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Diinya Saglik Orgutit El Kitab

“The WHO laboratory manual for

the examination of human semen and sperm—cervical

mucus interaction” baslikli el kitabi ilk kez 1980 yilinda
basilimistir.

Ikinci basim 1987
Uclincli basim 1992
Dorduncu basim 1999

Beginci basim 2010 “WHO laboratory manual for The Examination
and processing of human semen”



Insan Semeninin Incelenmesi
ve Islenmesi

Yeni kanitlar ve veriler

l

WHO laboratory manual for
The Examination and processing of human semen

~2 2

Teknisyen ve bilim adamlari igin Alternatif metotlar
metotlarin detayli agiklanmasi



Parametre WHO 1999 [WHO 2010
Semen hacmi (mL) >2 1,5
Toplam sperm 40 39 (33-46)
(106 /ejakulate)

Sperm sayisi/ ml (106 / ml) 20 15 (12-16)
Total motilite >50 40 (38-42)
(a+b ) (%)

Hizl ileri hareketli,% 49) 32 (31-34)
Vitalite (canl 75 58 (55—-63)
spermatozoa, %)

Sperm morfoloji 4 (3.0—4.0)
(normal form, %)

olg 27.2 =>7.2
Peroxidaz-pozitif I6kosit (106 /ml) <1.0 <1.0




Referans degerlerin olusturulmasi

« Uc kita sekiz tlke

» Degerlendirilen semen
sayisi 900

* Degerlendiriimeye alinan
erkekler

 Esleri 12 ay veya daha
kisa surede gebe kalmis

Cinsel perhiz suresi 2-7
gunluk perhiz

Ejakulat volumu
gravimetrik yontem

T iler1 hareketli,
Motilite yerinde hareketli

hareketsiz

Morfoloji kesin kriterlere
gore degerlendirilmistir



[ Cinsel Perhiz }

%

Refleksojenik Ereksiyon
_I_

S

Semen

$ Visuel seksqel Stimulasyon .

3 S

S dakika
Sivilagsma igin (37 °C)

N 5/

| |
@ 30-60 dakika

Makroskopik analiz
Mikroskopik analiz
*sayl1

*Motilite

*Vitalite

*Yuvarlak hiicre
*Lokosit

*Morfoloji i¢in yayma

Semen Santrifiiji

@munobead Test

>

ilk 3 saat

=

Mikrobiyolojik
incelemesi

i

~

i1k 4 saat

Morfoloji

boyanma-degerlendirm¢

y

Ve R

Gerekli oldugunda

Dondurulan 6rnekte
Yardimci bez islevlerinin
degerlendirilmesi
indirekt immunobead

% ¥/




Semen Toplanmasi

Analiz icin semen alma yeri Laboratuvar yakininda ( ideal olarak)
Ozel bir odada

Alinig metodu masturbasyon
Cinsel Pehiz suresi 2- 7gun
Toplama kabi temiz, genis agizl

cam veya plastikten yapiimis
sperm i¢in toksik olmayan

Saklama kosulu Numune kabi 37 C de sivilasana kadar
Isi degisiklikleri olmamalidir

Semenin tamami ornek alma kabi icine toplanmali
Ornek tam alinmadiysa 2-7 glinliik cinsel perhiz periyodu ile ikinci 6rnek alinmalidir.
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Semen Analizi
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Makroskopik Analiz \ / Mikroskopik Analiz \

*Sivilagma siiresi *Say1

*Viskozite *Motilite

*Renk *Canlilik

*Hacim *Yuvarlak hiicre —Lokosi

opH

/ \ *Morfoloji /
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Makroskopik Analiz

*Sivilasma suresi
*\Viskozite

*Renk

Hacim

+pH



Sivilasma

Ortalama 15 dk (0-60 dk)
Koagulasyon Likefaksiyon

" "

Semenogelin proteini  Prostatik enzim
(seminal vezikul)



Sivilasma

Sivilasmayan orneklerde ;
Ejakulasyon sonrasi 60 dk icinde Sivilasma (-)

Fizyolojik solusyonu Mekanik igslem Enzimatik
1 g/l bromelin,
Esit hacimde salinde Pipete veya enjektore cekip 0.5 cu/ml plasmin
birakma veya

Dulbecco fosfat

; : 6-10 kez 18 gauge veya 19 10 1U/ml bromelain
tamponu ilavesi

gauge igneye



Makroskopik Analiz

*Sivilasma suresi
*\Viskozite

*Renk

Hacim

+pH



viskozite

« Semenin yergekimi etkisiye damla damla akmasi
— Pipet ( 1,5 mm capinda )
— Cam c¢ubuk

* Degerlendirme

« Semen damlasindaki uzama

< 2cm normal > 2cm anormal




Makroskopik Analiz

*Sivilasma suresi
*\Viskozite

*Renk

Hacim

+pH



Renk

Eritrosit varhgi
Normal semen kirmiz1 kahverengi

homojen, gri ve opak.




Makroskopik Analiz

*Sivilasma suresi
*\Viskozite

*Renk

Hacim

+pH



Semen volumu

Volum >2 ml e Volum>15ml

WHO 99 WHO 2010



Semen hacminin belirlenmesi

« Tavsiye edilen
— gravimetrik yontem
— Ornegin dereceli genis agizli kaba alinmasi

« Volumun aspire edilerek olgulmesi tavsiy¢
edilmemektedir

— 0,3-0,9 ml kadar eksik olgulmektedir.



http://envanter.ogu.edu.tr/resimler/makine/hassasterazi.jpg

Makroskopik Analiz

*Sivilasma suresi
*\Viskozite

*Renk

Hacim

+pH



Semen pH

Semenin pH si farkli yardimci bez sekresyonlari baslica alkal
seminal vezikuler sekresyon ve asidik protatik sekresyonun ph
degerleri arasindaki dengeyi gosterir.

Likefaksiyon sonrasi
— Tercihen 30 dk
— Mutlak 1 saat icinde

Viskoz ornekler igcin pH metre
referans deger pH > 7,2



http://www.agaclar.net/forum/attachment.php?attachmentid=86547&stc=1&d=1244972307

Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]



Ik mikroskopik inceleme

Semen hacmi 10pl
_amel boyutu 22x22
Derinlik 20 um

Degerlenirmeler 37°C




Ik Mikroskopik Inceleme

Agregasyon veya aglutinasyon
Sperm disi hucrelerin varligi
Motilite

Uygun dilusyon derecesi belirlenir.



Agregasyon

Hareketli veya hareketsiz spermlerin
* Mukus iplikleri

« sperm disi hucreler,

* hucresel atiklara baglanma

WHO 99

WHO 2010



Sperm aglutinasyonu

Hareketli spermlerin birbirine yapisarak bir arada

bulunmasi

Aglutinasyon (-)
&
Aglutinasyon (+)
Aglutinasyon (++)
Aglutinasyon (+++)

WHO 99

grade 1. |aglutinasyon basina
isolated | ayrilmis sperm <10
(seyrek ) |Spermatozoa, spermlerin
cogu serbesttir.
grade 2: |aglutinasyon basina 10-50
orta sperm,serbest sperm
grade 3: |agglutinasyon >50
genis spermatozoa,
bazi spermatozoalar
serbest
grade 4: | Butun spermatozoalar
gross aglutine olmus ve
( bitiin) | baglantilar arasi

aglutinasyon

WHO 2010



Bolumlerin grade 1: isolated grade 2: orta grade 3: genis
icerigi (seyrek)aglitinasyon aglutinasyonbasina agglutinasyon
basina ayrilmis 10-50 sperm, >50 baz1

sperm <10
spermatozoa, cogu
Sspermatozoa

serbest sperm Spermatozoalar
Hala serbest

spermatozoa

A- Bas basa

B- Kuyruk
kuyruga

Baslar serbest
gorunur ve
aglutinatlarin
hareketi nettir )

C. kuyruk ucu
kuyruk ucuna

D- karisik

( bas-basa ve
kuyruk kuyruga
aglitinasyonlar
nettir. )

E. Dolasmis

Bas ve kuyruk
ag gibi sarilmis
. aglutinatlarda
bas net degil
cunkt kuyruk
kuyf-ruga
aglutinasyon

grade 4: gross (
biutin) Bitin
spermatozoalar
aglutine olmus
vr baglantilar
arasi
aglutinasyon

WHO 2010



Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]



Sperm Sayisi/ml

Spermatozoa sayisi/ml =20x 10° Spermatozoa/ml 15 x 10°

Toplam sperm sayisi 39x106

Toplam sperm sayisi= 40x106

WHO 2010
WHO 99



Sperm sayimi

Sayim kamara tipi
Kullanilacak Hemasitometrinin derinligi 100pm olmalidir.
Kullanilacak olan kamaranin hesabi icin farkh faktorler gerekebilir.

Alternatif kullanilacak sayim kamaralarinin sonuglari Improved
Neubauerden alinanlar ile kontrol edilmelidir.



Sperm sayimi

Improver Neubauer kamara
— Toplam 9 kare
— Merkez kare 5x5 buyuk kareden olusur
— Her buyuk kare 16 kucuk kare icerir

— 9 karenin her biri 100 nl hacimdedir.
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semen dilusyon oranlari ve degerlendirilecek potansiyel alanlar

400x 200x Gerekli olan Semen Fikstatif Sayim Degerlendirilecek
alandaki alandaki dilusyon ul ul kamarasi alanlar
sperm sperm Karelerin
sayisi sayisi numarasi
>101 >404 1:20 (1+19) 10 950 Improved 5,4,6
Neubauer
16—-100 64—400 1:5(1+4) 50 200 Improved 54,6
Neubauer
2-15 8-60 1:2(1+1) 50 50 Improved 5,4,6
Neubauer
<2 <8 1:2 (1 +1) 50 50 Improved 9 karenin hepsi
Neubauer
Veya
fazla volim | T{im mikroskop

lami




Sperm konsantrasyonu

* Sperm konsantrasyonunu belirlemek icin uygun dilusyon
yapildiktan sonra en az 200 hucre sayilir.

* Oncelikle 5 numarali merkez kare sayilir, hiicre sayisi
tamamlanmazsa 4 ve 6 sayilir.
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* Sperm konsantrasyonu=

1
bir siranin hacmi

toplam sayilan sperm

X Dilusyon orani
degerlendirilen sira sayisi




Her semen analizinde en az 2 kez dilue
edilmis semen hazirlanir ve sayim yapilir.

Iki sayimin toplami ve farki alinir
Tablodan uygunlugu kontrol edilir

Gerekirse tekrar dilue ornek sayilir



Toplam Kabul edilebilir Toplam Kabul edilebilir
fark fark
144-156 24 329-346 36
157-169 25 347-366 37
170-182 26 367-385 38
183-196 27 386—406 39
197-211 28 407426 40
212-226 29 427-448 41
227-242 30 449-470 42
243-258 31 471492 43
259-274 32 493-515 44
275292 33 516-538 45
293-309 34 539-562 46
310-328 35 o63-587 47

“Based on the rounded 85% confidence inferval.



Sulandirma orani:1/20

I. Sayim : 201 sperm
Sayilan sira 7

Il. Sayim 245
Sayilan sira :7

201+245=446
245-201 =45
Toplam sira 14

Kabul edilebilir
fark

427-448 _

449-470

7140 —

493-515

539-562

Tekrar sulandirma ve 2 sayim 563-587 _



Sulandirma orani:1/20

. Sayim : 220 sperm
Sayilan sira 4

Il. Sayim 218

Sayilan sira =4

20142452438
Toplam sira =8
MI de sperm

(438/8)x(1/20)x20 =55 /nl=55x10°



Kriptozoospermi Degerlendiriimesi

- |Ilk mikroskopik incelemede spermatozoa (-)

\

3000 g 15 dk santrifuj

* Pellette spermatozoa (+) =

Toplam sperm
say1sl

Motilite karakteri
Canl1 sperm
say1sl



Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]
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Sperm Hareket

Referans degerler

Hizl ileri hareketli > _

* lleri hareketli
Yavas ileri hareketli
Yerinde hareketli  Yerinde hareketli
Hareketsiz

 Hareketsiz

WHO 99

32 ¥y

_/

WHO 2010



Sperm Hareketi

Sivilasmadan sonra 60 dk iginde
— Tercihen 30 dk icinde degerlendirilir.

Oda sicakliginda veya 37 C de

20 um derinlikte ve 200X veya 400X buyutmede

Toplam 200 hucre sayilarak



o o0 W >

Motilite

Hizl ileri hareketli (25um/sn)
Yavas ileri hareketli
Yerinde hareketli ( 5 um/sn)

Hareketsiz

WHO 99

« lleri hareketli

— Hizi ne olursa olsun
Spermin aktif olarak
hareketi hem lineer hemde
genis dairesl.

* Yerinde hareketli

— llerlemenin olmadigi
motilitenin tUm modelleri

— kucguk daire icinde yuzme,

« Hareketsiz
WHO 2010



Hizl ileri Hareketli



Yavas ileri Hareketli



Yerinde Hareketli



Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]



Sperm canliligl

*Sperm canliligi hicrenin membran butinlagu ile tanimlanir
*Toplam 200 hucre sayilarak canli sperm orani belirlenir.

* Rutin olarak tum semen
orneklerine yapilmali

Hareketsiz sperm orani >%50 lleri hareketli sperm < %40 ise

| |

canlilik testi canlilik testi

WHO 99 WHO 2010



Eosin Y

Eosin-Nigrosin

HOS test




Sperm Canliligl

*Referans deger -Referans deger
 Boyama testleri  Boyama testleri
— Eosin > %75 canli — Eosin %58 canli
— Eosin-nigrosin > %75 canli — Eosin-nigrosin %58
« Hipoossmotik sisme testi « Hipoosmotik sisme testi %58

— Canhlik orani > %60 normal
— Canhlik orani < %50 anormal

WHO 2010

WHO 1999



Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]



Yuvarlak Hucre

* Sperm disi hucreler

— Epitel ve prostat hucreleri,

— Spermatogenik hicreler
_ Lékosit ~— Yuvarlak hiicre

I
o

 Yuvarlak hlcre sayisi < 5x10 ©



Lokosit

Ejakulattaki I0kositler ozellikle notrofillerden olusur.

Lokositlerin fazlaligi;

— Enfeksiyon
— Ejakulat hacminin azalmasi
— Oksidatif stress nedeni ile sperm fonksiyonunun bozulmasi

Normal semende — Lokosit sayisi < 1 milyon/ml
Yuvarlak hiicre sayisi> 1x10° ise I6kosit tanima testi yapilir



Lokosit

Lokosit sayisini belirlemede kullanilan teknikler:
1. Intraselliiler peroksidaz varhgi

2. Lokosit spesifik antijen

Intraselliiler peroksidaz varligina dayali testte ;
Lokositler ( notrofiller) ortama ilave edilen benzidin ve

hidrojenperoksitle kahveregiye boyanir.



Endtz Test

Stok Solusyon

% 96 Etanol 25 ml
Benzidin 0.0625 g
Distile su 25 m|

Hazirlanan solusyon +4-6 C de 6 ay saklanir.

Calisma solusyonu
4 ml stok solusyon +50 yl % 3 H, O,

Calisma

20 yl semen

20 ul yikama solusyonu
40 pl calisma solusyonu






Mikroskopik Analiz

«Say!
* Motilite
e Canlilik

* Yuvarlak hucre —Lokosit
J\% [e]g{e](e]]



Morfoloji

* Normal > %30  Normal > %4
WHO 92
WHO 2010
« Normal < %15 ise
IVF de basari
disuktur

WHO 99






WHO 1099 | WHO 2070 _

Uzunluk 4.0-5.0 ym 4.1 um
1,5-1,75 1,5
%40-70 kaplamalidir

oy/en

krozomal bolge

oyun ve orta parca
enislik

|

<1.0um

o
(@)}
o
3

Uzunluk Bas uzunlugunun 1,5 kati 4.0 ym
itoplazmik atiklar normal bas alani< 1/3

(9]

PN Q)
c
<
q
c
x

Uzunlugu ~45 um

iI

enisligi < orta parca

*Papanicolaou boyama
ve bilgisayar sistemi ile
ortalama sperm olguleri



Genisligi < orta parca
Duz

Morfoloji

 Bas

e Oval

« Akrozomal bolge %40-70
» Vakuol sayisi< 2

« Vakuol basin kapldigi
alanin %20 sinden az

« Postakrozomal bolgede
vakuol olmamalidir.

* Kuyruk kirik , kivrik
olmamalidir

* Kuyruk 360° donmemelidir.



Normal Bas




Bas Defektler

Kucluk Akrozom

Yuvarlak Bas

Akrozomsuz bas Kiiciik Akrozom







Boyun ve Orta Parca Defektleri

Kirik boyun

i B

Ince boyun

3 i




Boyun ve Orta Parca Defektleri

Kalin boyun

| ¥

Asimetrik




Kuyruk Defekti

Halka (coiled) kuyruk

Kisa kuyruk




Kirik kuyruk

vl N

Iki veya daha fazla

| .f
| i

Kalin kuyruk

Sitoplazmik Damla
kuyruk




Ozel defektler

Bassiz kuyruk
igne bas

Kuyruksuz bas

Sayi, motilite ve morfoloji
belirlerken, bas ve kuyrugu
butunuk iginde olan spermler
degerlendirilir

Bunlar anormal olarak
degerlendirilmez

Gerekli durumlarda sayilari
rapor edilir.



Boyall preparatta Lokosit




Bilgisayar yardimli semen analizi

* Gelisen teknoloji ile beraber gelistirilen
bilgisayar yardimli semen analizi sistemleri
sperm hareketliligi ve morfoloji tespitinde
kullanilabilmektedir.
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