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Kopek ve koclarda akrozom bozukluklarimin belirlenmesi amaciyla farkh
tespit ve boyama yontemlerinin karsilastiriimasi
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OZET

Bu calismada, kdpek ve koglarin taze ve dondurulmug-cGzdiiriiimiis spermalarinda farkls yontemler kullanilarak akrozom morfolojilerinin
degerlendirilebilme olanakiarimin arastriimast amaglanmignr. Koglardan suni vajen ve kdpeklerden ise penis masajt ile alinan taze sperma
drnekleri Eosin-nigrosin, Nigrosin-eosin, Giemsa, Rose-bengal boyalart ve Hancock ile Hancock+Eosin fikzasyon yéntemieri kullanmilarak
akrozom bozukluklart oranlart belirlendi. Ejakiilatlarimin geri kalan kisimlar: kdpeklerde Tris-Frukioz, koglarda ise Tris-glikoz sulandincis:
xullanilarak 0.25 ml'lik payetler icerisinde donduruildu. Payetler ¢ézdiirildiikien sonra taze spermada anormal akrozom oranin tespit etmek
amac ile kullamlan avm yontemler tekrar edildi. Taze ve dondurulmug-¢ozdiirilmiiy spermanin anormal akrozom oranlarimin tespiti igin
kullantlan ybntemler arasinda istatistiki fark gézlenemezken (p>0.05), kullamian yéntemler arasinda akrozom anormalitesini belirleme
agtsindan dnemli pozitif korelasyonlarin vartigi saptanmigtir (p<0.05, 0.01 ve 0.001). Sonug olarak ; arasttrmada kullamlan tim boyama ve

fikzasyon yontemlerinin, kopek ve koglara ait taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin akrozom muayvenelerinde gilvenle
kullanilabilecedi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Ko¢, Képek, akrozom bozukiukiari, boyama, taze ve ¢éziinmiis sperma

Comparison of various fixation and staining methods in detecting abnormal acrosome rales in dogs and rams
SUMMARY

Effectiveness of various staining methods to detect abnormal acrosome rates in fresh and frozen-thawed ram and dog seméens were
studied. Semen samples were collected by artificial vagina and digital manipulation in rams and dogs, respectively. Abnormal acrosome rates
of fresh semen samples were determined following fixation in the Hancock or Hancock+ Eosin solutions and in the smears stained by Eosin-
nigrosin, Nigrosin-eosin, Giemsa and Rose-bengal stains. Morphological examination of the semen samples were also determined following
freezing and thawing in Tris-glucose and Tris-fructose extender in 0.25 mi of French straw in rams and dogs, respectively, There were
sighificant positive correlations between methods used for determining acrosomal defects (p<0.05, 0.0 and 0.001). However, statistical
differences among the methods used for determining acrosomal abnormality rations in fresh or frozen-thawed ram and dog semen were not
present (p>0.05). In conclusion; all staining and fixation methods investigated in the present study, can be used 1o detect morphologically
abnormal acrosome in fresh and frozen-thawed semen obtained from rams and dogs.

Key Word: Ram, dog, abnormal acrosome, staining, fresh and thawed semen

GIRIS sidir (11,5.27). Clinkil akrozom fertilizasyonda Snemti rol oy-
namaktadir, Aynica dondurulmus spermanin depolanmas:
sirasinda spermatozoonlarda sekillenen yaglanma ve dejene-
rasyonu tespit etmede deferli bir indikatdrdiir. Ancak saha
sartlarinda heniiz yaygn bir sekilde kullamlmamaktadir. Eger
saha sartlarinda akrozom morfeolojisinin degerlendirilebilmesi
sagianirsa sperma kalitesinin belirlenmesi daha kolay olacak-
tir.

Ejakiilatta ya da spermada bulunan anormal yapilh sper-
matozoonlarin tespitinde Eosin-nigrosin, Nigrosin-eosin (6,
7), Methylene blue, Opalblue, Fast green, Cini miirekkebi
(27), Caserett’s (21), Giemsa (11), Rose-bengal (18,32) gibi
boyama yoOntemlerinin yan: sira siv1 fikzasyon (12,11,27)
yontemlerinin’de kullamlabilecegi belirtilmektedir. Baz1 tiir-
lerin spermatozooniarimn bag yapilarinin morfolojik (memels,
kanatli) ve bityiiklik farkliklarindan kaynaklanan o&zellik-
lerinden dolay: gesitli boyama, sivi fikzasyon ydntemlen ve
hatta kullamlan mikroskobun faz kontrast veya 151k mikros-
kop olmasina gbre yapilan akrozom muayenelerinde avanta)
ve dezavantajlarin meydana geldigi bildirilmistir (5). Ayrnica
dondurulmus-¢ozdiinilmils spermada taze spermaya gore
sulandinicinin  kompozisyonunda yer alan kimyasal (Tris,
Pipes, Gliserol ve DMSO) ve dogial (yumurta sarist ve siit)
maddelerden dolay: spermatozoonlarin boya almas: daha gii¢
olup, bu Ozellik kullanilan sperma boyama ydntemine ve

Dondurulmus-¢dzdirilmis ko¢ spermalan 1le yapilan
tohumlamalarda fertilite orami1 taze spermaya gore oldukea
diisiiktiir. Bunun sebebi olarak dondurma etkilerine bagh
sekillenen akrozom bozukluklar1 gdsterilmektedir. Sum to-
humlama ya da dogal agimda kullanilan erkek damizlik hay-
vanlara bagh olarak sekillenen infertilite veya sterilite biiyiik
olgiide ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle ferti-
liteyi vakindan ilgilendiren ¢alismalarda erkek hayvanlann
potansiyel fertilitelerinin de bilinmesi dnem tagimaktadir.
Evcil hayvanlarda spermatozoanin sekli ve biiyiikliigi hayvan
tirleri arasinda degismekle birlikte temel olarak morfolojik
yapilart birbirlerine benzemektedir (21). Normal yapidan
farkl tip yap1 gosteren spermatozoonlar atipik, anormal ya da
patolojik spermatozoon olarak adlandinilmaktadir (23), Erkek
hayvanlarda infertilitenin en @nemli sebebinin spermadaki
morfolojik bozukluklar ve bu bozukluklann ¢jakiilattak: ora-
nina bagli oldugu ortaya konmustur (2).

Spermanin fertilite oranim &nceden tahmin etmede bir
¢ok yoOntem gelistirilmigtir. Bunlar spermatozoon motilite-
sinin tespiti {34), membran biitinliitiniin tespiti (31), hypo-
osmotic swelling test (19), zona-free hamster ovum test (33),
hemizona assay (HZA) (16) testi gibi ydntemlerdir. Sperma
kalitesinin degerlendinlmesinde kullanilan yéntemierden bir
digert de spermatozoon akrozomunun morfolojik muayene-



Y.Y.U. Ver. Fak. Derg. 2000, 11( 2 ): 7-11

hayvan tiiriine gore de farklihklar olusturabilmektedir (6).
Rauhaus (20), boga, domuz, kog, ke¢i ve aygir spermalarnin
sirasiyla Bromfenol blue-nigrosin, Anilin blue+kristal violet
ve Spermac (Hazir boyama kiti - Stain Enterprise / G. Afrika)
boyalan ile boyama sonrasinda aygir digindaki tiirlerin sper-
malartin tiim boyalarla, buna kargin aygir spermasimin
sadece Spermac boyast ile bagarih bir sekilde boyanabildigini
saptamiglardir. Buttelman (3), taze boga spermasim Hancock,
Spermac, Karras, Farelly ve Wels boyalan ile, dondurulmus-
¢ozdiiriilmils boBa spermasim: ise sadece Hancock ve Sper-
mac yontemlerini kullanarak karsilagtrmistir. Sonucta taze
sperma i¢in kullanilan yGntemler arasinda énemli bir fark
bulamazken, ¢dzdiiriilmiis spermada kullamlan iki boya ara-
sinda dnemli farklilikiarn oldugunu tespit etmistir. Cesitli
aragtirmacilar muayene amach olarak segilen ydntemlere
gore, taze veya Ozellikle dondurulmus-¢ozdiriilmiis sperma-
lann akrozomlan etrafinda artifaktlann (yamltics goriintiiler)
sekillenebildigi ve saglikh bir degerlendirmenin yapilabilmesi
i¢in bu artifaktlardan kaginilmas: gerektifi bildirilmislerdir
(14,15),

Sunulan bu ¢aligmada, kopek ve koglarin taze ve dondu-
rulmug-¢ézdiirilmils spermalarinda farkl boyama ve fikzas-
yon yontemleri kullanilarak akrozom morfolojilerinin deger-
lendinlebilme olanaklarmin araghrilmas: ve saha sartlan icin
en uygun yéntemlenn belirlenebilmesi amaglanmstir.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada sperma vericisi olarak Kangsl k1 6 kdpek
ve Merines i 6 bay kog kiulamild. Sperma kdpeklerden
kizgin bir digi bulunmaksmn penis masaji yontemiyle (28)
ug’er giin araliklarla, koglardan ise suni vajen yardimiyla (7)
gun agin olarak alindi. Kopeklerde ejakiilatin spermatozoon

BULGULAR

Caligmada elde edilen bulgular tablolar halinde 6zetlenmistir.

ybniinden zengin ikinci fraksiyonu ve koglardan ejakiilatin
tamamz: 32 °C’lik su banyosuna nakledildi. Elde edilen ejakii-
latlanin dondurulmaya elverili olup olmadiklarinin tespiti
amaciyla spermatolojik muayeneleri gerceklestirildi. Dondur-
maya elverigh ejakiilatlardan frotiler hazirlanarak kurutuldu.
Her bir taze sperma drneginden 6 farklt muayene icin (boya-
ma ve sivi fikzasyon) Grnekler alindi. Kurutulan frotiler
Giemsa (11), Rose-bengal (32) boyama yontemleri ile boyan-
di. Ayrica bir damla sperma ili¢ damla Eosin-nigrosin {100 ml
distiie su i¢in ; 1.67 gr eosin+10 gr nigrosin+2.9 gr sodyum
sitrat){7), ve yine bir damla sperma ii¢ damla Nigrosin-eosin
(100 m! distile su igin ; 0.67 gr eosint+10 gr nigrosin) boyas
ile homojen bir gekilde kanistirilarak frotiler hazirlandi (6).
Yine taze ejakiilatlardan Hancock ve Hancock+Eosin (0.167
gr eosin 10 ml distile su igerisinde ¢zdiriilerek elde edilen
stok eosin solusyonundan iki damla, 1 ml hancock solusyonu
ile karigtinld) solusyonlan icerisine 6mekler alindi. Hazir-
lanan titm Orneklerde akrozoma ait morfolojik muayeneler
gerceklestinldi. Ejakiilatlan geri kalan kisimlan képeklerde
Andersen (1)’in bildirdigi yontemle Tris-fruktoz, koclarda ise
Evans ve Maxwell (7)’e gtre Tris-glikoz solusyonu ile 1/4
oraninda sulandinlarak 0.25 mli’lik payetlerde donduruldu.
Dondurma iglemini takiben payetler 35 °C’lik su banyosunda
30 saniye siire ile ¢ozdiiriildii. Taze spermalarda gergeklestiri-
len akrozom muayene islemleri dondurulup ¢6zdiiriilerek elde
edtien spermalarin tamaminda tekrarlandi. Morfolojik muaye-
nelerin tamam 10 x okiiler ve 100 x immersiyon objektif
dzellikleri tasiyan bir mikroskop kullanilarak gerceklestirildi.
Taze ve ¢Ozdiriilmily spermalarda her bir dmekten farkh
sahalarda olmak kosuluyla 500 adet spermatozoon muayene
edildi. Istatistiki hesaplamalarda t-testi ve korelasyon analizi
yontemlerinden vararlanildi.

Tablo 1. Kopeklere Ait Taze ve Dondurulmus-Cozdiiriilméis Spermalara iliskin Akrozom Anormalite Oranlan* (n:18)

EN NE GS RE HS HE
Taze Sperma 1.210.11 1.310.12 1.2+0.12 1.31C.15 1.3+0.12 1.310.12
(COzdiriilmiis Sperma  36.41+0.55 36.910.65 35.9+0.50 36.210).38 36.310.42 36.3+.0.58

*: Akrozom anormalite oramim tespit etmede kullamlan farkls yontemler arasindaki istatistiki farkhlik Snemsizdir (p>0.05).
EN: Eosin-nigrosin, NE: Nigrosin-cosin, GS: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS: Hancock solusyonu, HE: Hancock + Eosin

Tablo 2. Koglara Ait Taze ve Dondurulmusg-Cozdiiriilmiis Spermalara Iligkin Akrozom Anormalite Oranlan® (n:18)

EN NE GS RB HS HE
Taze Sperma 0.990.06 0.9710.07 0.9410.07  0.9210.08 0.9710.08 0.9710.06
( 0zdiriilmils Sperma 21.340.61 22.010.45 20.63£0.39  21.010.46 21.7+).51 21,840.52

*. Akrozom anormalite oramini tespit etmede kullanilan farkl yontemler arasindaki istatistiki farklihk dnemsizdir (p>0.05).
EN: Eosin-nigrosin, NE: Nigrosin-eosin, GS: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS: Hancock solusyonu, HE: Hancock + Eosin

Tablo 3. Taze Kdpek Spermalarma Iligkin Akrozom Anormalite Oranlarim Tespit Etmede Kullamlan Farkh Yéntemler

Arasindaki Korelasyon (n:18)

EN NE G RB HS
NE (.86%**
G (0.78** 0.89%**
RB (.83 %* 0,89%¥* 0.96*%*
HS 0.9 3wke 0.83%* (.81 %* 0.9]1%**
HE 0.87%** 0.77** 0.85%** 0.88*** (.92%**

*¥*: p<0.01 *¥* : p<0.001 EN: Eosin-nigrosin, NE: Nigrosin-eosin, GS: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS: Hancock solusyonu,

HE: Hancock + Eosin
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Tablo 4. Kopeklere Ait Dondurulmug-Cozdiiriiimiis Spermalara [ligkin Akrozom Anormalite Oranlanm Tespit Etmede

Kullanmilan Farkhh Yontemler Arasindaki Korelasyon (n:18)

EN NE _ G _ __RB _ _HS
NE = 0_38***
G 0.84 %%+ 0.93%*»
RB 0.53* 0.53* 0.7]%*%
HS 0.82%%* 0.61** 0.74%** 0.62**
HE 0.90%** 0.77%** (0.874** 0.64** 0.92%**

*: p<0.05 **: p<0.01-*"'* : p{OTDﬂl mEN: Eusin—nigmm, NE: Nigrosin-ensiE_GS: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS: Hancock solusyonu, HE:

Hancock + Eosin

Tablo 5. Taze Kog Spermalarina iliskin Akrozom Anormalite Oranlannt Tespit Etmede Kullamlan Farkh Yontemler

Arasindaki Korelasyon (n:18)

—a =

— —— S —— —

- EN B ~NE G B " RB____ ~HS
NE 0.67**
G 0.51* 0.73%**
RB 0.55* 0.68%* 0.66**
HS 0.50* 0.58** 0.64** 0.64%*
HE 0.73%** 0.79%** 0.61%* 0.74%*+ 0.56*

o pc:ﬂiiﬁ e pq:(}.ﬂl_*“ :p<ﬂ._ﬁﬂl EN:Eosin-nigrcsi_m NE: Nigrnsin—cnsin._(_}s: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS-:Hancnck?ulusyunu, HE:

Hancock + Eosin

Tablo 6. Koclara Ait Dondurulmus-Cézdiriilmiig Spermalara lliskin Akrozom Anormalite Oranlarin1 Tespit Etmede Kullantlan

Farkl1 Yontemler Arasindaki Korelasyon (n:18)

EN  NE G RB_____ HS
NE T 0.94%%*
G (0.82%%* 0.93%%*
RB (0.89%#* 0.75%** 0.57*
HS 0.76%** 0.80*** 0.80%** (0.48*
HE 0.82%+* 0.92%** 0.96%+* 0.59%* 0.85%+»

¥ p<0.05 **: p<0.0]1 *** ; p<0.001 EN; Eosin-nigrosin, NE: Nigrosin-eosin, GS: Giemsa, RB: Rose-Bengal, HS: Hancock solusyonu, HE:

Hancock + Eosin

Calismada kopek ve koglarda gerek taze gerekse dondu-
rulmus-¢ézdiiriilmiiy spermalarda morfolojik olarak akrozom
anormalitesini tespit etmede kullanilan yontemler arasinda
istatistiki farklilik tespit edilemedi (p>0.05). Bununia birlikte
calismada her iki tiir igin taze ve dondurulmus-¢ozdiriilmiiy
spermalarda kullanilan ydntemler arasinda akrozom anorma-
lite oranim tespit etme agisindan pozitif yonlii Snemii korelas-
yonlar (p<0.085, 0.01 ve 0.001) belirlendi.

TARTISMA VE SONUC

Erkek hayvanlarda potansivel fertiliteyi tespit etmede
spermatolojik muayenelerin Snemi blyilktiir (23). Koyunlar-
da (22) ve kdpeklerde (4) dondurulmug-¢dzdiiriilmiis sperma
ile yapilan tohumlamalar: takiben fertilite oranlarimin duigtii-
gii, bu disiikligiin en onemli sebeplerinden birinin de don-
durma islemi asamalarinda akrozom bozukluklarinin gekillen-
mesi oldugu belirtilmektedir (33). Tablo 1 ve 2’den de izlene-
bildigi gibi, aragtirmada kullamilan kdpek ve koglann taze
spermalara ait belirlenen anormal akrozom oranlan, ¢esitli
aragtirmacilanin képek (10,9,36) ve koglann (25,30) taze
spermalarina ait bildirdikleri degerlerine benzer bulunmugtur.
Dondurulmug-¢dzdiiriilmiis spermalara ait saptanan anormal
akrozom oranlan ise defisik aragtirmacilarin képek (17,8,10,
36) ve ko¢ spermalan (13,29,24,25) i¢cin ¢dziim sonras! tespit
ettikleri degerlerine yakin bulunmugtur. Yapilan aragtirmada

kiopek ve koglar igin, taze sperma ve dondurulmug-¢Szdiiril-
miis spermalarda morfolojik olarak akrozom bozuklufunu
belirlemede kullanilan ydntemler arasinda onemli bir istatis-
tiki farkhilik bulunamamg (p>0.05) (Table 1 ve 2), bununla
birlikte: boyalar arasinda akrozom bozuklugu oranimi tespit
etme agisindan ise pozitif yonlii Snemli korelasyonlann varls-
&1 tespit edilmistir (p<0.05, 0.01 ve 0.001) (Tablo 3,4,5 ve 6).
Kullanilan bu ydntemler arasinda akrozom bozuklugunu tes-

' pit etmede Snemli farkhliklar bulunamamasina karsihik kulla-

nim ve pratiklik acisindan ydntemler arasinda cesithi avantaj
ve dezavantajlar meydana geldiffi gozlenmistir.
Eosin-nigrosin boyasinin 8lii-canli spermatozoon oranla-
rinin saptanabilmesi amaciyla siklikla kullamldig: bilinmek-
tedir (7,11,27). Gerek ktpek gerekse kog spermalannda Eo-
sin-nigrosin boyas:1 kullamilarak yapilan muayenelerde canh
spermatozoonlann bag kisimlannin boya almamalan bir
avantaj olugtururken, 6zellikle ¢6ziim sonras) artan ki oran-
larina bagl olarak &lii spermatozoonlarin bas kisumiarimn
tamamen boya almasi her iki tiirde de akrozom muayenelerini
giiclestirmektedir. Buna kargin Nigrosin-eosin boyas: ile ya-
pilan muayenelerde canli spermatozoonlann yam sira 6ld
spermatozoonlarin bile cok daha az eosin boyas: almas: nede-
niyle akrozom muayenesi daha net bir sekilde yapilabilmek-
tedir. Her iki boyama yonteminde de froti hazirlamann kolay,
siiresinin kisa ve 8zellikle sulandinc ile birlikte gelen dogal
ve kimyasal maddelerle boyalann tam bir kangun saglayabil-

9
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mesinden dolay: (homojen goriiniim) net bir gériintil zemi-
ninin olugmas: yapilan akrozom muayenelerini kolaylas-
tirmaktadir. Giemsa boyama ydnteminin yvaklasik 40 dakika-
hk boyama siiresi saha sartlarinda dnemli bir dezavantaj
olustururken, boyama siiresinin daha kisa tutuldugu durum-
larda ise akrozom muayenesi zorlagmaktadir. Bu yontemle
her iki tlire ait taze spermalann akrozom muayeneleri net bir
sekilde yapilabilirken, 6zellikle sulandinc: ile birlikte gelen
dogal ve kimyasal maddelerle boyalarm tam bir kansim
saglayamamas: nedeniyle gbriintii zemininde hetorojen alan-
larmn olugtugu belirlenmigtir. Buna ek olarak yine muhtemelen
sulandinic: faktoriine bagh olarak bazt akrozomlarin etrafinda
artifaktlar olustufu gdzlenmis, bu da yapilan muayeneleri
gliclegtirmigtir. Nitekim defigik arastirmacilar (14,15) tarafin-
dan (Giemsa boyasimn skrozom etrafinda artifakt olustura-
bildigi bildirilmigtir. Papa ve ark (18), Rose-bengal boyama
yonteminin boga, kog¢, keci, aygir ve képeklerin dondurul-
mug§-¢Ozdiirilmilg spermalarinm, Talbot ve Dudenhausen (26)
1se, insan spermasimn morfolojisinin degerlendirilmesinde
giivenle kullanilabilecegini saptamglardir. Rose-bengal boya-
ma ybnteminin boyama silresi gerek eosin-nigrosin gerekse
nigrosin-cosin boyama ytntemlerine gre biraz daha uzun
olmasina ragmen, Giemsa boyama yontemine gére siire ol-
dukca kisadir. Aynica boyanm sulandirica igerigi ile homojen
bir kanigtima girerek goriintii zemininin net olarak gdziene-
bilmesi ve akrozom etrafinda artifaktlarin meydana gelmeme-
s$1 nedeniyle akrozom muayenesinin olduk¢a rahat yapila-
bilmesi dnemli bir avantaj olugturmaktadir. Kimi arastirma-
cilar (12,14,11,27) siv1 fikzasyon ydntemlerinin akrozom
muayenesi amaciyla giivenle kullamlabilecefini vurgulamis-
lardir. Ancak difer bir aragtirmaci (3) ise, taze bofa sperma-
. sindan farkh olarak Hancock solusyonundaki donmus-¢6zdii-
rilmii§ spermaya ait anormal akrozom oranim Spermac boya-
sina gore daha yilksek tespit ettifini bildirmigtir. Yapilan
aragtwmada Hancock solusyonu: kullamlarak yapilan mua-
yenelerde akrozom aynntuli olarak degerlendirilebilmigtir.
Buna ek olarak Hancock solusyonuna eosin ilavesinin goriin-
tii zemininde meydana getirdigi pembe fon ve Gzellikle hiicre-
nin materyal kismunin bulundugu post-akrozomal bdlgenin
daha agik bir pembe renk almasindan dolayt yalmiz hancock
solusyonu kullamlarak yapilan muayenelere gére daha net ve
rahat bir muayene ortami olugturdugu belirlenmistir.

Sonug olarak, kdpek ve koglara ait taze spermanin akro-
zom muayenelerinde aragtirmada kullanilan tim y&ntemlerin
giivenle kullanilabilecegi belirlendi. Dondurulmug-¢ozdiiriil-
mi§ spermada ise sulandirict faktdriinden dolay: daha net bir
goriintii zemininin olusmasi, akrozom etrafinda artifaktlarin
meydana gelmemesi, hazirlama igleminin kolay ve kisa siireli
olmasindan dolay1 Nigrosin-eosin, Roze-bengal ve sivi
fikzasyon ydntemlerinin labaratuvar ve saha gartlarinda diger
yontemlere gore daha iyi kullamlabilir oldugu kanisina varil-
miastir.
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