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Oz: Aygirlarda penis ve prepiisyum, yiizeyinde yiiksek bir bakteri yiikiine sahiptir ve ejakiilasyon
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- hitps://orcid.org/0000-0002-6563-6486 sirasinda spermayi1 kontamine eden dogal mikrobiyal floralar olugturur. Ejakiile edilen spermanin
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prepiisyal yikama sivisindaki bakteri yiikiinii incelemek ve degerlendirmektir. Bu amagla,
prepiisyal kavite 50 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikandi ve yikama sivilar1 toplam mezofilik
aerobik bakteri (TMAB) ve toplam koliform bakteri (TKB) sayilarinin belirlenmesi igin
kullanildi. TMAB ve TCB tayini i¢in 100 pl yikama sivist FTS (logzo) ile 1:9 (wt/vol) oraninda
seyreltilmigtir. Bakteri yiiklerinin sayimi i¢in TMAB i¢in Tryptic soy agar ve TCB i¢in Mac
Conkey agar kullamlmistir. Inokiilasyon ve uygun kosullarda inkiibasyondan sonra bakteri
*Sorumlu yazarin: yiikleri kob/ml olarak hesaplanmistir. TMAB ve TCB sayilan sirastyla 1,1 x 107 ila 9,6 x 108
Eser AKAL kob/ml ve 1,9 x 102 ila 8,1 x 10° kob/ml arasinda degisen sayilarda tespit edilmistir. Bakteri
Dglerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, yiiklerinin ortalamalar1 TMAB i¢in 1,82x108 kob/ml ve TCB igin 1,56x10° kob/ml olarak
Ondokuz Mayss Universitesi Veteriner belirlenmistir. Prepilisyumdaki yiiksek bakteri yiikiiniin spermatozoa kalitesi ve fertilite {izerinde
Fakiiltesi, 55200, Samsun, Tiirkiye o e N X ;
B<: eserakal@omu.edu.tr olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Sonug olarak, bu ¢aligmada belirlenen bakteri yiikiiniin
aygirlarda fertilite igin potansiyel risk tagidigi diistiniilmigtiir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel yiik, prepiisyal yikama, aygir, TCB, TMAB.

Investigation of the Bacterial Microflora of Stallion Preputium

Abstract: The penis and prepuce of the stallion have a high bacterial load on its surface and form
natural microbial floras that contaminate the semen during ejaculation. It is well known that the
main source of the contaminations of the ejaculated semen is preputial cavity. Nowadays, in
literature there is no standard methodology and recommendations to eliminate the microorganism
contaminations from prepuce prior to semen collection. The aim of the study was to examine and
evaluate the bacterial load in preputial washing fluid of stallion. For this aim, the preputial cavity
were washed with 50 ml of physiological salt water (PSW) the washing fluids were used for the
determination of total mesophilic aerobic bacteria (TMAB) and total coliform bacteria (TCB)
counts. For determination of TMAB and TCB, 100 pul of washing fluid were diluted 1:9 (wt/vol)
with PSW (logio). Tryptic soy agar for TMAB and Mac Conkey agar for TCB were used for the
enumeration of the bacterial loads. After inoculation and incubation at appropriate conditions,

*Corresponding author: bacterial loads were calculated as cfu/ml. The TMAB and TCB counts were varied between
Eeer AKAL . o 1.80x10? to 8.0x105cfu/ml and 1.0x107 to 9.8x108 cfu/ml, respectively. The averages of the
epartment of Reproduction and Artificial . . s 5 ,
Insemination, Ondokuz Mayis University bacterial loads were determined as 1.82x102 cfu/ml for TMAB and 1.56x10° cfu/ml for TCB. It’s
Faculty of Veterinary Medicine, 55200, Samsun, known that the high bacterial loads on preputium have negative effects on the quality of
e spermatozoa and fertility. In conclusion, the bacterial load determined in this study was

b eserakal @omu.edu considered to have potential risk for fertility in stallion.

Keywords: Bacterial load, preputial washing, stallion, TCB, TMAB.

398


https://doi.org/10.35229/jaes.1343619
https://doi.org/10.35229/jaes.1343619
https://doi.org/10.35229/jaes.1343619
https://doi.org/10.35229/jaes.1343619
https://orcid.org/0000-0002-6563-6486
https://orcid.org/0000-0002-5728-1478
https://orcid.org/0000-0003-0487-7515
https://orcid.org/0000-0003-2215-2868
https://orcid.org/0000-0002-9123-6160
mailto:eserakal@omu.edu.tr
mailto:eserakal@omu.edu.tr

Akal vd., (2023)

GIRiS

Hastaliktan ari kaliteli sperma iiretimi ve dagitimi,
tim diinyadaki sperma istasyonlarinin baglica itici
giiciidiir. Istasyonlarinin ¢ogu, kontamine sperma yoluyla
patojenin yayilmasini ve her yerde bulunan bakterilerin
yayginlagsmasini dnlemek i¢in diizenli araliklarla hastalik
testi yaparak dondurulmus sperma {iretimi i¢in minimum
standart protokolil sik1 bir sekilde takip etmektedir. Suni
tohumlamanin basarisi, kaliteli sperma {iretimine ve
tedarikine baglidir. Sperma kalitesini (Diemer vd., 1996)
ve daha fazla dogurganligi (Griveau vd., 1995) etkileyen
faktorlerden biri spermaya bulasan bakteri
yiikiidiir, bu nedenle spermanin kalite kontroliinde dikkate
alinir (Maroto vd., 2010). Ureme mevsiminde, cinsel
aktivite penis ve prepisyumun kontaminasyonuna yol
acabilir (Fatnassi vd., 2014), bu da dogal giftlesme
kosullarinda spermadaki mikrobiyal yiikii artirabilir.

Onemli

Spermadaki yiiksek mikrobiyal yiik, aygir yonetimi,
sperma toplama ve islemenin g¢esitli asamalarindaki
hijyenik olmayan y6netimin bir yansimasidir (Patel vd.,
2011).

Penis ve prepiisyum ¢ok sayida bakteriden olusan
dogal ve kalic1 bir bakteriyel floraya sahiptir (Baumber-
Skaife, 2012) ve bu bakteriyel yiik sperma alinmasiyla
spermaya da aktarilabilir (Tischner ve Kosiniak, 1986).
Mikroorganizmalar iiretral fossada, peniste, prepiisyumda,
ejakiilasyon Oncesi ve sonrasi iiretrada ve saglkli aygirin
spermasinda tespit edilebilir (Rota vd., 2011). Bu nedenle
ejekiilatlarda ¢ok sayida nonpatojenik flora etkenleri yer
alabilir (Madsen ve Christensen, 1995). Toplama
isleminden sonra spermada bulunan bakteriler penis ve
prepiisyum mukozasindan veya gevresel
kontaminasyondan kaynaklanabilir (Rota vd., 2011).
Ejakiile edilen
kaynaginin prepiisyal kavite oldugu iyi bilinmektedir
(Aurich and Spergser, 2007). Yiizeyindeki yiiksek bakteri
ylikli dogal bir mikrobiyal flora olusturur ve ejakiilasyon

spermanin  kontaminasyonunun ana

sirasinda spermay1 kontamine eder (Neto vd., 2015). Dis
genital bolgenin mikrobiyal yiikiindeki dengesizlik
sonucunda gesitli Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Taylorella
equalgenitalis) ve pozitif (Streptococcus b-hemolitik)
firsat¢1  bakterilerin ¢ogalmasi s6z konusu olabilir
(Baumber-Skaife, 2012). Bu bakterilerin artig1 tohumlanan
kisraklarda endometritise, fertilite oranlarinda azalmaya ve
sperma kalitesinin degismesine neden olabilir (Pickett vd.,
1987). Bu nedenle, prepiisyal yikama ile toplam bakteri
yiikii ortadan kaldirilabilir (Paray vd., 2018). Giiniimiizde,
literatiirde sperma toplanmadan Once prepiisyumdaki
mikroorganizma yiikiiniin azaltilmasina yonelik ¢esitli
metotlar denenmesine standart bir metodoloji ve dneriler
bulunmamaktadir.
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Bu calismada, aygirlarin prepiisyal yikama
stvisindaki ~ bakteri  yiikiiniin  incelenmesi  ve
degerlendirilmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Prepiisyal Yikama: Cinsel olgunluktaki aygirlar
(n=9) travaya alinip zapt-u rapta alindiktan sonra prepiisyal
kaviteleri 50 ml steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile
yikanmistir. Prepiisyal yikama sivilari toplam mezofilik
aerobik bakteri ve koliform bakteri
kullanilmugtir.

Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) ve
Toplam Koliform Bakteri (TCB) Tayini: TMAB ve TCB
tayini i¢in 100 pl yikama sivisinin FTS ile 10 katli seri
diliisyonlar1 yapilmustir (Anonymous, 1992). Ornekler 10
Y'den 10®e kadar seri olarak seyreltilmistir. 10, 107 ve 10-
ik diliisyonlar {icer adet Tryptic Soy Agar (TSA)
besiyerine inokiile edilmis ve aerobik kosullarda 37 °C'de
24 saat inkiibasyondan sonra sayilmustir. 102, 10 ve 10-
#iik diliisyonlar iiger MacConkey agar besiyerine inokiile
edilmis ve aerobik kosullarda 37 °C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan 1-20 adet

sayiminda

bakteri goriilen besi yerlerinde koloni sayimi yapilmis ve
bakteri yiikleri kob/ml olarak hesaplanmistir.

BULGULAR

Prepiisyal yikama ile 9 aygirdan elde edilen
yikanti sivilarinda TMAB ve TCB ortalama sayilari
sirastyla 1,82 x 108 ve 1,56 x 10° olarak bulunmustur.
Aygirlarin bireysel TMAB ve TCB degerleri Tablo 1’de
sunulmustur.

Tablo 1. Aygirlarin TMAB ve TCB Ortalama Degerleri.
Table 1. Mean TMAB and TCB Values of Stallions.

Aygir No. TMAB sayisi (kob/ml) TCB sayisi
1 2,4x108 3,6 x 10°
2 7,2x107 1,8x103
3 2,1x107 3,1x103
4 3,1x107 8 x 104
5 7x107 3,3x104
6 1,1x107 1,9 x102
7 9,6 x 108 8,1 x 105
8 1,1x107 1x104
9 2,3x108 1,2 x 105

Ortalama 1,82 x 108 1,56 x 105

TARTISMA VE SONUC

Aygir penisi ve preplisyumunun yiizeyi, ejakiilati
ve dolayisiyla kisrak iireme kanalin1 kontamine eden gok
cesitli  kommensal bakteriler tarafindan  kolonize
edilmektedir. Penis ve prepisyumda bulunan bu
mikroorganizmalar tohumlanan kisraklarda endometritise
neden olabilir (Baumber-Skaife, 2012), fertilite oranlarin
diisiirebilir ve sperma kalitesini etkileyebilir (Pickett vd.,
1987). Ejakiilattaki mikroorganizma sayisinin, sperma
alimmadan once rutin olarak suyla penil yikamaya tabi
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tutulan aygirlara kiyasla penil yikamaya hi¢ tabi
tutulmayan aygirlarda daha yiiksek olma egiliminde
oldugu bildirilmistir (Neto vd., 2015). Bakteriyel
kontaminasyon, spermatozoon hareketliliginin azalmasi,
spermatozoa kiimelenmesi, degismis akrozom oraninin
artmas1 ve pH degisiklikleri gibi bir dizi degisiklige yol
acar (Althouse vd., 2000). Ejakiilatin mikrobiyal florasi,
kriyoprezervasyon sirasinda spermatozoanin dliimciil
olmayan hasarinin bir kismindan sorumlu olabilir (Ortega-
Ferrusola wvd., 2009). Calismamizda koloni sayimi
sonucunda TMAB sayis1 1,1 x 107 ila 9,6 x 108 kob/ml ve
1,9 x 10% ila 8,1 x 10° kob/ml arasinda bulunmustur. Bu
calismada prepiisyal yikamadaki bakteri yiikiine iligkin
bulgular, ¢esitli arastirmacilarin boga (Rathnamma vd.,
1997) ve devede (Ghoneima vd., 2014) elde ettigi
sonuglarla benzerlik gostermektedir. Ayrica mandalarda
yapilan bir c¢aligmada, fizyolojik tuzlu su ve KMnOg4
kullanilarak prepiisyal yikama yapilmistir. Caligmadaki
bulgular degerlendirildiginde kontrol grubundaki TMAB
sayisi 114,28 kob/ml, fizyolojik su ile yikama ile bu oranin
43 kob/ml’ye diistiigii, KMnOj ile yikama sonucunda ise
26,5 kob/ml oldugu bildirilmistir (Meena vd., 2015).
Spermanin kontamine olmasi makrofajlar ve
polimorfoniikleer graniilositler tarafindan reaktif oksijen
tirlerinin olugmasina ve bakterileri spermatozoaya adheze
olmasi nedeniyle hareketliligin azalmasiyla spermadaki
parametrelerin  degismesine  bagli olarak dolleme
potansiyelini etkileyebilir. Ayrica bakterilerin toksinlerinin
de akrozom iizerinde dogrudan etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Morrell, 2006). Bakteriler, ¢ogalmalarin
onemli role sahip olan besin ve oksijen igin
spermatozoalarla rekabet eder (Rodeheaver, 1997).
Preptisyal kavitenin  spermanin  kontaminasyonunda
o6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Birgok bakterinin bu
boslukta kommensal olarak bulunmasi nedeniyle de
sperma kontaminasyonun oniine gegilmesi i¢in preptisyal
yikamanin bakteriyel yilikiin azaltilmasinda anahtar rol
oynamaktadir (Meena vd., 2015). Dis kontaminasyon
spermanin kalitesini etkileyebilir ve hatta damizlik
hayvanlar1 kontamine edebilir. Patojenler ve zararl
bakterilerle kontaminasyonu simirlamak igin siki hijyen
protokolleri uygulanmalidir. Sperma alma sirasinda
prepisyumdan veya direk spermadan kaynakli bazi
suslarin, spermatozoa hareketliligini inhibe eden spesifik
bilesikler  salgilama  kapasitesine  sahip  oldugu
bilinmektedir (Smole vd., 2010). Gentamisin, lincomycin,
spectino-mycin ve tylosin gibi antibiyotikler igeren sperma
sulandirici ilavesi ve spermanin sogutulmasi, her yerde
bulunan ve istenmeyen bakterilerin  biiylimesini
baskilayarak yeterli bir gilivenlik garantisi olmalidir.
Ancak, ozellikle patojenik potansiyele sahip bakteriler
olmak fizere agir kontaminasyon varliginda bu yeterli
olmayabilir. Baz1 P. aeruginosa, Enterococcus spp. ve
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Clostridium spp. bu kosullarda hayatta kalabilmis ve nihai
iirtinlerde hala mevcut olmustur (Stringfellow ve Givens
2000). Sperma sulandirilmasi esnasinda igerige katilan
farklt antibiyotik konsantrasyonlar1 ile sulandirma
sonundaki bakteriyel yiikiin farkli olmasi da bu duruma bir
ornektir. Aygirlarda yapilan bir aragtirmada Botusemen ve
INRA96 ile sulandirilan spermalarda nihai
mikroorganizma yiiklerinde Onemli derecede farklilik
gozlenmistir (Neto vd., 2015).

Sonu¢ olarak, prepiisyumdaki yiiksek bakteri
yiikiiniin spermatozoa kalitesi ve dogurganlik tizerinde
olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Suni tohumlama
programlarinda veya dogal ciftlesmede basar1 elde etmek
i¢in sperma toplama ve iglemenin her asamasinda uygun
hijyenik onlemler ve sithhi 6nlemler gereklidir. Prepiisyal
yikama mikrobiyal yiikii 6nemli dl¢iide azaltir ve boylece
sperma kalitesini artirir. Bu nedenle, bu ¢alismada

belirlenen bakteri yiikiiniin aygirlarda fertilite igin
potansiyel risk tasidigi distniilmiis ve prepiisyal
yikamanin her sperma istasyonunda ve sperma isleme
laboratuvarinda rutin bir uygulama olmasi tavsiye
edilmistir.
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