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SAGLIKLI BOGALARIN SPERMALARINDAN AEROBIK BAKTERI
IZOLASYON VE iDENTIFIKASYONU
The identification and isolation of aerobic bacteri in semen of healthy bulls.

Hakan YARDIMCI (x) Aydin AKSU (xx) Belgin ERDEM (x)
OZET

Bu calismada, degisik irklarda saglikli bogdalarin spermalarindaki bakteri
tipleri saptanmaya calisiimistir. Bunun icin, Holstein, Esmer, Jersey, Simmental,
Brangus ve Limousin irklarinda toplam 55 sagliklidamizlik boga kullaniimis ve
steril sun'i vajenler yardimiyla sperma ornekleri toplanmistir. Toplanan 55
ornekten uygun besiyerlerine ekimler yapilimistir. Aeorobik kosullarda 37°C'
de 4 gilin inkube edilen besi yerleri hergilin kontrol edilerek tireyen kolonilerin
idenfikasyonu gerceklestirilmistir.

Sperma orneklerinin yapilan aeorobik bakteriyolojik muayeneierinde toplam
61 bakteri izole edilmistir. izolatlarin sayi ve oranlari; Bacillus sp. 20(%32.8),
Micrococcus sp. 11(% 18.0), S. epidermidis 10 (% 16.4), Streptococcus sp. 7
(% 11.5) ve Coryne bacterium sp. 5(%8.2) olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, saglikli bogalarin spermasinda potansiyel patojen nitelikli
bakterilerin de bulunabilecegi dustiniilerek damizlik bogalarin veya bunlarin
spermalarinin mikrobiyolojik kontrollerinin yapilmadan kullanilmamasi ve hijyenik
onlemlerin alinmasi geregdi anlasiimistir.

SUMMARY

In this study, the types of bacteria in semen of healthy bulls of various
races were investigated. A total of 55 heatlhy buls of Holstein, Swiss Brown,
Jersey, Simmental, Limousin and Brangus races have been used and semen
samples have been collected by the help of sterile artificial vaginas.
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55 semen samples have been inoculated in convenient media. Agar plates
were incubated at 37 °C for 4 days in aerobic conditions with daily examina-
tions and the colonies grew on them were identified.

61 bacteria were isolated in aerobic bacterial examinations of semen sam-
ples. Numbers and rates of isolated bacteria were established as Bacillus sp.
20 (32.8 %), Micrococcus sp. 11(18.0 %), S. epidermidis 10 (16.4 %), E.coli
8(13.1), Streptococcus sp. 7 (11.5 %) and Corynebacterium sp. 5 (8.2 %),
respectively.

As a result, it was concluded that, potentially pathogen bacteria can be
found in semen of healthy bulls, so it has been understood that bulls or their
semen can not be used without a microbiological confirmation and hygienic
protection should be taken.

GIRIS

- Bogalarda dél verimi diisiikligii énemli bir sorundur. Bu sorunu degisik
faktorler (genetik, beslenme, yetistirici hatalari, bazi infeksiyonlar, vs.) ortaya
ctkarmaktadir. D&l verimini etkileyen 6nemli infeksiydz nitelikli bakteriyal
hastalik etkenleri (Campylobacter, Brucella, vs.) disinda, saglikh bogalarin
spermalarinda da potansiyel patojen durumda gogu aerobik ve oportunistik
karekterde bakteriler bulunmaktadir (7).

Saglikl bogalarin spermalarindaki bakterilerin ana kaynagi prepusyumdur
ve genellikle sperma bu bakterilerle ejakulasyon sirasinda kontamine olur (1).
Kontaminasyonun diger kaynaklari; gaita, genital kanaldaki yangisal odaklar,
sperma toplama ve isleme ekipmanlari, hayvan bakicilari, laboratuvar personeli
ve sperma sulandiricilanidir (10). Potansiyel patojen olarak da nitelendirilen
ve klinik olarak saglikli bogalarin spermalarindan izole edilen bu bakterilerin
dolverimi lizerine etkisi heniliz tam olarak agiklanamamistir (1). Bu giine kadar
yapilan ¢alismalarda saglikli bogalarin spermalarindan Ps. aeroginosa,
Corynebacterium sp., C.renale, Staphylococcus sp., Streeptococcus sp.,
E.coli., Bacillus sp., Micrococcus sp., Proteus sp., Citrobacter sp.,
Chromobacter sp., Aerobacter sp., Alcaligenes sp., Flavobacterium sp., Herella
sp., Nocardia sp. ve S.ircinia sp. gibi aerobik bakterilerin izolasyonu yapilmistir
(7,12,13,14). izolasyonlarda genellikle % 5 defibrine koyun kanli Trypticase
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Soy Agar kullaniimistir (7). Meredith ve ark. (11) saglikli bogalarin
spermalarindan Chromobacter sp., Corynebacterium sp., E.coli, Proteus sp.,
Ps. aeruginosa, Staphylococcus sp. ve Streptococcus sp. bakterilerini izole
etmislerdir.

Bartlett ve ark (4) ise, spermasinda kontaminant olarak bulunan bakterilerin
bogalarin gevresinden ve laboratuvarlardan bulasabilecegine isaret ederek
Ps. aeruginosa, C. pyogenes, Staphylococus sp., Streeptococcus sp., ve E.
coli bakterilerini izole etmislerdir. Wierzbowski ve ark. (15), Yaptiklari
calismada, sperma sivisinda bulunan S. aureus, S. epidermidis, Ps.
aeroginosa, E.coli ve Bacillus'larin progresif hareket yetenegine sahip
spermatozoonlarin sayi ve yagam stirelerinde azalmaya neden oldugunu ortaya
koymuslardr. '

Turkiye'de konu ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirhdir. Seving ve ark. (14),
sun'i tohumlama istasyonlarindaki bodalarin sperma ve prepusyal yikantilarinin
bakteriyal florasi lizerinde ¢alismislar ve inceledikleri sperma ve prepusyal
yikanti érnekierinde Pr. Vulgaris, Pr. mirabilis, Corynebacterium sp., C. renale.
ve E.coli saptamislardir. Aydin ve ark (3) boga spermasinin bakteriyal florasi
ve antibiyotik duyarliiginiinceledikleri calismalarinda; S. epidermidis, C.renale,
E.coli, Serratia marcescens ve Corynebacterium sp. bakterilerini izole ve
idenfiye etmislerdir. Giineyi (8), bogalarin prepusyel sivi ve spermalarindan
bakteriyel etkenlerin izolasyonu ve bunlarin antibiyotiklere duyarliliklari tizerine
yapti§1 arastirmada, dondurulmus ve sulandiriimis sperma &rneklerinde
Staphylococcus sp., E.coli, Proteus sp. etkenlerini izole etmislerdir.

Tirkiye'de damizlik olarak kullanilan boda spermalarinin bakteriyolojik
kontroli ile ilgili herhangi bir zorunluluk olmamasina karsin hayvancilik
bakimindan gelismis llkelerde, tasinmasi muhtemel mikroorganizmalar
yoniinden sperma kontrolleri sun'i tohumlama istasyonlarinda veya belirli
merkezlerde aylik olarak yapilmaktadir (14).

Bu galismada, délverimi sorunu olmayan degisik irklardaki, saghkh
goriinimli, damizlik bogalarin spermalarinin aerobik olarak bakteriyolojik
yoklamasinin yapilarak, spermadaki bakteriyal floray: belirlemek
amaglahmlstlr. '
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MATERYAL VE METOD

Damizhik Bogalar

Calismada sperma kaynagi olarak degisik irklarda, délverimi sorunu
olmayan 55 adet saglkli damizlik bogadan yararlaniimistir. (Tablo-1)

Sun'i Vajen

Spermanin toplanmasinda rutin sperma toplama isleminde kullanilan steri-
lize edilmis sun'i vajenlerden yararlaniimistir.

Besiyerleri

Bakterilerin tretilmeleri ve idenfikasyonlarinda % 5 defibrine koyun kanli
Trypticase Soy Agar, Mac Conkey Agar, Nutrient ve Serumlu Buyyon
kullaniimistir.

Spermanin Toplanmasi

Sperma her hayvan igin ayri bir steril sun'i vajen kullanilarak usuliine uygun
olarak toplanmis ve steril tiiplere 1 ml miktarinda aktarilarak + 4°C' de,
termoslarla laboratuvara ulastiriimistir.

izolasyon Galismalari

Laboratuvara getirilen sperma érnekleri % 5 defibrine koyun kanli Trypticase
Soy Agar' a direkt ve 1/10 sulandirilarak 0.1 ml. ekilmis ve petriler 37°C'de 4
giin aerobik olarak inkubasyona birakilmistir. Ureme durumu her giin kontrol
edilerek koloniler subkiiltiire edilmistir.

identifikasyon Galismalan

Ureyen kolonilerden, Gram boyama yapilarak bakterilerin Gram boyama
ozellikleri ve morfolojileri belilenmistir.

Lam lamel arasi ve yarikati besiyerinde hareket muayenesi yapilarak
bekterilerin bu dzellikleri kaydedilmistir. (2)

Bakterilerin Mac Conkey agar'da lireme, oksidaz, katalaz, oksidasyon/
fermentasyon, kaoguiaz, H,S tretimi, nitrat rediiksiyonu gibi biyokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesi yaninda karbonhidratlara (laktoz, glikoz, sakkaroz,
vs.) etkileri de saptanmistir(5). ‘
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BULGULAR

Saglikli 55 bodadan alinan sperma 6rneklerinden izole ve identifiye edilen
bakterilerin % oranlari Tablo-2'de gosterilmistir. incelenen érneklerde Bacillus
sp. 20(%32.8), Micrococcus sp.11(%18.0), S.epidermidis 10 (%16.4), E.coli
8(%13.1), Streptococcus sp.7(%11.5) ve Corynebacterium sp.5(%8.2)
bulunmustur.

izole ve identifiye edilen etkenlerin Holstein, Esmer ve diger irklara (Jer-
sey, Simmental, Brangus ve Limousin) gére dagihmlari Tablo3,4 ve 5'te
gdsterilmistir.

Tablo-1: Galismada kullanilan Damizlik Bogalarin Irklar ve Sayilari.

Boga Irki Boga Sayisi
Holstein 29

Esmer 17

Jersey

Simmental

Brangus 1

Limousin 1

TOPLAM: 55

Tablo-2: 55 Damizlik Boga Spermasindan izole ve identifiye Edilen
Bakteri Tirleri ve % Oranlan

Bakteri Tiirii izolat
Sayisi %
Bacillus sp. 20 32.8
Micrococcus sp. 11 18.0
S. epidermidis 10 16.4
E. coli 8 13.1
Streptococcus sp. 7 11.5
Corynebacterium sp. 5 8.2
TOPLAM 61 100.0
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Tablo-3. Holstein Irki Bogalarin Spermalarinda izole ve identifiye
Edilen Bakteri Tiirleri ve % Oranlan

Bakteri Tiirii izolat
Sayisi %
Bacillus sp. 13 40.6
Micrococcus sp. 7 21.9
Streptococcus sp. 5 15.6
S. epidermidis 4 12.5
Corynebacterium sp. 2 6.3
E. coli 1 3.1
TOPLAM 32 100.0

Tablo-4: Esmer Irki Bogalarin Spermalarindan izole ve identifiye
Ediien Bakteri Tiirieri ve % Oranlan

Bakteri Tiirii izolat
Sayisi %

E. coli 5 27.8
Bacillus sp. 4 22.2
Micrococcus sp. 3 . 16.7
S. epidermidis 3 16.7
Corynebacterium sp. 2 111
Streptococcus sp. 1 5.5
TOPLAM 18 100.0
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Tablo-5: Jersey, Simmental, Brangus ve Limousin Irki Bogalarn
- Spermalarinda izole ve identifiye Edilen Bakteri Tiirleri ve % Oranlari

*| Bakteri Tiirii izolat

Sayisi %
Bacillus sp. 3 27.3
S. epidermidis 3 27.3
E. Coli 2 18.1
Streptococcus sp. 1 9.1
Corynebacterium sp. 1 9.1
Micrococcus sp. 1 9.1
TOPLAM 11 100.0

TARTISMA VE SONUG

Bogalarda délverimi distikltgiiniin baslica nedenlerinden biri de bakteriyel
hastaliklardir. Hastalikli hayvanlardan izole edilen Brucella, Campylobacter,
Leptospira, Mycoplasma gibi patojenik bakteriler disinda saglikli hayvanlarin
spermasindan da oportunistik bazi bakteriler izole edilmektedir. Cogu aerobik
ozellikte olan bu etkenler {izerinde yapilan ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu
calismada 55 saglikl boganin spermasinda bakteriyolojik muayenelerle aerobik
floranin saptanmasina galisilmistir. Ayrica, izole ve identifiye edilen etkenler
irklara gorede incelenmistir.

Brown ve ark (6), Yeni Zellanda'da 42 boda sperma drneginin bakteriyel
florasini incelediklerinde; Bacillus, Corynebacterium ve Micrococcus cinsine
ait olanlarin gogunlugunu olusturdugunu saptamislardir. Seving ve ark.(14),
sun'itohumlama istasyonlarindaki 32 boga ile yaptiklari galismada izole ettikleri
etkenleri sirasiyla Pr. vulgaris %23.6, C.renale %15.0, S.epidermidis %6.5,
Corynebacterium sp. %5.37, E.coli %3.22 ve S.aureus %3.22 olarak
bulmuslardir. Aydin ve ark.'nin (3), 5 esmer irk boga ile yaptiklari galismada
gerek diisiik diizeyde antibiyotik katilmis sperma orneklerinde ve gerekse
antibiyotiksiz olan kontrol 6rneklerinde S.epidermidis , Corynebacterium sp. ve
C.renale ilk siralarda goriilmeklie birlikte E.coli ve Serratia marcescens de izole
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edilen etkenler arasindadir. Hossain ve ark.(9), Bangladeste yaptiklari
arastirmada boga spermasindan izole ettikleri farkli bakteri tiplerini sirasiyla
E.coli %11.9, Ps.aeruginosa %9.2, C. pyogenes %5.5, Str.haemolytica %4.3,
S.aureus %3.8 ve identifiye edilmeyen Gram negatif basil %2.1 olarak
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada hemen hemen ayni bakteri tipleri izole edilmis
ise de izolasyon oranlari farkh olarak bulunmustur. Nitekim, arastirmada,
sirasiyla, Bacillus sp. %32.8, Micrococcus sp. %18.0, S.Epidermidis %16.4,
E.coli %13.1, Streptococcus sp. %11.5 ve Corynebacterium sp. %8.2 izole
edilmistir. Bu sonuglar benzer arastirma sonuglari ile paralellik géstermekte,
ancak izolasyon ylizdelerinde farkliliklar bulunmaktadir.

Irk diizeyinde yapilan galismalar incelendidinde, Aydin ve ark'nin (3), bu
konu ile ilgili arastirmalarinda 5 esmer sigir spermasindan S.epidermidis,
C.renale, E.coli, Serratia marcescens ve Corynebacterium sp. izole ettikleri
bildirilmistir. Bu ¢alismada da 17 esmer sigir spermasindan sirasiyla E. coli
5(%27.8), Bacillus sp. 4(%22.2), Micrococcus sp 3(%16.7), S.Epidermidis
3(%16.7), Corynebacterium sp. 2(%11.1) ve Streptococcus sp. 1(%5.5) adet
izole edilmistir. Bu sonuca gore; irk diizeyinde, bogalardan izole edilen etkenlerin
farkli oranlarda oldugu gorilmektedir.

Saglikli boga spermalariyla yapilan bu galismada boga spermasinin aerobik
bakteriyolojik yoklamasinda birgok potansiyel patojen etkenin (Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium, E.coli vs.) izole edildigi goriilmiistiir. Daha
6nce yapilan arastirmalarda da buna benzer etkenlerin izole edildigi gérilmistiir.
Daha 6nce yapilan arastirmalarda da buna benzer etkenlerin izole edildigi
dikkate alinirsa, saglikh hayvanlar igin bir kontrol mekanizmasi olmasi gerektigi
anlasiimaktadir. Gelismis tilkelerde olan bu sistem Tiirkiye'de hentiz yoktur.

Hijyen ve bakimin bir 6lciide kontaminasyonu azaltabilecedi diistindliirse
de tamamen ortadan kaldiriimasi imkansizdir. Ayirca, sun'i tohumlama igin
kullanilan spermalara antibiyotik katiimasinin direngli suslar gelistirebilecegi
g6z oniine alinacak olursa, periyodik olarak spermada yapilacak bakteriyolojik
yoklamalarin diizenli bir kontrol olanagi saglayacagi bir gergektir.

Sonug olarak, saghkli bogalarin spermalarinda potansiyel patojenik nitelikli
bakterilerin de bulunabilecegi distintilerek damizlik bogalarin veya bunlarin
spermalarinin mikrobiyolojik kontrollerinin yapilmadan kullaniimasi ve hijenik
onlemlerin alinmasi gerektigi anlasiimistir. ‘
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