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Ozet

Adli bilimler, cinsel saldin olgularinda ¢ok buylk bir rol Ustlenmektedir. Cinsel saldiri
iddiasini  kesin ispatlayacak, saniga ait semen velveya spermatozoa, magdurun vicut
bosluklarindan, giysilerinden ya da olay yerinden elde edilebilir. Vicut bogluklarindaki semen
veya spermatozoa, drenajla veya kisinin yikamasiyla dillie olarak ya eser miktarda kalacaktir ya
da yok olacaktir.

Bu calismada bu &l¢it g6z oninde bulundurularak, rastgele secilmis 20 génulli
katihmcidan (yas araligi 20-57) cinsel perhizli ve perhizsiz érnekler alinmis ve farkl oranlarda
dilie edilmiglerdir. Calismanin ilk asamasinda spermatozoonlar, morfolojik olarak Corin-Stockis,
Field Rapid Blue-Red ve Eosin-Nigrosin boyalari ile gosterilmistir. ikinci agsamada ise adli
bilimler agisindan semenin ispatinda 6nemli bir belirte¢ olan PSA, Seratec PSA Semiquant test
kullanilarak gosterilmistir.

Calismanin sonucunda, cinsel perhizli 6rneklerde daha fazla spermatozoa oldugu ve
boyalarin var olan spermatozoay! gdsterdidi, ancak en iyi boyamanin Field Rapid Blue-Red
boyasi ile gerceklestigi gézlemlenmistir. Cok yiksek dilisyonlarda spermatozoayl morfolojik
olarak gostermek mimkin olmaz iken PSA konsantrasyon &lgimi semenin varhidini
ispatlamada basarili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Spermatozoa, semen, PSA, morfoloji boyasi

COMPARISON OF DIFFERENT SEMEN DETERMINATION METHODS

Summary

Forensic science is a major role in solving sexual assault cases. The semen or
spermatozoa that originated from the assailant, which will completely prove the sexual assault
claim. The semen and/or spermatozoa can be collected from victim’s body cavities, clothes and
crime scene. The semen or spermatozoa in the body cavities can be diluted or destroyed by
draining or showering by the victim.

Keeping this criterion in mind we configured the study accordingly. We first collected fresh
semen samples from 20 randomly selected volunteer participants (age range 20-57). We
obtained the semen samples in two states. The first semen sample was collected a minimum of
72 hours after ejaculation, the second sample was collected maximum 24 hours after
ejaculation. We diluted the fresh semen samples with different ratios; we evaluated the samples
with two different methods. In the first method of study we made the spermatozoids visible by
staining them with Corin-Stockis, Field Rapid Blue-Red and Eosin-Nigrosin stains. In the second
method we evaluated PSA concentration, which is a remarkable marker for forensic science in
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demonstrating semen, with Seratec PSA Semiquant test.

In conclusion, we found out that, spermatozoa concentration in sexual absistance is high
and all morphology stains make spermatozoa visible, but the most effective stain was Field
Rapid Blue-Red stain. In high dilutions, spermatozoa can not be seen nor observed as
morphologically however, evaluation of PSA concentration has great success to prove semen
presence.

Keywords: Spermatozoa, semen, PSA, morphology stain

Giris ve Amag

Cinsel saldiri olaylarinda magdurdan ve olay yerinden alinan érneklerde saldirgana ait
spermin bulunmasi, olayi aydinlatmada kullanilabilecek en dnemli tibbi delillerden bir tanesidir.
Genellikle elbiseler, i¢ gamasirlari, saglar, vlicut ylzeyi, vagina, anls, agiz ve olay yerindeki
zemin, yatak, koltuk gibi egyalar, carsaflar, yastiklar ve kiliflari, kullaniimis havlu, pecete, kagit
mendil gibi esyalardan alinan drneklerde semen aranmaktadir (1,2). Semenin bulunusu, hem
iddia edilen saldiri olayinin ispatlanmasi hem de saldirganin kimliginin belilenmesi agisindan
onem tasimaktadir.

Tark Ceza Kanunu'nda 2005 yilinda yapilan degigiklikle, hem cinsel saldirilarin
tanimlamasi degistiriimis hem de bu tir suglarin cezalarinda 6nemli derecede artislar
getirilmistir. Cezada artig getiren nitelikli haller arasinda ise “cinsel amagh olarak vicut
bosluklarina organ veya cisim sokulmasi” sayiimistir (3). Dolayisiyla, vagina, anls ve agiz gibi
vicut bosgluklarinda semenin bulunmasi oldukga blyik 6nem tasimaktadir (1,2,4).

Bu galismanin amaci, yaslarina gore ayrilmis olan denek gruplarinda semen tayini igin
kullaniimakta olan Corin-Stockis boyasi (5), Eosin-Nigrosin boyasi (6), Diff-Quick kiti (7), P30 kiti
(8-11), Asit fosfataz kiti (12) testlerinden hangisinin en iyi sonu¢ verdigini saptamaktir. Alinan
orneklerde semen tayini iki temel yolla yapilmaktadir. Bunlardan birincisi, kimyasal
reaksiyonlara dayanarak diger vicut sivilarina gore derisimi daha yiksek olan kimyasal bilesik
ya da enzim aranarak semen varliginin gosterilmesi (13); ikincisi ise, direkt olarak bakilan veya
tercihen boyanan 6rneklerde spermin varliginin gdsterilmesidir (5-7).

Gereg ve Yontem

Bu galisma, iki ayri bolimde yapildi.

1) Taze semen o&rnekleri, farkli dilisyonlarda farkli morfolojik boyama yontemleri ile
boyandi.

2) Taze semen drneklerinde, Prostat Spesifik Antijen ELISA kiti ile PSA tayin edildi.

Calismaya, 20-24, 24-29, 30-34, 35 ve yukarisi yas araliklarindaki beser kisilik gonalla
denekler katildi. Calisma, mastlirbasyon yapip semen Ornegini vermeyi kabul eden gondlll
katihmcilar ile kargilikli gérisme sonrasi, aydinlatiimis onam formu imzalatilarak yapildi.

Ornekler, 50ml’lik steril idrar kaplarina birisi 72 saatlik cinsel perhiz sonrasinda; ikincisi son
cinsel aktiviteden en fazla 24 saat gectikten sonra mastiirbasyon ile temin edildi. Ornekler, oda
Isisinda bekletildi ve en gec iki glin icerisinde incelendi.

1. Orneklerin Hazirlanmasi

Semenin farkl dilisyonlari, donérlerden 50ml’lik idrar kaplarinda alinan semen &6rnekleri
1/100; 1/1000; 1/10,000; 1/30,000; 1/50,000; 1/100,000 oranlarinda distile su ile seyreltilerek
hazirlandi.
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Hazirlanan érneklerden, 25 ul lam Uzerinde belli bir bélgeye damlatildi. Lam isitici tablada
50-56°C’de igerigindeki su dehidrate olup Ornek leke haline gelinceye kadar beklendi.
Tablalardan alinan lamlar cam kalemi ile isaretlendi.

Spermatozoonlari lamlara tespit etmek igin, sag spreyi (Ethyl Alcohol, Propane, Butane,
Vinyl Caprolactam, PVP, Dimethylaminoethyl Methacrylate Copolymer, Lauryl Pyrolidone,
VP/VA Copolymer, Parfum, Benzyl Salicylate, Citronellol, Butylphenyl Methylpropional, Linalool,
Hydroxymethylpentyl Cyclohexene Carboxaldehyde, Panthenol) uygulandi.

Her bir dilisyon, Ug¢ farkli morfolojik boyama yéntemi ile (Corin-Stockis, Field Rapid Blue-
Red, Eosin-Nigrosin) boyandi.

Seratec® PSA Semiquant kiti icin diliisyonlar Fosfat Tamponu (pH:7,0) ile hazirland.
Hazirlanan stok ¢ozeltilerden mikropipet ile 200ul drnek alinip testin 6érnek kuyusuna aktarildi.
Yaklasik olarak 5-10 dakika inkiibe edildi. Beliren ¢izginin renk siddetine gére degerlendirmeler
yapildi. Testin guvenirliligi icin kontrol ¢izgisi (C) gézlemlendikten sonra, test ¢izgisi (T) ile testin
sonucu degerlendirildi. Seratec® PSA Semiquant membran test ile pozitif sonug¢ alinan érnekler,
C ve T cizgileri arasinda kalan 4ng/ml’'ye ayarl internal standart gizgisinin renk siddetine gore
degerlendirmesi yapildi. Test gizgisi 4ng/ml'ye gbre daha siddetli olan sonuglar T>q; es siddetli
olan sonuglar T=Q; az siddetli olan sonuglar t<Q olarak degerlendirildi.

2. Yontemler

A. Morfolojik Boyama Yoéntemleri

Corin-Stockis Boyama Yéntemi

Lama tespit edilmis 25 yl semen 6rneginin Uzeri Corin-Stockis ¢ozeltisi ile orttldu, 15-20
dakika sonra distile su ile nazikge yikandi ve boyanin incelmesi saglandi. Lam, kurumaya
birakildi.

Field Rapid Blue- Red Boyama Yéntemi

Lama sag spreyi ile tespit edilmis 25 yl semen Orneginin Uzeri, Buffered Xanthene (Gl
Biyoloji Laboratuari, istanbul) Stain Soliisyon ile értiildii, 10 saniye sonra uzaklastirildi. Hemen
ardindan lam bu sefer Buffered Thiazine Stain Solution (Gl Biyoloji Laboratuari, istanbul) ile
ortulip 10 saniye sonra ditile su ile nazikge yikanarak kurumaya birakildi.

Eosin — Nigrosin Boyama Yéntemi:

Morfolojik soklari engellemek igin lamlar isitici tablada 37°C’de isitildi. Lam isindiktan
sonra mikropipet ile 1yl Eosin-Nigrosin boyasi kondu. 2ul semen 6rnegdi, boyanin yanina
yerlestirilip pipet ucu ile nazikge karistirildi. Lam ileri geri sallanarak veya isitici tabla Gzerinde
kurutuldu.

B. PSA ELISA Yontemi:

Prostat Spesifik Antijen tayini icin semiquantitative kitler kullanilmigtir.

Calismanin amaci, son noktalarin belirlenmesi oldugundan; dilisyonlar daha yiksek
oranlardan baslandi. Yine firma tarafindan dilisyonlarda distile su yerine Fosfat Tamponu (pH:
7,0) 6nerilmis ve kullanildi.

Yaptigimiz 6n calismalarda PSA kitinin 1/500 oraninda ¢ok kuvvetli belirmesinden dolayi
1/1.000.000 oranindan baslanmis ve meydana gelen sonug gizgisinin siddetine gore diltisyon ya
daha ileri oranlara yUkseltilerek ya da disurllerek son noktalar tayin edilmeye calisildi.

C. Mikroskobik inceleme

Preperatlarin tamami, Olympus marka 1sik mikroskobu ile 400X bulyitmede incelendi.
1/100, 1/1000, 1/10000 oranindaki dilie preparatlarda spermatozoa yogunlugu nedeni ile daire
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seklindeki lekenin yalnizca rastgele secilen 10 farkli gérinti alanindaki spermatozoonlar
sayllarak ortalamalari alindi. 1/30000, 1/50000, 1/1000000 oranindaki dilie preparatlarda
sperm seyrekligi nedeni ile daire seklindeki lekenin tamamindaki spermatozoonlar sayildi.
Sayim asamasinda, butlinligini koruyan spermatozoonlar yaninda anormal morfolojiye sahip
spermatozoonlar, kuyrugundan veya basindan ayriimig, spermatozoon kuyrugu oldugundan
emin olunan spermatozoon basi ve kuyruklari dederlendirmeye alindi.

D. Gorintilerin Alinmasi

Preparat gorintileri, Adli Tip Kurumu Biyoloji ihtisas Dairesi’nde Microdissection Laser
System ile Zeiss marka mikroskop araciligi ile (P.A.L.M. Microlaser Technologies, Almanya)
alindu.

PSA Semiquant Test sonuglari, Sony Super Steady Shot DSC-T10 7,2 Megapixels fotograf
makinesi ile goérintilendi.

E. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin analizi SPSS 11,5 (Statistical Package for Social Sciences)
paket programindan Mann Whitney U testinden yararlanilarak degerlendirildi.

F. izinler

Calismaya igin, istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakdltesi, Etik Kurul Bagkanhigrnin
26.01.2007 tarih ve 2007/95 sayili iznini takiben T. C. Adalet Bakalnhgi, Adli Tip Kurumu
Baskanhgrnin 16.01.2007 tarih ve B.03.1.ATK.0.01.00.08 sayili bilimsel kurul izni ile kurum
laboratuarlarinda gergeklestirildi. Gonallt katiimcilardan aydinlatiimis onam formu alindi.

Bulgular

1. Demografik Ozellikler

Katilimcilarin yas araligi 20-57, yas ortalamasi 31,35 (SS: 9.33) olarak saptanmistir. Yas
gruplarina dagilim 20-24, 25-29, 30-34, 35-ve Ustl olarak ayarlanmistir. Her grupta beser kisi
olmak Uzere toplam 20 katiimci ile ¢aligildi.

2. Farkli Boyama Yéntemlerine Gére Sperm Ortalamalari

Cinsel Perhizli ve Cinsel Perhizsiz Orneklerin Ortalamasi

Calismada Corin-Stockis, Field Rapid Blue Red, Eosin Nigrosin boyalari kullanilarak cinsel
perhizli 6rneklerin ve cinsel perhizsiz &érneklerin farkli dilisyonlari degerlendirilmigtir. Bu
degerlendirmeye gore, Corin-Stockis ile boyanan 1/100 oranindaki dilie 6érneklerden 1 katilimci
ve 1/10,0000 oranindaki dilie érneklerden 1 katilimci aglitinasyon nedeni ile degerlendirmeye
alinamadi. Eosin-Nigrosin boyasi kullanilarak hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz érnekler
daha kuguk hacimlerde calisildigindan sperm sayisi ortalamalari daha disuk bulundu (Grafik 1-
6).
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Grafik 1. Cinsel perhizli alinan, farkli dilisyonlarda

hazirlanan ve Corin-Stockis ile boyanan &rneklerin

degerlendiriimesi
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Grafik 3. Cinsel perhizli alinan, farkh dilisyonlarda
hazirlanan ve Field Rapid Blue-Red boyasi ile
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Grafik 5. Cinsel perhizli alinan, farkh dilisyonlarda

hazirlanan ve Eosin-Nigrosin Boyasi ile boyanan

orneklerin degerlendirilmesi
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Grafik 2. Cinsel perhizsiz alinan, farkl dilisyonlarda

hazirlanan ve Corin-Stockis ile boyanan &rneklerin

degerlendiriimesi
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Grafik 4. Cinsel perhizsiz alinan, farkli dilisyonlarda

hazirlanan ve Field Rapid Blue-Red ile boyanan

orneklerin degerlendirilmesi
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Grafik 6. Cinsel perhizsiz alinan, farkli dilisyonlarda

hazirlanan ve Eosin-Nigrosin boyasi ile boyanan

orneklerin degerlendirilmesi
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3. Cinsel Perhizli ve Cinsel Perhizsiz Orneklerinin Farkli Diliisyonlarla iligkisi

Corin-Stockis boyasi ile boyanan perhizli érneklerin yas ile iligkisi degerlendirildiginde,
1/100 oraninda dilue edilmis perhizli 6rnekler arasinda ve ayni boyanin perhizsiz érneklerindeki
boyamasinda 1/50000 ve 1/100000 oranlarinda diliie perhizsiz érnekler arasinda istatistiki
olarak anlamli bir farklihk saptanmigtir (p<0.05). Diger konsantrasyonlarda ise istatistiki olarak
anlaml bir farkllik saptanmamistir (p>0.05).

Corin-Stockis boyamasi ile hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz 6rneklerin farkl
dilisyonlari arasindaki iligki degerlendiriimis ve aralarinda istatistiki olarak anlamli bir farkhlik
saptanmamistir (p>0.05).

Corin-Stockis boyamasi ile hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz 1/100 oranindaki dilisyon
ornekleri arasindaki iligski degerlendirildiginde, istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmigtir
(p<0.05). Diger konsantrasyonlarda ise istatistiki olarak anlaml bir farklilik saptanmamistir
(p>0.05).

Field Rapid Blue-Red boyasi ile boyanan perhizli 6rneklerin yas ile olan iligkisi
degerlendirildiginde, istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05).

Field Rapid Blue-Red boyasi ile boyanan perhizsiz 6rneklerin yas ile olan iligkisi
degerlendirildiginde, 1/1000 oraninda diliie perhizsiz érnekler arasinda istatistiki olarak anlamli
bir farklihk saptanmistir (p<0.05). Diger konsantrasyonlarda ise istatistiki olarak anlamli bir
farklillk saptanmamistir (p>0.05).

Field Rapid Blue-Red boyamasi ile hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz drneklerin farkl
dilisyonlari arasindaki iligki degerlendiriimis ve aralarinda istatistiki olarak anlamli bir farkhlik
saptanmamistir (p>0.05).

Eosin-Nigrosin boyasi ile boyanan perhizli ve perhizsiz 6rneklerin yas ile olan iligkisi
degerlendirildiginde, istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05).

Eosin-Nigrosin boyamasi ile hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz 6rneklerin farkli
dilisyonlari arasindaki iligki degerlendiriimis ve aralarinda istatistiki olarak anlamli bir farkhlik
saptanmamistir (p>0.05).

Eosin-Nigrosin boyasi ile hazirlanan cinsel perhizli ve perhizsiz drneklerin arasindaki iligki
degerlendirildiginde, 1/50000 diltisyon 6rnekleri ile arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
saptanmistir (p<0.01). Diger konsantrasyonlarda ise istatistiki olarak anlamli bir farkhlik
saptanmamistir (p>0.05).

4. Cinsel Perhizli ve Perhizsiz Orneklerin Farkh Diliisyonlarda PSA Semiquant Test ile
Degerlendirilmesi

Cinsel perhizli ve perhizsiz alinan sivi semen orneklerinden hazirlanan farkli dilisyonlardaki
stok gozeltilerde PSA konsantrasyonlari degerlendirilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Sivi semen dilisyonlarinda PSA konsantrasyon dederlendirmesi

GONULLO Perhizli PSA Diliisyon Perhizsiz PSA
1 T=Q 1/600 000 T=Q
T>q 1/1000 000 t<Q
2 T>q 1/600 000 T=Q
T=Q 1/1200 000 T=Q
3 T>q 1/500 T>q
t<Q 1/100 000 t>Q
4 T=Q 1/600 000 T=Q
t<Q 1/1200 000 t<Q
5 T=Q 1/1200 000 T>q
t<Q 1/1600 000 t<Q
6 t<Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/100 000 T=Q
7 t<Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1200 000 t<Q
8 t<Q 1/800 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
9 T=Q 1/ 600 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
10 T=Q 1/600 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
1 t<Q 1/600 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
12 t<Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
13 T=Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1000 000 T=Q
14 t<Q 1/600 000 t<Q
T=Q 1/1000 000 t<Q
15 t<Q 1/600 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
16 T=Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
17 T=Q 1/600 000 T>q
t<Q 1/1000 000 T=Q
18 t<Q 1/600 000 T=Q
t<Q 1/1000 000 T=Q
19 t<Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1000 000 t<Q
20 T=Q 1/600 000 t<Q
t<Q 1/1000 000 t<Q

*Seratec® PSA Semiquant membran testi ile pozitif sonug alinan érnekler, 4ng/ml’'ye goére renk siddeti degerlendirmesi yapiimistir. Test
cizgisi 4ng/ml’ye gore daha siddetli olan sonuglar T>q; es siddetli olanlar T=Q; az siddetli olan sonuglar t<Q olarak degerlendirilmistir.

5. Diliie Semenin Seratec PSA Semiquant Test ile PSA Konsantrasyon Degerlendirmesi

Sekil 1. T>q olarak degerlendirilmis cinsel perhizli Sekil 3. t<Q olarak degerlendirilmis cinsel perhizsiz
ornekte 1/120000 oranindaki dilisyonda PSA ornekte 1/1000000 oranindaki dilisyonda PSA
konsantrasyonu konsantrasyonu
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Sekil 2. T=Q olarak degerlendiriimis cinsel
perhizsiz 6rnekte 1/600000 oranindaki diliisyonda

PSA konsantrasyonu

Sekil 4. Ayni kisiye ait cinsel perhizli ve cinsel
perhizsiz  6rneklerde hazirlanan 1/600000 ve
1/1000000 oranlarindaki  dilisyonlarda PSA
konsantrasyon karsilastiriimasi

6. Spermatozoonlarin Lazer Mikroskop ile Gosterilmesi
Spermatozoa goéruntileri, Microdissection Laser System ile Zeiss marka mikroskop

kullanilarak 400X buyttmede alindi.
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Sekil 5. Field Rapid Blue-Red boyasi
ile boyanan 1/100 oraninda dillie 6rnek goérintis.

Sekil 7. Corin-Stockis boyasi ile boyanan 1/1000 oraninda

diliie 6rnek goruntis.

Sekil 6. Corin-Stockis boyasi ile boyanan 1/100 oraninda
diliie 6rnek gorintis.

Sekil 8. Eosin-Nigrosin boyasi ile boyanan direkt 6rnekte
boyali ve boyasiz spermatozoa gorintisi.

Sekil 9. Field Rapid Blue-Red boyasi ile boyanan 1/100
oraninda dille ornekte sinirda spermatozoa goriintisi.

Sekil 10. Eosin-Nigrosin boyasi ile boyanan 1/1000

oraninda diliie 6rnekte spermatozoa bas morfoloji defekti

gorintusi.
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Tartisma

Bir cinsel saldin olayinda semenin varliginin gosterilmesi iki temel yol ile olabilmektedir.
Bunlardan birincisi, semenin icindeki spermatozoanin morfolojik olarak géruntilenmesi, ikincisi
ise, semenin icerisinde bulunan biyokimyasal belirteclerin incelenen materyalde belli bir oranda
bulundugunun gdsterilmesidir. Bu iki temel yontemin birbirine gére UstunlUkleri vardir.

Spermatozoanin morfolojik olarak goésterilmesi semenin varlidina daha kesin delil teskil
etmekte ve DNA analizi ile spermin kimliklendiriimesine olanak saglamakta iken, semenin dilte
oldugu durumlarda veya semenin igerisinde spermatozoanin az oldugu veya bulunmadigi
hallerde yanlis negatif sonuglar elde edilmesine yol acabilmektedir. Oysa biyokimyasal
belirtegler daha hassas oluglari ve pozitif sonu¢ elde etmek icin spermatozoaya ihtiyac
gbstermemeleri sebebi ile daha buylk avantaj saglarken daha az kesinlik dezavantaj
olusturmaktadir.

Yapilan g¢alismada spermatozoanin morfolojik olarak goérintilenmesinde kullanilan Gg farkl
boyama yontemi kullaniimistir. Bu ydntemler ile belirli oranlarda dille edilen semen
orneklerindeki spermatozoonlar goérintilenmeye c¢alisiimistir. Buradaki ilk ilging nokta
hazirlanan preparatlarda dille 6rneklerden elde edilen lam Uzerindeki lekelerin tespitinde
yasanmistir.

On cgalismada hi¢ sulandirmadan lamlarin (zerine konan ve boyama yapilmadan direkt
olarak 1sik mikroskobunda incelenen preparatlarda lekenin bulundugu her mikroskop alaninda
ylzlerce spermatozoa gorilebilirken preparatlar her G¢ boya ile de boyandiginda lamin Uizerinde
kalan spermatozoa sayisinin 6nemli oranda azaldigi dikkati ¢cekmistir. Bu agidan yapilan
arastirmada spermatozoa mevcut leke alaninin disina kactiklari ve bir kisminin lamin
kenarlarina takili olarak kaldigi saptanmistir. Bu durum, incelemenin amacina gore sorun
yaratabilir veya yaratmayabilir. Ancak 6zellikle semenin az spermatozoa icerdigi veya asiri dille
oldugu durumlarda bdyle bir kaybin adli olgularda yanlis degerlendirmelere yol agacagi agiktir.

incelenen numune ile kontrol numunesi arasinda saptanan azalmanin, yeterli fiksasyonun
saglanamamasindan kaynaklandigi disinudlerek boyamanin 6zelligine gore kullanilan fiksatif
oranlari, fiksasyon stresi, yilkama slresi gibi hataya yol agabilecek buttin etkenler degistirildigi
halde bu sakinca ortadan kaldirilamamistir. Fiksatiflerin yUzdelerinin degistirilmesi, uzun sure
fiksasyon, fiksatifin lekenin Gzerine damlatiimasi veya lamin butinuyle fiksatifin igine
daldiriimasi, ylkamanin az veya c¢ok, kisa veya uzun sire yapiimasi 6nemli bir farkhlik
yaratmamistir. Bunun Gzerine fiksasyon icin kliniklerde pratik olarak kullanilan sag¢ spreyi lamin
Uzerindeki lekenin Uzerine uygulanmis ve boyamadan sonra spermatozoa sayisinda azalma
olmadidi gézlenmistir. Bu sonugla bu tir boyamalarda fiksasyon icin sa¢ spreyi kullaniimasinin
¢ok daha faydali sonuglar verecedi kanaatine varilmistir.

Sag spreyi ile tespit dilliie edilmis 6rneklere ait preparatlarda daha iyi sonuglar vermektedir.
Semenin fazla oldugu ve kurudugunda leke olusturdugu durumlarda fiksasyonun yine tam
olarak saglanamadigi dikkati ¢cekmistir. Ancak bu durumun adif bilimler uygulamalari agisindan
herhangi bir sorun yaratmayacagini distniyoruz.

Kullanilan G¢ boyama yéntemi arasinda hazirlama ve spermatozoa gortlebilmesi agisindan
onemli bir farklilik saptanamamistir. Sadece Field Rapid Blue-Red boyama yontemi, preparatin
hazirlanig suresinin daha kisa olugu agisindan bir avantaj saglamaktadir. Kullanilan her G¢
boyama yoéntemi ile de 1/100, 1/1000 ve 1/10000 oranindaki dilisyonlarda basarili sonuglar
elde edilmigtir.
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Bu dilusyonlarda semenin icerisindeki spermatozoa azliginin yani kisiden kaynaklanan bir
oligospermi veya azospermi durumunun olmamasi halinde basarili sonuglar alinabilecegi ve var
olan spermatozoonlarin morfolojik olarak rahatlikla goésterilebilecegi sdylenebilir. Aksi durumda
preparat Uzerinde tim alanlari kapsayan daha fazla slire alan ve daha fazla dikkat sarf ediimesi
gereken bir inceleme yapilmalidir.

Her G¢ boya ile yapilan incelemelerde 1/30000, 1/50000, 1/100000 oranlarindaki
dilisyonlarda yapilan incelemelerde her mikroskop gorinti alaninda spermatozoaya
rastlanmamis olup, bu dilisyonlarda yukarida bahsedildigi gibi negatif sonuglara varmadan
once tuim preparatin dikkatlice ve zaman harcayarak incelenmesi gerekecektir.

Her (¢ boyama yénteminden elde edilen sonuglara gére semenin ortalama olarak 1/100000
oraninin Uzerinde dilie olmasi durumunda mevcut olmasi muhtemel az sayidaki
spermatozoanin morfolojik olarak goésterilebilme sansi son derece azalmaktadir. Bdyle bir
durumda mevcut érnedin nereden alindigina ve durumuna bagli olarak bu érnekten elde edilen
sivinin santrifije edilmesi ve hazirlanacak preperatlarin santriflij sedimentindeki materyal ile
hazirlanmasi ve boyanmasi sarttir (14).

Adli bilimler pratiginde bir cinsel saldir iddiasinda 6zellikle aradan slre gegen durumlarda
vaginadan, anusten, ciltten ve 6zellikle agizdan alinacak swaplarda spermatozoa aranacak ise
mevcut semenin ileri derecede azalacagi ve/veya dilie olacagi, bu dilisyonun da kolaylikla
1/100000’i asacadi dikkate alinarak bu tur 6rneklerden hazirlanacak preparatlarda sivinin
santriflije edilmesine 6zen gosterilmesi gerekecektir.

Uygulamada cinsel saldirganin cinsel saldiriy1 gergeklestirdigi esnadan ne kadar énce bir
cinsel aktivite yasadigi ve ejakllasyonun gerceklestigi bilinemeyecedi icin yapilan ¢alismada
gonullt deneklerden cinsel perhizli ve perhizsiz olarak érnek toplanmigtir.

Mikroskobik incelemeler sonrasinda kisinin cinsel perhizli olmasi morfolojik olarak
spermatozoonlarin gérilmesinde avantaj saglamaktadir. Cinsel perhizli olarak alinan érneklerde
gerek segilen gorintl alanlarinda gerekse tim alanlarda perhizsize gbére daha fazla sayida
spermatozoa gortlmustir. Nitekim istatistiksel olarak da aralarinda anlaml bir farklihk oldugu
saptanmistir. Bu bulgu konu ile ilgili literatlr bilgisi ile uyum gostermektedir (15-17).

Calismada kullanilan ¢ boyama ydnteminin, arastiriciya sagladigi mikroskobik inceleme
kolayligi acisindan degerlendiriimesinde farkliliklar ortaya gikmistir.

Corin-Stockis boyama ydntemi ile hazirlanan preparatlarda spermatozoanin bas, boyun ve
kuyruk kisimlari ile arka plan yaklagik ayni tonda pembeye boyandidi i¢in spermatozoanin
gorilebilmesi nispeten glglesmektedir. Boyanin inkiibasyonu sirasinda boyanin olusturdugu
artefaktlar da degerlendirmede sorun yaratmaktadir. Kuyrugun kopmus ve sadece bag kisminin
bulundugu durumlarda ayirim yapmak daha da gl¢lesmektedir.

Field Rapid Blue-Red boyasinda akrozom pembemsi kirmizi, sperm boynu Kkirli gri
pembemsi kirmizi, sperm c¢ekirdedi kirli mavimsi siyah, sperm cekirdek c¢evresi pembemsi
kirmizi boyanmakta olup, bu farklilik avantaj saglamaktadir. Ozellikle kuyrugun kopmus oldugu
durumlarda mikroskobun mikro vidasi ile oynanarak elde edilen refle ayrimda kolaylik
saglamaktadir.

Eosin-Nigrosin boyasi kullanilarak hazirlanan preparatlarda Eosin’in canlilik testi
olmasindan dolayi, boyanin nifuz edemedidi canli spermatozoaya rastlanmigtir. Bu sonuca
gbre magdurdan elde edilecek olan agiz, vagina veya anus 6rnekleri incelendiginde canli
spermatozoonlar, zaman tayini agisindan blylk fayda saglayacaktir. Ayrica Nigrosin’in arka
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plani koyu boyamasindan o6tiri kontrast saglanmakta ve spermatozoanin segilimi
kolaylagsmaktadir.

Bu calismada boyayarak spermatozoanin morfolojik olarak goérintilenmesi disinda
semiquantitative ELISA kit kullanilarak farkl dilisyonlarda PSA konsantrasyonu test edilmisgtir.
Tablo 1'de goéruldigu gibi semendeki PSA konsantrasyonlari bireyler arasinda farklilik
gOstermektedir. Ancak ortalama olarak 1/600000 oranindaki dilisyona kadar net pozitif sonug
alindigi sdylenebilir. Bu oranin 1/1200000’e kadar yukselebildigi goértlmektedir. Bu oranlar
oldukga yuksektir. 1/100000'den sonra morfolojik goértntlilemenin gi¢ olacadl dikkate
alindiginda bu kadar yuksek bir dilisyonda pozitif sonu¢ alinmasinin uygulamada ¢ok blylk
avantajlar yaratacagi aciktir.  Burada sadece dilisyon agisindan degil, saldirganin
oligospermik veya daha énemlisi azospermik oldugu durumlarda bu tir bir yéntemin 6n tani
acisindan blylUk 6nem tasiyacagi suphesizdir.

Burada dikkatli olunmasi gereken bir nokta vardir. Daha énceden prostata spesifik oldugu
distnllen ve bu nedenle Prostat-Spesifik Antijen adi verilen antijenin sadece prostata spesifik
olmadidi ve kadin erkek fark etmeden vicut sivilarinda bulundugu anlasiimistir (14,18-20). Bu
nedenle dnemli olan testin hassasiyet sinirinin ¢cok dusik olmasi degil, diger vicut sivilarindaki
antijen ile semendeki antijeni ayirabilecek noktada bulunmasidir.

Nitekim uretici firmalar bunu g6z éninde bulundurarak testin hassasiyet sinirini ¢ok
asagilara ¢gekmemektedir (20-22). Kullandigimiz kiti Ureten firma, Seratec Firmasi bu sinir
~0.5ng/ml olarak belirlemistir (20).

Tablo 1 incelendiginde gortlecegdi gibi bazi degerler t<Q’dur. Bu, incelenen sividaki PSA
konsantrasyonunun ¢ok dusik oldugunu gostermektedir. Bdyle bir deger karsisinda
uygulamada semenin varligina kesin olarak hilkkmetmek hatali bir davranis olacaktir. Ancak bu
konuda yapilan galismalar ve semene bagli olmayarak elde edilen degerlerin oran ve ylzdeleri
g6z 6nidne alindiginda (20) zayif pozitif dederlerin bile dnemli bir uyarici ve yol goésterici olmasi
gerektigi ortaya cikmaktadir. Konu ile ilgili literatirde semen disinda hangi vicut sivilarinda
hangi oranlarda PSA bulunacagi, kadinlarda bunun menstrual siklus ile nasil bir degisim
gOsterecedi konusunda bilgiler mevcuttur (20,23-31). Yapilan bir ¢alismaya gdre partnerinin
semeni ile insemine olan kadinin, vaginal sivisindaki PSA miktar zamanla azalir (25). Cinsel
saldiridan 14-47 saat sonrasina kadar vaginada PSA tayin edilebilecegdini belirtmistir (20,26,25).
Pozitif sonucun menstrual déngu ile de iligkili oldugu tespit edilmistir. Pozitif sonuglar genellikle
menstrual dénglden 3 gin dnce veya mesntruasyon déneminde elde edilmistir (3 giin boyunca
test yapilmistir) (20,23).

Tukdrikteki PSA konsantrasyonu deger araligi: <0.03 ng/ml 0.02-0.34 ng/ml'dir (26).
Kontraseptif kullanan kadinlarin tikirtginde daha yiksek PSA oranina (ortalama,0.099+0,016;
deger araligi, 0.04-0.34) rastlanmistir (27). Menstrual déngl esnasinda serum ve tikurik
icindeki PSA konsantrasyon degisimlerini belirlenmis, en ylksek deger 9. glinde (folikiler faz)
ve 14. glinde (déngl ortasl) sirasiyla 0.024+0.01 ve 0.029+0.013 olarak tespit eedilmistir. Bu
calismada 0.06 ng/ml’den daha buyuk bir konsantrasyon ile karsilagilmamistir (20).

Kadin uresinde ortalama olarak 0.29 ngPSA/ml deger aralidi, 0.12-1.06 ng/ml arasindadir.
(20,28). Erkek Uresinde maksimum PSA konsantrasyonu 800 ng/ml olarak tahmin edilmigtir. 12
yas ve Ustl erkek gocuklarda ure pozitif sonug vermistir (28).

Kadin serumunda ortalama PSA degeri 0.046+0.07 ng/ml (deger arahidi 0.02-0.16).
Kontraseptif kullanmanin serumdaki PSA seviyesine etkisi yoktur. En ylUksek degerler folikiler
ve dongl ortasinda elde edilmigtir (sirasiyla 0.032£0.014 ve 0.035+0.015 ng/ml) (30). Cocuk
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serumunda 144 ayliga kadar kiz ve erkek ¢ocuklari sabit konsantrasyonda PSA gostermistir
(maksimum 0,0064 ng/ml). 144 aydan buyuk kiz ¢ocuklarinda serum PSA seviyesi dusuk
kalmaya devam ederken, erkek cocuklarda serumdaki PSA artis gostermistir (0.0141-0.143
ng/ml) (29). Saglikli erkek serumunda PSA seviyeleri <4ng /ml olarak goéralmustar (20).

Gerekirse literatr bilgileri gdéz 6nline alinarak ve 6rnegin bir kadinin menstrual dénglsu
hesaba katilarak veya hangi drnekte c¢alisildigi dikkate alinarak yorumlamalar yapilmalidir.
Kanaatimizce bdyle bir durumda muhakkak surette dilie 6rnegin santrifij edilmesi ve israrli
morfolojik arastirmalarin yapiimasi gerekecektir.

Uygulamada spermatozoanin morfolojik olarak gortntilenmesi icin boyama yontemlerinin
mi yoksa semenin varliginin goésterilmesi icin biyokimyasal belirteclerin varligini gdsteren
testlerin mi 6ncelikle kullaniimasi gerektigi hususunda bir tartisma ortaya c¢ikabilir. Elbette ki
bdyle bir durumda her olgunun kendi 6zelligine gére hareket edilecektir.

incelemeyi yapan uzman olayin olusum sekli, érnek alinan yer ve aradan gegen siireyi goz
oninde tutarak ve ne tdr bulgulara ulasabilecedini tecribesini de ortaya koyarak
degerlendirecektir.

Bu galismadan elde edilen sonuglara gére ve uygulamada genel olarak hedeflenen amag
g6z onune alindiginda oncelikle boyama yontemlerinin kullanildigi ve spermatozoanin
morfolojik olarak géruntllendidi bir durumda ikinci olarak biyokimyasal belirteclerin aranmasinin
ve semenin varligina ydnelik testler uygulanmasinin bir anlami olmayacaktir.

Oncelikle boyama yéntemlerinin kullanilip negatif sonuglarin alindigi yani morfolojik olarak
spermatozoanin gorintilenemedidi her durumda ise biyokimyasal belirteclere yonelik
incelemelerin yapilmasi sarttir. CUnkl bu galismadan elde edilen sonuglara gére 1/100000’Gn
Uzerindeki bir dilisyonda dahi morfolojik gorintileme mimkin olmayacak ve hatali sonuglara
varilacaktir.

Oncelikle biyokimyasal belirteclere yonelik testlerin yapiimasi ve anlaml diizeyde pozitiflik
elde edilmesi halinde muhakkak surette morfolojik olarak spermatozoanin goésterilmesi yoluna
gidilmelidir. Zayif pozitiflik elde edilmesi halinde de ayni yol denenmeli ancak aragtirmanin
negatif kalma olasiligi akildan ¢ikarilmamalidir.

Sonug¢

Yapilan ¢alismada su sonuglara varilmistir:

1) Adli bilimler uygulamasinda siklikla karsilagilan cinsel saldiri olgularinda semen
arastirmasi yaparken morfolojik olarak boyama yéntemlerinin negatif sonuglandigi durumlarda
PSA konsantrasyon testi yapilmasi, kesinlikle gereklidir.

2)Santriflj uygulanmadan hazirlanacak preparatlarda 1/100000 oranindaki dillsyonlarin
Uzerinde morfolojik olarak spermatozoanin boyama ydntemleri ile gdsterime sansi ¢ok
disuktar.

3) PSA Semiquant test ile 1/1200000 oranindaki dilisyonlara kadar semenin varliginin
gOsterilmesi, zayif pozitif reaksiyonlarda yorum yapmak kaydi ile mimkinddr.

4) Corin-Stockis, Field Rapid Blue-Red, Eosin-Nigrosin boya yontemleri ile yapilan
incelemelerde spermatozoanin morfolojik olarak gosterilebilmesi agisindan dnemli bir farklilik
saptanmamigtir.

5) inceleme esnasinda 6zellikle kuyrugu kopmus veya pin-head spermatozoonlarin
tanisinda Field Rapid Blue-Red boyasi avantaj saglamaktadir.
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6) Hangi boyama yoéntemi kullanilirsa kullanilsin spermatozoonlari, preparat hazirlanirken
lamin Gzerine tespit etmek icin sa¢ spreyi kullanilmasi 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

7) Semen incelemelerinde spermatozoonlar morfolojik olarak gdruntilenirken saptanacak
spermatozoa sayisi semenin ait oldugu kisinin cinsel perhizli olup olmamasi ile iligkilidir.
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