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ÖZET 

Boğa spermasına karşı agglutinin 'lerin varlığı jelatin spermagglutinasyon testi 
ile saptandı. Çalışmada Karacabey Tarım Işletmesindeki donmuş sperma laboratu
varı boğaları ve işletmenin inekleri materyal olarak kullanıldı. 

Spermagglutinasyon testinde antijen olarak taze ve donmuş spermalardan ha· 
zırlanan, 50 x I 06 spermatozoon/ml konsantrasyona ayarlanmış sperma solusyon un 
eşit miktarda % 5 jelatinli tuzlu su karışımı kullanıldı (20-30 x I 06 spermatozoon/ 
ml) Spermagglutinin 'ler, boğa kan serum u, boğa seminal plazması; düve, gebe inek 
ve kısır inek/erin kan serumları ve servikal mukus'larında arandı. Test için önce, plas
tik hemaglutinasyo n kaplarmdaki çukurlara antikor içeren materyalin % 2.5 jelalin
li tuzlu suda iki katlı sulandırma/arı yapıldı. Sonra serum sulandırmalarında 50 mik· 
rolitre ayrı bir çukura alındı ve üzerine 50 mikrolitre sperma antijeni ilave edilerek 
karıştırıldı. Karışım bir kapillar pipete emdirildikten sonra cam macuna batırı/ıp 
oda derecesinde iki saat inkube edildi. Kapi/lar tüpte flakulasyon oluşması pozitif 
reaksiyon olarak değerlendirildi. 

Antisperma agglutinin 'leri boğa seminal plazmasında O-I : 4; boğa kan ıeru
munda O·I : 8; gebe ine k kan serumunda 0-1 : 2; düve kan serumunda O· I :4 ve kısır 
ineklerde I: 8-1: 32 arası titrelerde bulundu. Kontrol tüplerde reaksiyon görülmedi. 
Servikal mukus vizkositesi giderlerilemediğinden spermagglutinasyon testleri 
yapılamadı. 

Kısır ve dönen inek/erin kan serumlarında yüksek titrede spermagglutininleri· 
nin saptanması, kimi kısırlık olgularında spermagglutinin 'lerinin etkisi olabileceği 
kan-ısın ı vermektedir. 

* Doç. Dr.; Uludağ üniversitesi Veteriner Fakültesi, Bursa. 
** Prof. Dr.; Uludağ ü niversitesi Veteriner Fakültesi, Bursa. 
*** Uzm. Veteriner Hekim ; Karacabey Tarım Işletmesi, Bursa. 
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SUMMARY 
Studies on The Relationslıip Between Presence of Anti-Sperm Agglutinins and 

Some Cases of Infertility 

Presence of high titer agglutinins in some infertile cow serums against bull 
sperm were determined by spermagglutination test. Fresh and/or frozen semen was 
diluted a concentration of 50 x 10° spermatozoa/ml in physiologic saline. An equal 
volume of se men solution and 5 % ge latin solution in physiologic saline was mixed 
to prapare antigen. Blood serum and seminal plasma of bulls and blood serums 
obtained from heifers, pregnant cows and infertile cows and some cervical muk us of 
cows were used as agglutinin sources. For the test double dilution of the serum 
samples were made in physiologic saline containing 2.5% ge latin . In plastic hemagglu· 
tination wells 50 microlitre of each serum dilution was placed in a clean well and 
equal volume of sperm antigen (20-30 x 106 spermatozoa/ml) was added to each 
well and the contents mixed gently. The mixture in each well was allowed to rise 
and fill in to the capillary tu be. The tu bes are placed upright in clay and are incubated 
at room temperature. Results were recorded at 2 hours. The appaerence of white 
floccules along with clearing of the suppending medium was evaluated as pozitif 
reaction. The lowest anti-sperm agglutinins were determined in blood serum of 
pregnant cows and heifers. Agglutinins were detected in so me blood serums of bulls 
and cows. Increased titers of agglutinins (1: 32) were found in infertile cows. 
Presence of high titer of spermagglutinins in most of infertile cows might be an 
explanation of so me cases of infertility in co w s. 

GİRlŞ 

Hayvanlarda en önemli verim dölverimidir. Ekonomik de~eri olan et, süt, ya
pajtı gibi verimlerin süreklili~i ancak dölveriminin üstünlüıtü ve devamiılıitı ile ger
çekleşebilir. Dölverimi düşüklüıtü (in fertilite) hayvancılık işletmelerinde verimi do
layısıyla geliri azaltıcı önemli sorunlardan biridir. 

İneklerde infertilite nedenleri çok çeşitlidir. Bunlar arasında herediter, işlev
sel (anöstrus, suböstrus, kalıcı corpus luteum, lu te al ve fo Ilikiller kistler v .b.), enfek
siyöz hastalıklar, bakım ve beslenme bozuklukları gibi nedenler sayılabilir1 

•
2

. Günü
müzde yukarıda sayılan bu nedenlerin bulunamadığı durumlarda bile yapılan çok 
sayıda tohumlamaya rajtmen kimi ineklerde gebe kalarnama (repeat breeder) olgula
nnın görülmesi dikkat çekicidir3

• 

Son yıllarda yukarıda belirtilen nedenlere bağlı olmayan infertilite olguları 
immun tepkiler yönünden incelenmekte5 

• 6 • 
7 ve geliştirilen tekniklerle baltaların 

kan serumu ve seminal plazmalannda otoantikorların varlııtı8 , ineklerio kan serumu 
ve servikal mukus'unda spemıatozoon'ları aglutine edici faktörlerin saptandığı bil
dirilmektedir9 • 1 0 • 

1 1 • 1 2 
• 

Spermatozoon 'ların antijenik özellikleri ve spesifik antikorların oluşmasına 
neden oldukları bilinmektedir1 3 

• 
14 •1 5 

. Reprodüktif sistem hücrelerinin antijenik 
uyarımlan ile oluşan otoantikor ve isoantikarlar ile insan ve hayvanlarda görülen 
in fertilite olgulan arasındaki ilişki üzerinde durolmaktadır .1 6 

• 1 7 
• 1 8 • İnsan ve hay

vanlarda infertiliteye yol açabilecek oto-immunizasyon ve iso-immunizasyon oluş
masında sperma seminal plazması ve dilter yapılar antijenik uyanma neden ola
bilmektedir1 5 

• 1 8 • 1 9 • 2 0 • 
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. Sperma çeşitli komponentlerden oluşan komplex bir antijenik yapıya sahip
tir20 . Spermatozoon'lar ve seminal plazmada bulunan antijenik maddeler bireylerde 
immun sistemin gelişmesinden ve toleransın oluşmasından sonraki dönemde şekil

lendiklerinden bu maddeler vücut için yabancı madde özelli~i taşımak
tadırı 3 o ı 5·. 2 o • 2 ı . 

Spermatozoonlar oluştuklan andan ejekülasyoıta kadar normal koşullarda kan 
dolaşımından uzak tutulurlar. Kan ve testisler arasındaki do~al yapısal engeller sper
ma antijenlerinin immun sistemi uyarınasma olanak vermez. Ancak bu do~al engel
lerle oluşan ciddi zedelenmeler sonucu spemıa antijenlerinin immun sistemi uyar
ması ve otoimmunizasyon gerçekleşmektedir1 9 

•
2 1 • 

Sperma antikarlarının saptanmasında uygulanan serotojik testierin temelini 
aglutinasyon yöntemi oluşturmaktadır.- Franklin ve Dukes uyguladıklan tüp agiÜtl
nasyon ·testinde serum sulandırmalanna spemı_ ilave ederek 37°C'de 1-2 saat inku
basyon sonunda tüp dibinde aldıklan bir damla karışımı lam üzerinde incelemişler 
ve aglutinasyon saptamışlardır2 2 • Jelatin aglutinasyon testini geliştiren Kibrick ve 
arkadaşları, spermatozoonlan % 5 jelatin içeren bufferli tuzlu suda antijen olarak 
hazırlamışlar ve eşit miktarda serum sulandırmatan ile spemıa antijenini kapillar 
tüplerde birleştirerek spermatozoonların flokulasyonunu makroskopik olarak göz
leme olana~ını bulmuşlardır2 3 . Daha sonralan geliştirilen Tray ;aglutinasyon testi24 

ve sperm immobilizasyon yöntemleri2 5 çeşitli araştırmalarda kullanılmıştır. 
Hayvanlarda infertilite olgulannın immunolojik yönden incelenmelerine de

neysel çalışmalarla başlanmıştır. Düveler üzerinde yapılan bir çalışmada araştırıcılar 
homolog antisperma serumu ile kanştırılan sperma ile sun'i tohumlama uygulanan 
düvelerin gebe kalmadıklannı ortaya koymuşlardır26 • İnek ve tavşanlar üzerinde ya
pılan bir araştırmada Menge ve arkadaşlan serum ve vaginal mukusta antisperm 
agglutinin titrelerini gelatin agglutination yöntemi ile saptamışlar ve ine~lerde to
humlamadan önce antisperma serum ile spermalann kanştınlmasının fertilizasyonu 
engelledi~ini bildlrmişlerdir ı ı . Di~er deneysel çalışmalarda sperma ve testis mater
yali ile iso·immunize edilen in ekierde infertili te oluşturuldu~ur 6 , sperma ve embri
yo materyali ile iso·immunize edilen düvelerde erken embriyonik ölümlerin meyda
na geldi~i ortaya konulmuştur1 '. Griffin ve arkadaşlan, sperma sulandınlmasında 
kullanılan yumurta sarısına karşı oluşan antikortann ineklerio vagina, uterus ve kan . 
serumlannda saptandı~ını bildirmişler ve yüksek antikor titresi görülen ineklerde 
fertilite oraninın düştü~ünü ileri sürmüşlerdir2 7 • Spemıaya karşı oto-aglutininler bo
ğa kan serumunda da saptanmıştır. Araştıncılar fertilite yönünden oto-aglutinin bu
lunan boğalarla oto-aglutinin saptanmayan boğalar arasında fark bulunmadı~ını 
bildinnişlerdir2 8 • 

Araştırmalar servikal mukusun spermaglutination aktivitesi gösterdi~ini orta
ya koymaktadır. lnfertil ineklerin servikal mukusu ile yapılan oir çalışmada santri
fıij ile mukustan aynlan materyalde sperma aglutine aktivasyonunun daha fazla ol-
du~u saptanmıştır2 9 • · 

Karacabey Tarım İşletmesi Donmuş Sperma Laboratuvarında y~tülen bu 
çalışmada Jelatin Spermaglutinasyon Tekniği uygulanarak bo~aların kan serumu ve 
seminal plazmasında oto-antikorların ve ineklerio kan serumu ile servikal mukus'un
da iso·antikorların saptanması ve iso-antikorlada kimi infertilite olguları arasındaki 
ili şkilerin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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MATERYAL VE METOT 

Çalışmada Karacabey Tanm Işletmesi Donmuş Sperrna Laboratuvan bolala
nnın taze ve dondurulmuş sperrnaları ile işletmede yetiştirilen ineklerio kan serum 
ve servikal mukuslan kullanıldı. BoAalardan sperrna ya taze olarak sun'l vajenle alın

dı ya da sperma numunesi olarak payetierde dondurulmuş sperrna kullanıldı. Servi
kal mukus ise kateterle servix'ten alındı. 

Repeat Breeder ineklerio seçiminde genellikle Tarım İşletmesinde yapılan sun 'i 
tohumlamalardan 5-6 kez dönmeleri ve rektal muayenede fertiliteye engel herhangi 
bir bozukluklan bulunmamalan dikkate alındı. Gebe ineklerio seçiminde ise rektal 
muayene ile gebelik kontrolu yapıldı ve gebe olan ineklerden yeterli sayıda araştır
maya alındı. Düveler yaşianna göre hiç" sıfat almamışlar . arasından seçildi. Otoan
tikorlar taze sperma alınan bo~alann sperrna plazması ve kan serumlannda sap
tandı. 

Oto ve isoantikor saptanmasında jelatin sperrnaglutinasyon testi kapillar tüp
lerde uygulandı2 8 • Bo~alann taze veya dondurulmuş sperrnalarından hazırlanan 
50 x 106 sperrniltozoon/ml konsantrasyon& ayarlanmış sperrna solusyonu eşit mik
tarda % 50 jelatinli tuzlu su ile kanştınlarak test antijeni hazırlandı (20-30 x 106 

spermatozoon/ml). Bo~a kan serum ve seminal plazması , ine k kan serum ve servikal 
mukusu oto ve iso-aglutlnin materyalini oluşturdu. 

Jelatin Spermaglutinasyon Testinde plastik hemaglutinasyon kaplanndaki çu
kurlarda önce test materyalinin % 2.5 jelatinli tuzlu suda iki katlı sulandırmatan ya
pıldı. Her bir sulandırmadan 50 mikrolitre test çukurlanna aktanldı. Her bir sulan
dırma üzerine 50 mikro'litre sperma antijen! ilave edildi ve kanştınldı . Kanşım bir 
kapitlar .pipete emdirildikten··sonra pipetler cam macuna dikine batınldı. Oda dere
cesinde Iki saat inkubasyondan sonra reaksiyon okundu. Kaplıtar tüplerde flakulas
yon oluşması pozitif reaksiyon olarak deAerlendirildi. 

BULGULAR 

Dokuz bo~a kan serumu ve seminal plazmalarında kendi sperrnatozoonlanna 
karşı aglutinin varhAtnın incelenmesinde üç boAa kan serum spermaglutinasyon tit-

• reteri 1: 2, 1: 8 ve 1: 8 bulundu. İncelenen seminal plazmaların beşinde oto-agluti
nin 'ler saptandı. Seminal plazma sperrn aglutinin titreleri dört boAada 1: 2, bir boAa· 
da 1:4 hesaplandı. Kontrol testlerde reaksiyon görülmedi (Tablo: I). 

Toplam 32 inek kan serumu iso-aglutinin yönünden incelendi. Beş düve, beş 
dolum yapmış henüz tohumlanmamış inek, onbir gebe ifiek ve onbir infertil inelç 
kan serum iso-aglutinin titreleri Tablo ll ve TabloIII'de özetlenmiştir. Tablolardan 
da görüleceAl gibi, beş düveden dördünde titreler 1:2-1:4 arasında bulundu. Bir dü
ve kan seromunda reaksiyon görülmedi. DoAum yapmış inek kan serumlannda ben
~eri düşük titreler görüldü. Gebe inekl~rin beşinde iso-aglutinasyon görülmedi, dör· 
dün de 1: 2, bir inekte 1: 8 titre hesaplandı. İn fertil onbir ine~in kan serum iso-aglu
tinin titreterin en düşük 1: 4 ve en yüksek 1: 32 hesaplandı. DeAişik' sperm antijen
lerle tekrarlanan testlerle de sperrn-aglutinin titreleri yüksek bulundu . 
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Tablo: 1 
Boğaların Kan Şerumu ve Seminal Plazmasında Kendi 
Spermatozoon ' larına Karşı Oto-Aglutinin 'lerin Varlığı 

SPERMAGL tJ TiNASYON TiTRELERi 

BOGA NO: KAN SERUMU SEMİNAL PLAZMA KONTROL* 

624 ı : 2 ı :2 
ı69 -** ı : 2 
769 ı :2 
435 ı :8 
880 
733 
738 ı :8 
605 ı : 2 
684 ı: 4 

* % 2.5 Jelatinli Tuzlu Su+ Sperma Antijeni 
** (-): Reaksiyon görülmedi. 

Tablo : ll 
Düve, Doğum Yapmış ve Gebe inek Kan Serumlarında Boğa Spermatozoon'larına 

Karşı lso-Aglutinin'lerin Varlığı 

iNEKLER 
NO: 

640/85 (D) 
642/85 (D) 
627/85 (D) 
672/85 (D) 
692/85 (D) 

" 43ı/84 (DY) 
592/83 (DY) 
450/84 (DY) 
ı2/86 (DY) 

23ı/82 (DY) 
9ıt80 (G) 

34ıt77 (G) 
506/83 (G) 

86/83 (G) 
459179 (G) 
289/83 (G) 
ı78/8ı (G) 
69/79 (G) 

474/79 (G) 
370179 (G) 
399/78 (G) 

BOGALAR 
NO: 

435/84 
733/8 4 
oı0/73 
oı0/73 

435/84 
435/84 
733/84 
435i84 
435/84 
733/84 
435/84 
435/84 
733/84 
ı09/85 
ı09/85 
ı09/85 

603/8ı 

435/84 
603/8ı 

58/83 
58/83 

+ Pozitif reaksiyon 
- Reaksiyon görülmedi. 
D Düve 
DY Do~um yapmış inek 
G Gebe 

ı : 2 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

iSOAGLUTİNASYON TiTRELERi 

ı :4 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

ı : 8 ı : ı6 ı : 32 

+ 

+ 

ı : 64 
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Tablo : lll 
lneklerin Kan Serumlarında Iso - Aglutinin'lerin Varlığı 

ISO- AGLUTİN İN TITR ELE RI 

INEK NO: BOGA NO: ı : 2 ı : 4 ı : 8 

636/ 74* 614/81 + + + 
734/77 * 6 14/81 + + + 
482/84** 58/83 + + + 
445/78** 58/83 + + + 
474/84 738/84 + + + 
554/84 6 05/84 + + + 
421/84 684/84 + + + 
265/84 7 38/84 ·+ + + 
204/82 684/84 + + -
530/84 010/84 + + -

278/ 77 010/84 + + + 
* 605/81 No. lu boiıa sperm antijeni ile a ynı t itre verdi. 
** Değişik 5 bo~a sperm antijeni ile benzer titre verdi . 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

ı : 16 ı : 32 

- -
- -
- -
+ + 
- -
+ + 
+ -
- - -
- -
- -
- -

ı : 64 

-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-

İneklerde başkaca bir nedeni saptansınayan inferti lite olgularında immunolo
jik reaksiyonların etkili oldu~u insan ve hayvanlarda yapılmış çalı şmalarla ortaya 
konmuştur14 ·ı 5 • 16 ·ı~ •2 1 •

2 9 • İneklerden başarılı bir döl verimi_ alınabilmesinin 
koşulu her ikisi de canlı ve feı:til olan spermatozoon 'Ia ovum'un uygun yer ve koşul
Iarda birleşmesi yani başarılı bir fertilizasyondur. · Spermanın immun sistemi uyar
ması sonucu oluşan humoral ve hücresel immun tepki, spermatozoon 'lann immabi
Iize olması, servikal kanaldan geçişinin ve ovum membranına tutunmasının engellen
mesi suretiyle oluşmakta1 9 ve fertili zasyon sonrası embriyo ölümlerine neden 
olmaktadır1 7 

• 

İmmunolojik çalışınalarda infertil kadınların ve ineklerin kan senımiarında 
sperınatozoon 'lan aglu tine edici faktörlerin varh~ı saptanmıştır2 3 • 24 • 2 6 • 2 9 . Yapı
lan çalışmalarda oto-aglutinin '!erin varlı~ı kimi bo~alarda saptanmış, kimi bo~alar
da da görülmemiştir . Araştırıcılar bo~alarda saptanan oto-aglu tinin 'lerin dölverimini 
etkilemedi~i görüşUndedir8 . İn fertil erkekler üzerinde yapılan çalışmalarda 1: 32'yi 
geçen oto-aglutinin düzeyinin fertilite yönünden önemli oldu~u belirtilmektidir1 9 • 

Araştırmamızda bo~a kan serumu ve seminal plazmasında ge nellikle oto-aglu
tinin saptanaııadı . Birkaç örnekte çok düşük düzeyde oto-aglutiııin görüldü. Kanı
mızca da bo~alardak-i oto-aglutinin 'ler fertilite yönünden büyük bir önem taşıma
maktadır . Ancak Lord ve arkadaşlanı 5 'nın insan seminal plazmasında immunosup
pressive bir komponentin saptandı~ını bi ldirmeleri , bo~aların spermalarının da bu 
yönden incelenerek de~erlendirilmes'i gerektiğini göstermektedir. 

Düvelerde ve gebe ineklerde iso-aglu tinin'lerin saptanmaması veya çok düşük 
düzeylerde bulunmalarına karşın, repeat breeder olgularında iso-aglut inin t itreleri
nin (1: 32) y üksek bulunması dikkati çekicidir . 
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Sonuç olarak ineklerde kimi infertilite olgulannda immun tepkilerin rolü ola
bileceği kanısına vanlmıştır. Belli infertilite nedenlerine ba~lı olmayan gebe kalma
ma (repeat breeder) durumlannda bu özelli~in dikkate alınması pratik önlenmelerle 
sorunun çözümü gerekmektedir. 
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