmislerdir. Bizim arastirmamizda elde
ettigimiz sonuglarin bu ¢aligmalara kiyasla dondurma oncesi ve ¢oziim sonu degerlerin diisiik olmasi; mandalarn
beslenme yetersizligi, viicut kondiisyonlarinin iyi olmamasi, kesim zamani, mezbahaya getirilirken ki ulagim ve kesim
alaninda yasadiklari stres gibi nedenlere bagl oldugu diisiinlilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda equilibrasyon
sonras1 degerlerin bildirildigi ¢aligsmalara rastlanilmamastir.

Mandalarda epididimal spermalarin 6lii spermatozoon oranlarinin arastirildigi calismalarda bir¢ok bilgiler elde
edilmistir. Lambrechts ve ark. (6), 6lil spermatozoa oranint 1995 ve 1996 yillarinda yaptiklari calismada degerlendirmis
ve bu yillar i¢in dondurma dncesi sirasiyla % 9,6 ve % 15,6 olarak dondurulmus ¢6zdiiriilmiis spermada ise yine
sirastyla % 43 ve % 43,7 olarak bildirmiglerdir. Kumar ve ark. (27), ¢caligmalarinda 6lii spermatozoa oranint dondurma
Oncesi spermada % 17.67, dondurma ¢6zdiirme sonrasi ise % 34,83 olarak bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada elde
edilen 6lii spermatozoa orant dondurma 6ncesi % 16,4, ¢dziim sonu ise % 32,1 olarak tespit etmislerdir (26). Hiron ve
ark. (17), epididimal manda spermasinda yapmis olduklar1 ¢galismalarinda dondurma 6ncesi 6lii spermatozoa oranini %
16,08, dondurma ¢ozdlrme sonrasi lii spermatozoa oranini ise % 31,33 olarak tespit etmislerdir. Akal (9) epididimal
manda spermalarinda yapmis oldugu calismada taze ve dondurulmus ¢6zdiiriilmiis spermada 6lii oranini sirastyla %
16,58 ve % 36,76 olarak bildirmistir. Caligmamizda sulandiricilar arasinda 6lii spermatozoon oranlarina baktigimizda
hem taze hemde ¢ozdiirme sonrasinda Tris ve OptixCell sulandiricilarinin en diisiik oranlart verdigi gozlemlendi.
Sulandiricilar arasinda en yiiksek olii spermatozoon oranlarini da AndroMed sulandiricisindan elde edildigi tespit
edildi. Yaptigimiz arastirmamizda mandalarin epididimal spermalarmin 6li spermatozoon orani yapilan diger
caligmalara gore yiiksek bulunmustur. Elde ettigimiz 6lii spermatozoon oranlarinin diger ¢alismalardaki oranlara gore
yiiksek olmasi, elde edilen diisiik motilite degerlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.



8 Vet Hekim Der Derg 94 (1): 1-10, 2023

Epididimal manda spermalarinin spermatolojik muayanelerinde anormal spermatozoon oranlarini inceleyen
cesitli yayinlar vardir. Akal (9), BioXcell sulandiricis1 kullanarak yapmis oldugu calismada taze ve dondurulmus
¢Ozdiiriilmiis sperma arasinda bas anormali disinda diger anormal bulgularinda anlamli derece de farklilik bulmustur.
Taze ve dondurulmus ¢6zdiiriilmiis sperma da sirasiyla bas % 3,38 ve % 3,5 orta kisim % 15,00 ve % 22,10 kuyruk %
13,68 ve % 17,30 toplamda da % 32,06 ve % 42,90 olarak bildirmistir. Lambrechts ve ark. (6), 1995 ve 1996 yillarinda
epididimal manda spermasinda yapmis oldugu calismada toplam anormal oranlarini sirastyla % 31,3 ve % 24,7 olarak
tespit etmistir. Yulnawati ve ark. (16), ejakule ve epididimal bufalo spermalarini karsilastirdiklar: calismada ejakule ve
epididimal spermatozoasinda dondurma 6ncesi anormal oranim sirastyla % 6,5 ve % 15,0 olarak tespit etmislerdir.
Selguk ve Akal (28) yapmis olduklari ¢calismada bas anormalini taze ve dondurulmus ¢6zdiiriilmiis olmak tizere % 2,5
ve % 3,3 orta kisim anormalini % 14,5 ve % 24,6 kuyruk anormalini % 7,6 ve % 30,5 toplam anormal oranini ise %
24,6 ve % 58,4 olarak bildirmislerdir. Harissatria ve ark. (29), yapmis olduklar1 ¢alismalarinda epididimal manda
sperma sulandiricisina % 20 serum ilavesinin anormal spermatozoa oranini % 23,5’ten % 14,20’ye diistirdiigiinii
bildirmislerdir. Yeni ve Avdatek (30) yapmis olduklart ¢alismada taze epididimal spermasinda ki anormal oranlarint
bas, orta kisim, kuyruk ve toplam olmak iizere sirasiyla % 3,0, % 14,0, % 6,4 ve % 23,4 olarak bildirmislerdir.
Calismamizda sulandiricilar arasinda toplam anormal oranlarina baktigimizda ise Tris ve OptixCell sulandiricilart hem
taze hem de ¢6zdiirme sonrasi en diisiik anormal oranlarini verirken taze ve ¢6zdiirme sonrasi en yliksek anormal orani
ise BioXcell sulandiricisinda tespit edildi. Yaptigimiz arastirmada elde ettigimiz anormal bulgular ile yapilan
caligmalar karsilastirlldiginda genel itibariyle uyumlu oldugu gézlenmistir.

Calismamizda spermatozoonlarin membran biitlinliigii HOST testi yapilarak Sl¢tilmiistiir. Yulnawati ve ark.
(16), manda spermalarinda ejakule ve epididimal spermanin karsilastirildigi ¢caligmalarinda AndroMed sulandiricist ile
sulandirilan spermatozoonlarda membran biitiinliigiinii dondurma 6ncesinde ejakule de % 77,5 epididimalde % 79
olarak dondurma sonrasini ise sirasiyla % 47,33 ve % 67,33 olarak tespit etmislerdir. Singh ve ark. (26), yapmis
olduklan ¢aligmada epididimal manda spermatozoasinda dondurma Oncesi ve ¢ozdiirme sonrasinda sirastyla HOST
testi sonuglarint % 72,7 ve % 59,4 olarak bildirmiglerdir. Bir bagka ¢aligmada ise bufalo spermasinda membran
biitiinligii HOST testi ile belirlenmis dondurma éncesi % 71,33 bulunurken dondurulmus ¢6zdiiriilmiis spermada %
58,17 olarak tespit edilmistir (27). Ejakule manda spermasinda yapilan bir bagka ¢alismada ise sulandirici olarak Tris
ve BioXcell sulandiricilart kullanilmig yapilan HOST testi sonuglarina gére dondurma-¢6zdiirme sonrasi sirasiyla %
42,92 ve % 45,96 olarak kayitlara gegmistir (22). Yapilan ¢aligmalarda ki sonuglar arastirmamizdaki elde ettigimiz
sonuglara nazaran daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bunun nedeni olarak ¢alismamizdaki diisiik motilite degerleri
ve yiksek oli spermatozoon orani oldugu diigiiniilmektedir.

Caligmamizda kullamilan sperma sulandiricilart arasinda spermatolojik parametreler degerlendirildiginde
istatistiki olarak Tris sulandiricisinin hem taze hem de ¢ozdiiriilmiis spermada en iyi sonuglara sahip sperma
sulandiricist oldugu sdylenebilir. Ancak calismamiz sonucunda elde edilen ¢6ziim sonu spermatolojik degerler
gdzoniine alindiginda (ileri biyoteknolojik yontemlerde bile kisitli bir kullanim saglayacagindan) herhangi bir sebeple
kesime gidecek ve gen kaynagi olarak kullamlmak istenen epididimal manda spermalar1 igin 6zel olarak hazirlanacak
sperma sulandiricilarina ve bu konuda yapilacak galigmalara ihtiyac oldugu diisiiniillmektedir.

Cikar Catismas1 Beyam
Makalenin yazarlarinin ¢aligma kapsaminda herhangi bir kisisel ve finansal ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Finansal Kaynak Beyam

Bu calisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogrudan baglantisi bulunan herhangi bir ilag
firmasindan, tibbi alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya ireten bir firma veya herhangi bir ticari firmadan,
calismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya manevi
herhangi bir destek alinmamigtir.
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