TAZE, SULANDIRILMIS VE DONDURULMUS BOGA
SPERMASININ CESITLI MIKROORGANIZMALAR VE
MIKOPLAZMA YONUNDEN INCELENMESI

H. Ozge GUNEY (*)  Jale TURKASLAN (**)  Fijen GUNEY (***)
GIiRIiS

Birgok tlkede hayvan islahi amaciyla kullanilan sun'i tohumlama tek-
nolojisi ayni zamanda ¢esitli bulasici hastaliklarin genis hayvan populasyo-
nuna yayilmasinda énemli bir faktér olabilmektedir.

Sigir sun'i tohumlamasinin yaygin olarak uygulanmasiyla degerli da-
mizlik hayvanlara ait dondurulmus spermalarin ylzbinlerce inegin tohum-
lanmasinda kullaniimasi, spermalarin hastaliklar yéninden kontrolini giin-
deme getirmistir. Bu teknolojinin getirdigi blylk avantajlardan faydalana-
bilmek igin, kullanilan spermalarin gesitli hastaliklar yéninden periyodik
kontrollerinin yapiimasi gerektigi bildiriimektedir (15,24).

Taze spermada bulunan birgok hastalik etkeni, spermanin dondurul-
ma iglemi sirasinda yasamlarini spermatozoit gibi uzun sire diigiik metabo-
lik aktivite ile devam ettirebilmektedir. Son yillarda Ulkelerarasinda yapilan
dondurulmus sperma aligveriginde gérulen artig, bu konunun énemini arttir-
mistir. Bu amagla gesitli Veteriner Saglik Orgiitleri, spermanin igerdigi nor-
mal mikrofloray! ve spermada olmamasi gereken patojen mikroorganizma-
lar agiklayan raporlar yayinlamiglardir (24).

Boga spermasinda Gram (+) ve (-) mikroplarin siklikla tredigi arasti-
ricilar tarafindan bildirilmigtir (17,25). Boga spermasinin normal mikroflora-
sinin genellikle prepusyum ile feces'ten kdken aldigi ve Corynebacterium
spp., Proteus spp., Micrococcus spp., Pseudomonas, E.coli'den olustugu
aragtinicilar tarafindan ifade edilmektedir (1,15,19,20).

Bu konuda galigma yapan Saika ve ark. (23), 34 adet boda spermasi
numunesinden 30 adetinde bir ya da birden ¢ok bakterinin tredigini bildir-
miglerdir. Arastiricilar izole edilen mikroorganizmalarin Staf.aureus, Stre.
epidermis, Strep.spp., E.coli, Citrobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas
aureginosa ve Bacillus spp.'lerden olustugunu ifade etmislerdir.

(*) Aras. Gér., Dr. Ata. U. Veteriner Fakiiltesi, KARS.
(**) Vet. Hek., T.O.K.I. BKkIg. Pendik Hay. Hast. Ar. Ens. IST.
(***) Vet. Hek., Ta. Or. ve Kdyisleri Bk. lI. Kont. Lab. Md. IST.
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Aleem ve ark. (1), benzer bir aragtirmada 60 adet bodanin spermasi-
ni kullanmuglardir. Arastirmacilar bu spermalarin % 27'sinin E.coli, Pseudo-
monas spp., Staf.aureus, Proteus mirabilis, Strep.pyogenes'le enfekte ol-
duklarini bildirmiglerdir.

Gangadhar ve ark. (8).ise, payetler iginde dondurulmus 221 adet
sperma numunesini kullanarak yaptiklari galigmada, bazi sperma 6rnekle-
rinde Colifom bakteri, Pseudomonas, Mikrokok ve Gram (+) mikroplarin
Uredigini bildirmiglerdir.

Boga spermasinda cesitli mantarlarin varlhigini gdsteren yayinlar
mevcuttur (8,16,25). Gangadhar ve ark. (8); taze ve dondurulmus bogda
spermasinda Aspergilus spp. tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Sun'i tohumlama amaciyla kullanilan boga spermalarinin mikoplaz-
ma ile siklkla enfekte oldugu ve bu enfeksiyonun asil kaynaginin genellikle
prepusyum orijinli oldugu bildiriimektedir (19).

Mikoplazmalar, bogalarin genital sistemlerinde 1950'li yillarda izole
edilmistir (14). Ancak, mikoplazmalarin reprodiksiyon sistemde ne tir ra-
hatsizliklara neden oldugu uzun seneler boyunca anlagtlamamigtir (9). Mi-
koplazma spp'lerinin sigirlarda ekonomik kayiba yol agan bazi hastaliklarin
kaynagi oldugu bilinmektedir. Bu hastaliklar arasinda en énemilileri; masti-
tis, bronkopneumonia, arthritis, vulvovaginitis ve infertilite sayilabilir (12,
21,26).

Mikoplazmalar genital kanallarinda enfeksiydz yangi olan bogalardan
izole edilebilmesine kargin, klinik olarak saglikli hayvanlardan da izole edil-
migtir. Mikoplazma ile enfekte hayvanlarin spermatozoitlerinde anormalite-
ler, spermatozoit sayisinda azalma ve motilite kaybi gibi bozukluklar sap-
tanmugstir (4,24).

Mikoplazma turlerinin gesitli hastaliklara neden olmasi ytzinden,
uluslararasinda yapilan sperma aligveriglerinde, s6z konusu genetik mater-
yalin mikoplazma ihtiva etmedigine dair bir sertifika, ilgili tlkeler tarafindan
talep edilmektedir (24).

Spermada mikoplazma aranmasinda degisik besiyerleri kullaniimak-
tadir (7,22,27). Yurdumuzda ise mikoplazma igin, Tanim Orman ve Kdyisleri
Bakanligi, Pendik Bakteriyoloji Laboratuvarinda selektif sivi ve kati besiyeri
rutin olarak uygulanmaktadir (5).

Mikoplazma igin kullanilan besiyerleri genellikle sigir kalbi inflizyonu
icerir, bu inflizyonun bilesiminde sigir kalbi kiymasi, pepton, NaCl ve maya
ekstrati bulunmaktadir (5,11,13,18,29). Bu maddelere ilaveten at serumu,
taylum asetat, penisilin ilave edilmekte ve kati besiyeri igin agar katilmakta-
dir (5,11,27).
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Fish ve ark. (7), Hayflick broth ve agar besiyerini mikoplazma igin
tavsiye etmiglerdir. Truscott, Ruhnke (27) ve Saed, Aubaidi (27) ise, yukari-
da sayilan maddelere ek olarak DNA ve gliikoz'u tavsiye etmiglerdir. Ayni
aragtiricilar sigir kalbi infizyonu yerine bacto PPLO brothun kullaniimasi-
nin, mikoplazmanin Gremesinde daha iyi sonug verdigini ifade etmislerdir.

Mikoplazma tirlerinin sun'i tohumlama amaciyla kullanilan bogalarin
spermalarindaki varhidi konusunda galisan Fish ve ark. (7), tohumlamada
kullanilan 45 adet boda spermasinin 13'inde mikoplazma tespit etmislerdir.
Benzer bir calisma yapan Ungureanu ve ark. (28) toplam 480 adet boda
spermasi numunesinden 28 adedinin mikoplazma ile enfekte olduklarini bil-
dirmiglerdir. Feses (6), arastirdigi 120 adet bogadan 33'Unin spermasinda
stirekli olarak mikoplazma tirleri izole ettigini ifade etmistir. Truscott ve
Ruhnke (27) adli arastiricilar da 78 adet sperma numunesinden 26'sinda
mikoplazma uredigini bildirmiglerdir.

Gangadhar ve ark. (8)'nin yaptiklari ¢alismada ise 46 adet boJa
spermasinin mikoplazma yéniinden incelemesi yapiimig ve sperma numu-
nelerinin hi¢birinde mikoplazma tGrememistir.

Spermaya sulandiriima sirasinda katilan antibiyotiklerin, cogunlukla
genis spektrumlu oldugu, Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmalarin biyik
bir kismina etki ettigi bildiriimistir (19,29). Spermadaki bakteriyel kontami-
nasyonu kontrol etmek amaciyla kullanilan antibiyotiklerin dnemli bir bali-
minin mikoplazmalara etkili olmadig ifade edilmigtir (11).

MATERYAL VE METOT

Arastirmada Tarim, Orman ve Koyigleri Bakanhg, Istanbul Il Miidiir-
lbgu'ne bagh Senlikkdy Sun'i Tohumlama istasyonunda barindirilan bogala-
rin ondért adetinin spermasi, gesitli mikroorganizmalarin ve mikoplazmala-
rin aranmasi amacityla kullanildi.

Calisma 3 asamada yurGtildu;

1. Asamada; 6 adet bogadan 1'er ejakulat, taze ve payetler iginde
dondurulmus spermanin mikrobiyolojik muayenesi yapilmak tzere kullanil-
di.

Steril siselere alinan spermalar asagida bilesimi verilen "Kanli Agar
ve McConkey" besiyerlerine ekilerek, Gram (+) ve Gram (-) mikroplarin tre-
tilmesinde kullanildi.

Kanli Agar :

BEEIEXIrall oo ansmmm srimscvammimiommmsansamrssnssasianaie 10 gr.
PEPION ucromsuesommsnssmtsbitir s cmmommanssesmmmmasnevsibsssasss 10gr
NAGT crcnnrmmmmassasan s @ 556 5¢r



Bu maddeler eritilerek 1 litre distile suya ilave edildi. Karigim 15 daki-
ka stire ile 121 derecede sterilize edildi ve 50 dereceye kadar sogutuldu.
Uzerine % 5-10 oraninda (yaklasik 7 cc) koyun kani ilave edilerek ve rotas-
yon hareketi ile karistinldi. Steril petri kutularina yine steril pipetlerle 15'er
cc miktarinda dokildu ve +4 derecedeki buzdolabinda saklandi (2).

McConkey Agar :

Stok McConkey Buyyon (gift glicll) ......ccceecvveeenennnn. 500 cc.
LAKIOSE iinssssssssssvomsmss sioioaiiosnmins shninmmmmmmessmsnnennnupnsnans 10 gr.
ATUAT cononrsinisinmsonsimssinmnmnnmnssssssessnonssssimessssssmamansnssmmmsmss 11 gr.
DiStIle SU weeeeieiieee et 500 cc.

Kangimin pH't 7,5'a ayarlandi. 115 derecede 15 dakika stire ile steri-
lize edildi (3).

Gram (+) ve (-) mikroorganizmalarin kontaminasyonunun tespiti igin
yukaridaki besiyerlerine ekimleri yapilan sperma numuneleri, 37 derecede
24 saat inkubasyona birakildi. Bu siire sonunda kontrol edilen petrilerde,
treyen kolonilerden asagidaki sekilde gram boyama yapilarak identifikas-
yon gergeklestirildi.

Petride tek diismiis koloni, temiz bir lam Gzerindeki bir miktar distile
suya 6ze ile alinarak homojen bir gsekilde karigtinldi. Preparat havada kuru-
tuldu, 3 kez alevden gecirilerek tespit edildi ve kristal viyole ile 2-3 dakika
slire ile boyandi. Bu silire sonunda boya doékildu. Su ile yikama yapilarak,
preparat Uzerine lugol ilave edildi ve bir dakika sonra lugol akitildi, ardin-
dan su ile yikandi. Preparat alkolde dekolore edildi, su ile yikandi ve sulan-
dirilmig karbol fuksin ile 30 saniye boyandi. Bu boya su ile yikandi ve kurut-
ma kagidi kullanilarak kurutuldu. Sedir yadi damlatilarak immersiyon
objektifi ile preparat muayene edildi. Mor boyanan mikroorganizmalar Gram
(+), pembe boyananlar Gram (-) olarak degerlendirildi (10).

Sperma numunelerinde mikoplazmalarin aranmasi igin, asagida bile-
simi verilen selektif sivi ve kati besiyerlerine ekimler yapildi.

Selektif Sivi Besiyeri :

1o 11 e o [ 1g11 7o o LU RO —— 80 ml.

60-65 dereceye getirildikten sonra pH'1 7,8'e ayarlandi.

Steril at SEerUMU ..ooovciiieeceee e 20 ml.

Thalllumi asetal ..oosmammasmmsasmmama e as 1 ml. (1/80 stok
: dilusyonundan).

Kristal PENISTIN oo sansessssssiiosmssnssrmmismrmssioonsnnns 500 U/1 ml.

Kapakli steril tiplere 9'ar ml hacminde konulduktan sonra +4 derece-
deki buzdolabinda muhafaza edildi (5).



Selektif Kati Besiyeri :

Sigir kalbi inflzyonu .......ccceeeveeeieeiieeeeee e 80 ml.
Agar bakteriyolojiK ......coovvieiiiiieie e 1qr.

120 derecede 15 dakika stire ile sterilize edildi, ardindan 60-65 dere-
ceye sogutuldu.

Steril at SErUMU ..ccveeivieeiiecieceeeeeeee s 20 ml.
Thallium asetat .....ccccceveereeiiiiiieeeeere s 1 ml. (1/10 stok
dilusyonundan).
Kristal peniSilin .....cocoeeiiiiiiiiiiiieie e 500 U/1 ml. besi
yeriigin

pH 7,8'e ayarlandi.

Steril pipet ile 15-20 ml miktarlarinda steril petri kutularina taksim
edildi. +4 derecedeki buzdolabinda petri kutulari ters gevrilerek muhafaza
edildi (5).

Numuneler Mikoplazma yéninden muayene ic¢in, yukarida belirtilen
selektif besiyerlerine ekilerek 37 derecede 3 gin sire ile inkubasyona bira-
kildi. 3. ginidn sonunda mikroskopik muayene yapilarak, tireme olmayan
drneklerin pasaji yapildi. Pasaj sonunda treme gértlmeyenler, negatif ola-
rak degerlendirildi.

2. Asamada : Degisik 6 adet boJaya ait spermanin Fransa'dan 50
gramlik posetler iginde ithal edilen sperma sulandiricisi (Laciphos 478-IMV,
France) ile sulandiriidiktan sonra, mikrobiyolojik ekimleri yapildi (Gliseroll
sulandirici katilmadan énce). Ayrica, bu asamada Gram (+) ve (-) mikroor-
ganizmalar yéniinden sulandirma sivisinin da muayenesi yapildi.

3. Asamada : 2 adet bogadan alinan spermanin sulandirilmis ve
dondurulmug numunelerinin yapilan ekim sonuglari karsilastirilarak, ayrica
sulandirici olarak kullanilan Laciphos adh sulandiricinin (Toz halinde) mik-
robiyolojik muayenesi yapildi.

BULGULAR VE TARTISMA

1. Asamada kullanilan 6 adet bogaya ait taze spermada yapilan
ekimler sonucunda, toplam 5 adet boganin spermasinin gesitli mikroorga-
nizmalan igerdigi tespit edildi. 1 adet bodada ise higbir Greme saptanmadi.
Ureme tespit edilen 5 adet bogadan (i¢ adedinin spermasinda proteus spp.
ve Aspergilus Fumigatus, birinin spermasinda proteus spp., birinin sperma-
sinda yalniz Aspergilus Fumigatus gérulmustar.

Payetler icinde dondurulmus spermanin eritildikten sonra yapilan
ekimleri sonucunda, herhangi bir tremeye rastlaniimamstir.
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2. Asamada ise; yine 6 adet boJaya ait spermanin sulandirma iglemi
asamasinda (Gliserol ihtiva etmeyen 1. sulandirmanin hemen ardindan)
alinan numunelerin ve sadece sulandirma sivisinin yapilan ekimlerinde su
mikroorganizmalar Uretilmistir.

1 - Sulandinimig spermada (1. sulandirmanin hemen ardindan): 4
adet bogada E.coli, 1 adet bogada E.frondi, 1. bogada E.coli ve Aspergilus
fumigatus.

2 - Sulandirma sivisinda (Gliserol ve sperma ihtiva etmeyen): E.coli,
diplokok, streptekok, maya.

Sulandirma sivisinda bu denli mikroorganizma tremesi sonucu, kon-
taminasyonun kaynagini arastirmak amaci ile toz halinde 50 gramlik poset-
ler icinde Fransa'dan (Laciphoz 478-IMV) ithal edilen sulandiricinin ekimi 3.
asamaya dahil edilerek yapilmigtir.

3. Asamada, 2 adet boganin sulandinimig spermasi (1. sulandirma-
nin bitiminde) ile payet iginde dondurulmus spermasinin yapilan ekimi so-
nucunda, higbir tGreme tespit edilememistir. llave olarak yapilan Lacip-
hos'un ekiminde de higbir mikroorganizma trememigtir.

3. Asama halinde yirGtilen bu galismada yapilan ekimler sonucunda
higbir mikoplazma etkeni bulunamamustir.

Arastirmamizin 1. asamasinda kullanilan 6 adet boganin taze sper-
masinda yapilan ekirnler sonucu 5 adet bogada tespit edilen Proteus spp.,
Aspergilus spp., diger arastiricilarin sonuglarina benzerlik gdstermektedir
(1,15,19,20,24).

Bu agsamada taze spermada genellikle sadece Proteus-un Gremesi,
Aleem ve ark.'in (1) tespit ettigi taze spermada goriilen gok gesitli mikroor-
ganizmalardan faklilik géstermistir. Ancak, taze spermada sadece bir gesit
mikroorganizmanin tredigini gosteren Saika ve ark.'in (23) ¢alismasi, arag-
tirmamizi destekler nitelikte gérinmektedir. Bazi bogdalarin spermasinda
mantarin (Aspergilus) tremesi, bu konuda Gangadhar ve ark.''in (17) galig-
malarinin sonuglari ile benzerlik géstermektedir.

Arastirmamizin 2. asamasinda ¢alisilan 6 adet boganin sulandiriimig
spermasinin hepsinde Escherchia tirlerine rastlanilmasi ve 5 adet bogada
E.coli, 1 adet bogada da E.frondi izole edilmesi; E.coli'nin spermada en gok
gorilen mikroorganizma oldugunu vurgulayan birgok yayinla paralellik gos-
termektedir (1,8,15,19,20,23,24).

Bu asamada sulandirma sivisinin yapilan ekimleri sonucu tespit edi-
len streptekok diplokok, E.coli ve mayanin sulandirma sivisinin hazirlama
asamasinda kullanilan toz Lachiphos-un kendisinden ya da su ve yumurta
sarisindan gelmis oldugu disundlebilir. Bu amagla 3. asamaya toz Lacip-
hos'un bakteriyolojik muayenesi ilave edilmistir.
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- 3. asama, 2 adet bogada 1. sulandirmanin sonunda alinan sperma
numunesinin ve dondurulmug spermanin ekimlerinden, hi¢bir gram (+) ve
(-) mikroorganizmanin urememesi, sulandiriciya katilan antibiyotiklerin,
mevcut mikoflorayi inhibe ettigini gésteren yayinlan dogrular nitelikte go-
rinmektedir (11,19,29).

Arastirmamizda galisan toplam 14 adet bogaya ait spermalarin higbi-
rinde mikoplazma izole edilememistir. Boga spermalarinda mikoplazmanin
varligini gésteren yayinlarin yaninda, mikoplazma tespit edilememis calis-
malar da mevcuttur. Fish ve ark."l (7) 45 adet boganin spermasinin yakla-
sik % 30'unda mikoplazma tespit ederlerken bu oran Feses (6) tarafindan
yaklagik % 25, Truscott ve Rhunco (27) tarafindan yaklagik % 33, Ungurea-
nu ve ark.'lari (28) tarafindan ise yaklasik % 5 olarak bildirilmistir. Gangad-
har ve ark. ise (8) 46 adet boganin spermasinda hi¢ mikoplazmaya rastla-
mamiglardir. Galismamizin sonuglari bu arastiricilarin sonuglarinin  bir
kismina ters diserken bir kisimini ise dogrular niteliktedir

SONUGLAR

Boga spermasinin tamamen mikroplardan arinmig oldugunu distine-
rek, spermalari bu goris agisi ile degerlendirmenin yanhs oldugu hatirdan
¢ikariimamalidir. Bagka bir deyisle taze spermada tespit edilen bir miktar
E.coli, proteus, mikrokokkus gibi mikroorganizmalar o ejekulatin atiimasi
gerektigi anlamina gelmemektedir. Ayrica, spermaya isleme ve dondurma
sirasinda katilan antibiyotikler bu mikroorganizmalarin Gremesini inhibe et-
mektedirler.

Ancak, Brucella, Camphylobacteria, mikoplazma vs. gibi gesitli pato-
jen mikroorganizmalarin boga spermasinda bulunmamasi, bir hastalik kont-
rol programinin énemli b&IimunG olusturabilir.

OZET

Bu ¢aligsmada Tarim, Orman ve Kéyleri Bakanhgi, istanbul il MGdurli-
gi'ne baghSenlikkdy Sun'i Tohumlama Istasyonu'nda sperma vericisi ola-
rak kullanilan ondért adet boganin spermast, gram (+), gram (-) mikroorga-
nizmalar ve mikoplazma yoéntnden incelenmigtir. Bogalarin spermalari
taze, sulandinimig (Fransa'dan ithal edilen bir sulandirici ile) ve payet halin-
de dondurulmus sekillerde mikrobiyolojik muayene igin ayr ayri ekilmistir.

Taze spermada yapilan ekimler sonucunda 5 bogada proteus spp.
ve Aspergilus fumigatus tremig, sulandinimis spermada ise 6 boJadan
E.coli, E.frondi ve Aspergilus fumigatus izole edilmistir. Sulandirma sivisin-
da ise, E.coli, diplokok, streptekok ve maya tespit edilmigtir. Incelenen
sperma numunelerinde mikoplazma izole edilememisgtir.

123



SUMMARY

The semen samples collected from fourteen bulls in an Artificial Inse-

mination Center in Turkiye were investigated for gram (+) and gram (-) mic-
roorganisms and mycoplasma. Semen samples were evaluated as fresh,
diluted (with an extender imported France) and frozen in 0,25 ml PVC
straws.

Proteus spp. and Aspergilus spp. were observed in semen samples

from five bulls when fresh semen was studied. E.coli, E.frondi and Aspergi-
lus spp. were isolated in diluted semen. E.coli, Diplococ, Streptecoc and
yeast were seen in diluting extender. No mycoplasma was found in the
samples.

1-

10 -

Tl =

12 -

13 -
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