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SUMMARY One of the common reasons disrupting spermatogenesis is infections directly affecting testes. Escherichia coli
is the most abundant bacteria found in bovine faeces. This study was performed in order to evaluate changes
in motility, dead-alive spermatozoa ratio and fertility in commercially used semen in the veterinary field
which are contaminated by E. coli. For this purpose, 40 straws of bull semen were thawed in 37 °C and
separated into 4 groups. Each group had 10 straws of thawed semen. Placebo, 10.00 E. coli /ml, 100.00 E.
coli/ml and 1.000.000 E. coli /ml were added to 1st, 2nd, 3rd and 4th group, respectively. The initial motility was
determined as 80%. Later, motility examination was performed in the first 2 hour with 10 minutes intervals
and after the next 1 hour with 15 minutes intervals and finally in every hour. While dead-alive ratio was
determined as 8-10% initially, all of the data were recorded in order to support motility from the outset of the
study every hour. In group II, the motility was abolished faster than all test groups. The highest increase
determined in dead spermatozoon rate is also group II. As a result, the importance of antimicrobial agents
used against bacterial contamination and in semen production stages become prominent. Moreover,
practitioners should show maximum attention towards asepsis while performing artificial insemination.
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OZET Escherichia coli ile Kontamine Edilen Boga Spermalarinda Bazi Spermatolojik
Parametrelerinin Degerlendirilmesi*

Spermatogenezisi etkileyen en 6nemli nedenlerden birisi, testisleri direkt etkileyen enfeksiyonlardir. Bu
calisma, sigir diskisinda en fazla bulunan bakteri olan Escherichia coli'nin; ticari olarak satilan ve rutinde
Veteriner Hekimler’'in suni tohumlamada kullandiklari spermalarin, motilite ve 6lii-canli spermatozoon orani,
dolayisi ile fertilitenin, kontaminasyon sonucunu nasil etkilendiginin ortaya konulmasini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Bu amagla 40 payet boga spermasi 37 °C’de ¢ozdiiriilerek 4 gruba ayrilmistir. Her bir gruba 10
payet olacak sekilde ¢6zdiiriilen spermalarin tlizerine 1. Grupta placebo, 2. Grupta 1 ml’de 10.000 E. coli, 3.
Grupta 1 ml’de 100.000 E. coli ve 4. Grupta 1 ml'de 1.000.000 E. coli olacak sekilde bakteriler eklenmistir.
Baslangi¢ motilitesi %80 olarak belirlenmis, daha sonra motilite muayenesi ilk 2 saat icerisinde 10’ar dakika
araliklarla, sonraki 1 saatte 15 dakika araliklarla ve sonrasinda her saat basi yapilmistir. Olii-canli orani
baslangicta %8-10 olarak belirlenirken, motiliteyi desteklemek i¢in ¢alisma basindan itibaren her saat basi
yapilarak tiim veriler kaydedilmistir. Deneme gruplari icerisinde motilite en ¢abuk Grup II'de sonlanmistir.
Oli spermatozoon oraninindaki en hizli artis da Grup II'de gerceklesmistir. Sonug olarak bakteriyel
kontaminasyonun ve sperma iiretim asamalarinda katilan antimikrobiyel maddelerin énemi bir kez daha
ortaya ¢ikmaktadir. Dahasi suni tohumlama uygulayicilarinin asepsiye azami dikkat etmelerinin gerekliligi de
ortaya cikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sperma, E. coli, Kontaminasyon, Motilite, Fertilite

GIRiS erkek ya da disi genital kanalinda tasinmasi sirasinda etkili
olabilmektedir. Spermatogenezisi etkileyen en oOnemli
nedenlerden biri testisleri direkt etkileyen
enfeksiyonlardir (Hales ve ark. 1999; Diemer ve ark.
2000a). Bu enfeksiyonlar, spermatogenezisin devamhligini
etkileyebilecegi gibi olusan spermatozoonlarin defektli

Spermatogenezis iizerine olumsuz etki yapan bir¢ok i¢ ve
dis etkenin spermatozoon motilitesini ve yasama
kabiliyetini etkiledigi bilinmektedir. Hatta baz1 etkenler;
spermatogenezis bittikten sonra da spermatozoonlarin
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olmasina da sebep olabilmektedir. Insanlarda, erkek
infertilitesinin %15’inde genital sistem enfeksiyonlarinin
sorumlu oldugu ileri siiriilmesine ragmen, klinik bulgu
olusmayan genital sistem enfeksiyonlarinin etkisi
hakkinda fikir birligi bulunmamaktadir (Diemer ve
Desjardins 1999; Weidner  ve ark. 1999).
Spermatozoonlarin cesitli bakteriler veya immiin sistem
hiicreleri ile direkt temasi sonucunda olumsuz etkilenmesi
bir olasilik olarak ileri siirtilmektedir (Huwe ve ark. 1998).
Genital ve {riner sistem enfeksiyonlarinda rol alan
mikroorganizmalar, seminal plazmada biyolojik ve
kimyasal degisikliklere yol agarak spermatozoonun islevi
tizerine etkili olabilmektedir (Aydin ve ark. 1997; Weidner
ve ark. 1999; Diemer ve ark. 2000a). Genital ve iiriner
sistem enfeksiyonlarinda, sitokin ve serbest oksijen
radikallerinin spermatozoon fonksiyonlarina etkili oldugu
da bildirilmektedir (Depuydt ve ark. 1998; Trum ve ark.
1998).

Urogenital sistemde infertiliteye sebep olan enfeksiydz
etkenlerin direkt ve indirekt etkilerinin olup olmadigi
tartisma konusudur. Bu konuda yapilan c¢alismalarda,
infertil insanlardan alinan spermalarda, eklenti lireme
bezlerinin enfeksiyonuna bagl olarak yiiksek oranda
bakteri saptanmasina ragmen, izole edilen bakterilerin
hangisinin gercekten infertilitede etkili oldugu hakkinda
¢ok az arastirma bulunmaktadir. Spermatozoonlarin
bakteriler veya toksinleri ile etkilesime girmelerinin yani
sira seminal plazmadaki savunma hiicreleri olan
lokositlerin ~ ve  bakterilerin, ciddi  bir  sorun
olusturmayacagini bildiren arastiricilar bulunmaktadir. Bu
bakteri ve  toksinlerinin in vitro fertilizasyon
uygulamalarinda oosit dejenerasyonuna yol actig1 da bir
gercektir (Henkel ve Schill 1998; Seidman ve ark. 1999).
Bu bilgilerin aksine, bilinen bazi patojen
mikroorganizmalarin spermatozoonla direkt etkilesime
girebildigi, hatta agliitinasyona veya morfolojik
degisikliklere yol actig1 da bildirilmektedir (Huwe ve ark.
1998; Schiefer 1998). Ancak biitiin ¢alismalar bu goériisleri
desteklemedigi gibi, bu bulgularin in vivo enfeksiyonlarda
da goriiltip goriilmeyecegi siiphelidir (Kohn ve ark. 1998).
Bazi arastirmacilar (Paulson ve Polakowski 1997)
bakterilerin spermisit etki tasidig1 goriisiinii savunurken,
kimileri de (Makler ve ark. 1981) bakterilerin fertiliteye
bir etkisinin olmadigini ileri stirmektedir.

Bu calismanin amaci, sigir diskisinda en ¢ok bulunan
bakteri olan Escherichia (E.) coli'nin ticari olarak satilan ve
rutinde veteriner hekimlerin suni tohumlamada
kullandiklar1  spermalarin, motilite ve  6lii-canh
spermatozoon oraninin, buna bagh olarak da fertilitenin,
kontaminasyon sonucu nasil etkilendiginin ortaya
konulmasidir.

MATERYAL ve METOT

Calisma Yiiziincii Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Délerme Sun'i Tohumlama Anabilim Dali Labaratuvarinda
ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda ¢alisilmis, Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisit (LHMAE)'nde
tiretilen TR47-1490529 kulak numarali Pakoil isimli
boganin 0.25 ml'lik 40 payeti kullanilmistir.

E. coli Test Diliisyonunun Belirlenmesi

Bu amagla E. coli (ATCC 25922) derin dondurucudan
almarak oda  sicakhiginda  ¢6zdirildi.  Saklama
kiltiiriinden 5 ml hacmindeki Brain Heart Infusion Broth’a
(1.10498, Merck, KgaA, Darmstadt, Germany)
pasajlanarak, 37 °C'de 18 saat inkiibe edildi. Ureyen
bakteri kiiltiiriiniin steril fizyolojik tuzlu suda (FTS,
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pH=7.2) 10 kath sulandirmalar1 yapilarak, her
sulandirmadan 2 adet MacConkey Agar’a (1.05465, Merck,
KgaA, Darmstadt, Germany) ekilip, 37 °C'de 18 saat inkube
edildi. Koloniler sayilarak, McFarland tiipleri de dikkate
alinarak, sulandirmalardaki bakteri sayilar1 belirlendi
(Arda 2011). Buzdolabinda +4 °C’de bekletilen ve bakteri
sayilar1 (cfu/ml) belirlenen sulandirmalar en kisa siirede
sperma Orneklerine katilarak denemeye gecildi.

Gruplarin Olusturulmasi

LHMAE’de dondurulmus boga spermalari saha konteyneri
ile laboratuvara getirildi. Calismaya baslanmadan 6énce 5
adet payet su banyosunda 37 °C’de ¢ozdiiriilerek baslangi¢
motiliteleri (20x10¢ spermatozoon/payet %80 motilite,
ml'de 500 IU penisilin, 500 mcg streptomisin) saptanmis
ve payetler arasinda bilyik fark olup olmadigina
bakilmistir.  Kullanilan  biitiin  malzemelere  6nce
sterilizasyon islemi uygulanmistir. Calisma esnasinda
sicakliklar1 37 °C’de olacak sekilde ayarlanmis, sonra yine
onceden sicakligt 37 2C ve %5 CO2li etiivde deney
tiiplerinde muhafaza edilmistir.

Azot tankindan g¢ikartilan payetler 37 °C’de 30 saniye
¢ozdirildiikten sonra, mikrobiyoloji laboratuvarinda
tiretilen E. coli'nin farkh konsantrasyonlarda eklenmesi ile
muayenelere baslanmistir. Baslangi¢ motilitesi %80 olarak
belirlenmistir. Motilite muayenesi ilk 2 saatte 10’ar dakika
araliklarla, sonraki 1 saatte 15 dakika araliklarla ve
sonrasinda her saat basi yapilmistr. Olii-canli oram
baslangicta %8-10 olarak Dbelirlenirken, motiliteyi
desteklemek icin ¢alisma basindan itibaren her saat basi
yapilarak tiim veriler kaydedilmistir.

1. Grupta; (Kontrol grubu) Deney tiipii i¢erisine 37 °C'de
cozdiriilerek konulan 10 adet 0.25 ml'lik boga spermasi
tizerine 1ml placebo (%0.9 NaCl pH:7.2) eklendi ve 37
°C’ye ayarlanan %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Toplamda
2.5 ml sperma, 1 ml placebo ve 8000 motil spermatozoon
olacak sekilde baslandi.

2. Grupta; (Bir ml’de 10.000 adet E. coli grubu) ayni
sekilde ¢ozdiriilen spermalar deney tiipline bosaltilarak
tizerine ml sinde 10.000 adet E. coli olacak sekilde
ayarlanmis karisim eklendi ve 37 °C de %5 CO:z olarak
ayarlanan etiive konuldu. Burada da 8000 motil
spermatozoon basina yaklasik 1 adet E. coli diisecek
sekilde baslandi.

3. Grupta; (Bir mlI'de 100.000 adet E. coli grubu) 37 °C
de su banyosunda ¢6zdiiriilen ve deney tiipiine bosaltilan
spermalarin lizerine ml sinde 100.000 adet E. coli olacak
sekilde ayarlanmis materyal katildi, yine 37 °C de, %5 CO2
olarak ayarlanan etiive kondu. Bu grupta 8000 motil
spermatozoona yaklasik 10 adet E. coli olacak sekilde
planlandu.

4. Grupta; (Bir ml'de 1.000.000 adet E. coli grubu)
cozdiirtilerek deney tiipiine bosaltilan spermalarin iizerine
ml sinde 1.000.000 adet E. coli olacak sekilde ayarlanmis
karisim katld1 ve yine 37 °C de %5 CO:z olarak ayarlanan
etlive kondu. Son grupta da 8000 motil spermatozoona
yaklasik 100 adet E. coli olacak sekilde ¢alisma dizayn
edildi.

Spermatozoon Motilitesi

Motilite muayenesi Alacam (1994)ln bildirdigi gibi
yapimistir.

Olii -Canli Muayenesi

Olii-canh muayenesi Alacam (1994)%iin bildirdigi gibi
yapimistir.
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BULGULAR

Gergeklestirilen ¢alisma sonunda motilite muayeneleri ile
Grup I'de, (kontrol grubunda), 20. saate kadar motilitenin
%50’lerde kaldigl, 25. saate kadar hareketli olduklar1 ve
26. saatte yapilan motilite muayenesinde hareketli
spermatozoon kalmadign gérilmiistiir. Oli - canh
muayenesi ile 24. saatte oranin %50’ye ¢iktig1 ve 29. saatte
bu oranin %85’i buldugu saptandi (Sekil 1).

Grup II'de (10.000 adet/ml E. coli konulan grupta)
motilitenin 13. saatte %50’lerde oldugu sonraki 4 saat
icerisinde giderek azaldigim ve 17. saatte, hareketli
spermatozoon kalmadigi izlendi. Olii-canh orani agisindan
ise 15. saatte %50 iken, 17. saatte %90 oldugu belirlendi
(Sekil 2).

Grup III'te (100.000 adet/ml E. coli konulan grupta)
motilitenin 13. saatte %50 oldugu izlenirken aniden
motilitenin  diistiigii ve 18. saatte hicbir hareketli
spermatozoonun kalmadigi belirlendi. Olii-canli orani
acisindan ise 13. saatte %45 iken, 18. saatte %90 oldugu
saptandi.

Grup IV’te (1.000.000 adet/ml E. coli konulan grupta) en
son 14. saatte motilite %50 iken 18. saatte hi¢bir hareketli
spermatozoonun kalmadigi goriildii. Olii-canli orani
acisindan ise 14. saatte oran %55’lerde iken, 19. saatte 6lii-
canli oraninin %90 oldugu belirlendi.

Tim deneme gruplari arasinda motilite, en cabuk IL
Grupta ortadan kaybolmustur.

En hizli 6lii spermatozoon oraninin artisi yine II. Grupta
meydana gelmistir.
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Sekil 1. Motilite muayenesinin zamana gore degisimi

Figure 1. Changes according to the time of the motility
examination
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Sekil 2. Olii-canl sperm orani muayenesinin zamana gére
degisimi.

Figure 2. According to the exchange rate the dead-live
sperm examination

TARTISMA ve SONUC

Calismamiz  suni tohumlama uygulama esnasinda
spermanin diski ile kontaminasyonu tizerine kurgulanmis
bir ¢alismadir. Labaratuvar ortaminda sperma E. coli ile
kontamine edilmis, motilite ve 0lii-canli sperma
muayeneleri yapilmistir.

Spermatogenezisin aksadigi, testisin hasarli oldugu ve
immiin sistemin de aktive olarak l6kosperminin
(spermaya lokosit karismasi) olustugu vakalarda
spermatolojik parametrelerin etkilendigi gozlenmistir. Bu
etkiler, sperm yogunlugunda ve motilitesinde diisiis veya
anormal sperm oraninda artis seklinde olabilmektedir.
Enfeksiyonda ozellikle spermatozoon fonksiyonunu
etkileyen baz1 spesifik molekiiler olaylardan sorumlu
medyatorlerin varliglt son zamanlardaki c¢alismalarda
gosterilmistir (Diemer ve Desjardins 1999; Diemer ve ark.
2000a).

Urogenital sistem enfeksiyonuna bagh olarak kan-testis
bariyerinin bozulmasi, antisperm antikor olusumuna ve
dolayisiyla immiinolojik infertilitenin gelismesine neden
olabilir (Conihaire ve ark. 1988). Rastgele se¢ilmis 137
infertil erkekten alinan numunelerde seminal plazmada
interlokin 8 (IL-8) konsantrasyonunun spermatolojik
parametreler ile ters orantili oldugu goriilmistir (Eggert-
Kruse ve ark. 2001).

Oshsendorf (1999) yaptifi ¢alismada erkek genital
enfeksiyonun etkisini, spermatozoon ve loékositler
tarafindan tretilen serbest oksijen radikalleri iizerinden
aciklamaya calismaktadirlar. Serbest oksijen radikallerinin
genital sistemi enfeksiyonu sirasinda ne gibi islevinin
oldugu, kaynaklandiklar1 odak belirsizdir fakat etkileri
oldukga kisa stirmektedir (Aydin 2003).

Comhaire ve ark. (1999) spermatozoon fonksiyon
bozukluklarinin ¢ogunu normal sperma muayenesinde
belirlenemedigini  bildirmektedir. Bu da, bir ¢ok
arastirmacinin enfeksiyon ile infertilite iliskisine karsi
c¢ikmasina neden olmaktadir. Spermatozoon yogunlugu,
motilitesi ve anormal spermatozoon orani gibi klasik
spermatolojik parametrelerinin genital enfeksiyonlu
hastalarla saghkl kontrollerin verileri ile
karsilastirilldiginda ¢geligkili sonuglarin elde edilmesi,
arastirmacilar1 seminal plazma ig¢indeki biyokimyasal
degisikliklerin incelenmesine yonlendirmistir (Weidner ve
ark. 1987; Aydin ve ark. 1997; Depuydt ve ark. 1998;
Ludwig ve ark. 1998). Aydin (2003)'1n yaptif1 ¢alismada
bazi kimyasal maddelerin sperm fonksiyonunu etkiledigini
gostermekle birlikte, bu durumun direkt enfeksiyonla
baglantisinin tartismali oldugunu bildirmislerdir.

Infertil hastalarin seminal sivisinda ¢ok sayida
mikroorganizma izole edilmesine ragmen
bakteriosperminin énemi net degildir; zira bu hastalarin
¢ogunda genital sistemin bakteriyel enfeksiyonuna iliskin
semptom bulunmamaktadir. Epididimis ve prostat yangisi
gibi klasik iirogenital enfeksiyonlarin yanisira subklinik
genital sistem enfeksiyonlar1 sikga goriilmektedir.
Urogenital enfeksiyonlarin fertilite iizerine etkisi
hakkindaki literatiir bilgileri de ¢ok celiskilidir (Sigman ve
Howards 1998).

Infertil erkeklerin spermasinda bakteriyel
kontaminasyonun daha sik oldugu bildirilmektedir. /n vitro
fertilizasyon (IVF) programlarinda da bakteriyospermi sik
gorilen bir problemdir. Buna ragmen, uygulanmakta olan
rutin mikrobiyolojik yontemlerle bakteriyospermi ile
karsilasma  oranimmin  tam  olarak = saptanamadigl
bildirilmektedir (Jarvi ve ark. 1996). Insanlarda,
Villanueva-Diaz ve ark. (1999)'nin yaptifi ¢alismada 65
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hastanin %22'sinde rutin sperma kiiltiirii olumlu ¢ikarken,
ayni spermlerin santrifiij edilmesi sonrasi pozitif kiiltiir
orani %52'ye ¢ikmistir.

Bakteriosperminin erkek infertilitesine yol ac¢tigim
soyleyebilmek ve bunu agiklayabilmek zordur. Saptanan
bakteriler ile uretrit, uretrit ile epididimitis, orsitis ve
epididimoorsitis ile erkek infertilitesi arasinda klinik ve
patolojik bir baglanti kurulabilir. Bazi retrospektif
epidemiyolojik ¢alismalar bakteriyospermi ile infertilite
arasinda bir iliskiye isaret etse de, bu ¢alismalarin ¢ogu
istatistiksel anlamlilik kazanacak diizeyde olmadig:
bildirilmektedir (Ness ve ark. 1997). Bu patojen
mikroorganizmalarin spermatolojik parametreleri
bozduguna iliskin giivenilir epidemiyolojik veri de soz
konusu degildir. Mikroorganizmalarin gercekten infertilite
nedeni olup olmadiklar1 Kkesinlik kazanmamistir. Bazi
arastirmacilar bakterileri spermisi olarak goriirken,
bazilar1 bakterilerin infertilite {izerine bir etkisinin
bulunmadigini savunmaktadir (Makler ve ark. 1981;
Paulson ve Polakowski 1997).

Bu calismada ticari olarak tiretilen ve 6nceden muayenesi
yapilan, motilitesi iyi olan ve tiim Tiirkiye’de suni
tohumlamada kullanilan spermalar 37 °C’'de ¢ozdiiriilmiis
ve 4 gruba ayrilmigtir. 1. Grup - (kontrol - Placebo grubu),
2. Grup - 10.000 E. coli/ml, 3. Grup - 100.000 E. coli/ml ve
4. Grup - 1.000.000 E. coli / ml ile karistirilmis, sonra 37 °C
ve %5 CO2li etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
baslangicinda spermatozoon motilitesi %80, 6lii canh
orani da %8-10 oldugu belirlenmistir. Calismada 37 °C ve
%5 CO2'li etiiv kullanmanin asil sebebi inek genital
kanalinin taklit edilmesidir. Aslinda Ostriisteki bir inegin
genital kanalinda bulunan sivilarin spermatozoonun
yasam Omrini uzattigl, enerji ile bazi1 besin 6gelerini
icerdigi bildirilmektedir. Fakat tiim gruplar i¢in ayni ortam
saglanmasi agisindan bu model ¢alisma planlanmstir.

Literatiir verileri incelendiginde genital enfeksiyonlarla
ilgili cok sayida celigkili bulgular goriilmektedir. Bircok
calismada gruplar arasinda kontrol grubu bulunmakta
fakat placebo verilmemektedir (Winters 1997). Spermada
aerobik ve anaerobik bakteriler ile Mycoplasma tiirleri
dahil bir ¢ok mikroorganizma izole edildigi bildirilmistir
(Swenson ve ark. 1979; Lewis ve ark. 1981; Busolo ve ark.
1984). Bunlardan U. urealyticum (65) ve C. trachomatis
(Greendale ve ark. 1993), erkek ve disi genital sistemde sik
rastlanilan ajanlar oldugundan, genital enfeksiyonda dzel
onem kazanmislardir. U. urealyticum ile sperm
parametreleri genellikle iliskisiz bulunmustur.

E. coli iirogenital enfeksiyonlarda en sik goriilen patojen
oldugundan, mikroorganizmalarin spermatozoon hareketi
uzerine etkisini arastiran in vitro ¢alismalarin ¢ogu E. coli
hakkindadir (Schiefer 1998). Kohn ve ark. (1998)
spermatozoonun E. coli ile in vitro inkiibasyonunun
spermatozoon hareketini diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Bu
arastirmacilara gore E. coli'nin motiliteye direkt inhibitér
etkisi bakteri yogunlugu ile baglantihdir. Elektron
mikroskopi incelemeleri E. coli'nin spermlerle ¢ok sayida
yapismalar yaptigl, boylece cesitli ultrastruktural hasara
yol actifi ve muhtemelen bu yolla sperm hareketini
durdurdugu kanisin1 dogurmustur (Diemer ve ark. 1996).
E. coli kiiltlirlerinden diisiik molekiil agirlikli spermatozoal
immobilizasyon faktérii izole edilmistir. Bu faktdr
spermatazoonlart hareketsiz hale getirmekte, fakat
oldiirmemektedir. Bu immobilizasyon faktoriiniin etkisi
sperm yogunlugu ile iligkilidir. Diger bir deyisle, bakteriyel
enfeksiyonlarin oligospermik sperma uzerine
normospermik spermadan daha fazla etkili oldugu
bildirilmektedir (Paulson ve Polakowski 1997). Ancak
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baska bir calismada, spermatozoon {lizerinde inhibitor etki
sadece E. coli serotip 06 da oldugu, diger serotiplerin boyle
bir etki gostermedigi anlasilmistir (Huwe ve ark. 1998).
Baz1 arastirmacilar E. coli'nin sadece belirli bakteri /
sperm oraninda inhibitor etki gosterdigini ileri
stirmislerdir (Auroux ve ark. 1991; Diemer ve ark. 1996).

Sunulan ¢alismada, 10.000 E. coli (Spermatozoon/E. coli
orant 2000/1) grubunda motilitenin daha erken ve
istikrarl bir sekilde diistiigii goritliirken, 100.000 E. coli
(200/1) grubunda da benzer bir tablo izlenmistir.
1.000.000 E. coli (20/1) grubunda motilitenin 6zellikle 13.
saatten sonra %70’ten %50’ye diistigii, 14. saatten sonra
ise hizli bir kayip yaganmigtir.

Diemer ve ark. (1996) tarafindan yiiriitiilen bir calismada;
10/1,100/1, 1000/1, 10000/1 oraninda spermatazoon ve
E. coli karigtirilmis, ¢alismanin baslangicindan sonraki 2.
saatte kontrol grubu dahil hi¢ bir grubun sperm
motilitesinde herhangi bir degisiklik olmadigi, ¢alismanin
4. saatinde ilk 3 grubun motilitesi belirgin bir sekilde
diiserken 4. grup ve kontrol grubunda bir degisim tespit
edilmedigi, 6. saatinde ise 1. ve 2. grupta motilite
sifirlanirken 3. ve 4. gruplarda oOnemli bir disis
goriilmedigi bildirmislerdir.

Bu calisma ile Diemer ve ark. (1996)'inca yiritiilen
calismalarin bulgular1 benzerlik gostermektedir. Yirtitiilen
bu calismanin deney yapilan gruplar ile Diemer ve ark.
(Diemer ve ark. 1996)'nin gercgeklestirdigi c¢alismanin
gruplar1 arasinda motil sperm sayisi ilk ti¢ grup igin iki
katidir. Diger yandan sahada kullanilan spermalarla
yuritilen bir calisma oldugu icin ml basma 500 IU
penisilin 500 mcg streptomisin katilmis olmasi da
antibakteriyel ortam ag¢isindan énemlidir. Bazi arastiricilar
(Auroux ve ark. 1991; Diemer ve ark. 1996) inkiibasyon
siiresince bakterilerin ¢ogalmasindan soz etmektedirler.

Motilitenin ~ diisme-sifirlanma siiresinin daha uzun
olmasinin bu gerekcelerden kaynaklandigini
diistinmekteyiz.

Olii sperm orammin degerlendirildigi siirece baktigimiz
zaman Oli spermatozoon oranindaki artisin motilitenin
diismesi ile paralellik arz ettigi goriilmektedir.

Yapilan bir calismada (Huwe ve ark. 1998) ileri siiriilen E.
colimin hizli bir sekilde spermatazoonlara yapistig1 ve bu
spermatazoonlar: ¢okerttigi gortisii bu ¢calismada o yénde
bir arastirma yapilmadigl i¢in ortaya konulamamistir.
Motilitenin diismesi ve 6lii spermatozoon oraninin artmasi
bu nedenlerden kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda E. coli'nin spermatozoonlar iizerine olumsuz
etki yaptig1 net bir sekilde ortaya konmustur. Ozellikle de
deneyin 13. saatinde motilitenin %50'nin altina diistigi
biitin gruplarda bir gercektir. Ozel durumlar harig,
%50'nin  alinda  motil spermalar tohumlamada
kullanilmamaktadir. Diger yandan dogal ortamda
kontaminasyonun ne oranda ve birden fazla
mikroorganizma tarafindan gerceklestirilip
gerceklestirilmeyecegi de baska arastirma konularidir.
Ozellikle elektron mikroskobik gériintiller E. coli'nin
defekt olusturucu etkilerini net bir sekilde ortaya koydugu
bildirilmektedir (Diemer ve ark. 1996).

Bizim yaptigimiz ¢alismada 10.000 E. coli/ml, 100.000 E.
coli/ml, 1.000.000 E. coli/ml yogunlugunda karistirilarak
inkiibe edilen spermalarin muayenesinde, motilitenin en
erken 10.000/ml E. coli grubunda sonlandig1 en uzun Grup
[ olan kontrol grubunda siirdiigii izlenmigtir. Siireg
incelendiginde ise en ciddi motilite diisiisiiniin II. grupta
oldugu bunu III, IV ve 1. Grubun izledigi belirlenmistir. En
ciddi 6li-canh oran artisi Grup II'de oldugu, sonra 2 saat
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icerisinde Olimlerin yogun olarak arttifi sonra sirasiyla
III, IV. ve L. Grupta 3, 4, ve 5 saat icerisinde ise canl
spermatozoon kalmadig, bu muayene ile ortaya
konmustur.

Tiim deneme gruplarindan spermatozoon motilitesinin ilk
diismeye basladig1 ve 6lii sperm oranimin ilk artigt Grup
II'dir.

insan spermasi ile yapilan bir calismada 2 saatlik
inkiibasyondan sonraki E. aerogenes harig, biitiin
mikroorganizmalarda  motilite ile  mikroorganizma
yogunlugu arasinda anlamli bir korrelasyon olmadigi
belirlenmistir. Bu ajanlarin spermatozoon hareketi iizerine
bir sekilde olumsuz etki yaptig1 gercek olmakla birlikte, bu
etki ajanin yogunlugu ile yiizde yiiz iliskili olmasa da belli
bir esik yogunluktan sonra ortaya ¢iktig1 vurgulanmistir.
Buradan hareketle sperm fonksiyonundaki bozulmanin,
direkt bakteri sperm etkilesiminden degil, sperma
ortamini degistirebilecek veya yliksek enerji tiiketimine
yol  acabilecek dilizeyde bakteri yogunlugundan
kaynaklandigi bildirilmektedir (Aydin 2003). Benzer
sekilde bakteriler ile karsilasan spermatozoonlardaki
hareket azalmasinin enerji ile ilgili oldugu, fruktoz
tiketiminin hizli artisindan kaynaklandig1 bildirmislerdir
(Swenson 1979).

Ayni sekilde; bakteriler ile karsilasan spermatozoonlarda
hareket azalmasi enerji, dolayisi ile fruktoz tiiketimi ile
ilgili oldugu bildirilmektedir (Swenson 1979). Yapilan bazi
in vitro ¢alismalarda oldugu gibi bizim c¢alismada da,
normal ejekilatta bulunamayacak kadar yiiksek
yogunlukta mikroorganizma ile sperma o6rnekleri
karistirilarak inkiibe edilmistir. Bu yogunluktaki spermaya
bakteri karismasi, ancak spermanin bir digki ile kontamine
olmasi durumunda meydana gelebilir.  Bulgular
incelendiginde yiiksek yogunlukta E. coli katilan sperma
ornekleri yerine en az E. coli katilan grupta etkilerin daha
net olustugu gozlenmistir. Bunun sebebi ise karisimdaki
mikroorganizma doygunlugunun sonucu iiremesinin
kisitlanmasindan kaynaklanmis olabilecegidir. Benzer
sekilde, deneysel in vitro ¢alismalar ile gercek in vivo
genital enfeksiyonlarin Kkarsilastirilmas1 i¢in yapilan
testlerde de geliskili sonuglar goriildiigi bildirilmektedir
(Kohn ve ark. 1998). Goriiliiyor ki, yaptigimiz bu deneysel
calismadan elde edilen sonuglar ve bunlarin in vivo genital
enfeksiyonlar i¢in 6nemi bir siire daha tartisilmaya devam
edecektir.

Sonug¢ olarak; Veteriner Hekimlik alaninda benzer bir
calismaya rastlanmamis olmasi bu ¢alismayr 06zgiin
kilmaktadir. Gerek ithal gerekse tlilkemizde iiretilen boga
spermalari sahada suni  tohumlama  amaciyla
kullanilmaktadir. ithal spermalarda motil spermatozoon
sayist daha dustiktiir. Sunulan literatiirlerden de
anlasildigl gibi esas olan spermatozoon / bakteri oranidir.
Saha sartlarinda bu orani tahmin etmek pek miimkiin
degildir, ancak asepsiye bagh kalinarak minimalize
edilebilir. Boga spermatozoonunun inek genital kanalinda
yasama siiresi 48, ovumun ise 24 saattir. Dolleme ve
dollenme olaylarinda ise bu siire neredeyse yariya
diismektedir. Spermatozoon kapasitasyonu goéz oniine
alindiginda, dogal ortamda fertilizasyonun ©6n sarti
motilitedir. Onemli bir faktér olarak motiliteyi etkileyen
bakteriyel kontaminasyonun hem literatiir de hem de
sunulan ¢alismada belirginlesmistir.

Arastirmanin  6zglinliigli, sperma sulandiricilarinin
hazirlanmasinda ilave edilen antimikrobiyel maddelerin
Oonemini bir kez daha ortaya ¢ikarmaktadir. Diger taraftan
ineklerde suni tohumlama uygulamasi sirasinda Veteriner
Hekim ve Teknisyenlerin genital organ enfeksiyonlarina

yol agmamasi icin (bu enfeksiyonlarin repeat-breeder ve
erken embriyonik 6liimlere yol agmasi sebebiyle) asepsiye
azami 6lc¢iide dikkat edilmesinin 6nemi ortaya konmustur.

Bu calisma ile sadece bir bakteri tliriiniin spermatozoonlar
tizerine kiiciik bir etkisi calisilmistir. Yaygin bakterilerin
benzer bir sekilde, hatta molekiiler ya da toksinlerinin in
vitro daha da 6nemlisi in vivo bazda calisilmasina ihtiyag
vardir.
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