
TAZE, SULANDIRILMIŞ VE DONDURULMUŞ BOGA 
SPERMASININ ÇEŞİTLİ MiKROORGANiZMALAR VE 

MİKOPLAZMA YÖNÜNDEN İNCELENMESİ 

H. Özge GÜNEY{*) Jale TÜRKASLAN {**) Fijen GÜNEY{***) 

GiRiŞ 

Birçok ülkede hayvan ıslahı amacıyla kullanılan sun'i tohumlama tek­
nolojisi aynı zamanda çeşitli bulaşıcı hastalıkların geniş hayvan popülasyo­
nuna yayılmasında önemli bir faktör olabilmektedir. 

Sığır sun'i tohumlamasının yaygın olarak uygulanmasıyla değerli da­
mızlık hayvaniara ait dondurulmuş spermaların yüzbinlerce ineğin tohum­
lanmasında kullanılması, spermaların hastalıklar yönünden kontrolünü gün­
deme getirmiştir. Bu teknolojinin getirdiği büyük avantajlardan faydalana­
bilmek için, kullanılan spermaların çeşitli hastalıklar yönünden periyodik 
kontrollerinin yapılması gerektiği bildirilmektedir (15,24) . 

Taze spermada bulunan birçok hastalık etkeni, spermanın dondurul­
ma işlemi sırasında yaşamlarını spermatozoit gibi uzun süre düşük metabo­
lik aktivite ile devam ettirebilmektedir. Son yıllarda ülkelerarasında yapılan 
dondurulmuş sperma alışverişinde görülen artış, bu konunun önemini arttır­
mıştır. Bu amaçla çeşitli Veteriner Sağlık Örgütleri, spermanın içerdiği nor­
mal mikroflorayı ve spermada olmaması gereken patojen mikroorganizma­
ları açıklayan raporlar yayınlamışlardır (24). 

Boğa spermasında Gram(+) ve(-) mikropların sıklıkla ürediği araştı­
rıcılar tarafından bildirilmiştir (17,25). Boğa spermasının normal mikroflora­
sının genellikle prepusyum ile feces'ten köken aldığı ve Corynebacterium 
spp., Proteus spp., Micrococcus spp., Pseudomonas, E.coli'den oluştuğu 
araştırıcılar tarafından ifade edilmektedir (1, 15, 19,20). 

Bu konuda çalışma yapan Saika ve ark. (23), 34 adet boğa sperması 
numunesinden 30 adetinde bir ya da birden çok bakterinin ürediğini bildir­
mişlerdir. Araştırıcılar izole edilen mikroorganizmaların Staf.aureus, Stre. 
epidermis, Strep.spp., E.coli, Citrobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas 
aureginosa ve Bacillus spp.'lerden oluştuğunu ifade etmişlerdir. 
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{***) Vet. Hek., Ta. Or. ve Köyişleri Bk. lı. Kont. Lab. Md.IST. 

117 



Aleem ve ark. (1 ), benzer bir araştırmada 60 adet boğanın sperması­
nı kullanmışlardır. Araştırmacılar bu spermaların % 27'sinin E.coli, Pseudo­
monas spp., Staf.aureus, Proteus mirabilis, Strep.pyogenes'le enfekte ol­
duklarını bildirmişlerdir. 

Gangadhar ve ark. (8) , ise, payetler içinde dondurulmuş 221 adet 
sperma numunesini kullanarak yaptıkları çalışmada, bazı sperma örnekle­
rinde Colifom bakteri, Pseudomonas, Mikrokok ve Gram (+) mikropların 
ürediğini bildirmişlerdir. 

Boğa spermasında çeşitli mantarların varlığını gösteren yayınlar 

mevcuttur (8,16,25). Gangadhar ve ark. (8); taze ve dondurulmuş boğa 
spermasında Aspergilus spp. tespit ettiklerini bildirmişlerdir. 

Sun'i tohumlama amacıyla kullanılan boğa spermalarının mikaplaz­
ma ile sıklıkla enfekte olduğu ve bu enfeksiyonun asıl kaynağının genellikle 
prepusyum orijinli olduğu bildirilmektedir (19) . 

Mikoplazmalar, boğaların genital sistemlerinde 1950'1i yıllarda izole 
edilmiştir (14). Ancak, mikaplazmaların reprodüksiyon sistemde ne tür ra­
hatsızlıklara neden olduğu uzun seneler boyunca aniaşılamamıştır (9). Mi­
koplazma spp'lerinin sığırlarda ekonomik kayıba yol açan bazı hastalıkların 
kaynağı olduğu bilinmektedir. Bu hastalıklar arasında en önemlileri; masti­
tis, bronkopneumonia, arthritis, vulvovaginitis ve infertilite sayılabilir (12, 
21 ,26). 

Mikaplazmalar genital kanallarında enfeksiyöz yangı olan boğalardan 
izole edilebilmesine karşın, klinik olarak sağlıklı hayvanlardan da izole edil­
miştir. Mikaplazma ile enfekte hayvanların spermatozoitlerinde anormalite­
ler, spermatozoit sayısında azalma ve motilite kaybı gibi bozukluklar sap­
tanmıştır (4,24). 

Mikaplazma türlerinin çeşitli hastalıklara neden olması yüzünden, 
uluslararasında yapılan sperma alışverişlerinde, söz konusu genetik mater­
yalin mikaplazma ihtiva etmediğirıe dair bir sertifika, ilgili ülkeler tarafından 
talep edilmektedir (24). 

Spermada mikaplazma aranmasında değişik besiyerleri kullanılmak­
tadır (7,22,27). Yurdumuzda ise mikaplazma için, Tarım Orman ve Köyişleri 
Bakanlığı, Pendik Bakteriyoloji Laboratuvarında selektif sıvı ve katı besiyeri 
rutin olarak uygulanmaktadır (5) . 

Mikaplazma için kullanılan besiyerleri genellikle sığır kalbi infüzyonu 
içerir, bu infüzyonun bileşiminde sığır kalbi kıyması, pepton, NaCl ve maya 
ekstratı bulunmaktadır (5, 11, 13, 18,29). Bu maddelere ilaveten at serumu, 
taylum asetat, penisilin ilave edilmekte ve katı besiyeri için agar katılmakta­
dır (5, 11 ,27) . 
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Fish ve ark. (7), Hayflick broth ve agar besiyerini mikaplazma için 
tavsiye etmişlerdir. Truscott, Ruhnke (27) ve Saed, Aubaidi (27) ise, yukarı­
da sayılan maddelere ek olarak DNA ve glükoz'u tavsiye etmişlerdir. Aynı 
araştırıcılar sığır kalbi infüzyonu yerine bacto PPLO brothun kullanılması­
nın, mikaplazmanın üremesinde daha iyi sonuç verdiğini ifade etmişlerdir. 

Mikaplazma türlerinin sun'i tohumlama amacıyla kullanılan boğaların 
spermalarındaki varlığı konusunda çalışan Fish ve ark. (7), tohumlamada 
kullanılan 45 adet boğa spermasının 13'ünde mikaplazma tespit etmişlerdir. 
Benzer bir çalışma yapan Ungureanu ve ark. (28) toplam 480 adet boğa 
sperması numunesinden 28 adedinin mikaplazma ile enfekte olduklarını bil­
dirmişlerdir. Feses (6), araştırdığı 120 adet boğadan 33'ünün spermasında 
sürekli olarak mikaplazma türleri izole ettiğini ifade etmiştir. Truscott ve 
Ruhnke (27) adlı araştırıcılar da 78 adet sperma numunesinden 26'sında 
mikaplazma ürediğini bildirmişlerdir. 

Gangadhar ve ark. (8)'nın yaptıkları çalışmada ise 46 adet boğa 
spermasının mikaplazma yönünden incelemesi yapılmış ve sperma numu­
nelerinin hiçbirinde mikaplazma ürememiştir. 

Spermaya sulandırılma sırasında katılan antibiyotiklerin, çoğunlukla 
geniş spektrumlu olduğu, Gram(+) ve Gram (-) mikroorganizmaların büyük 
bir kısmına etki ettiği bildirilmiştir (19,29). Spermadaki bakteriyel kontami­
nasyonu kontrol etmek amacıyla kullanılan antibiyotiklerin önemli bir bölü­
münün mikoplazmalara etkili olmadığı ifade edilmiştir (11). 

MATERYAL VE METOT 

Araştırmada Tarım , Orman ve Köyişleri Bakanlığı, Istanbul ll Müdür­
lüğü'ne bağlı Şenlikköy Sun'i Tohumlama istasyonunda barındırılan boğala­
rın ondört adetinin sperması, çeşitli mikroorganizmaların ve mikaplazmala­
rın aranması amacıyla kullanıldı. 

Çalışma 3 aşamada yürütüldü; 

1. Aşamada; 6 adet boğadan 1 'er ejakulat, taze ve payetler içinde 
dondurulmuş spermanın mikrobiyolojik muayenesi yapılmak üzere kullanıl­
dı. 

Steril şişelere alınan spermalar aşağıda bileşimi verilen "Kanlı Agar 
ve McConkey" besiyerlerine ekilerek, Gram(+) ve Gram(-) mikropların üre­
tilmesinde kullanıldı. 

Kanlı Agar: 

Beef extrat ................................... ........................... 1 O gr. 
Pepton ............ ............... ......................................... 1 O gr. 
NaCl ..... ..... ............. .... ................................. ........ .. .. 5 gr. 

Agar -ı-········· ........ ....... ........ .... ... ... ................. ..... ..... 15 gr 



Bu maddeler eritilerek 1 litre distile suya ilave edildi. Karışım 15 daki­
ka süre ile 121 derecede sterilize edildi ve 50 dereceye kadar soğutuldu . 
Üzerine% 5-10 oranında (yaklaşık 7 cc) koyun kanı ilave edilerek ve rotas­
yon hareketi ile karıştırıldı. Steril petri kutularına yine steril pipetlerle 15'er 
cc miktarında döküldü ve +4 derecedeki buzdolabında saklandı (2) . 

McConkey Agar : 

Stok McConkey Buyyon (çift güçlü) .. ..... .... ... ........ .. . 500 cc. 
Laktose . .. .. ... .. .. . .. .. .. .. . .. . .. .. .. . .. ... .. .. .. . .. .. ..... ... .. .. . .. .. .. . 1 o gr. 
Agar ........... ........... .... ...... .. ..... ..... ...... ....... ... .. .. ... .. ... . 11 gr. 
Distile su ... ... ..... .. ..... .. ... ... ...... .... .. ..... .. ..... .... ....... .... . 500 cc. 

Karışımın pH'ı 7,5'a ayarlandı. 115 derecede 15 dakika süre ile steri­
lize edildi (3) . 

Gram (+) ve (-) mikroorganizmaların kontaminasyonunun tespiti için 
yukarıdaki besiyerlerine ekimleri yapılan sperma numuneleri, 37 derecede 
24 saat inkubasyona bırakıldı. Bu süre sonunda kontrol edilen petrilerde, 
üreyen kolanilerden aşağıdaki şekilde gram boyama yapılarak identifikas­
yon gerçekleştirildi . 

Petride tek düşmüş koloni, temiz bir lam üzerindeki bir miktar distile 
suya öze ile alınarak homojen bir şekilde karıştırıldı. Preparat havada kuru­
tuldu, 3 kez alevden geçirilerek tespit edildi ve kristal viyole ile 2-3 dakika 
süre ile boyand ı. Bu süre sonunda boya döküldü. Su ile yıkama yapılarak, 
preparat üzerine lugol ilave edildi ve bir dakika sonra lugol akıtıldı, ardın­

dan su ile yıkandı. Preparat alkolde dekolore edildi , su ile yıkandı ve sulan­
dırılmış karbol luksin ile 30 saniye boyandı. Bu boya su ile yıkandı ve kurut­
ma kağıdı . kullanılarak kurutuldu. Sedir yağı damlat ılarak immersiyon 
objektifi ile preparat muayene edildi. Mor boyanan mikroorganizmalar Gram 
(+),pembe boyananlar Gram(-) olarak değerlendirildi (10) . 

Sperma numunelerinde mikaplazmaların aranmas ı için, aşağıda bile-
şimi verilen selektif sıvı ve katı besiyerlerine ekimler yapıldı. 

Selektif Sıvı Besiyeri : 

Sığır kalbi infüzyonu ··:···· ··· ·· ···· ····· ····· ······ ··· ······ ··· ·· 80 ml. 
60-65 dereceye getirildikten sonra pH'ı 7,8'e ayarlandı. 

Steril at serumu ... ... .. ....... .. ...... .... .... .... ...... ....... ...... 20 ml. 
Thallium asetat .... .... .. ...... .... .... ........ ... .... .... ........... 1 ml. (1/80 stok 

dilüsyonundan) . 
Kristal Penisilin .... ... .. .. ... .. ... .... ..... .. ... ..... .. .... ....... ... 500 U/1 ml. 

Kapaklı steril tüplere 9'ar ml hacminde konulduktan sonra +4 derece­
deki buzdolabında muhafaza edildi (5). 



Selektif Katı Besiyeri : 

Sığır kalbi infüzyonu ........ .. ................ ..... ..... ... .. .. ... 80 ml. 
Agar bakteriyolajik ..... .. . .. .. ... .. ... ... .. .... .. . ... ..... ... ..... . 1 gr. 

120 derecede 15 dakika süre ile sterilize edildi, ardından 60-65 dere­
ceye soğutuldu. 

Steril at serumu .. ... .. .... .... ....... ......... ..... .. .. ....... ....... 20 ml. 
Thallium asetat ... ........ .. .. ... ..... .. .... .. ....... .. ...... ........ 1 ml. (1/1 O stok 

dilusyonundan). 
Kristal penisilin .......... ..... ... .... .. .... .. ....... ....... ........ .. . 500 U/1 ml. besi 

yeri için 
pH 7,8'e ayarlandı. 

Steril pipet ile 15-20 ml miktarlarında steril petri kutularına taksim 
edildi. +4 derecedeki buzdolabında petri kutuları ters çevrilerek muhafaza 
edildi (5). 

Numuneler Mikaplazma yönünden muayene için, yukarıda belirtilen 
selektif besiyerlerine ekilerek 37 derecede 3 gün süre ile inkubasyona bıra­
kıldı. 3. günün sonunda mikroskopik muayene yapılarak, üreme olmayan 
örneklerin pasajı yapıldı. Pasaj sonunda üreme görülmeyenler, negatif ola­
rak değerlendirildi. 

2. Aşamada : Değişik 6 adet bağaya ait spermanın Fransa'dan 50 
gramlık poşetler içinde ithal edilen sperma sulandırıcısı (Laciphos 478-IMV, 
France) ile sulandırıldıktan sonra, mikrobiyolojik ekimleri yapıldı (Giiserollü 
sulandırıcı katılmadan önce). Ayrıca, bu aşamada Gram (+) ve (-) mikroor­
ganizmalar yönünden sulandırma sıvısının da muayenesi yapıldı. 

3. Aşamada : 2 adet boğadan alınan spermanın sulandırılmış ve 
dondurulmuş numunelerinin yapılan ekim sonuçları karşılaştırılarak, ayrıca 
sulandırıcı olarak kullanılan Laciphos adlı sulandırıcının (Toz halinde) mik­
robiyolojik muayenesi yapıldı . 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

1. Aşamada kullanılan 6 adet bağaya ait taze spermada yapılan 
ekimler sonucunda, toplam 5 adet boğanın spermasının çeşitli mikroorga­
nizmaları içerdiği tespit edildi. 1 adet bağada ise hiçbir üreme saptanmadı. 
Üreme tespit edilen 5 adet boğadan üç adedinin spermasında proteus spp. 
ve Aspergilus Fumigatus, birinin spermasında proteus spp., birinin sperma­
sında yalnız Aspergilus Fumigatus görülmüştür. 

Payetler içinde dondurulmuş spermanın eritildikten sonra yapılan 
ekimleri sonucunda, herhangi bir üremeye rastlanılmamıştır. 
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2. Aşamada ise; yine 6 adet boğaya ait spermanın sulandırma işlemi 
aşamasında (Giiserol ihtiva etmeyen 1. sulandırmanın hemen ardından) 
alınan numunelerin ve sadece sulandırma sıvısının yapılan ekimlerinde şu 
mikroorganizmalar üretilmiştir. 

1 - Sulandırılmış spermada (1. sulandırmanın hemen ardından) : 4 
adet boğada E.coli, 1 adet boğada E.frondi, 1. boğada E.coli ve Aspergilus 
fumigatus. 

2 - Sulandırma sıvısında (Giiserol ve sperma ihtiva etmeyen): E.coli, 
diplokok, streptekok, maya. 

Sulandırma sıvısında bu denli mikroorganizma üremesi sonucu , kon­
taminasyonun kaynağını araştırmak amacı ile toz halinde 50 gramlık poşet­
ler içinde Fransa'dan (Laciphoz 478-IMV) ithal edilen sulandırıcının ekimi 3. 
aşamaya dahil edilerek yapılmıştır. 

3. Aşamada, 2 adet boğanın sulandırılmış sperması (1 . sulandırma­
nın bitiminde) ile payet içinde dondurulmuş spermasının yapılan ekimi so­
nucunda, hiçbir üreme tespit edilememiştir. Ilave olarak yapılan Lacip­
hos'un ekiminde de hiçbir mikroorganizma ürememiştir. 

3. Aşama halinde yürütülen bu çalışmada yapılan ekimler sonucunda 
hiçbir mikaplazma etkeni bulunamamıştır. 

Araştırmamızın 1. aşamasında kullanılan 6 adet boğanın taze sper­
masında yapılan ekimler sonucu 5 adet boğada tespit edi.len Proteus spp., 
Aspergilus spp., diğer araştırıcıların sonuçlarına benzerlik göstermektedir 
(1,15,19,20,24). 

Bu aşamada taze spermada genellikle sadece Proteus-un üremesi, 
Ale em ve ark . 'ın (1) tespit ettiği taze spermada görülen çok çeşitli mikroor­
ganizmalardan faklılık göstermiştir. Ancak, taze spermada sadece bir çeşit 
mikroorganizmanın ürediğini gösteren Saika ve ark.'ın (23) çalışması, araş­
tırmamızı destekler nitelikte görünmektedir. Bazı boğaların spermasında . 
mantarın (Aspergilus) üremesi, bu konuda Gangadhar ve ark.' ın {17) çalış­
malarının sonuçları ile benzerlik göstermektedir. 

Araştırmamızın 2. aşamas ında çalışılan 6 adet boğanın sulandırılmış 
spermasının hepsinde Escherchia türlerine rastlanılması ve 5 adet boğada 
E.coli, 1 adet boğada da E.frondi izole edilmesi ; E.coli'nin spermada en çok 
görülen mikroorganizma olduğunu vurgulayan birçok yayınla paralellik gös­
termektedir (1 ,8, 15, 19,20,23,24). 

Bu aşamada sulandırma sıvısının yapılan ekimleri sonucu tespit edi­
len streptekok diplokok, E.coli ve mayanın sulandırma sıvısının hazırlama 
aşamasında kullanılan toz Lachiphos-un kendisinden ya da su ve yumurta 
sarısından gelmiş olduğu düşünülebilir. Bu amaçla 3. aşamaya toz Lacip­
hos'un bakteriyolajik muayenesi ilave edilmiştir. 
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3. aşama, 2 adet bağada 1. sulandırmanın sonunda alınan sperma 
numunesinin ve dondurulmuş spermanın ekimlerinden, hiçbir gram (+) ve 
(-) mikroorganizmanın ürememesi, sulandırıcıya katılan antibiyotiklerin, 
mevcut mikotlarayı inhibe ettiğini gösteren yayınları doğrular nitelikte gö­
rünmektedir (11, 19,29). 

Araştırmamızda çalışan toplam 14 adet bağaya ait spermaların hiçbi­
rinde mikaplazma izole edilememiştir. Boğa spermalarında mikaplazmanın 
varlığını gösteren yayınların yanında, mikaplazma tespit edilememiş çalış­
malar da mevcuttur. Fish ve ark.'ı (7) 45 adet boğanın spermasının yakla­
şık % 30'unda mikaplazma tespit ederlerken bu oran Feses (6) tarafından 
yaklaşık% 25, Truscott ve Rhunco (27) taraf ı ndan yaklaşık% 33, Ungurea­
nu ve ark.'ları (28) tarafından ise yaklaş ık% 5 olarak bildirilmiştir. Gangad­
har ve ark. ise (8) 46 adet boğanın spermasında hiç mikoplazmaya rastla­
mamışlardır. Çalışmamızın sonuç ları bu araştırıcıların sonuçlarının bir 
kısmına ters düşerken bir kısımını ise doğrular niteliktedir 

SONUÇLAR 

Boğa spermasının tamamen mikroplardan arınmış olduğunu düşüne­
rek, spermaları bu görüş açısı ile değerlendirmenin yanlış olduğu hatırdan 
çıkarılmamalıdır. Başka bir deyişle taze spermada tespit edilen bir miktar 
E.coli, proteus, mikrokokkus gibi mikroorganizmalar o ejekulatın at ı lması 
gerektiği anlamına gelmemektedir. Ayrıca , spermaya işleme ve dondurma 
sıras ı nda katılan antibiyotikler bu mikroorganizmaların üremesini inhibe et­
mektedirler. 

Ancak, Brucella, Camphylobacteria, mikaplazma vs. gibi çeşitli pato­
jen mikroorganizmaların boğa spermasında bulunmaması , bir hastalık kont­
rol programının önemli bölümünü oluşturabilir. 

ÖZET 

Bu çalışmada Tarım, Orman ve Köyleri Bakanlığı, istanbul il Müdürlü­
ğü'ne bağlıŞenlikköy Sun'i Tohumlama Istasyonu'nda sperma vericisi ola­
rak kullanılan ondört adet boğanın sperması, gram(+), gram(-) mikroorga­
nizmalar ve mikaplazma yönünden incelenmiştir. Boğaların spermaları 
taze, sulandırılmış ( Fransa'dan ithal edilen bir sulandırıcı ile) ve payet halin­
de dondurulmuş şekillerde mikrobiyolojik muayene için ayrı ayrı ekilmiştir. 

Taze spermada yapılan ekimler sonucunda 5 bağada proteus spp. 
ve Aspergilus fumigatus üremiş, sulandırılmış spermada ise 6 boğadan 
E.coli, E.frondi ve Aspergilus fumigatus izole edilmiştir. Sulandırma sıvısın­
da ise, E.coli, diplokok, streptekok ve maya tespit edilmiştir. Incelenen 
sperma numunelerinde mikaplazma izole edilememiştir. 

12~ 



SUMMARY 

The semen samples collected from fourteen bulls in an Artificial lnse­
mination Center in Türkiye 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. 
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