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Özet: Bu çalışmada Saanen ırkı teke spermasının değerlendirilmesinde Eozin-nigrozin (EN), Gimza ve ikili boyama 
yöntemi olan Eozin-nigrozin sonrası Gimza (EN-G) boyama metotlarının kullanılabilirliği araştırıldı. EN, Gimza ve 
EN-G boyama yöntemlerinde akrozomal bozukluk (AB) oranları sırasıyla; %3.5±0.4, %7.2±0.4 ve %9.1±0.4; Diğer 
Morfolojik Bozukluk (DMB) oranı 2.8±0.2, 2.4±0.2 ve 2.8±0.2, Toplam Morfolojik Bozukluk (TMB) oranı ise 
sırasıyla 6.3±0.4, 9.6±0.4 ve 11.9±0.4 olarak saptandı. En yüksek AB ve TMB oranı EN-G boyama metodunda elde 
edildi (P<0.05). EN ve EN-G boyama metotları arasında ölü spermatozoon oranları arasında istatistiksel bakımdan 
fark bulunmadı. Sonuç olarak EN-G metodu kullanılarak yapılan boyama sonucunda ölü spermatozoon oranı, AB, 
DMB ve TMB morfolojik bozukluk oranlarının tek bir preparattan daha ayrıntılı olarak değerlendirilebileceği sonu-
cuna varıldı. 
Anahtar Kelimeler: Teke sperması, boyama metotları, 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. 
Key Words: Goat semen, staining methods, morphology. 
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Giriş 

Evcil hayvanlarda erkek bireyin potansiyel 
fertilitesinin belirlenmesi ve genital organlarının 
sağlık durumunun değerlendirilmesinde bireyden 
elde edilen ejakulatın spermatolojik muayenesi 
önemlidir. Ejakulattaki anormal yapı ve morfolo-
jik bozuklukların infertilite ile doğrudan ilgili 
olduğu çok sayıda araştırmacı1,14,20,25,35 tarafından 
bildirilmiştir.  

Canlı ve ölü spermatozoonların ayırt edil-
mesinde Eozin-nigrozin9,11, Propidium iodide, 
Carboxyfluorescein diacetate8,10,24 gibi yöntemler 
kullanılmaktadır. Evcil hayvanların spermasında-
ki morfolojik bozuklukların saptanması amacıyla 
Eozin-nigrozin7,18,32, Nigrozin-eozin6,23,28,33, opal 
blue18, fast green17,32, Gimza7,9,11,18 gibi boyama 
yöntemleri dışında sıvı fikzasyon yöntemlerinin 
de kullanılabileceği bildirilmiştir9,11. 

Morfolojik değerlendirmenin başlıca amacı 
normal ve anormal spermatozoonların ayırt edil-
mesidir9,11,26. Ayrıca morfolojik bozukluğun 
lokalizasyonu, çeşidi ve miktarının fertilite ile 
sıkı bir ilişkisi olup anormal yapıdaki sperma-
tozoonların fertilite yetenekleri yoktur. Fertilizas-
yonda önemli rol oynadığından morfolojik ince-
lemelerde akrozomun ayrı bir önemi vardır. Pek 
çok araştırmada, akrozom reaksiyonun post-
mortem bir değişiklik olarak ölü hücrelerde oluş-
tuğu, plazma ve akrozom mebranlarının hasarı 
veya kaybıyla karakterize olduğunu bildirilmek-
tedir2,3,5.  

Triple stain, Bismark Brown, Rose Bengal 
gibi aynı preparatta ölü, canlı ve akrozom bütün-
lüğünün incelenmesine olanak sağlayan teknikler 
geliştirilmiştir21,30. Mortimer ve ark.16, bu teknik-
lerin ölü hücrelerin ayırt edilmesinde kullanışsız 
olduğunu ve bu teknikleri kullanan laboratuarlar 
arasında yüksek oranda farlılıklar olduğunu bil-
dirmişlerdir. EN-G metodu Tamuli ve Watson31 
tarafından alternatif bir boyama metodu olarak 
geliştirmiştir.  

Bu çalışmada taze teke spermasının değer-
lendirilmesinde üç farklı boyama metodunun 
karşılaştırılması ve bunun yanı sıra tek bir 
preparat üzerinde ölü spermatozoon, akrozomal 
bozukluk, diğer ve toplam morfolojik bozukluk 
oranlarının EN-G metodu ile belirlenebilirliğinin 
araştırılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Çalışmada materyal olarak aynı bakım ve 
besleme koşullarına sahip 6 adet Saanen ırkı teke 
kullanıldı. Sperma sıfat sezonuna geçiş dönemin-
de suni vajen yöntemiyle ve günde iki kez olmak 
üzere beş gün boyunca her tekeden 10’ar defa 
toplandı. Alınan toplam 60 ejakulat spermatolojik 
muayene için 35°C su banyosuna aktarıldı.  

Morfolojik Muayene: 

Her bir sperma örneğinin morfolojik mua-
yenesi için Eozin-nigrozin (EN), Gimza ve ikili 
boyama yöntemi olan Eozin-nigrozin sonrası 
Gimza (EN-G) boyama yönteminden oluşan üç 
farklı yöntem kullanıldı.  

Eozin-nigrozin ve Gimza Boyasının Ha-
zırlanması: 

Eozin-nigrozin ana solusyonu %1 Eozin ve 
%8 Nigrozin olacak şekilde hazırlandı. On damla 
Gimza ana solusyonu 5 ml distile su ile karıştırı-
larak Gimza boyası elde edildi11. 

Boyama İşlemi: 

Bir damla serum fizyolojik üzerine bir 
damla sperma damlatılarak, 1/1 oranında EN 
boyası ile karıştırılarak sürme froti hazırlandı. 
Gimza yönteminde ise 1 damla sperma 1/1 ora-
nında serum fizyolojik ile karıştırılarak sürme 
froti hazırlandı. Hazırlanan preparatlar kurutula-
rak 10 dk süreyle metil alkolde tespit edildi. Metil 
alkol dökülerek lam üzerine hazırlanan Gimza 
boyası aktarıldı ve 45 dk boyandı. Boyama işle-
minden sonra preparatlar distile su ile yıkanarak 
kurumaya bırakıldı. Her iki yöntemde de her 
ejakulattan iki adet froti hazırlandı. 

EN-G boyama yönteminde yukarıda tanım-
lanan EN yönteminde belirtilen şekilde her 
ejakulattan hazırlanıp kurutulan frotilerden bir 
tanesi Tamuli ve Watson tarafından belirtilen 
Tartarat Fosfat Buffer (TFB) solüsyonda 10 dk 
süreyle tespit edildi22,31. 

TFB Tespit Solüsyonunun Hazırlanması22: 
Na2HPO4  50 mMol 
KH2PO4  25 mMol 
Potasyum sodyum tartarat 77 mMol 
Bidistile su  q. s. p.100 ml 

Hazırlanan solusyona %4 (v/v) olacak şe-
kilde formalin solüsyonu eklendi. Tespit edilen 
preparatlar Gimza boyama yönteminde belirtildi-
ği şekilde 90 dk boyandı. 
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Ölü Spermatozoon Oranının Saptanma-
sı: 

EN ve EN-G yöntemleri ile boyanan her bir 
preparattan 200 spermatozoon sayılarak boya alan 
ölü spermatozoonların oranı % olarak belirlendi. 
Sadece EN ile boyanan preparatlarda pembe renk 
alanlar, EN-G yönteminde ise koyu mor renkte 
gözlenen spermatozoonlar ölü olarak kabul edil-
di31. 

Her üç boyama yönteminde saptanan mor-
folojik bozukluk oranları Akrozoma bağlı (AB), 
Diğer Morfolojik Bozukluklar (DMB) ve Toplam 
Morfolojik Bozukluklar (TMB) olmak üzere üç 
kısımda incelendi. Morfolojik muayenelerde de 
her preparattan toplam 200 spermatozoon sayıldı. 
Bütün muayeneler X100 immersiyon objektif 
altında ışık mikroskobu kullanılarak gerçekleşti-
rildi. 

Her üç boyama yönteminden elde edilen 
spermatolojik bulguların istatistiksel olarak karşı-
laştırılmasında “Duncan testi” kullanıldı. Ayrıca 
EN ve EN-G yönteminde saptanan ölü sperma-
tozoonların karşılaştırılmasında “Independent 
Samples testi” kullanıldı. 

Bulgular 

Farklı yöntemlerle boyama sonrası sapta-
nan morfolojik bozukluk oranları Tablo I’de su-
nulmuştur.  

 
Tablo I. Farklı Yöntemlerle Boyama Sonrası 

Saptanan Morfolojik Bozukluk  
Oranları  

Table I. Detected Rates of Morphological 
Defects After Different Staning 
Methods 

Boyama metodu n AB DMB TMB 

EN 60 3.5±0.4c 2.8±0.2a 6.3±0.4c 

EN-G 60 9.1±0.4a 2.8±0.2a 11.9±0.4a 

Gimza 60 7.2±0.4b 2.4±0.2a 9.6±0.4b 

Genel ortalama 60 6.6±0.2 2.7±0.1 9.2±0.2 
a,b,c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark 
önemlidir (P<0.05) 
EN: Eozin-nigrozin 
EN-G: Eozin-nigrozin sonrası Gimza 
AB: Akrozomal Bozukluk 
DMB: Diğer morfolojik bozukluk oranı 
TMB: Toplam morfolojik bozukluk oranı 

 

Tartışma ve Sonuç 

Sunulan araştırmada, AB, DMB ve 
TMB’nin genel ortalama değerleri sırasıyla 
%6.6±0.2, %2.7±0.1 ve %9.2±0.2 olarak saptan-
dı. Elde edilen TMB’lara ait değerler bazı araş-
tırmacıların saptadığı değerlerden biraz yük-
sek4,15,27, bazı araştırmacıların saptadığı değerlerle 
ise uyumlu bulunmuştur12,27. DMB oranları dikka-
te alındığında her üç boyama metodu arasında 
istatistiksel olarak fark saptanmamıştır (P>0.05). 
EN boyama metodu ile EN-G metodunda ölü 
spermatozoon oranları sırasıyla %12.7±0.7 ve 
%11.9±0.5 olarak saptandı. Her iki metot arasın-
da ölü spermatozoon oranları dikkate alındığında 
istatistiksel açıdan herhangi bir fark bulunmamış-
tır (P>0.05). EN ve EN-G boyama yöntemleri 
sonrası elde edilen ölü spermatozoon oranları 
farklı araştırmacıların bildirdiği değerlerle ben-
zer4,19, bazı araştırmacıların belirttiği değerlerden 
ise düşük bulunmuştur29,34.  

Palamo ve ark.21, tekelerde taze spermada 
yaptıkları çalışmada akrozomal bozukluk oranını 
Triple stain tekniği ile %11.4 olarak saptamışlar-
dır. Sunulan çalışmada EN-G metodundan elde 
edilen AB oranı Palamo ve ark’nın21 belirttiği 
değerden biraz düşük, EN ve Gimza’dan elde 
edilen değer ise oldukça düşük bulunmuştur. 
Singh ve ark.29 ise tekelerde taze spermada AB 
oranını Giemsa boyama yönteminde %3.2’den 
düşük saptadıklarını ifade etmişlerdir. Bu çalış-
mada EN’de bulunan akrozom değeri Singh ve 
ark.’nın29 bulduğu değerle benzer, diğer boyama 
metotlarından elde edilen değerler ise yüksek 
bulunmuştur.  

Yapılan bu çalışmada morfolojik muayene-
ler sırasında EN ile hazırlanan preparatlarda AB 
oranı diğer boyama metotlarına göre daha düşük 
bulunmuştur (P<0.05). Bu durum araştırmacıların 
belirttiği gibi9,11 söz konusu boyama metodunun 
AB oranının belirlenmesinde yetersiz olmasından 
kaynaklanmış olabilir. En yüksek AB oranı EN-G 
metodunda saptanmış olup diğer iki metotla kar-
şılaştırıldığında istatistiksel olarak fark saptan-
mıştır. Pintado ve ark.’nın da22 belirttiği şekilde 
EN-G ile boyanan preparatlarda akrozomal böl-
genin diğer metotlara oranla daha ayrıntılı olarak 
görülmesi, muayenenin daha net ve kolay yapıl-
masına olanak sağlamıştır. Bu durumun EN-G 
metodunda elde edilen yüksek AB oranın nedeni 
olduğu düşünülmektedir.  
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Sonuç olarak; teke spermasında EN-G me-
todu kullanılarak yapılan incelemelerde ölü, 
akrozomal ve diğer morfolojik bozuklukların tek 
bir preparat üzerinde rahatlıkla yapılabildiği göz-
lemlenmiştir. Fakat rutin sperma muayenelerinde 
ölü/canlı ve anormal akrozoma sahip sperma-
tozoon oranlarının belirlenmesi için farklı frotiler 
hazırlanarak incelenmektedir. EN-G metodu ile 
boyanan preparatlarda saptanan morfolojik bo-
zukluların ölü veya canlı spermatozoonlara ait 
olduğu rahat bir şekilde görülebilmektedir. Bu 
metodun gerek laboratuar gerekse saha şartlarında 
maliyet ve zaman bakımından kazanç, 
preparatların değerlendirilmesinde ise araştırıcıya 
kolaylık sağlaması açısından diğer metotlara o-
ranla daha üstün olduğu kanısına varılmıştır.  
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