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Asthenozoospermia olgularinda sperm morfolojisi
degerlendirmede Spermac ve Diff-quik boya
yontemlerinin karsilastirilmasi

Elvan Ok (¥), Dogan Ozyurt (*¥), Biilent Giilekli (***)

Ozet

Sperm hareket bozukluklari (asthenozoopermia) erkek
infertilitesi nedenleri arasinda onemli bir yer tutmaktadir.
Asthenozoopermia olgularinda hareket bozukluguna sperm
morfolojisi bozukluklari eklendiginde infertilitenin daha da
arttig1 saptanmistir. Bu calismada 15 Kasim 2004 ile 5 Nisan
2005 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakultesi Tup Bebek Merkezi'ne basvuran toplam 65 erkek
(sperm motilite bozuklugu olan 21 erkek ile motilite bozuk-
lugu olmayan 44 erkek) calisma kapsamina alindi. Tiim
semen orneklerine sperm morfolojisi bakisinda Spermac ve
Diff-quik boya yontemleri uygulandi. incelenen 55 semen
orneginde test sonuclan her iki boyada da uyumluluk gos-
terdi. Test sonuclart uyumlu olan 32 semen Grneginde
sperm morfolojisi her iki testte de normal bulunurken, 23
olguda morfoloji yuzdesi dusiik bulundu. Geri kalan 10 olgu-
nun ise 7'sinde sperm morfolojileri Diff-quik boya ile normal
yiizdede bulunurken, Spermac boya ile anormal bir yiizde
saptandi. Uc drnekte ise Spermac boya ile sperm morfolo-
jisi normal sinirlarda gozlenirken, Diff-quik boya ile anor-
mal sperm morfolojisine rastlandi. Yapilan Mc Nemar ista-
tistiksel degerlendirmede her iki boya yonteminin de giive-
nilir oldugu saptandi. Sperm morfolojisi bakisi icin kul-
lanilan iki testin birbirine olan istiinliigiiniin saptanmamasi
nedeniyle, bu testlerden ekonomik olaninin secilerek
maliyetin disiriilmesi saglanabilir.
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Summary

Comparison of Spermac and Diff-quik staining methods in
the assessment of sperm morphology in asthenozoopermia
cases

Sperm motility problems (Asthenozoopermia) is one of the
major causes of male infertility. In cases with asthenozoop-
ermia infertility increases to a greater extent when sperm
morphology disorders are added to coexisting motility disor-
ders. A total of 65 males (21 males with sperm motility dis-
order and 44 males without this disorder) who referred to the
in vitro fertilization unit of Dokuz Eylul University Medical
School between November 15, 2004 and April 5, 2005 were
included in the present study. Spermac and Diff-quik staining
methods were used in the assessment of sperm morphology in
all semen samples. Test results showed consistency with both
staining methods on 55 semen samples examined. Sperm mor-
phology was normal in 32 semen samples with consistent test
results by both methods, while the percentage of morpho-
logy was low in 23 cases. In 7 of remaining 10 cases, the
sperm morphology was in the normal range with Diff-quik
staining method while an abnormal percentage was detected
with Spermac method. In 3 cases the sperm morphology was
within normal limits with Spermac staining method while
Diff-quik staining method demonstrated abnormal sperm
morphology. Statistical analysis with Mc Nemar test demon-
strated that both staining methods were reliable. Since nei-
ther of the two methods used in the evaluation of sperm mor-
phology has proven superiority to the other, a cost reduction
may be provided by choosing the economical one.

Key words: Asthenozoopermia, Diff-quik, Spermac, sperm
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Girig

Giintimiizde yardimcr iireme tekniklerinin hizli bir
gelisgme gostermesi ile infertilite nedenleri daha fazla
aragtiritlmaya baglanmigtir. Eskiden sadece kadin odakli
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oldugu disiiniilen infertilite nedenlerinin son calig-
malarda yaridan fazla oranda erkek faktoriine baglh
oldugu goriillmiistiir (1).

Erkek infertilitesi ile ilgili yapilan galigmalarda 6zel-
likle temel sperm parametrelerinin son derece 6nemli
oldugu goriilmektedir. Asthenozoopermia veya diisitk
sperm motilitesinin erkek infertilitesinde en sik neden
oldugu bildirilmektedir (2).

Sperm morfolojisi de erkek infertilitesinde 6nemli
yer tutmaktadir. Ozellikle asthenozoopermia ile birlikte
olan sperm morfoloji bozukluklar infertilitenin gidde-
tinin artmasina yol agmaktadir (2).

Sperm morfolojisinin infertilitede bu denli 6nem
tagimast sperm morfoloji degerlendirmesini de dogru
bir sekilde yapma geregini dogurmaktadir. Morfoloji
degerlendirmesi Kruger ve "World Health Organiza-
tion" (WHO) kriterlerine gore yapilmaktadir. Son yil-
larda Kruger kriterlerinin infertil hastanin tani ve
tedavisini degerlendirirken daha anlaml bilgiler verdigi
kabul edilmektedir (3-5).

Tiip bebek merkezlerinde sperm morfoloji boyasi
icin rutinde kullanilan iki boya bulunmaktadir: Dift-
quic ve Spermac boyalar. Bu g¢aligmada bu iki boya
yonteminin sonuglari kargilagtirilarak, sperm morfolo-
jisini gostermede boyalarin birbirine dstinliigii olup
olmadiginin gdzlenmesi amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem

Olgular: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Ttip Bebek
Merkezi'ne 15 Kasim 2004 ile 5 Nisan 2005 tarihleri
arasinda bagvuran toplam 65 olgu (sperm motilite
bozuklugu olan 21 olgu ile motilite bozuklugu olmayan
44 olgu) ¢aligma kapsamina alindu.

Kontrol grubunun yasg ortalamasi 34.4 yil ve yag
aralig1 24-45 yil idi. Motilite bozuklugu olan grubun ise
ise yag ortalamasi 34.6 yil ve yag arahigi 24-52 yil idi.
Olgularin infertilite siireleri ise 24 aydi.

Semen analizi: Semen Srnekleri mastiirbasyon yonte-
mi ile 4 glinliik ideal cinsel perhiz sonrasi elde edildi.
Mastiirbasyonla elde edilen semen 6rnegi steril ve genig
agizli bir kapta topland.

Semenin likefaksiyonu i¢in 30 dakika beklendi. Ttim
olgulara makroskobik degerlendirme yapildiktan sonra
mikroskobik degerlendirme ile sperm sayisi, motilitesi
ve morfolojisi degerlendirildi. Mikroskobik deger-
lendirme faz kontrast mikroskobu ile yapild.

Sperm konsantrasyonu ve motil sperm yiizdelerinin
belirlenmesi igin Makler Sayim Kamerasi kullanildi.

Semen o6rnekleri 37 °C'de bekletildi ve motilite
degerlendirmesi ejakiilasyondan sonra 1 saat iginde oda
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sicakliginda yapildi. Sperm konsantrasyonu ve motil
sperm ylizdesi WHO kriterlerine gore belirlendi. Her
semen Orneginde 200 sperm sayildi. Her bir spermin
motilitesi 4 kategoride skorlandi: a) Hizl ileri hareketli
b) Yavas ileri hareketli ¢) Yerinde hareketli d) Hareketsiz
(immotil).

Mikroskop alanini lineer motilite ile gegen spermler
ileri hareketli olarak degerlendirildi. Lineer motilitesi
olmayan spermlerle, lineer motilitesi olan spermlerin
toplam yiizdesi ise toplam hareketlilik olarak belirlendi.
Ejakiilasyondan sonra 60 dakika i¢inde %50 ve daha faz-
la ileri motilitesi (hizli ileri hareketli+yavas ileri hare-
ketli) veya %25'den fazla hizli ileri motilitesi olan 6r-
nekler sperm hareketliligi agisindan normal kabul edildi.

Sperm morfolojisi bakisinda Diff-quik (Diff-
Quick®, Allegiance Healthcare Corp., USA) ve Sper-
mac boyalar1 (Stain Interprise, Willington) kullanildi.
Toplam 65 olgunun semen 6rnekleri her iki boya yon-
temi ile boyandi.

Degerlendirme 1000X biiyiitmede yapildi. Boyanan
her 6rnekte 200 sperm sayildi ve Kruger kriterlerine
gore degerlendirme yapildi. Yiizde 5'in tizerinde normal
formu olan semen 6rnekleri morfolojik agidan normal
kabul edildi.

Kruger kriterlerine gére bir spermin normal olarak
degerlendirilebilmesi i¢in sperm bas, boyun ve kuyruk
boliimlerinin normal olmasi gerekmektedir. Bag oval
olmali ve boyu 4-5 pum, genisligi ise 2.5-3.5 um
olmalidir. Akrozomal bélge, bag bolgesinin %40-70'ini
kaplamalidir. Orta kisim, ince ve uzun olmali ve orta
kismin genigligi 1 wm'den az, boyu bag uzunlugunun
1.5 kat1 olmahdir. Kuyruk ise diiz ve kivrilmamug
olmalidir. Kuyrugun yaklagik uzunlugu 45 um olma-
lidir. Kruger kriterlerine gére bu sinirlamalarin diginda-
ki tiim degerler anormal kabul edilmektedir (6,7).

Diff-quik boyama yoéntemi ile toplam orta parga
anomali yiizdesi ortalamasi ve toplam kuyruk defekti
yiizdesi ortalamasi hesaplandi. Bu ortalama hesap-
lanirken hareketliligi diisiik olan ve sperm parametreleri
normal olan grubun toplam orta parga ve kuyruk ano-
mali yiizdesi toplami ayr1 ayr1 hesaplanarak 6rnek sayisi-
na bolindi.

Diff-quik boya: Diff-quik boya kiti, 1 adet fiksatif ile 2
adet boyadan olugmaktadir. Boyalardan biri eosin, digeri
ise azure soliisyonu igermektedir.

Diff~quik boyama prosediirii: Yaymalar énce Diff-quik
fiksatifinde fikse edildi. Daha sonra sirayla soliisyon 1 ve
2'de 5'er saniye bekletilerek boyandi. Ugiincii adim son-
ras1 lamlar deiyonize su ile yikandi ve boylelikle fazla
boya uzaklagtirildi. En son lamlar kapatici ile kapatildi
(6,7).
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Spermac boya: Spermac boya kiti, 1 adet fiksatif ile 2
adet boyadan olugmaktadir.

Spermac boyama prosediirii: 1 damla semen lama
yayildi. Lam fiksatife kondu ve fiksatifte 5 dakika bek-
letildi. Sonra preparat bir saat kadar havada kurutmaya
birakildi. Bir kap iginde bulunan distile suya 7 kez
daldirilarak yikandi. Fazlasi kurutma kigidi ile alindi ve
biraz kurumasi beklendi. Kuruyan preparatlar sirasiyla
A boyasinda 2 dakika, B ve C boyalarinda ise birer daki-
ka tutuldu ve her boyadan sonra distile suya daldirilarak
yikandi. Preparatlar havada kurumaya birakild: ve 100
biiyitmede immersiyon yagi ile incelendi (7).

Sonuglarin Mc Nemar testi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmesinde (8) anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0.09).

Bulgular

Incelenen 55 6rnekte Diff-quik ve Spermac boya-
larmin test sonuglar1 paralellik gosterdi. Test sonuglari
paralellik gosteren 32 olguda sperm morfolojisi her iki
testte de normal bulunurken, 23 olguda morfoloji
yiizdesi diisiik bulundu (Tablo I). Geri kalan 10 olgu-
nun ise 7'sinde sperm morfolojileri Dift-quik boya ile
normal ytizdede bulunurken, Spermac boya ile anormal
bir yiizde saptandi. Ug olguda ise Spermac boya ile
sperm morfolojisi normal sinirlarda gozlenirken, Dift-
quick boya ile anormal sperm morfolojisine rastlandi
(Sekil 1 ve Sekil 2).

Sekil 1. Bir asthenozoopermia olgusunda bas, orta parga, kuyruk
anomalisi gozlenen sperm (Diff-quik boyasi, X1000)

—

Sekil 2. Bir normozoospermia olgusunda normal morfolojide
bir sperm (Spermac boyasi, X1000)

Tablo I. Diff-quik ve Spermac boya ydntemleri ile sperm morfolojisi bakilan semen 6rneklerinde, normal ve anormal sperm

morfolojisi saptanan 6rneklerin say1 ve yiizdeleri

Boyama yontemi

Sperm morfolojisi bakilan semen 6rnegi

Normal Anormal Toplam

Her iki boyama yontemi Say1 % Say1 % Say1 %
ile paralel sonug Diff-quik 32 58.19 23 41.81 55 100
alinanlar Spermac 32 58.19 23 41.81 55 100
Sonuglarin uyumsuz Say1 % Say1 % Say1 %
oldugu olgular Diff-quik 7 70 3 30 10 100

Spermac 3 30 7 70 10 100
Yapilan istatistiksel degerlendirmede her iki testin de ~ Tartisma

giivenilir oldugu saptandi.

Sperm hareketliligi normal olan 44 olgu ile sperm
hareketliligi diisiik olan 21 olguda sperm morfolojisi
bakilirken, Diff-quik boyama yéntemi ile toplam orta
parca anomali yiizdesi hesaplandi. Toplam orta parca
defekti ylizdesi ortalamasi, hareketliligi disitk olan
olgularda kontrol grubuna gore iki kat daha yiiksek
oranda bulunurken (%9 ve %18), toplam kuyruk defek-
ti yiizdesi ortalamasi 0.6 kat daha yitksek bulundu
(%21.3 ve %34.8).
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Giintimiizde yardimcr ireme tekniklerinin yaygin-
lasmasi ile infertilite nedenleri daha ¢ok arastirilmakta
ve fertilizasyonda 6nemli roli olan sperm morfolojisi
bir¢ok ¢alismada yer almaktadir.

Sperm morfolojisi bozukluklar: ile sperm motilitesi
arasinda anlamli ve yakin iligki oldugunu vurgulayan bir
caligmada morfolojik bozuklugun lokalizasyonunun
motiliteyi etkileyebilecegi gosterilmigtir (9).

Uremeye yardimci tedavi merkezlerinde sperm mor-
foloji bakusi i¢in genellikle hizli boyama teknikleri kul-
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lanilmaktadir. Bunlardan 6zellikle Diff-quik ve
Spermac boyalart sik kullanilan boyalardir. Cok hastasi
olan merkezlerde testlerin hem hizli sonu¢ vermesi,
hem de giivenilir olmasi bityiik 6nem tagimaktadir.

Giintimiizde sperm morfoloji degerlendirmesini
standart hale getirmek ve optimum dogrulugu saglamak
icin genellikle kat1 Kruger kriterleri kullamilmaktadir.
Normal morfoloji yiizdesini hesaplamada likefiye
semen spermatoza kaynagini olusturmaktadir (10).
Kruger ve ark. 1987 yilinda ¢ift koér yontemi ile 2
teknisyen tarafindan 20'ser semen 6rneginin morfolojik
degerlendirme sonuglarini incelemigler ve Papani-
colaou boyast ile Diff-quik boyama sonuglar1 arasinda
anlamli bir farklilik gérmemiglerdir (11).

Literatiirde yapilan bir bagka ¢aligmada semen
orneginin yikanmasindan 6nce ve sonrasinda 2 boya
arasinda miitkemmel bir korelasyon oldugu gosteril-
migtir (12). Ancak bu ¢aligma 20 semen 6rnegi {izerinde
yapilmigtir. Bizim g¢aligmamiz ise 65 ornek tizerinde
caligtlmustir ve sonuglarimiz bu galismayi destekler nite-
liktedir.

Graves ve ark.nin 2005 yilinda yaptiklar: bir ¢aligma-
da laboratuvarda galiganlarin yapmis olduklar1 sperm
morfoloji bakisi degerlendirilmis ve %7.3'den %15'e
kadar degisen normal form yiizdeleri saptanmustir (13).
On ayn laboratuvarin sperm konsantrasyonu, sperm
motilitesi ve canliligini degerlendiren bir bagka ¢aligma-
da ise motilite ve canlilik acisindan teknisyen deger-
lendirmelerinde anlamli farkhiliklar saptanmigtir (14).
Bu farklilik, testlerin farkli teknisyenlerce uygulan-
masindan kaynaklanmig olabilir. Caligmamizda tiim
uygulama agamalarinin ve o6zellikle de boyanmig
preparatlarin degerlendirme agamasiin tek bir kigi
tarafindan (Dr. Elvan Ok) yapilmig olmasi sonuglari
daha giivenilir kilmaktadir.

Yapilan caligmalar incelendiginde sperm orta parca
uzunlugunun kontrol gruplarina gore asthenozoosper-
mik olgularda belirgin olarak kisa oldugu (15), aciklana-
mayan asthenozoopermia olgularinda yapilan bir bagka
galigmada da periaksonemal anomalilerle aksonemal
defektlerin siki iligkide oldugu ve azalan motilitede
aksonemal anomalilerin tek neden olmadigi gdzlen-
migtir (16). Calismamizda ise Diff-quick boya ile mor-
folojik baki yapilirken toplam orta parca defekti yiizdesi
ortalamasi, hareketligi diigitk olan olgularda kontrol
grubuna gore iki kat daha yiiksek oranda bulunurken
(%9 ve %18), toplam kuyruk defekti yiizdesi ortalamasi
0.6 kat daha yiiksek bulundu (%21.3 ve %34.8). Basit ve
noninvaziv bir ydontem olan semen analizi ile de
asthenozospermia olgularinda mikroskobik olarak orta
parca ve kuyruk defektlerinin fazla gbzlenmesi bu olgu-
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larin taninmasini daha da 6nemli kilmaktadir.

Sonug olarak sperm morfoloji bakisi i¢in kullanilan 2
testin birbirine herhangi bir tstiinligiiniin saptanma-
masi nedeniyle, bu testlerden ekonomik olanin segile-
rek maliyetin diistiriilmesi saglanabilir.
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