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Teke Spermasinin Morfolojik Degerlendirilmesinde Farklh
Boyama Metotlarinin Kullanilmasi
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Ozet: Bu calismada Saanen 1rk1 teke spermasinin degerlendirilmesinde Eozin-nigrozin (EN), Gimza ve ikili boyama
yontemi olan Eozin-nigrozin sonrasi Gimza (EN-G) boyama metotlarinin kullanilabilirligi arastirildi. EN, Gimza ve
EN-G boyama yontemlerinde akrozomal bozukluk (AB) oranlar1 sirastyla; %3.5+0.4, %7.2+0.4 ve %9.1+0.4; Diger
Morfolojik Bozukluk (DMB) orani 2.8+0.2, 2.44+0.2 ve 2.840.2, Toplam Morfolojik Bozukluk (TMB) oram ise
sirastyla 6.3+£0.4, 9.6+£0.4 ve 11.94+0.4 olarak saptandi. En yiiksek AB ve TMB oran1t EN-G boyama metodunda elde
edildi (P<0.05). EN ve EN-G boyama metotlar1 arasinda 6lii spermatozoon oranlar1 arasinda istatistiksel bakimdan
fark bulunmadi. Sonug olarak EN-G metodu kullanilarak yapilan boyama sonucunda 6lii spermatozoon orani, AB,
DMB ve TMB morfolojik bozukluk oranlarinin tek bir preparattan daha ayrintili olarak degerlendirilebilecegi sonu-
cuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Teke spermasi, boyama metotlari, morfoloji.

Evaluation of Goat Semen Morphology After Different Staining Methods

Summary: This study was designed to assess effectiveness of different staining methods, Eosin-nigrosin (EN),
Giemsa and double staining method Eosin-nigrosin combined with Giemsa (EN-G), to detect dead spermatozoa,
defected acrosome rates (AB), Other Morphological Defect (DMB) and Total Morphological Defect (TMB) in fresh
Saanen semen. The percentages of spermatozoa with AB, DMB and TMB were 3.5%, 7.2% and 9.1%; 2.8%, 2.4%
and 2.8%; and 6.3%, 9.6% and 11.9% in EN, Giemsa and EN-G, respectively.

The highest AB was observed in EN-G staining method (P<0.05). There were no significant differences in percent-
age of dead spermatozoa between EN and EN-G staining methods.

In conclusion, EN-G staining method could be used to distinguish the percentage of dead spermatozoa, AB, DMB
and TMB in the same slide.
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Giris

Evcil hayvanlarda erkek bireyin potansiyel
fertilitesinin belirlenmesi ve genital organlarinin
saglik durumunun degerlendirilmesinde bireyden
elde edilen ejakulatin spermatolojik muayenesi
onemlidir. Ejakulattaki anormal yap1 ve morfolo-
jik bozukluklarin infertilite ile dogrudan ilgili
oldugu ¢ok sayida arastirmaci™'***** tarafindan
bildirilmistir.

Canli ve 6lii spermatozoonlarin ayirt edil-
mesinde Eozin-nigrozin®'!, Propidium iodide,
Carboxyfluorescein diacetate®'*** gibi yontemler
kullanilmaktadir. Evcil hayvanlarin spermasinda-
ki morfolojik bozukluklarin saptanmasi amaciyla
Eozin-nigrozin™'®*, Nigrozin-eozin®*****  opal
blue'®, fast green'’?, Gimza”*'""* gibi boyama
yontemleri disinda sivi fikzasyon yontemlerinin

de kullanilabilecegi bildirilmistir™'".

Morfolojik degerlendirmenin baglica amaci
normal ve anormal spermatozoonlarin ayirt edil-
mesidir”™''?®.  Ayrica morfolojik bozuklugun
lokalizasyonu, c¢esidi ve miktarinin fertilite ile
sik1 bir iligkisi olup anormal yapidaki sperma-
tozoonlarin fertilite yetenekleri yoktur. Fertilizas-
yonda 6nemli rol oynadigindan morfolojik ince-
lemelerde akrozomun ayri bir dnemi vardir. Pek
cok arastirmada, akrozom reaksiyonun post-
mortem bir degisiklik olarak 6lii hiicrelerde olus-
tugu, plazma ve akrozom mebranlarinin hasari
veya kaybiyla karakterize oldugunu bildirilmek-
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tedir™"".

Triple stain, Bismark Brown, Rose Bengal
gibi ayn1 preparatta 6lii, canli ve akrozom biitiin-
ligiiniin incelenmesine olanak saglayan teknikler
gelistirilmistir21’30. Mortimer ve ark.', bu teknik-
lerin 6lil hiicrelerin ayirt edilmesinde kullanigsiz
oldugunu ve bu teknikleri kullanan laboratuarlar
arasinda yiiksek oranda farliliklar oldugunu bil-
dirmislerdir. EN-G metodu Tamuli ve Watson®'
tarafindan alternatif bir boyama metodu olarak
gelistirmistir.

Bu c¢alismada taze teke spermasimin deger-
lendirilmesinde ii¢ farkli boyama metodunun
kargilagtirilmasi ve bunun yami sira tek bir
preparat lizerinde Olii spermatozoon, akrozomal
bozukluk, diger ve toplam morfolojik bozukluk
oranlarinin EN-G metodu ile belirlenebilirliginin
arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Caligmada materyal olarak ayni bakim ve
besleme kosullarina sahip 6 adet Saanen 1rki teke
kullanildi. Sperma sifat sezonuna gegis donemin-
de suni vajen yontemiyle ve gilinde iki kez olmak
lizere bes giin boyunca her tekeden 10’ar defa
toplandi. Alinan toplam 60 ejakulat spermatolojik
muayene i¢in 35°C su banyosuna aktarildi.

Morfolojik Muayene:

Her bir sperma 6rneginin morfolojik mua-
yenesi i¢in Eozin-nigrozin (EN), Gimza ve ikili
boyama yontemi olan Eozin-nigrozin sonrasi
Gimza (EN-G) boyama yonteminden olusan ii¢
farkli yontem kullanildi.

Eozin-nigrozin ve Gimza Boyasinin Ha-
zirlanmasi:

Eozin-nigrozin ana solusyonu %1 Eozin ve
%8 Nigrozin olacak sekilde hazirlandi. On damla
Gimza ana solusyonu 5 ml distile su ile karigtiri-
larak Gimza boyasi elde edildi''.

Boyama Islemi:

Bir damla serum fizyolojik iizerine bir
damla sperma damlatilarak, 1/1 oraninda EN
boyas1 ile karstirilarak stirme froti hazirlandi.
Gimza yonteminde ise 1 damla sperma 1/1 ora-
ninda serum fizyolojik ile karstirilarak siirme
froti hazirlandi. Hazirlanan preparatlar kurutula-
rak 10 dk siireyle metil alkolde tespit edildi. Metil
alkol dokiilerek lam {izerine hazirlanan Gimza
boyasi aktarildi ve 45 dk boyandi. Boyama isle-
minden sonra preparatlar distile su ile yikanarak
kurumaya birakildi. Her iki yontemde de her
ejakulattan iki adet froti hazirlandi.

EN-G boyama yonteminde yukarida tanim-
lanan EN yoOnteminde belirtilen sekilde her
ejakulattan hazirlanip kurutulan frotilerden bir
tanesi Tamuli ve Watson tarafindan belirtilen
Tartarat Fosfat Buffer (TFB) soliisyonda 10 dk
siireyle tespit edildi**”".

TFB Tespit Soliisyonunun Hazirlanmasi®*:

Na,HPO, 50 mMol
KH,PO, 25 mMol
Potasyum sodyum tartarat 77 mMol
Bidistile su g. s. p.100 ml

Hazirlanan solusyona %4 (v/v) olacak se-
kilde formalin soliisyonu eklendi. Tespit edilen
preparatlar Gimza boyama ydnteminde belirtildi-
gi sekilde 90 dk boyandi.



Olii Spermatozoon Oraninin Saptanma-
L

EN ve EN-G yontemleri ile boyanan her bir
preparattan 200 spermatozoon sayilarak boya alan
6li spermatozoonlarin orani % olarak belirlendi.
Sadece EN ile boyanan preparatlarda pembe renk
alanlar, EN-G yonteminde ise koyu mor renkte
gozlenen spermatozoonlar dlii olarak kabul edil-
di’.

Her ii¢ boyama yonteminde saptanan mor-
folojik bozukluk oranlar1 Akrozoma bagli (AB),
Diger Morfolojik Bozukluklar (DMB) ve Toplam
Morfolojik Bozukluklar (TMB) olmak iizere ii¢
kisimda incelendi. Morfolojik muayenelerde de
her preparattan toplam 200 spermatozoon sayildi.
Biitiin muayeneler X100 immersiyon objektif
altinda 151k mikroskobu kullanilarak gerceklesti-
rildi.

Her {i¢c boyama yonteminden elde edilen
spermatolojik bulgularin istatistiksel olarak karsi-
lagtirilmasinda “Duncan testi” kullanildi. Ayrica
EN ve EN-G yonteminde saptanan 6lii sperma-
tozoonlarin  karsilagtirnlmasinda  “Independent
Samples testi” kullanildi.

Bulgular

Farkli yontemlerle boyama sonrasi sapta-
nan morfolojik bozukluk oranlar1 Tablo I’de su-
nulmustur.

Tablo I. Farkh Yontemlerle Boyama Sonrasi
Saptanan Morfolojik Bozukluk
Oranlan

Table 1. Detected Rates of Morphological
Defects After Different Staning

Methods
Boyama metodu n AB DMB T™MB
EN 60 | 3.5+04c | 2.8+0.22 | 6.3+0.4°
EN-G 60 | 9.1+042 | 2.8+0.22 | 11.9+0.42
Gimza 60 | 7.240.4° | 2.4+0.22 | 9.6+0.4°
Genel ortalama 60 | 6.6+0.2 2701 | 9.2£0.2

ab¢ Ayni siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark
onemlidir (P<0.05)

EN: Eozin-nigrozin

EN-G: Eozin-nigrozin sonras1 Gimza

AB: Akrozomal Bozukluk

DMB: Diger morfolojik bozukluk orani

TMB: Toplam morfolojik bozukluk orani
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Tartisma ve Sonug

Sunulan arastirmada, AB, DMB ve
TMB’nin genel ortalama degerleri sirasiyla
9%6.6+0.2, %2.7+0.1 ve %9.2+0.2 olarak saptan-
di. Elde edilen TMB’lara ait degerler bazi aras-
tirmacilarin  saptadigi degerlerden biraz yiik-
sek™'*?’_ bazi arastirmacilarin saptadigi degerlerle
ise uyumlu bulunmustur'>*’. DMB oranlar1 dikka-
te alindiginda her {ic boyama metodu arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmamistir (P>0.05).
EN boyama metodu ile EN-G metodunda olii
spermatozoon oranlart sirastyla %12.7+0.7 ve
%11.9+0.5 olarak saptandi. Her iki metot arasin-
da 6lii spermatozoon oranlar1 dikkate alindiginda
istatistiksel acidan herhangi bir fark bulunmamis-
tir (P>0.05). EN ve EN-G boyama yoOntemleri
sonras1 elde edilen 6lii spermatozoon oranlar
farkli arastirmacilarin bildirdigi degerlerle ben-
zer*', bazi arastirmacilarin belirttigi degerlerden
ise diisiik bulunmustur®*.

Palamo ve ark.”, tekelerde taze spermada
yaptiklar ¢aligmada akrozomal bozukluk oranini
Triple stain teknigi ile %11.4 olarak saptamislar-
dir. Sunulan calismada EN-G metodundan elde
edilen AB orami Palamo ve ark’min®' belirttigi
degerden biraz diisik, EN ve Gimza’dan elde
edilen deger ise olduk¢a diisiik bulunmustur.
Singh ve ark.” ise tekelerde taze spermada AB
oranini Giemsa boyama yoOnteminde %3.2’den
diisiik saptadiklarini ifade etmislerdir. Bu calis-
mada EN’de bulunan akrozom degeri Singh ve
ark.’nm® buldugu degerle benzer, diger boyama
metotlarindan elde edilen degerler ise yiiksek
bulunmustur.

Yapilan bu ¢alismada morfolojik muayene-
ler sirasinda EN ile hazirlanan preparatlarda AB
orani diger boyama metotlarina gére daha diisiik
bulunmustur (P<0.05). Bu durum arastirmacilarin
belirttigi gibi”'' s6z konusu boyama metodunun
AB oraninin belirlenmesinde yetersiz olmasindan
kaynaklanmis olabilir. En yliksek AB oran1 EN-G
metodunda saptanmis olup diger iki metotla kar-
silastirildiginda istatistiksel olarak fark saptan-
mustir. Pintado ve ark.’nin da** belirttigi sekilde
EN-G ile boyanan preparatlarda akrozomal bol-
genin diger metotlara oranla daha ayrintili olarak
goriilmesi, muayenenin daha net ve kolay yapil-
masina olanak saglamistir. Bu durumun EN-G
metodunda elde edilen yiiksek AB oranin nedeni
oldugu diistiniilmektedir.
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Sonug olarak; teke spermasinda EN-G me-
todu kullanilarak yapilan incelemelerde 6lii,
akrozomal ve diger morfolojik bozukluklarin tek
bir preparat {izerinde rahatlikla yapilabildigi goz-
lemlenmistir. Fakat rutin sperma muayenelerinde
Olii/canli ve anormal akrozoma sahip sperma-
tozoon oranlarinin belirlenmesi igin farkli frotiler
hazirlanarak incelenmektedir. EN-G metodu ile
boyanan preparatlarda saptanan morfolojik bo-
zuklularin 6lii veya canli spermatozoonlara ait
oldugu rahat bir sekilde goriilebilmektedir. Bu
metodun gerek laboratuar gerekse saha sartlarinda
maliyet ve zaman bakimindan kazang,
preparatlarin degerlendirilmesinde ise arastiriciya
kolaylik saglamasi agisindan diger metotlara o-
ranla daha iistiin oldugu kanisina varilmistir.
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