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Öz: Spermanın kalite analizleri, infertilitenin tanımlanmasında ve yardımcı üreme teknikleri yönünden günümüz bilim 

dünyasında değer kazanmaya başlamıştır. Bu analizlerde tercih edilen yöntemlerin en gelişmişlerinden biri olan akış 

sitometrisi, akış halindeki bir süspansiyon içindeki çeşitli boyut ve yapıdaki hücre, nükleus ve benzeri hücre komponentleri, 

kromozomal yapılar ve çeşitli partikülleri de kapsayan taneciklerin, lazer ve özelleştirilmiş dedektörler yardımıyla nitelik ve 

nicelik özelliklerinin ölçülmesine dayanan bir yöntemdir. Bu amaçla, florokrom moleküllerle boyanmış örneklere ait 

partiküllerin tek sıralı hale getirilmesinin ardından optik sistemden saçılan lazer ışınına maruz kalmakta, geri dönen ışınlar ise 

toplanarak elektronik sinyallere dönüştürülmektedir. Elektronik sinyaller ise yazılımlar ile değerlendirilmektedir. Akış 

sitometrisinin, geniş kullanım yelpazesi içerisinden, gelişen infertilite teşhis metodları ve yardımcı üreme teknikleri sayesinde 

ilk olarak beşeri androloji laboratuvarlarında, hemen ardından ise veteriner androloji laboratuvarlarında, spermatozoanın 

konsantrasyonu; plazma membran ve akrozom bütünlüğü; apoptosis; mitokondriyal membran potansiyeli; kapasitasyon; 

oksidatif stres; lipid peroksidasyonu; DNA bütünlüğü ve cinsiyetin belirlenmesi vb. amaçlar ile kullanılmaya başlanmıştır. Bu 

derlemede akış sitometrisi ve analizlerinin sperma kalitesini belirlemedeki rolü ve önemi açıklanarak ilgili sperm kalite 

parametrelerinin ölçümünde kullanılan protokoller hakkında detaylı bilgilendirme sağlanması hedeflenmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Akış Sitometrisi, Cinsiyeti Belirlenmiş Sperma, Sperma Analizi, Suni Tohumlama, Veteriner Androloji. 

 

 

The Use of Flow Cytometry in Semen Quality Analyses  

Abstract: Quality analysis of semen has started to gain value in the recent scientific world in terms of defining infertility and 

assisted reproductive techniques. Flow cytometry, the most advanced method of choice in these analyzes, is a method based 

on measuring the quality and quantity of particles including cells, nucleus, chromosomal structures and various particles with 

its sizes and structures in a flowing suspension by means of lasers and detectors. For this purpose, the particles that are 

stained with fluorochrome molecules are exposed to the laser beam scattered from the optical system after being unified, 

and the returning rays are collected and converted into electronic signals. Electronic signals are evaluated with softwares. 

Within a wide range of uses, i.e. the concentration of spermatozoa; plasma membrane and acrosome integrity; apoptosis; 

mitochondrial membrane potential, capacitation status; oxidative stress; lipid peroxidation; DNA integrity and gender 

determination purposes etc., it has been used as infertility diagnostic methods and assisted reproductive techniques which 

have been developed, firstly in human andrology laboratories and then in veterinary andrology laboratories. The aim of this 

review is to explain the role and importance of flow cytometry and in determining sperm quality and to provide detailed 

information about the relevant protocols. 

Keywords: Artificial Insemination, Flow Cytometry, Semen Analyses, Sexed Semen, Veterinary Andrology. 
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GİRİŞ

ikroskobun mucidi olan Antoni van 

Leeuwenhoek’un (1) 1677 yılında ‘animalculus’ 

olarak tanımladığı spermatozoonların keşfiyle birlikte 

sperma kalite analizlerinin de ilk ve en önemli adımı 

atılmıştır. Sadece varlığı ve hareket modelleri 

belirlenen spermatozoonun, yavruyu kendi başına 

oluşturabileceğine inanılan organizmacık ya da bir 

parazit gibi düşünülen spermatik kurtçuk 

tanımlarından sıyrılması ise dişi gamet hücresinin -

oosit- keşfi, fertilizasyonun ve gametogenezisin 

anlaşılması ile 1900’lü yılların başlarında 

gerçekleşmiştir (2). Böylece sperma kalite analizleri 

de ilk olarak infertilitenin tanımlanmasında ve 

ardından yardımcı üreme teknikleri yönünden bilim 

dünyasında değer kazanmaya başlamıştır. İzleyen 

yıllarda, ejakülat içerisindeki spermatozoon sayısının 

belirlenmesi (3), sperm motilite tayini (4-6), sperm 

anomali ve morfolojisi (7,8), Bilgisayar destekli sperm 

analizi (CASA) gibi yöntemler birçok androloji 

laboratuvarının standardına girerek kullanılmaya 

başlanmıştır (9).  

1970’li yılların sonunda ise ilk kez akış 

sitometrisi ve sperm tanımlarının birlikte anıldığı 

çalışma van Dilla ve ark. (10) tarafından 

yayınlanmıştır. Sperma kalite analizlerine yönelik, 

floresan temelli, birkaç saniye içinde binlerce 

hücrenin monitarizasyonunu sağlayan bu yöntem 

2000’li yıllarla birlikte ivme kazanarak, spermatozoa 

canlılık, mitokondriyal membran potansiyeli, lipid 

peroksidasyon, oksidatif stres, DNA analizi gibi birçok 

kalite parametre analizinin yanı sıra, cinsiyet seçimini 

de olanaklı hale getiren bir yöntem olarak 

geliştirilmiştir. 

Akış sitometrisi, akış halindeki bir süspansiyon 

içindeki çeşitli boyut ve yapıdaki hücre, nükleus, 

kromozomal yapılar ve çeşitli partikülleri de kapsayan 

taneciklerin, lazer ve dedektörler yardımıyla nitelik 

ve nicelik özelliklerinin ölçülmesine dayanan bir 

yöntemdir. Üç bileşenden oluşan akış sitometrisinde; 

ölçülecek partikülleri lazer önüne taşıyan akışkanlar 

sistemi, ölçüm yapan lazerleri içeren ve 

partiküllerden dönen sinyalleri toplayan dedektörleri 

barındıran optik sistem, bu optik sinyalleri elektronik 

sinyallere çeviren ve değerlendirilebilir hale getiren 

elektronik sistemler bulunur.  

Çalışma prensibi basitçe; florokrom 

moleküllerle (Tablo 1.) boyanmış örneklere ait 

partiküllerin, hidrodinamik ya da akustik odaklanma 

ile tek sıralı hale getirilişi, optik sistemden lazer ışın 

saçılması, partiküllerin ışına maruz bırakılması, dönen 

ışının toplanması ve toplanan verilerin elektronik 

sinyallere dönüştürülerek değerlendirilmesi olarak 

tanımlanmaktadır. Tüm bu süreç bir saniye içerisinde 

binlerce partiküle uygulanabilir ve bu partiküllerin 

sayısı ‘events- kayıt’ olarak tanımlanmaktadır. Tekli 

ya da çoğul sonuçlar genellikle bir histogram ya da 

dot plot aracılığıyla yapılacak seçim işlemi ile ölçüm 

yapılan popülasyona göre yüzdesel ya da rakamsal 

olarak elde edilmekte ve değerlendirilmektedir.

 
Tablo 1. Sperma muayenesinde kullanılan çeşitli florokromlar (11). 
Table 1. The various fluorochromes used in semen examination (11). 

Membran 
Bütünlüğü 

Membran 
Stabilitesi 

Plazma Membran 
Ve Akrozom Bütünlüğü   

Mitokondriyal 
Bütünlük 

Oksidatif 
Stres 

Lipid 
Peroksidasyon 

Kromatin/DNA 
Bütünlüğü 

Apoptosis 

CFDA Mero-540 
SYBR-14/PE-
PNA/PI 

        Rhodamine DCFDA BODIPY C11 TUNEL 
Annexin 
V 

SYBR-
14/PI 

Yo-PRO-1 
FITC-PNA/PSA-
PI 

         JC-1 MITOSOX  COMET  

Etdh SNARF-1 Ca iyonoforları         MitoTracker 

CellROX 
Deep Red, 
Green, 
Orange 

 SCSA  

CellROX 
Deep 
Green 

   DHE    

M 
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1. BİYOMEDİKAL ALANDA KULLANIMI 

Akış sitometrisi tekniği biyomedikal alanda özel 

laboratuvarlar ve hastanelerde kendisine önemli bir 

yer edinmiştir. Kanser tanı ve aşamalandırılması (12), 

HIV prognozunun tayini (13), çeşitli kan hastalıkları 

(lenfoma, lösemi gibi) (14,15), intrasellüler 

komponentlerin değişimi (Kalsiyum, lipid vb.) (16), 

DNA bütünlüğü (17) ya da ek cihazlar ile sorting 

(ayırma) sayesinde hücrelerin birbirinden ayrılması 

(cinsiyet seçimi gibi) (18-19) gibi durumlarda 

dünyada sıklıkla kullanılmaktadır.  

2. VETERİNER ANDROLOJİDE KULLANIMI VE 
SPERMA KALİTE MUAYENESİ TESTLERİ 

Geniş kullanım yelpazesi içerisinde, gelişen 

infertilite teşhis metodları ve yardımcı üreme 

teknikleri sayesinde ilk olarak beşeri androloji 

laboratuvarlarında ardından da veteriner androloji 

laboratuvarlarında kullanılmaya başlanmıştır (20). Bu 

bağlamda veteriner androloji alanında akış 

sitometrisinin kullanım alanları; 

2.1. Konsantrasyon Ve Spermatozoa Sayımı 
(Spermatozoa Konsantrasyonu)  

Spermatozoa konsantrasyonunun belirlenmesi 

gerek dondurma prosedürleri gerekse in vitro 

fertilizasyon (IVF) uygulamaları açısından önem 

taşımaktadır. Bu amaçla yapılacak ölçümlerde, 

hemositometre, spektrofotometre ya da CASA 

yöntemlerine alternatif olarak akış sitometrisi de 

kullanılabilir bir yöntemdir. Diğer metotlardan farklı 

olarak, ‘beads’ denilen taneciklerin örneğe eklenmesi 

ve saydırılması şeklinde ya da bir kalite analizine 

(özellikle canlılık (SYBR-14/PI)) ek olarak bu işlem 

gerçekleştirilebilir. Bu amaçla genellikle, türe bağlı 

olmakla birlikte boğa sperması için, dilüe edilen 

ejakülat (1:100- 1:250) ya da dondurulmuş 

çözdürülmüş 60x106 sperma (1:20) SYBR-14 ve 

Propidium iodide (PI) boyama yöntemleriyle 

boyanarak belirli bir hacim ayarlanarak analize tabi 

tutulur ve Forward Scatter (FS)/Side Scatter (SS) 

alanlarından popülasyonun belirlenmesi ile 

toplanacak sayım verisi, önceden bilinen hacim için 

konsantrasyon verisi olarak değerlendirilir (21,22). 

Ancak bu yöntemin, hızlı olmasının yanısıra canlılık 

oranına ek olarak alınması olumlu olarak 

değerlendirilse de sperma sulandırıcılarında bulunan 

farklı partiküllerden ve az hacimli örneklerde yapılan 

pipetleme uygulaması hatalarından etkileneceği 

unutulmamalıdır.  

2.2. Spermatozoonun Plazma Membran Ve 
Akrozom Bütünlüğü (PMAI= Plazma Membranı Ve 
Akrozomu Sağlam Spermatozoa) 

Sözcük anlamı ‘yaşayabilirlik’ olarak tanımlanan 

viyabilite içinde de değerlendirilen plazma membranı 

veya akrozom bütünlüğü fertilite açısından da önemli 

belirteçlerden bir tanesidir. Spermatozoonun plazma 

membran ve akrozom bütünlüğünü birlikte 

değerlendiren bu analiz de androloji 

laboratuvarlarının birçoğunun kullanmakta olduğu 

floresan boyaların akış sitometrisi yöntemine adapte 

edilmesi sonucu hızlı ve güvenilir sonuçlar elde 

edilebilmektedir. Bu amaçla yaygın olarak, SYBR-14, 

Propidium iodide (PI), FITC-PNA, FITC-PSA, Yo-Pro-1, 

7-AAD, rhodamine 123, carboxyfluorescein diacetate 

gibi floresan boyalar ya da PI ile kombinasyonları 

kullanılmaktadır (20). Teknik, genellikle PI ile 

kombinasyonların membrandan geçebilen (örn. PI) 

ya da geçemeyen DNA’ya bağlanabilen (örn. SYBR-

14) florokromların saptanması üzerine kuruludur. Bu 

amaçla örnekler SYBR-14 ve PI ile laboratuvarların 

kendine ait protokolleri kapsamında boyanarak (23) 

488 nm lik argon lazer ve 515 nm-545 nm (SYBR), 561 

nm-583 nm emisyon filtreleri ile ölçümleri yapılır. 

Boğa spermasında PMAI’nin belirlenmesinde, çok 

yaygın olarak kullanılan SYBR-14/PI 

kombinasyonunun Nagy ve ark. (24) yapmış oldukları 

çalışma ile tekrarlandığında verdiği doğruluk ve 

dondurma aşamasında eklenen yumurta sarısından 

dolayı verdiği hata sebebiyle yerini fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated PNA ve PI 

kombinasyonuna bırakması önerilmektedir. Böylece, 

FITC-PNA ile akrozom bütünlüğü değerlendirilirken, 

PI ile plazma membran bütünlüğü ile ilgili veri 

debrisden olabildiğince arındırılarak elde edilebilir. 

Bu amaçla, 5 µl FITC-PNA (100 µg/ml) ve 3 µl PI (2.99 
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mM), 492 µl dilüe sperma solüsyonuna aktarılarak 

boyama yapılır (25). 

2.3. Apoptozis  

Apoptozis, kromatin agregasyonu, sitoplazmik 

ve nükleer defektleri de içeren programlı hücre 

ölümünü tanımlayan terimdir. Hücre ölümünün 

(Apoptozis), infertilite ile arasındaki bağlantıdan 

dolayı akış sitometrisi ile spermatozoa apoptozisin 

belirlenmesi hızlı ve güvenilir bir metod olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Bu amaçla, hücre lipid 

membranının iç kısmında bulunan 

phosphatidylserine’lere afinitesi olan Annexin V en 

sık kullanılan florokrom olarak karşımıza çıkmaktadır. 

FITC konjuge hali ise, daha hassas olması sebebiyle 

ticari olarak da bulunmakta olan probun boğa 

sperması için kullanımı, ticari kitler de değişmekle 

birlikte, PI ile olmaktadır (26). 

2.4. Spermatozoanın Mitokondriyal Membran 
Potansiyeli 

Mitokondriyal membran potansiyeli, 

spermatozoon mitokondriyasının oksidatif 

fosforilasyon yoluyla ATP üretmesi ve kapasitasyon 

ile ilgili bir parametre olarak değerlendirilmektedir. 

Düşük mitokondriyal membran potansiyeli, 

spermatozoa anomalisine ya da dondurma çözdürme 

sırasındaki kriyo hasara bağlı olarak ortaya 

çıkabilmektedir. Bu sebeple mitokondriyal membran 

potansiyelinin belirlenmesi canlılık testleriyle birlikte 

önem taşımaktadır. Bu amaçla, 5,5’, 6,6’-tetrachloro-

1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimi-dazolyl-carbocyanine 

iodi de (JC-1), rhodamine 123 ve MitoTracker (MITO) 

sıklıkla kullanılan florokromlardır. JC-1, 

spermatozoon mitokondriyel membran 

potansiyelinin belirlenmesinde sık kullanılan prob 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Düşük membran 

potansiyelinde; yeşil, yüksek olduğu durumlarda ise 

turuncu renkli ışıma veren bir florokrom olarak 

çalışmaktadır. Farklı protokoller (25,27) ile yapılan 

boyama sonucu 488 nm Argon lazer ve 535 nm, 595 

nm emisyon filtreleri yardımıyla ölçüm yapılır. Bu 

amaçla, 10 µl JC-1 (0.153 mM) ve 3 µl PI (2.99 mM), 

487 µl dilüe sperm solüsyonuna aktarılarak boyama 

yapılır (25). Elde edilen veri, düşük ve yüksek 

membran potansiyeli olarak iki popülasyon halinde 

değerlendirilir.  

2.5. Kapasitasyon 

Spermatozoa kapasitasyon seviyesinin ölçümü, 

spermatozoa da şekillenen kalsiyum (Ca) 

değişimlerinin florokrom özellik gösteren bir 

antibiyotik olan chlortetracycline (CTC) ile 

gerçekleştirilmektedir. CTC’nin hücre membranını 

hücreiçi maddelerden olan Ca geçirgenliğini 

arttırması sonucunda, serbest Ca’un hücre içine 

girişiyle CTC floresan özellik göstermekte bu da akış 

sitometrisi ile tespit edilerek, bir fertilizasyon 

öngörüsü olarak kapasitasyon seviyesi 

belirlenmektedir (28). Yine hücre içi Ca seviyesinin 

belirlenebilmesi için Fluo-3, ya da daha yeni bir prob 

olan Fluo-4 AM kullanılabilmektedir. 

2.6. Spermatozoanın Oksidatif Stresinin 
Belirlenmesi 

Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

oluşumu karşısında, spermanın kendi antioksidan 

savunma sistemlerinin yetersiz kalması ve sonucunda 

ortaya çıkan DNA bütünlüğünün bozulması, 

membran lipid yapısının defekti ve fertilitenin 

düşmesi ile gözlemlenebilen bir durumdur. 

Spermanın dondurulması ve çözdürülmesi işlemleri 

oksidatif stres oluşumunda büyük rol oynamaktadır 

(25). Bu nedenle, sperm oksidatif stres 

parametrelerinin ölçülmesi, dondurma çözdürme 

işlemlerine dayanıklılık açısından önem taşımaktadır. 

Oksidatif stresin akış sitometrisiyle belirlenmesinde, 

5-(ve-6)-carboxy-2′,7′-dichlorodihydrofluoresence 

indiacetate (DCFDA) sıkça kullanılan bir 

florokromdur. 5-(ve-6)-karboksi-2′,7′-diklorodihidro 

floresan’ın diasetat formu olan bu florokrom, 

hidroksil, süperoksid anyon, nitrojen dioksit 

radikalleri karbonat anyon radikalleri ve hidrojen 

peroksit tarafından yeşil floresans veren DCFH e 

çevrilir (29). Bu amaçla, 5 µl DCFH-DA (10 mM) ve 3 

µl PI (2.99 mM), 492 µl dilüe sperm solüsyonuna 
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aktarılarak boyama yapılır (16). Bunun dışında yine, 

DHE, MitoSOX, DAF2-DA, CellROX Deep Red, CellROX 

Orange (30) oksidatif stres ölçümünde kullanılan 

florokromlardır. Bu metoda da yine bir canlı/ölü 

hücre ayrımı yapan florokrom eklenmesi (örn. PI) ölü 

spermatozoonların analiz dışına alınması ile daha 

doğru sonuç vermesini sağlayacaktır.  

2.7. Spermatozoanın Lipid Peroksidasyonu  

Çoklu doymamış yağ asitlerince zengin bir 

yapıya sahip plazma membranı içeren 

spermatozoonlara sahip türlerde oksidatif stres, ROS 

ile reaksiyona giren bu yağ asitlerinin yapısının 

bozulmasına ve bu sebeple membran yapılarının 

bozulup, spermatozoonun işlev kaybına sebep 

olmaktadır. Lipid Peroksidasyonun (LPO) ortaya 

konulmasında, yağ asidi analoğu C11- 

BODIPY581/591 oldukça sık kullanılan bir LPO tespit 

florokromudur (31). Bozulmamış membran yapısında 

kırmızı, perokside olmuş membranda ise yeşil (520 

nm) ışıma veren florokrom yine PI ile birlikte 

kullanılmaktadır. Bu amaçla 5 µl BODIPY C11 (5mM) 

ve 3 µl PI (2.99 mM), 492 µl dilüe sperm solüsyonuna 

aktarılarak boyama yapılır (16).  

2.8. Spermatozoonun DNA Bütünlüğü 

Fertilizasyonun temeli olan genetik 

materyallerin birleşimi aşamasında spermatozoon 

DNA’sının paketleme hataları, DNA metilasyonları, 

histon katlanmaları; herediter olabildiği gibi, oksidatif 

strese bağlı olarak, çeşitli toksik etkiler altında ya da 

sperma kriyoprezervasyonu aşamasında ortaya 

çıkabilmektedir (25). Bu sebeple, fertilizasyon 

başarısı ve erken embriyonik yaşamın önemli bir 

kriteri olan DNA bütünlüğü sperma kalite 

değerlendirmesinde önem taşımaktadır. DNA 

bütünlüğü, akış sitometrisi ile terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

(TUNEL) ya da sperm chromatin structure assay 

(SCSA) ile ortaya konulabilir (17,32). TUNEL metodu, 

spermatozoon fiksasyonu ve ticari kitler ile birlikte 

488 nm lazer ile değerlendirilmesine dayanmaktadır. 

Sperm kromatin yapı analizi (SCSA) ise spermatozoon 

nükleer kromatininin ısı denatürasyonuna 

dayanıklılığı ve acridine orange (AO) florokromunun 

çift iplikçikli DNA da yeşil, tek iplikçikli DNA da kırmızı 

ışıma vermesine dayalı bir yöntemdir (33). Sperma 

örnekleri, konsantrasyonları 2 x 106 

spermatozoon/ml olacak şekilde TNE buffer 

solüsyonu ile dilüe edilir. 200 µl sperma örneği önce 

400 µl asit-deterjan solüsyonu (pH: 1.2, 0.08-N HCl, 

0.15-M NaCl, Ve 0.1% Triton X-100) ile 30 saniye, 

ardından da fosfat sitrat tamponuna eklenmiş 1.2-mL 

(6 mg/L) saflaştırılmış AO (0.2-M Na2HPO4, 0.1-M 

sitrik asit,0.15-M NaCl, ve 1-mM EDTA, pH 6.0) ile 

boyanır. Örnekler, 3 dakikalık inkübasyonun ardından 

akış sitometrisi ile iki kez değerlendirilir (34). 

2.9. Spermatozoon Cinsiyetinin Belirlenmesi 

Suni tohumlama endüstrisinin yaygınlaşması ile 

birlikte, istenilen cinsiyette yavru eldesi 

yetiştiricilerin büyük ilgisini çekmiştir. Bu amaçla akış 

sitometrisi, percoll ve albumin gradient santrifüjü, 

yüzdürme, sefadeks kolonu, H-Y antijeni metotları 

gibi birçok yöntem denenerek geliştirilmiştir (35). Bu 

yöntemlerin geliştirilmesindeki temel prensip X ve Y 

kromozomlarına sahip spermatozoonların taşıdığı 

DNA miktarı (36), hücrenin boyutu (37), yüzey yükü 

(38) veya yüzey antijenleri (39) bakımından farklı 

olmasıdır. En etkili ayrımın gerçekleştiği metot ise 

hala akış sitometrisi yöntemi olarak kabul 

edilmektedir (40). Ancak konvansiyonel 

tohumlamaya göre elde edilen düşük gebelik 

oranları, kullanılabilir sperma oranında düşüş, yüksek 

maliyet, eğitimli personel gereksinimi gibi çeşitli 

dezavantajları bu yöntemin uygulanabilirliğini 

sınırlamaktadır. 

Sığırlarda X kromozomu taşıyan spermatozoon 

Y kromozomu taşıyana göre %4 daha fazla DNA 

içermektedir ve bu farklılık sayesinde flow sitometri 

metoduyla %90 oranında kesinlikle, işlenen 

spermatozoanın yaklaşık %50’sinin ayrımı 

yapılabilmektedir. Kalan %50 ise cihaz tarafından 

cinsiyeti belirlenemediği için atık olarak ayrılmaktadır 

(41). Spermatozoanın DNA miktarının 

belirlenebilmesi için hücre membranından geçebilen 
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ve DNA’ya bağlanan Hoeschst 33342 floresan 

boyaları kullanılmakta, boyanın yarattığı ışıma 

miktarı dedektör ile tespit edilmekte ve bilgisayar 

yardımı ile %4’lük bu ışıma farkı analiz 

edilebilmektedir (40). 

Kısaca, öncesinde ortalama 7 saat süresince 

modifiye edilmiş Tyrode’s albumin laktat pirüvat 

(TALP) solüsyonu ile inkübe edilen spermaya 

Hoeschst 33342 boyası eklenerek yaklaşık 34°C 

sıcaklıkta 45 dakika inkübasyonu sağlanır. Ardından 

ayırma solüsyonu ile sulandırılan spermaya gıda 

boyası ve final konsantrasyon %2 olacak şekilde 

yumurta sarısı eklenir. Filtrasyonun ardından Tris 

bazlı sheath solüsyonu ile ayrım gerçekleştirilir (41-

43).  

Cinsiyet ayrımı işleminin kalitesi sulandırma ve 

boyama prosedürlerini UV ışınlarına Akış Basıncına 

elektrostatik alan ve elektrik yüküne bağlı olarak 

değişkenlik gösterebilmektedir. Ayrıca sıcaklık, 

ozmolarite, pH ve kullanılan solüsyonların sterilitesi 

de işlemin başarısını etkileyebilmektedir (44,45). 

SONUÇ 

Saha yönelimleri ve teknolojideki gelişmelere 

göre yenilenen laboratuvar teknikleri arasında 

kendisine önemli bir yer edinmiş akış sitometrisi 

metodu bu derlemeyle birlikte veteriner hekimliği 

androloji laboratuvarlarında kullanım yönüyle, 

çalışma prensibi ve temel boyama metotlarının 

teknik detaylarıyla değerlendirilmiştir. Tüm bunlara 

ek olarak, anlık zamanlarda yüksek ölçüm hızı, 

objektif olması ve fertiliteye ilişkin sonuçlar 

verebilmesi yönünden değerli bu metodun kısa ve 

uzun vadedeki gelişmeleri yakından takip edeceği ve 

veteriner androloji alanında öncül metotlardan biri 

olacağı öngörülmektedir. 
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