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Di$I KOPEKLERDE TAZE VE DONMUS SPERMAYLA INTRAVAGINAL
YOLLA YAPILAN SUN'Ii TOHUMLAMA
UYGULAMALARINDA ELDE EDILEN FERTILITE ORANLARI

Alper BARAN* Kemal AK* I. Kamuran ILERI*

Fertility rates of intravaginal artificial inseminations with fresh and
frozen semen in the bitch

Summary: A total of 32 bitches were used in this study, out of these 16 bitches were inseminated with
fresh semen and the other with semen frozen by paillette technique in 4% glycerol containing Tris-fructose-
citric acid extender by intravaginal route. The optimal insemination time was determined by Ovulation Test Kit
and inseminations were repeated in both groups every other day for 3 times considering the semi-guantitative
progesterone value (1-8 ng/ml). Pregnancy rate was 81.25% for the fresh semen group and 37.50% for the frozen
semen group. Pregnancy rates in the fresh semen group have been si gnificantly higher than the frozen semen
group (p<0.01). Mean litter sizes per birth in the fresh and frozen semen groups have been 4.69 and 3.33,
respectively.

At the end of the study, it is concluded that intravaginal artificial insemination with fresh semen has
the advantages not to need anesthesia or chirurgical applications and can be accomplished by every pet veterinarian
practically, on the other hand no satisf ying pregnancy rate could be achieved with frozen semen.

Key Words: Bitch, intravaginal insemination, fresh semen, frozen semen, fertil ity.

Ozet: Caligmada kullanilan 32 adet disi kSpekten 16s1 taze sperma, kalan 16's1 ise %4 gliserollii Tris-
fritktoz-sitrik asit sulandincisinda payet yéntemine gore dondurulmus sperma ile intravaginal yolla tohumlands.
Optimal tohumlama zamanmun tespitinde “Ovulasyon Test Kiti” kullanld: ve yar kantitatif saptanan progesteron
degerine bakilarak (1-8 ng/ml) taze ve donmus sperma ile digiler giin agin 3 kez tohumlands, Gebelik oran taze
sperma ile %81.25, dondurulmus sperma ile %37.50 olarak saptandy ve aralanindaki fark énemli bulundu (p<0.01).
Taze ve dondurulmus sperma ile dogum basina diigen ortalama yavru sayist 4.69 ve 3.33 olarak saptandi.

Sonug olarak, disi képeklerde taze sperma ile intravaginal sun’i tohumlama tekniginin, cerrahi bir
uygulama veya anesteziye ihtiyag gistermemesi gibi avantajlan nedeniyle tiim veteriner hekimler tarafindan
uygulamada kullamlabilecegi ancak, donmug sperma ile bu yolla diigiik gebelik oranlan elde edilecegi
diisiiniilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Digi Képek, Intravaginal Tohumlama, Taze Sperma, Donmus Sperma, Fertilite.
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Giris

Saf 1k kispek yetistiriciliginde ve nesli tilkenen bazi kopek klarinin devamliliginm
saglanmasi amactyla, biyoteknolojik bir ydntem olan sun'i tohumlama uygulamas: gok
biiyiik bir &nem tagimaktadir. Ayrica cesitli fiziki ve biyolojik nedenlerle dogal olarak
ciftlesemeyen kopeklerde kullamlmasinin yamnda, ciftlesme yolu ile bulagan hastaliklarin
yayilmasin da dnleyen etkin bir yontemdir (2, 13, 18, 21). Kopeklerle ilgili sun’i tohumlama
caligmalan dzellikle son 10 yilda yapilan yogun bilimsel ¢alismalarla uygulama alanina
sokulmustur (16, 18).

Dondurulmus kopek spermast ile ilk bagarili gebelik 1969 vilinda, S.W.J Seager
tarafindan elde edilmis olup (1, 11, 18), halen elde edilen diisiik fertilite oranlarinin
artuinimas: yoniinde yogun bilimsel caligmalar siirmektedir (11).

Kopek spermasinin payet ydntemine gore %8 gliserollii Tris sulandiricisi ile
dondurulmas: teknigi pek cok aragtirici tarafindan bildirilmektedir (1, 4, 6,9, 14, 19).
Theret ve ark. (19), %4 gliserolli Tris sulandiricisinda dondurdugu sperma numuneleri
ile 6zel bir foley kateter vasitasiyla intravaginal tohumladig: 5 adet digi kopegin 4'iinde,
taze sperma ile 6 digiden 5’inde gebelik elde etmistir. Bu calismada aragtiric ilar, bir
tohumlama dozunda verilen spermatozoon yogunlugunun (ortalama 150x10%) dnemli
oldugunu, 6zel kateter sayesinde intrauterin tohumlama yapilmasina gerek kalmadigint
bildirmislerdir. Aym kateter ve teknigi kullanan Silva ve Verstegen (17) ise, %60 gebelik
elde etmislerdir. Kabasakal (7), taze ve dondurulmus sperma ile intravaginal tohumlama
yapug disilerden elde ettigi gebelik oranlarini sirastyla %81 ve %41 olarak saptarmstir.
Olar (14), donmus spermaya gore taze spermada elde edilen yiiksek fertilite oranlarinin
tohumlama dozundaki yiiksek spermatozoon sayisina ve spermanin birakildig: yere bagh
oldugunu bildirmistir. Aragtiner %3 gliserolli Tris sulandincist ile 0.5 ml'lik payetlerde
dondurulan spermayla 12 disi kopegi intravaginal tohumlarmig ve %25 gebelik orani elde
etmistir. Taze sperma ile 12 digide yaptift intravaginal tohumlamalarda ise %30 gebelik
oran bulmustur.

Aym paralelde yapilan galismalarda Linde-Forsberg ve Forsberg (9), taze sperma
ile %65.7, donmus sperma ile ise %41.5 gebelik orani, Farstad (4), taze sperma ile
intravaginal olarak tohumladig1 disi kopeklerden %325, donmus sperma ile intrauterin
tohumlamadan ise %67 gebelik elde etmislerdir. Bir tohumlama dozundaki hiicre sayisimn
snemine deginen Mickelsen ve ark. (12), yogunlugu 250x10%"dan fazla sperma ile yapilan
sun’i tohumlama sonras: %81.5 gebelik orani elde etmislerdir.

Gill ve ark. (6), %8 gliserollii Tris-sitrik asit-friiktoz sulandiricisinda dondurduklan
spermada eritme sonras %40-50 motilite elde etmelerine ragmen, yaptiklan tohumlamalardan
hig gebelik saglayamazlarken, taze sperma ile tohumladiklan kopeklerde %70 gebelik
orami bulmuglardir. Aym sulandirici ve dondurma teknigini kullanan Andersen (1),
intrauterin tohumlama teknigi uyguladig: 11 disiden 10'unda gebelik elde etmistir. Kopek
spermasint laktoz-yumurta sarisi sulandincisinda pellet yontemine gore donduran ve
intrauterin uygulayan Seager ve ark. (16), dondurulmus ve taze sperma ile sirastyla %65.8
ve %64.5 gebelik elde etmislerdir.
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Disi kopeklerde serviksin anatomik ézelliklerinden dolay: kateterizasyonun oldukca
glic oldugu ve uzman operatorlerin dahi %20 oraninda serviksi gecebildikleri bildirilmektedir

Q).

Sunulan galigmada, pratikte serviksin her zaman gecilemeyecegi diisiiniilerek,
intravaginal yolla taze veya donmus sperma ile tekrarli tohumlamalarda fertilite oranlar
arastirilmigtir.

Materyal ve Metot

Calismada, Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve Egt. Mrkz. Komutanhgi, Kopek
Egitim ve Uretim Taburunda barindirilan, yaslan 3-5 arasinda degisen, reprodiiktif agidan
saglhikli, ayni bakim ve beslenme sartlarinda barindirilan 32 adet disi kopek kullamildi.

Bunlardan 16 adeti taze sperma ile, geri kalan ise donmus sperma ile tohumlands.
Caligma iki asamada gerceklestirildi. Birinci asamada disi kopekler taze sperma ile
intravaginal tohumland. Tkinci asamada ise teknigine uygun olarak Tris-friiktoz-sitrik asit
sulandmncisi ile 0.25 ml'lik payetlerde dondurulup en az bir ay saklanan sperma tohumlamada
kullanildi.

Calismanin ilk asamasinda daha 6nce spermatolojik dzellikleri incelenen (>%80
motilite ve 2%80 normal morfolojik 6zellige sahip) ve tohumlamada kullanilacak disilerle
aym irktan, yaslan 2-3 arasinda degisen erkek kopekler kullamldi. Spermanin alinmasinda
el masaji teknigi uygulandi (1, 5, 7, 10, 13, 20, 21) (Resim 1). Spermatozoondan zengin
ikinci fraksiyon, steril ve 1sitlmis toplama kadehine aktanldi. Alinan sperma ile 2-4 yasl,
12 adet Alman Coban, 3 adet Labrador Retriever, 1 adet Pointer olmak iizere toplam 16
adet disi kdpek tohumland:.

I il B " .
Resim 1. Erkek Képekten Spermanin El Masaj: ile Alinmast.
Figure 1. Collecting Semen With Digital Manipulation from Male Dog.
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Disi kopekte kizgmlik zamaninin saptanmasinda Ovulasyon Test Kit® (Bio Veto
Test, France) kitlerinden yararlamld: (Resim 2).

Resim 2. Ovulasyon Test Kiti ve Renk Skalas:.
Figure 2. Ovulation Test Kit and Color Scale.

Ovulasyon Test Kitlerinin Kullaniimas:

EIA (Enzymimmunoassay) teknigine gore ¢alisan Ovulasyon Test Kit'leri ile,
digiden alinan kan numunesinin serumunda (prodstrus kanamasinin 9. giiniinde)
progesteronun yari kantitatif tayini yapilarak ciftlesme zaman giin olarak saptand1. Testi
kullanmadan &nce test soliisyonlan ve kan serum ornekleri 2 saat siire ile oda sicakli§inda
bekletildi. Teknigine uygun olarak test gergeklestirildi ve elde edilen sonuglar sirasiyla
su renk skalasina gore degerlendirildi. C1: Parlak Mavi=0-1 ng/ml, C2: Acik Mavi=1-2.5
ng/ml (LH pik), C3: Donuk Mavi=2.5-8 ng/ml, C4: Beyaz= >8 ng/ml Caligmada optimal
tohumlama zamani olarak testin C2 ve C3 dénemleri esas alindi.

Spermamnin Sulandiriimasi ve Dondurulmasi:

Ikinci agamada spermatolojik zellikler saptandi ve sperma gliserol icermeyen
Tris-Sitrik asit-Fritktoz sulandiricisi ile ben-marey’de oda 1sisinda (26°C) sulandinldi.
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Tris Sulandiricisi

Tris (C,H,; NO,) 3.02gr
(Hydroxymethyl-aminomethane)

D (-) Fritktoz (CgH,0,) 125 gr
Sitrik asit 178 gr
Kristal Penisilin 1000 IU/ml
Streptomisin 1000 pg/ml
Yumurta sarist 20 ml
Bidistile su q.5.p. 100 ml

Sulandirilan sperma +5°C’a sogutuldu ve gliserolizasyon iglemine gegildi. Final
gliserol oram: %4 olacak sekilde esit hacimde sulandirildi. Bu islemden sonra, sperma
numuneleri 0.25 ml'lik payetlere ¢ekildi (bir payette ortalama 25-30x10¢ spermatozoon)
ve ekilibrasyona birakildi.

Ekilibrasyonu takiben payet icindeki sperma -110°C’deki siv1 azot buharinda
7 dakika stireyle donduruldu ve her bir kopek igin ayn numaralanmus kanisterlere aktarilarak
-196°C’de depoland:.

Tohumlama sirasinda, her bir digi kopegin tohumlanmas: icin 6 adet payet 37°C’de
30 sn su banyosunda eritildi ve aynt 1s1daki bir cam tiipe payetlerdeki sperma numunesi
aktanildi. Disi kopeklerin hepsine giin agin 3 kez donmus sperma ile intravaginal sun’i
tohumlama uygulamasi yapildi. Donmus sperma ile 12 adet Alman Coban, 2 adet Labrador
Retriever, 1 adet Pointer, 1 adet de Irlanda Setter olmak iizere 16 adet disi kopek tohumlandi.

Sun’i Tohumlama Uygulamasi:

Intravaginal yolla sun’i tohumlama uygulamasinda, ucuna 5 ml’lik enjekiér adapte
edilmis plastik steril tohumlama kateterinden yararlanildi. Tohumlama uygulamast sirasinda
disi kdpegin arka kisrm 45° egimli olacak sekilde yukanya kaldinlds. Isikli vajinal spekiiliim
(Resim 3) antibiyotikli bir pomatla kayganlastirildi ve vajina igerisine serviks’in oniine
kadar sokuldu. Spermanin tamaminun verilebilmesi icin steril tohumlama kateteri icerisine
3 cm® hava ve 1.5 ml. sperma cekildi. Kateterin ug kisrmt spekiiliim iginden caudo-cranial
yonde ilerletildi ve serviks’in portio vaginalis kismina sperma verildi (Resim 4).

Resim 3. Sifir Pistole Kulifi, Plastik Enjekeér, Isikl Vaginal Spekiiliim, Sperma Toplama Kadehi.
Figure 3. Bovine Pistole Sheath, Plastic Syringe, Vaginal Speculum With Light, Semen Collecting
Tube.
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Resim 4. Disi Képekte Intravaginal Sun’i Tohumlama.
Figure 4. Intravaginal Artificial Insemination in the Bitch.

4). Tohumlamay! takiben, spermanin geri akmasini nlemek igin, disi képek belirtilen
pozisyonda 10 dakika bekletildi ve bu sirada ciftlesme hissi almast igin klitorise masaj
uygulandi.

Istatistiksel Degerlendirme:

Elde edilen gebelik oranlarinin istatistiksel analizleri Student t-testi kullanilarak
degerlendirildi (3).

Bulgular

Calismada, spermas alinan erkek kopeklerden taze spermada 2%80 motilite ve
>%80 normal spermatozoa oranina sahip sperma 6rnekleri kullanildi. Taze sperma ile
uygulama yapilan dstrusdaki 16 adet disi kopegin 13°t gebe kald: ve gebelik oram %81.25
oldu. Ayrica bu disi képeklere ait gebelik siiresinin ortalamas: 64.62 giin olarak saptand.
Dogum bagina diigen erkek yavru sayisi 2.23, disi yavru sayist 2.46 ve toplam yavru sayist
4.69 oldu (Tablo 1, 3).

Donmus sperma kullamlan gruptaki erkek kopeklerin eritme sonrasi spermatolojik
szellikleri 2%60 motil ve 2%60 normal spermatozoa oranna sahip spermasi kullanildi.
Donmus sperma ile sun’i tohumlama uygulamast yapilan 16 adet disi kopekten 6°s1 gebe
kald: ve gebelik orani %37.50 olarak saptandu.
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Tablo 1. Irklara Gére Taze Sperma {le Tohumlama Sonras: Elde Edilen Veriler (n=16).
Table 1. Data Obtained from Inseminations With Fresh Semen Relating to the Breeds.

Disi Kopek Gebelik Erkek Yavru Disi Yavru Toplam
No Irk Siiresi (Giin) Sayis1 Sayist Yavru Sayist
(Bitch (Breed) Pregnancy (Male Puppy | (Female Puppy | (Total Puppy
Number) Period (Day) Numbers) Numbers) Numbers)
1 ACD 63 “ 3 7
2 ACD 59 0 2 2
3 ACD 69 2 5 7
4 ACD 06 1 0 1
5 ACD 65 2 0 2
6 ACD 67 4 4 8
7 ACD 68 0 1 1
8 ACD 62 4 2 6
9 ACD 70 0 1 1
10 ACD # - & &
11 ACD % - -
12 ACD * - % =
13 LAD 60 4 2 6
14 LAD 65 4 6 10
15 LAD 65 3 6 9
16 POD 61 1 0 1
Ortalama (29) (32) (61)
(Average) | p=16 64.62 2.23 2.46 4.69

ACD: Alman Coban Disi (German Shepherd Bitch)
LAD: Labrador Disi (Labrador Retriever Bitch)
POD: Pointer Disi (German Pointer Bitch)

* Gebe degil (not conceived)

Bu disi kéipeklere ait ortalama gebelik siiresi 62.6 giin olarak saptandi. Dogum
basina diigen erkek yavru sayisi 2.00, disi yavru sayist 1.33 ve toplam yavru sayis1 3.33
oldu (Tablo 2, 3).

Taze ve donmus sperma ile sun’i tohumlama sonrasi elde edilen gebelik oranlan
sirasiyla; %81.25 ve %37.50 olarak saptand: ve aralanindaki fark istatistiksel acidan Onemli
bulundu (p<0.01) (Tablo 3).

Tartisma ve Sonug

Disi kopeklerde vajinamn uzun olmast, dorso-median post-cervical kanalin serviks’te
daralmasi, para-cervical bilgede daralma ve serviks’in ventral acili olmas: gibi anatomik
nedenlerle serviks'in kataterizasyonu giigtiir ve uzmanlarin dahi %20 dogrulukla bu iglemi
basarabilecegi bildirilmistir (2). Caliymada taze ve donmus spermayla uygulamas: ok
kolay olan intravaginal tohumlama yonteminin kullamlabilirligi arastirilmugtir.
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Tablo 2. Irklara Gore Donmus Sperma {le Tohumlama Sonras: Elde Edilen Veriler (n=16).
Table 2. Data Obtained from Inseminations With Frozen Semen Relating to the Breeds.

Disi Kopek Gebelik Erkek Yavru Digi Yavru Toplam

No Irk Stiresi (Giin) Says1 Sayis1 Yavru Sayis1

(Bitch (Breed) | Pregnancy | (Male Puppy | (Female Puppy | (Total Puppy

Number) Period (Day) Numbers) Numbers) Numbers)

1 ACD ¥ - = Z

2 ACD ¥ - - -

3 ACD . - - -

< ACD * - - -

5 ACD i - - -

6 ACD ¥ - - -

7 ACD 61 4 0 &4

8 ACD 60 3 2 5

9 ACD 66 1 I 2

10 ACD . - - -

11 ACD 64 2 4

12 ACD 63 1 2 3

13 LAD i - - -

14 LAD * - - -

15 POD 62 1 1 2

16 SED : E - -
Ortalama (12) (3) (20)
(Average) n=16 62.67 2.00 1.33 3.33

ACD: Alman Coban Disi (German Shepherd Bitch)
LAD: Labrador Disi (Labrador Retriever Bitch)
POD: Pointer Disi (German Pointer Bitch)

SED: Setter Disi (Insh Setter Bitch)

* Gebe degil (not conceived)

Tablo 3. Taze ve Donmus Sperma le Sun’i Tohumlama Sonrasi Elde Edilen Gebelik Oranlar.
Table 3. Pregnancy Rates from Inseminations With Fresh and Frozen Semen.

Gruplar Gebelik Oram

(Groups) (Pregnancy Rate)
Taze Sperma ile (with fresh semen) (n=16) 81.25% (13/16)
Donmus Sperma ile (with frozen semen) (n=16) 37.50° (06/16)

ub, Dikey kolonlarda farkh harf tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
ah Longitudinal columns different letter have significant differences between them (p<0.01).

Arastirmada taze sperma ile intravaginal tohumlamalarda %81.25 gebelik oram
bulunmustur. Saptanan gebelik orani gogu aragtirmacimn intravaginal tohumlamalarda
elde ettigi bulgulara benzer (7, 8, 20) veya yiiksek (4, 6, 9, 14, 16) degerlerdir. Taze sperma
ile intrauterin tohumlamalarda Mickelsen ve ark. (12) %381 ve Farstad (4) %82 gebelik
saptamuslardir. Calismada taze spermada bulunan sonuglann basaril oldugu séylenebilir.
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Elde edilen yiiksek gebelik oranlari optimal tohumlama zamaninin saptanmasinda
kullanilan tekniklerin basarisina baglanabilir (5, 9, 21). Hizli progesteron test kitleri ile
yari kantitatif olarak progesteronu dlgerek ovulasyon zamam ¢ok az yanilma ihtimali ile
(%98) saptanabilmektedir (9).

Calismada taze ve donmug sperma ile elde edilen ortalama yavru sayisi sirasiyla;
4.69 ve 3.33 olarak bulunmus olup, bu teknigi kullanan ¢ogu aragtiricinin saptadig
degerlerle benzerdir (6, 11, 15, 17). Linde-Forsberg ve ark. (11), taze ve dondurulmusg
sperma ile tohumlama sonucu elde edilen yavru sayilan iizerine irklann etkisinin olabildigini
bildirmistir. Caligmada farkli irklardan disi kopekler kullanildif icin elde edilen yavru
sayilar bu nedenle dikkate alinmamgtir.

Donmus sperma ile intravaginal tohumlamalarda gebelik oranlar %25 ile %42
arasinda degismektedir (7, 8, 14). Donmus sperma ile intrauterin tohumlamalarda ise bu
oran %42-%67 gibi daha yiiksek degerlere ulagmaktadir (4, 10). Dondurulmus kdpek
spermasiyla yapilan tohumlamalar genellikle diisiik gebelik oranlanyla sonuglanmaktadir
(2,5, 15). Taze spermada kullanilan tohumlama tekniginin ve ovulasyon zamanmn: belirleme
yonteminin basanh olmast, aynt yéntem ve tekniklerin donmus spermada bagarili olamarnast
akla ilk olarak spermamin nicel ve nitel 6zelliklerini getirmektedir. Sperma hiicrelerinin
donma ve eritme prosediirlerinden zarar gordiigii bilinen bir gergektir (5). Donmug sperma
ile rohumlama sonras: disi genital kanala birakilan fertil sperma hiicrelerinin sayist ve bu
hiicrelerin genital kanallarda transportunda, olgunlasmasinda ve ovulasyon zamanini
belirlemede taze spermaya gore daha dayaniksiz olabilecekleri ifade edilebilir. Tohumlama
dozundaki spermatozoon sayisimun artinlmas: ve tohumlama araliklanimin siklastinlmast
ile donmus sperma ile daha yiiksek gebelik oranlannin elde edilebilecegi beklenebilir. Bu
konuda ¢aligmalann yapilmasinda yarar vardir.

Sonug olarak tohumlama zamamnin belirlenmesinde ovulasyon test Kitinin basaryla
kullanilabilecegi, taze sperma ile intravaginal tohumlamalarin onerilebilecek ozellikte
oldugu, donmus sperma ile yapilan tohumlamalarda gebelik oranlanimin diigtiigii, bu
diisiikliigiin tohumlama dozundaki spermatozoon sayisinin artiriimasiyla ve tohumlama
araliklanmn siklagtirilmasiyla giderilebilecegi sonucuna varilmistir.
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