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Koyunlarda Erken Gebelik Teshisinde Sigir Gebelik iliskili Glikoprotein

Kitlerinin Kullanilabilirliginin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Yasemin KAPLAN BILMEZ

Damismani: Prof. Dr. Nihat OZYURTLU

Anabilim Dali: Dicle Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dal1 (Veteriner), Yiiksek Lisans Tezi, Diyarbakir, 2018

1.1. TURKCE OZET

Amagc: Gebelik iliskili glikoproteinler (PAGs) ruminantlarda gebelik sirasinda
cift cekirdekli trofoblastik hiicrelerden sentezlenir ve maternal kan dolasimina
gecerler. Bu ¢aligmada, koyunlarda erken gebelik teshisinde ticari sigir gebelik test

kitinin kullanilabilirligi arastirildi.

Gere¢ ve Yontem: Bu amagla, 13 bas gebe Konya Merinosu koyundan
ciftlesme sonras1 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve 70. giinlerde kan 6rnekleri alindi.
Koyunlarin gebeligi dogumlar ile teyit edildi. Elde edilen plazma 6rneklerinde PAGs
degerleri ticari (Bovine Pregnancy Associated Glycoproteins) ELISA kiti ile 6l¢iildii.
Uretici firmanmin talimatina gore, PAGs’in plazma seviyesi 0,3'iin iizerindeyse

gebelik icin pozitif kabul edildi.

Bulgular: Pozitif PAGs degerlerinin oran1 gebeligin 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve
70. giinlerde sirastyla %7,69, %30,77, %69,23, %61,54, %76,92, %92,31, %100 ve
%100 olarak tespit edildi. Bu sonuglar gbz oniine alindiginda, sigir PAGs testinin

duyarlilig1 gebeligin ilerlemesiyle artmaktadir.

Sonu¢: Elde edilen sonuglara gore, gebelik pozitif icin 0,3 degeri esas
alindiginda gebeligin erken doneminde koyunlar i¢in hala bir hata pay1 olmasina
ragmen koyunlarda gebelik teshisinin 6zellikle gebeligin 35. giiniinden sonra sigir

PAGs kiti kullanilarak yapilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Koyun, gebelik teshisi, PAGs, inek PAGs kit



Investigation of the Usability of Bovine Pregnancy-Associated Glycoproteins
Kits for Early Pregnancy Diagnosis in Ewes

Student’s Surname and Name: KAPLAN BILMEZ Yasemin

Adviser of Thesis: Prof. Dr. Nihat OZYURTLU

Department: Department of Obstetrics and Gynecology, Institutes of Health
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1.2. INGILIiZCE OZET (ABSTRACT)

Aim: Pregnancy-associated glycoproteins (PAGs) are synthesized by bi-nucleate
cells of trophoblastic during pregnancy in ruminants, and they are secreted into
maternal blood circulation. In this study, it was aimed to test the usability of bovine

commercial PAGs ELISA kit for detecting early pregnancy in ewes.

Material and Method: For this purpose, the blood samples were taken on days
28, 35, 42, 49, 56, 63 and 70 after mating from 13 pregnant Konya Merino sheep.
Pregnancy was confirmed by the birth. The plasma PAGs concentrations were
measured by commercial ELISA (Bovine Pregnancy Associated Glycoproteins) kit.
According to manufacturer’s instruction, plasma level of PAGs had been accepted

positive for pregnancy, if it was above than 0.3 value.

Results: Percentages of positive value of PAGs for on days 21, 28, 35, 42, 49,
56, 63 and 70 were recorded as 7.69%, 30.77%, 69.23%, 61.54%, 76.92%, 92.31%,
100% and100%, respectively. When considering these results, the sensitivity of the

bovine PAG test is increasing during progression of pregnancy in ewes.

Conclusion: According to the obtained results, it was concluded that pregnancy
diagnosis in sheep could be done using cattle PAG kit after 35th day of pregnancy,
even though there is still a margin of error for sheep in the early period of pregnancy

when the value of 0.3 for pregnancy positive is taken as basis.

Key Words: Sheep, pregnancy diagnosis, PAGs, bovine PAGs kit



2. GIRIS ve AMAC

Diinyamizda degisik nedenlere bagli olarak gelisen bir¢ok sorun goériilmektedir.
Artan niifus ve aglik, ekilebilir alanlarin azalmasi, kirlilik, endiistrilesmenin getirdigi
avantajlarin yaninda olusturdugu olumsuz etkiler, doga dengesinin degisimi,
biyocesitliligin azalmasi ve daha birgok sorun bunlar arasinda gosterilebilir. Bu
sorunlarin basinda gelen artan niifus hiz1 ve buna orantisal olarak artig gosteren besin
ihtiyacinin 6niimiizdeki 30-40 yil i¢inde yaklasik iki kat1 olacagi tahmin edilmektedir
(1). Diinyada, aglik ve yetersiz beslenmenin Oniine gecebilecek temel beslenme
kaynaklarinin basinda hayvancilik sektorii gelmektedir. Bu sektoriin 6neminin gittikge

artmasi dogal olarak daha verimli iiretim yollarina bagvurmayi zorunlu kilmaktadir.

Uretimi arttirmanin  yollarndan biri de reprodiiktif verimliligi daha yukarilara
cekmektir. Bu amacla siiri devamliligi ve dol verimi kayiplarini 6nlemek i¢in
hayvancilik alaninda yapilacak yeni uygulamalar hem fiireticilere hem de ekonomiye

katk1 sunacaktir.

Hayvancilik sektorii icinde onemli bir yeri olan koyun yetistiriciliginde karlilig
saglayabilmek i¢in her yil en az bir defa yavru elde edilmesi hedeflendiginden bu
hayvanlarin her y1l gebe kalmasi istenmektedir. Modern koyun yetistiriciliginde verimin
arttiritlmast igin, tiremelerinin programli bir sekilde kontrol edilmesi gereklidir (2). Bu
kontroller ¢er¢evesinde dnemli olan hususlardan biri de gebelik kontrolleridir. Dol
verimi kayiplarmin 6niine gegmenin yollarindan biri de gebelik teshisinin zamaninda ve
dogru bir sekilde yapilmasi olacaktir. Koyun yetistiriciliginde gebelik tanisinin erken
donemde yapilmasi ekonomik agidan biiyiik 6neme sahiptir. Gebeligin erken tanisiyla
gebelere verilecek rasyonlarin belirlenmesi dolayistyla yavrularin dogum agirliginin da
normal olmasi saglanmis olacaktir. Ayrica erken gebelik tanisinda gebe hayvanlarin
kesimi de Onlenmis olur. Siiriide gebe olmadigi tespit edilen hayvanlar yeniden
ciftlestirilebildigi gibi yapag: verimi icin beslenmeye alinabilir veya siiriiden ¢ikarilarak
ekonomik acidan fayda saglanabilir (3, 4). Koyunlarda gebelik teshisi i¢in
kullanilabilecek farkli yontemler (ultrasonografi, gebelik iliskili glikoprotein,
radyografi, abdominal palpasyon, vaginal biyopsi, servikal mukus kaynatma testi,

vaginal smear, serum progesteron analizi vb.) olmasina ragmen erken gebelik teshisi



klinik sartlarda transrektal ultrasonografi (USG) yontemi ile yapilabilmektedir (4, 5).
Ultrasonografi ile erken donemde gebeligin teshisi i¢in klinisyen veteriner hekimlerin
hem deneyimli olmalari hem de bu ekipmani kliniklerinde bulundurmalar
gerekmektedir. Bu yonteme alternatif olarak son yillarda erken gebelik teshisinde
kullanilabilecek farkli yontemlere yonelimler olmaktadir. Bu yeni yontemlerden biri de
koyunlarda gebelik ile iliskili glikoproteinlerin tespitidir (6). Gebelik ile iliskili
glikoproteinler, gebelik donemine 6zgili molekiiller olup, bu molekiilleri tespit edebilen
sahada kullanilabilir ticari kitlerinin de gelistirilmesi ile ruminantlarda erken gebelik
teshisi yapilabilmektedirler (3). Erken gebelik teshisinin yapilmasi ile gebe kalmayan
hayvanlar erken tespit edilip kuzulama verimliliginin daha {ist seviyelere cikarilmasi

saglanmis olacaktir.

Sunulan tez ¢alismasi ile koyunlarda gebeligin 3. haftasindan itibaren
plasentasyonun tamamlanmasi asamasina kadar (21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve 70.
giinler) gebelik spesifik protein ailesine ait olan PAGs seviyesi, Enzym Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile daha ekonomik ve ulasilabilirligi kolay

olan ticari inek PAGs kiti kullanilarak arastirilmistir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Koyunlarda Ureme Fizyolojisi

Koyunlar, mevsime bagli lireme 6zelligi gosteren hayvanlardir. Mevsimden ayr1
olarak bulunduklar1 bolge, iklim sartlar1 ve beslenme kosullart da {ireme faaliyetleri
tizerine etkili olmaktadir. Giin 151831indaki degisim seksiiel aktivitelerine etki etmekte
olup, giin 15181 miktarinda karanlik zaman periyodunun artmaya baglamasindan
itibaren iireme mevsimine gegisler goriilmektedir (7, 8). Ote yandan koyunlarda
tireme faaliyetleri tropikal ve subtropikal bolgelerde ya tamamiyla mevsim disi veya
kisa araliklar seklinde olmaktadir. Tropikal bolge irklart yi1l boyu Ostrus
gosterebilirken, Ingiliz irklar1 bunlardan farkli olarak uzun bir andstrus periyoduna
sahiptir. Bir¢ok koyun irkinda iireme mevsimi kuzey yarim kiirede yaz aylari
boyunca veya erken sonbahar doneminde baslamakta olup iireme sezonunun siiresi
koyun 1rk1 ve diger faktorlere bagli olarak kis aylarina dogru son bulur. Koyunlarda
iireme faaliyetlerini temel olarak diizenleyen unsur fotoperiyod mekanizmasidir.
Ancak, degisik bir¢ok faktor de (sicaklik, beslenme, koku yas ve sosyal etkilesim)

ireme mevsimi lizerine etkili olmaktadir (2, 9, 10, 11).

Koyunlarda iireme mevsiminde Ostrus siklusu ortalama 17 giin siirer ve lireme
mevsiminin bitimine kadar gebe kalmadigi siirece tekrar eder. Ureme sezonu
sonunda gebelik sekillenmemis ise seksiiel aktivite son bulur. Andstrustan iireme
mevsimine gecis yavas olmakta ve ilk korpus luteum (CL) formasyonundan sonra
erken regrese (5-6 giin) oldugundan bu donemde sikluslar kisa olmaktadir (2, 9, 11).
Ureme mevsiminde yaklasik olarak 16-17 giin siiren siklus uzunlugu prodstrus,
Ostrus, metdstrus ve didstrus evrelerini kapsar. Siklus, ovulator follikiiliin biiyiidiigi
ve ovulasyonun gergeklestigi 2-3 giinliik stireci kapsayan follikiiler faz ile bir veya

birden fazla CL bulundugu luteal fazdan olugsmaktadir (2, 11).

Mevsimsel iireyen hayvanlarda giin 15181 siiresinin iireme fizyolojisi {lizerine
etkisi onemlidir. Giin 15181 sliresindeki degisimler hem disilerde hem de erkeklerde
sekstiel aktivite lizerine etki etmektedir. Mevsimsel polidstrik olan koyunlarda
seksiiel siklus hipotalamus, hipofiz, ovaryumlar ve uterus tarafindan salinan

hormonlar ile kontrol edilir (10, 11). Giinlerin kisalmasi ile retinaya gelen 151k



miktar1 azalir ve epifizden salinan melatonin miktar1 artar. Epifiz bezi, superior
sempatik ganglionlardan uyarilar alan postganglionik sempatik sinirler ile innerve
edilir. Retinada fotoreseptorler tarafindan algilanan 1s1k ve karanlik, monosinaptik
retinohipotalamik yolla hipotalamustaki suprakiazmatik nukleuslara iletilir.
Hipotalamusta eminensiya mediananin uyarimi, buradaki nérosekretorik hiicrelerden
gonadotropin saliverici hormon (GnRH) salinimima sebep olur. Hipotalamo-
hipofizyal portal dolasim ile hipofize gelen GnRH, burada gonadotropinlerin
salinimin1 uyarir. Artan follikiil uyarict hormon (FSH) seviyesi ile birden fazla
follikiil biiyiir ve antral follikiil seviyesine erisir. Gelisen follikiil etrafinda bulunan
teka ve granuloza hiicrelerinden salinan ostradiol, follikiiler sivida birikir. Artan
Ostradiol etkisi ile Ostrus davraniglart gbzlemlenirken, Ostradiol granuloza
hiicrelerinde luteinlestirici hormon (LH) reseptorlerinin sentezine sebep olur.
Ostradioliin maksimum seviyeye ulasmasi negatif ve pozitif geri bildirim
mekanizmalarina neden olur. Negatif geri bildirim ile FSH bazal seviyeye inerken,
pozitif geri bildirim ile LH miktarinda artis gerceklesir. LH etkisi ile follikiil
maksimum olgunluguna erisir ve LH pikinden yaklasik 14 saat sonra ovulasyon
kendiliginden olusur (2, 11, 12). Ovulasyon yerinde bulunan hiicreler liiteinlesmeye
baglayarak CL sekillenmeye baglar ve progesteron salgilar. Siklusun 12-14.
giinlerinde uterusta canli bir embriyo yok ise uterustan salgilanan Prostaglandin F2

Alfa (PGF2a), CL un regresyonunu saglar (5).

3.2. Koyunlarda Gebelik ve Gebelik Fizyolojisi

Koyunlarda gebelik siiresi ortalama 150 giin olup blastogenezis, embriyonal ve
fetal donem olmak iizere li¢ donemi igermektedir. Blastogenezis, fertilizasyondan
gebeligin maternal kabuliine kadar olan donem; embriyonal dénem, metamorfozis
evresi (farklilasma) ve organogenezisi kapsayan donem; fetal donem ise embriyonal

dénemin sonundan doguma kadar olan siireci kapsamaktadir (13).

Blastogenezis donemi; erkek ve disi proniikleuslarinin birlesmesi ile olugan zigot
birbirini takip eden mitotik boliinmeler gegirir. Koyunlarda 24 saatte 2, 1-3 giinde 4,

3-5 giinlerde ise 8 hiicreli hale gelir. Birbirini takip eden bu bdliinmeler ile embriyo



bliylir ve 8-16 hiicre asamasinda uterusa ulasarak blastosist haline gelir. Bu

asamadan sonra 7-8. giinlerde embriyoda sarkma (hatching) sekillenir (5, 13).

Embriyonal dénem; metamorfoz veya farklilasma ve organogenezis evresi
olarak da tanimlanan bu donem, blastogenezis doneminin (koyunda 12-17. giin)
sonundan gebeligin yaklasik olarak 32-34. giinline kadar olan evreyi kapsar. Bu
donemde embriyonun minyatiir bir modeli olusmaktadir. Embriyonal donemde
farklilasma ve organogenezis olaylarina ilaveten embriyonik zarlarin olugsmasi ve

konseptusunda uterus duvarina tutunmasi hazirliklar1 baglar (5, 13).

Fotal donem; koyunlarda gebeligin 32-34. giiniinden doguma kadar olan siireci
kapsayan en uzun donemdir. Bu donemde yavrunun biiylimesi ve yapisindaki
degisimler izlenir. Bu donemde histiyotrofik beslenmenin yerini hemotropik
beslenme alir. Bu dénem boyunca doku, organ ve sistemlerin farklilasmasi devam
eder. En fazla biliylimenin gerceklestigi bu donemde f6tiis besin ihtiyacini plasenta

vasitasi ile maternal dolasimdan karsilar (5, 13).

3.2.1. Gebeligin Maternal Kabulii

Embriyonun varlifinin anne tarafindan tanimmmasii igeren mekanizmanin
biitiinline gebeligin maternal kabulii denir (14). Koyunlarda gebeligin anne
tarafindan taninmasi, yavru ve anne arasinda bagisiklik, kanlanma ve hormonal
sistemi kapsayan karmasik bir olaydir. Bu kompleks dongiide embriyonun varliginin
anne tarafindan kabulii ile luteolizis durur, progesteron sentez ve salinimini saglayan
korpus luteum devamliligini siirdiiriir. Burada esas 6nemli olan nokta antiliiteolizis
mekanizmasidir (13, 15). Koyun ve kecilerde antiliiteolizis mekanizmasi benzerdir.
Serbest dolasan blastosist, spesifik proteinler iiretir. Koyunlardaki bu spesifik
proteinler ovine trofolastik protein-1 (oTP-1) olarak adlandirilmakta ve aktif
interferonlar veya interferon tau (IFN-tau) olarak da bilinmektedir. Interferon-tau
inek ve koyunlarda gebeligin 12-24. giinleri arasinda embriyonun blastosist
sathasinda trofoektodermin tek c¢ekirdekli hiicreleri tarafindan salgilanir ve gebeligin

anne tarafindan taninmasinda rol oynayan bir sitokindir (13, 14-16).



En fazla 16kositler, lenfositler, fibroblastlar ve trofoblastlar tarafindan iiretilen
glikoprotein yapisindaki bu molekiiler yapmin agirligt 18-20 bin daltondur. Giiglii
antiviral, antiproliferatif ve immiinomodiilator etkiye sahip olan IFN-tau lokal etkili
olup, uterus venlerinde ve lenf dolasiminda belirlenemez. Ruminatlarda embriyonun
blastosist sathasindan preimplantasyonun basladigi siire boyunca IFN-tau

trofoektodermin tek ¢ekirdekli hiicrelerinden salinir (13, 14, 16).

Gebeligin sekillenmemis oldugu 0Ostriis siklusunda bu evrenin sonlarina dogru
gelismekte olan follikiillerde Ostrojen seviyesinde artis olur, Ostrojenin artisi ile
uterus endometriyumunda bulunan oksitosin reseptor sayist da artar. Buna ilaveten,
ovaryumda gelismekte olan follikiillerden salinan Gstradioliin  etkisi ile
hipotalamustaki oksitosin salinim merkezi uyarilarak nérohipofizden sik araliklar ile
oksitosin salinimi baslatilir. Hem oksitosin hem de oksitosin reseptor sayisindaki bu
artis PGF2a saliniminin daha fazla ve sik olmasina neden olur. Artan PGF2a, CL un
luteolizisine (fonksiyonel ve yapisal regresyon) neden olarak plazma progesteron
diizeyinin bazal seviyelere donmesini saglar ve siklik durum devam eder. PGF2a,
CL’a giden kan akisini azaltarak luteal dokunun beslenebilmesini ve steriodogenik
akut regulator (StAR) protein aktivitesini engeller. Progesteron sentezinde dnemli bir
yeri olan StAR, kolesterolii mitokondriye tasiyan proteindir ve PGF2a bu

mekanizmay1 engelleyerek progesteron sentezinin de dniine ge¢mis olur (13-17).

Gebeligin sekillendigi durumlarda ise IFN-tau endometriyal &stradiol
reseptOrlerini baski altinda tutar ve oksitosin reseptorlerinin sentezini Onler.
Oksitosin reseptorlerinin sentezinin engellenmesi ile PGF2a salinimimin 6niine
gecilir ve CL’un luteolizisi engellenir (13, 14, 18). Buna ilaveten, IFN-tau
liiteotropik bir etkiye sahip olup CL tarafindan iiretilen progesteron sentezinde de
artisa neden olmaktadir (Sekil-1) (16-18). Antiluteolitik etkiye sahip olan IFN-tau,
konseptusun gelisimine ve implantasyon asamasinda uterusta gerekli olan birtakim

faktorlerin ekspresyonunda da diizenleyici bir etkiye sahiptir (19).

Gebeligin maternal kabuliindeki diger bir goriis ise IFN-tau’nun 9-ketorediiktaz
enzimini uyararak PGF2a’nin, Prostaglandin E2’ye doniisiimiinii saglamasidir.
Prostaglandin E2, ovaryum damarlarinda vazodilatasyona ve sonugta luteal dokunun

kanlanmasina neden olarak luteotropik etki olusturmaktadir (13, 18).



Blastocyst Blastocyst

Uterus Uterus bezi

Koyun ve inekte blastositteki trofoblast hiicrelerince tiretilen TFN-tau, uterusdaki oksitosin
reseptorlerini bloke ederek PGF2alfa sentezinin inhibe edilmesini saglar. Buna ilaveten, konseptusun
beslenmesiicin uterus lumenine verilecek protein iiretimine sebep olur.

Sekil 1. Koyun ve ineklerde IFN-tau tarafindan luteolizisin dnlenmesi (17).

3.2.2. implantasyon

Implantasyondan énce embriyo uterusa tutunmadan, uterus bezlerinden iiretilen
ve konseptusun gelisiminde etkili olan sekresyonlar ile beslenmektedir.
Implantasyonun sekillenmedigi bu dénemdeki beslenmeye histiyotrof beslenme
denir. Daha sonra yavru keselerinin gelisimi ile birlikte embriyonun viicut yapisi
gelisir. Bu gelisimin devam etmesi ile ekstraembriyonik keselerin endometriyuma
baglantis1 saglanir. Uterusa ulasan embriyo bu asamada endometriyumla yavru
zarlar1 araciligi ile baglanti kurmaya baslar (13, 14). Implantasyon siirecinde
embriyo trofoektoderm hiicreleri araciligiyla olusturulan ekstra embriyonik keseler
vasitasi ile endometriyuma tutunmaya baglar. Embriyonik trofoblast ve maternal
endometriyum epiteli arasinda siirekli temas saglanir. Koyun ve kecilerde gebeligin
yaklasik 12. giliniinde baslayan implantasyon, hatched blastosist asamasinda
gerceklesir, yavas gelisir ve gebeligin yaklasik 22. giiniinde tamamlanir (13, 20, 21).

Implantasyon, uterus luminal epitelyumu ve konseptus trofoektoderminin plazma



membranin karsilikli iligkisi ile baglayip plasentanin olusmasi ile sonuglanan olaylar
zinciridir. Bu olaylar, blastosistin embriyoya tutunmasi, oryantasyon ve zona
pellusidanin ortadan kalkmasini igerir. Ruminantlarda ti¢ asamali olarak da ifade
edilmektedir. ilk asamada konseptus uzar, ikinci asama; embriyonal zarlarin
trofoblast tabakasi ve uterus endometriyum epiteli arasindaki karsilagsma asamasidir.
Son olarak tiglincii asamada ise epitelyokoryal plasentanin hiicresel yapilarinda artig
gergeklesir (13, 21, 22). Biitiin memelilerde zona pellusidanin yirtilmasi ile baglayan
implantasyonun gerceklesmesi icin oncelikle tek c¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinin
endometriyuma yapigmasi gerekmektedir. Bu iki tabakanin yapismasini takiben ¢ok

cekirdekli biiyiik hiicrelerin goriildiigii sinsitya formasyonu sekillenir (13, 21).

3.2.3. Plasentasyon

Yavrunun koryon ve annenin uterus endometriyumu arasinda yavrunun
gelisimini, korunmasini ve yavru i¢in gerekli olan birtakim hormonal ve molekiiler
islevleri yerine getiren ekstra embriyonal dokuya plasenta denir. Plasenta gebelige
0zgli bir yapidir. Amniyon, allontois ve koryon tabakalarindan olusan plasenta
gebelik siiresince fOtusun beslenmesi ve gelisimi i¢in hayati dneme sahip olup
dolasim, bosaltim ve solunum gibi gorevleri yerine getirir. Buna ilaveten, gebelik
siiresi boyunca hormonal iiretim ve immiinolojik bariyer gibi gorevleri vardir.
Plasenta implantasyon ile birlikte sekillenmeye baslar ve gebelik siiresince
salgiladig1 Ostrojen, progesteron, plasental laktojen, IFN-tau ve plasental biiyiime
hormonlarinin etkisi ile endometriyal bezlerin uzunluguna ve genisligine biiyiimesini
saglar (13, 22). Koyun ve kecilerde implantasyon ile birlikte baslayan plasentasyon,
gebeligin yaklasik 50-60. giinleri arasinda tamamlanir (5, 13, 23).

Koyunlarda plasenta histolojik olarak sindesmokoryalis olup, jinekolojik yonden
yiizeysel epitel kaynasmasindan dolayr intermedier tip plasenta olarak
adlandirilmaktadir. Kotiledon, koryon iizerindeki villuslarin belli noktalarda
kiimelenmesi ile sekillenen yapilardir. Sayilar1 80-100 adet civarindadir. Yavru
tarafindan gelen kotiledonlar, anne tarafinda bulunan karunkulalar ile birleserek
plasentomlar1 olustururlar. Anne tarafinda bulunan karunkulalar implantasyon

alanlarinin oldugu yerler olup implantasyon evresinde emdometriyumda derin
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kriptler olustururlar. Kotiledonar villiler bu kriptlere dallanarak girer ve gelisirler.
Gebeligin ilerlemesi ile karunkular kriptler derinlemesine geliserek plasental
kanlanmanin artisim1 ve dolayisi ile biiyliyen yavruya da gerekli olan daha fazla

miktarda kan akiginin olmasini saglamaktadir (5, 13, 22).

3.3. Koyunlarda Gebeligin Endokrinolojisi

Koyunlarda gebelik boyunca fertilizasyon, yavrunun anne tarafindan kabulii,
yavrunun gelisimi ve saglikli bir bicimde dogumuna kadar uterus ve embriyo iizerine
etkili olan bir takim hormonal mekanizmalar bulunmaktadir. Bu siiregte esas 6nemli
olan hormonlar progesteron ve dstrojendir. Buna ilaveten prostaglandinler, kortizol,
relaksin, plasental laktojen ve prolaktin gibi hormonlarda belirli donemlerde 6nemli

fonksiyonlar gdstermektedirler (5, 13).

Koyunlarda gebeligin devamini saglayan hormon progesterondur. Gebeligin
sekillenmesinden doguma kadar olan siirecte etkin olan progesteron, dogumun
baslamasi ile etkinligini dstrojene birakir. Kecilerde progesteron kaynag liiteal yap1
iken koyunlarda gebeligin ilk 60-90 giinii liiteal yapidan daha sonraki kisimda ise
plasental kaynakli progesteron devreye girer (13, 18, 24).

Koyunlarda gebeligin ilk yarisinda yavasca artan progesteron 50. giinde 2-3
ng/ml’ye ulasir ve gebeligin ilk {i¢ ayindan sonra hizlica artarak yaklasik olarak 125.
giin civarinda pik yaparak 12-20 ng/ml’ye erisir. Dogumun baslamasindan birkag

giin 6nce de bu seviye 1 ng/ml’ye kadar diiser.

Gebelik stiresince dstrojen 70. giin civarinda artar (0,1-0,7 ng/ml) ve dogumdan

iki giin 6nce pik (15-50 ng/ml) yapar (7, 13, 18).

Plasental laktojen gebeligin 50. giinii civarinda belirlenebilir, 120-130. giinlerde
maksimum seviyesine ulasarak varligini siirdiiriir. Plasental laktojen, fotal gelisim ve

memelerin biiylimesinde rol oynar (13, 25).

3.4. Koyunlarda Gebelik Tam Yontemleri

Gebeligin erken tanisi koyunculuk sektdriinde onemli bir yere sahiptir. Gebe

olmayan hayvanlar daha fazla beslenmez ve siirliden ¢ikarilmalar1 daha ekonomik

11



olabilir. Siirli icerisinde gebe ve gebe olmayan koyunlarin ayirt edilmesi, lireme
problemlerinin azaltilmasina yardimei olur. Gebe olanlarda yavru sayisinin tespiti ile
uygun beslenme sartlar1 saglanarak gebelik toksemisi Onlenir. Dogum Oncesi
beslenme maliyeti, uygun dogum agirligi, yasayabilen kuzular ve giic dogum riskleri
de minimize edilir. Buna ilaveten gebeligin asamasinin dogru tespit edilmesi ile

kuruya ¢ikacak disilerin daha iyi gozlemlenmesini saglar (3, 26).

Koyunlarda gebelik tanis1 amaci ile bircok yontemden faydalanilmaktadir. Bu
yontemlerin 6zellikle saha sartlarina uygun, pratik ve ekonomik olmasi tercih
sebebidir. Gebelik teshisinde bircok degisik yontem bulunmasina ragmen bunlarin
bazilar1 erken sonu¢ vermediginden, bazilari anne ve yavruya zararli etkileri
oldugundan ve bazilarimin da duyarliig: diisiik kaldigindan bu yontemlere pek
basvurulmamaktadir. Bu yiizden, daha ¢ok real-time USG ile hem pratik hem de saha
sartlarina uygun ve giivenilir gebelik teshisleri yapilabilmektedir. Buna ilaveten, son
yillarda saha sartlarinda gebelik teshisi i¢in pratik kitlerden de faydalanilmaktadir (5,

13, 26). Gebelik teshisinde kullanilan yontemlerden bazilari asagida siralanmistir.

3.4.1. Radyografi

Koyunlarda gebeligin 65-70. giiniinden itibaren yavrunun iskelet sistemi
belirginlestiginden dolay: radyografi ile gebelik teshisi % 100’e yakin ve yavru sayisi
da % 90 oraninda tespit edilebilir. Bu yontem dogrulugu ve hizli bir yontem olusu
gibi avantajlarina ragmen donanim maliyeti, biiyiik siiriilerde ¢ikarabilecegi is ytiki
(bir giinde en fazla 400-600 koyun muayene edilebilir) ve uygulayici ile anne ve

yavruya potansiyel zararlarindan dolay1 kullanim alani kisitlidir (3, 13, 18, 26, 27).

3.4.2. Abdominal ve rekto-abdominal palpasyon

Abdominal palpasyon ile gebeligin 90-130. giinlerinde, %80-90 oraninda
gebelik teshisi yapilabilmektedir. Abdominal palpasyonda karin duvari her iki
tarafindan el ile kavranarak muayene edilir. Koyunlara muayeneden 12 saat dnce
yem ve su verilmemesi muayenelerini kolaylastirir ancak, yagl hayvanlarda yine de
palpasyon zor olmaktadir. Bu yontem gebeligin ¢ok ge¢ donemlerinde

yapilabilmesinden dolay1 kullanilabilirligi acisindan pek 6nemi yoktur (5, 13, 27).
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Rekto-abdominal palpasyonda kayganlastirilmis bir cam ¢ubuk (1,5x50 cm) sirt
istii yatirilmis koyunun rektumdan yavasgca gecirilerek bir miktar ilerletilir. Diger
serbest olan el abdomenin arka kismina yerlestirilerek cam ¢ubuk manipiile edilir.
Gebeligin erken asamalarinda bu yontem ile teshis diisiiktiir ama gebeligin ilerleyisi
ile birlikte, ¢iftlesmeden 85-109 giin sonra %97-100 oranina kadar dogrulugu
artmaktadir. Bu yontem basit, ucuz ve hizli olmasina ragmen ¢ogul gebelik teshis

orani diisiiktiir. Ayrica rektuma zarar verebilir ve abortlara neden olabilir (3, 26, 27).

3.4.3. Servikal mukus kaynatma testi

Servikal mukusun yapisi gebelik ve siklusun donemlerine gore farklilik
gostermektedir. Gebelik doneminde servikal mukusun yapisinda bulunan
glikoproteinler ve karbonhidrat yapisindaki molekiillerin degisimini esas alan gebelik
teshis yontemidir. Bu yontem; serviksin onlinden alinan mukus 6rneginin kaynayan
suda 2-3 dakika bekletilip mukusun dagilip dagilmama ozelligine bakilarak gebe
veya gebe degil teshisi konulmasi esasina dayalidir. Kaynayan suda servikal mukus
dagilmamis ise gebelik pozitif, servikal mukus kiigiik parcalar halinde dagilmis ise
gebelik negatif olarak degerlendirilir. Koyunlarda bu testin dogruluk orani %80
olarak bildirilmistir (4).

3.4.4. immunolojik testler

Bu yontemde kan serumunda rozet inihibisyon testi ile erken gebelik faktorii
tespit edilmeye calisiimaktadir. Bu test ile gebelik erken donemde teshis edilebilir

ancak pratikteki zorluklart agisindan uygulanmasi sinirlidir (5, 13).

3.4.5. Vajinal smear ve vaginal biyopsi

Koyunlarda gebelik ve siklus donemlerine gore vajina epiteli histolojik olarak
degisimler gostermektedir. Gebeligin erken doneminde (15-18. giinler) vajinal
smearde bir¢ok farkli hiicre izlenir. Erken donemdeki bu yapisal hiicre degisikligi
Ostrus siklusundaki bulgularla benzerdir. Bu hiicre tipleri kiiciik ve biiyiik yass1 hiicre
tipleri ile bir miktar keratinize hiicreleri igerir. Vajinal smearde keratinize poligonal

hiicreler gebe koyunlarda gebe olmayanlara gore daha azdir (13, 28).
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Gebeligin 40. giiniinden sonra vaginal biyopsi teknigiyle yaklasik olarak %93-97
oraninda gebelik teshisinin yapilabildigi bildirilmistir. Gebe koyunlarda vaginal
epitel 5 katmandan olusup bu katmandaki hiicreler kiibik ve prizma seklindedir.
Gebe olmayanlarda ise vajina epiteli 10 tabakadan daha fazla olup bu katmandaki

hiicreler diiz ve poligonal yapidadir (5, 13, 27).

3.4.6. Kaudal uterus arterinin palpasyonu

Arterin pulzasyonu ile gebeligi teshis etmeye dayal1 bir yontemdir. Bu yontem
koyunlarda gebeligin 50-60. giiniinden itibaren uygulanabilir. Gebelik ilerledikce
arteria uterina kaudalis sert ve kalin bir hal alir ve vajinaya yerlestirilen parmak ile

arterin pulzasyonu kolayca fark edilebilir (3, 13).

3.4.7. Ultrasonografi

Ultrasonografi (USG) yiiksek ses dalgalar1 kullanilarak i¢ organlarin ve
dokularin muayenesine olanak saglayan bir yontemdir. Degisik tipte ultrasonografik
goriintliileme sekilleri olmasina ragmen en sik kullanilan ger¢ek zamanli B-mod
USG’dir. Gergek zamanli USG ile hem yavrunun kalp atimi hem de hareketleri
goriilebilir. Ultrason cihazinda degisik tipte problar (linear, sektdr ve konveks gibi)

olup frekans aralig1 (3,5, 5,0 ve 7,5 MHz) da degiskenlik gostermektedir (29).

Kiiciik ruminantlarda gebelik tanisi, yavru sayisinin belirlenmesi ve yavrularin
canlt olup olmadigmin tespiti amaciyla USG muayenesi siklikla kullanilmaktadir.
Ultrasonografi ile koyunlarda gebelik teshisi hizli, glivenli ve pratik bir yontemdir.
Ultrasonografik muayene hem transrektal hem de transabdominal yolla yapilabilir.
Gebeligin yaklasik 30-35. giiniine kadar transrektal ultrasonografi ile 30. glinden
sonra transabdominal yontem ile gebelik teshisi yapilabilmektedir. Gebeligin 34-120.
giinleri arasinda aglik ¢cukurunun altindan memelerin yan tarafindaki tiiysiiz alandan
abdominal yontem ile iyi sonuglar alinabilmektedir. Erken dénemlerde (22. giinden
itibaren) USG ile teshis yapilabilmesine ragmen erken embriyonik dliimler, uterusta
stvi birikiminin verecegi anekoik goriintiiler, kan damarlar1 ve baz1 patolojik
durumlar sebebi ile yanlis sonuglar elde edilebilir. Bu yiizden 30-35. giinden sonra

teshis yapilmasi daha iyi sonuglarin elde edilmesini saglar (5, 13, 30, 31).
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Embriyonik kese ciftlesmeden sonra ilk kez 19-20. giin civarinda goriilebilir.
Yirmi besinci giinden itibaren embriyonik kesenin idrar kesesinin kraniyalinde
lokalize olan anekoik bir yapida oldugu belirlenir. Yavrunun kalp atimlar1 18-23.
giinlerde izlenebilirken plasentomlar gebeligin 26-35. giinlerinde goriilebilir (26, 32).
Gebeligin ilk 2 ayr boyunca gebe olmayan koyunlarin teshisi i¢in 7,5 MHz
transrektal ultrasonografinin  giivenilirligi diigliktiir. Embriyonik veya f{otal
kayiplardan dolay1 yanlis pozitif sonuglar elde edilebilir. Gebeligin 25. giliniinden
once 5 MHz’lik transrektal USG ile gebelik tespiti diisiiktiir (%12). Daha sonraki
giinlerde ise bu duyarlilik artmakta, 25-50. giinlerde 1rka, yasa ve yapilan muayene
teknigine gore % 65-87 arasinda olmaktadir. Transabdominal yolla ilk olarak
gebeligin 25-30. giiniinde degerlendirme yapilabilir. Bu teknigin duyarlilig1 gebeligin
29-30. giinlinden sonra daha yiiksektir ve gebeligin 46. giiniinde gebeligin 106.
giiniine kadar % 100 dogruluk oranina yaklasir (26, 30).

Doppler USG cihazi ile yavrunun kalp atimlari, fotal ve uterustaki damarlarin
kan akigkanligi tespit edilir. Bu yontem ile koyunlarda gebeligin yaklasik 41-60.
giinlerinden itibaren gebelerde %82, gebe olmayanlarda ise %91 oram ile gebelik
teshis sonucuna varilabildigi bildirilmektedir. Baz1 arastirmacilar ise bu orani1 daha
diisiik (%68 ve %84) bulmuslardir. Gebeligin 111. giinlinden itibaren ise %100
dogruluk orani ile gebelik teshis edilebilmektedir (3, 13, 26).

3.4.8. Hormon testleri

Koyunlarda gebelik teshisi amaciyla progesteron, Gstron siilfat ve plasental

laktojen gibi hormonal yontemler kullanilabilmektedir.

3.4.8.1. Progesteron analizi

Kan progesteron tespiti fonksiyonel CL varligi acisindan giivenilir bir
yontemdir. Koyunlarda plazma progesteron konsantrasyonu ciftlesmeden sonra 18.
giinden itibaren enzim immunoassay (EIA) ve radio immunoassay (RIA) yontemi ile
gebelikler tespit edilebilir. Erken embriyonik 6liimler, uterus ve ovaryum patolojileri

nedeniyle yanlis pozitif sonuglar alinabilir. Gebeligin 17-18. glinlerinde gebe
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koyunlarda %85-100, gebe olmayanlarda ise %100 oraninda dogru tani konulabilir
(3, 13, 26).

Gebeligin 60. giinlinden doguma kadar olan siiregte diskidan immunoreaktif
Pregnendiol-3-Glucuronide (iPdG) gibi progesteron metabolitine EIA yontemi ile
bakilarak %100 dogruluk ile gebelik teshisinin yapildig1 bildirilmistir. Progesteron
degeri yavru sayist 2 ve 3 olan koyunlarda tek yavru olanlara gore daha yiiksek
bulunmustur. Ciftlesme sonrasi gebeligin yaklasik 100. giin civarinda yavru sayisi ve
progesteron diizeyi arasinda %74-88 oraninda bir dogruluk tespit edilmistir. Buna
karsin, baska arasgtiricilar ¢ogul gebelik teshisini %25 dogruluk orani ile tespit
edebilmislerdir (26, 33).

Koyunlarda plazma progesteron seviyesinden ayr1 olarak siit progesteron
analizine de bakilarak gebelik teshisi yapilabilmektedir. Ciftlesmeden sonra 22-26.
giinlerde gebelerde siit progesteron seviyesi 10 ng/ml’nin iizerine ¢ikmaktadir. Siitte
bulunan bazi proteinlerden dolay1r gebe olan hayvanlardaki dogruluk orani diisiik

cikabilmektedir (13).

3.4.8.2. Ostrojen hormon diizeyi

Gebe koyunlarda fotoplasental yapinin olusmasi ile periferal plazmada Gstron
siilfat seviyesi artmaktadir. Gebeligin 70. giinii civarinda 0,1- 0,7 ng/ml arasinda
tespit edilebilir, sonra dogumdan 2 giin 6ncesine kadar artig gosterir (15-50 ng/ml).
Gebeligin 85. giiniinde gebe ve gebe olmayan koyunlar arasinda Ostron siilfat
acisindan Onemli bir fark vardir. Ancak, hayvanlar arasinda hormon seviyesi
degiskenlik gosterdiginden 0,1 ng/ml seviyesi baz alindiginda gebe olmayanlar %44,
gebe olanlar %87,9 oraninda dogru olarak belirlenebilmektedir (3, 26).

3.4.8.3. Plasental laktojen (PL) veya koryonik somatotropin

Plasental laktojen veya diger adi ile koryonik somatotropin olarak bilinen bu
hormon meme gelisimi ve laktasyondan sorumlu olup gebeligin 55. giiniinden
itibaren artis gosterir. Koyunlarda PL, RIA yontemiyle gebelerde %97, gebe
olmayanlarda %100 dogruluk orani ile gebeligin 64. giiniinde belirlenebilmektedir

(3, 13, 26).
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3.4.9. Gebelik protein testleri

3.4.9.1. Gebelik spesifik protein B (PSPB)

Gebelik spesifik protein B ilk olarak inek plasentasinda belirlenmistir. Fotal
trofoektodermin biniiklear hiicrelerince sentezlenir ve fizyolojik olarak gebelik
boyunca CL’un devamliligini saglamaktadir ve prostaglandin E, (PGE;) salinimini
uyarmaktir. Radio immunoassay yontemiyle sigir PSPB ile gebeler %100 oraninda
tespit edilebilmesine ragmen gebe olmayanlar gebeligin 26-106. giinlerinde %383
dogruluk orani vermektedir. Koyun PSPB konsantrasyonu sigir PSPB antikorlar ile
tanimlanamayan ¢apraz reaksiyona girmesinden dolay1 sayisal degeri belirlenemez.
Ancak, koyunlara 6zgii olarak RIA yontemi ile oPSPB olciimi yapilabildigi
bildirilmistir. Belirlenen oPSPB 30. giine kadar siirekli artis gdstermis, dogumdan 20
giin 0nce ise konsantrasyonu sabit kalmistir. Kuzulamadan sonra hizlica diismiis ve
en son postpartum 3. hafta civarinda belirlenebilmistir. Gebeligin 50-100. giinleri
arasinda PSPB konsantrasyonu ve plasental agirlik arasinda dogru bir oranti vardir.
Buna ilaveten gebeligin son donemlerinde abort yapan koyunlarda fotiis biiyiikligi
ve PSPB konsantrasyonu arasinda gebeligin 120. giinline kadar iliski kurulabilir (3,

13, 26).

3.4.9.2. Gebelik ile iliskili glikoproteinler

Gebelik doneminin hemen baslarindan itibaren ruminantlarin plasentasinda
bulunan ¢ift ¢ekirdekli dev hiicreler, fotal koryondan maternal tabakaya dogru goc
ederler (Sekil-2). Gebelikle iliskili glikoproteinler trofoblast kokenli bu ¢ift
cekirdekli hiicreler tarafindan sentezlenir. Aspartik proteinaz yapisinda bir molekiil
olan bu proteinlerin molekiiler agirliklar1 43-67 kDa arasindadir. Churra ve Merinos
gibi koyunlarda gebeligin 3. haftasinda, bir¢ok koyun 1rklarinda ise 4. haftadan sonra
belirlenebilir. Koyun gebelik ile iliskili glikoprotein (0PAG) seviyesi gebeligin 3.
haftasindan 9. haftasina kadar yavasca artis gosterir. Koyun irklar1 arasinda 9-17.
haftalarda oPAG seviyesi degisken olsa da oPAG seviyesi 17. haftadan kuzulamaya
kadar tekrar artar. Kuzulamadan sonra hizla azalarak postpartum 4. haftada bazal
seviyesine diiser. Koyun PAG seviyesi fotlis sayist ve fotal cinsiyet tarafindan

etkilenebilir. Ikiz gebeligi bulunan koyunlardaki oPAG konsantrasyonun tek yavru
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olan koyunlarinkine goére daha yiiksek oldugu belirlenmistir (gebeligin 12.
haftasindan gebeligin sonuna kadar). Ancak, bu farklilik gebeligin 21. haftasinda
onemli olarak tespit edilmistir. Buna ilaveten erkek yavrusu olan koyunlarda oPAG
seviyesi disi yavrusu bulunan koyunlara gore gebeligin 19, 20 ve 21. haftalarinda

daha yiiksek belirlenmistir (3, 26).

Gebelikle iliskili glikoprotein tespiti i¢in dnceleri RIA testi yapilirken, sonralari
ELISA testleri kullanilmaya baslandi. ELISA testi ile Ornekler daha kolay
islenebilmekte, RIA yOntemine kiyasla radyoaktif riski olmadigindan saha ve

laboratuvar sartlarinda uygulanabilirligi daha avantajhidir (13, 34).

Ruminantlar arasinda gebelik ile iligkili protein yapilarinda farkliliklar fazla
degildir. Koyun ve ineklerdeki PAGs yaklasik %70°1 benzerdir. Bu ylizden koyun
PAGs’nin tespiti amaciyla inek PAGs kitleri kullanilabilir (35).

Ruminantlarda koryondan, endometriyum epiteline gog eden cift cekirdekli dev
hucreler (BNGC); a) fotal taraftan maternal epiteline go¢ eden BNGC,
b) Maternal tabakaya dogru go¢ etmis BNGC

Bazal membran

Fotal taraf
(koryon)

Maternal
epitel

Bazal membran

Maternal dolasim
Senger, 1999

Sekil 2. Plasentadaki cift ¢cekirdekli dev hiicreler ve bunlarin gogii (16).

Bu tez calismasinda ELISA tabanli bir ticari sigir PAGs kiti ile koyunlarda

gebeligin erken donemde tespit edilip edilemeyecegi arastirildi. Son zamanlarda
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yapilan ¢aligmalarda (35) sigir PAGs kitlerinin gebelik teshisi amaciyla ile diger bir
ruminant olan koyunlarda da kullanilabilecegi bildirilmistir (36). Bu durum koyun
PAGs molekiilleri ile inek PAGs molekiillerinin yapisal olarak yiiksek oranda benzer
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun gebeligin degisik gilinlerinde koyunlarda
kullanilabilirliginin teyit edilmesi bolgemiz agisindan ekonomik katkisina ilaveten
bilimsel olarak da inek PAG Kkitlerinin bu amacla kullanilabilecegi bu calisma ile
ortaya konacaktir. Gebeliklerin daha pratik ve daha ekonomik bir yontemle erken
donemde teshis edilmesi siirii idaresi acisindan Onemlilik arz etmektedir. Ayrica
erken gebelik tanisinda gebe hayvanlarin kesiminin de oniine gegcilip, gebe olmayan
hayvanlarin yeniden ciftlestirilmeleri saglanir, gebe kalamayan hayvanlar da

beslenmeye alinabilir veya siiriiden ¢ikarilarak ekonomik acidan fayda saglanabilir.
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4. GEREC ve YONTEM

Calismada kullanilan gebe koyun kan plazma numune 6rnekleri 6nceden alinmis
olup Anabilim dalimiz arastirma laboratuvarinda (-20 °C) muhafaza edildi.

Laboratuvar ¢alismasi asamasinda 6rnekler ¢ozdiiriilerek analizleri yapildi.

4.1. Cahsmada Kullanilan Hayvan Materyali ve Yapilan Islemler

Calismanin hayvan materyalini saglikli ve daha once dogum yapmis, 2-5 yas
arasinda olan Konya Merinosu koyunlar olusturdu. Giindiizleri merada otlatilip
aksamlar1 kapali agilda tutulan koyunlara ¢iftlesme mevsiminin baslamasi ile giinliikk
300 gr ilaveten karma yem verildi. Ostrus tespitleri (arama kogunun asimi esnasinda
hareketsiz durmasi ve ¢iftlesmeyi ret etmemesi) arama kocu ile yapilan koyunlar elde
sifat yontemi ile damizlik koglar ile giftlestirildiler. Sunulan tez g¢alismasindaki
hayvanlar arama koglar1 ile Ostrus tespiti yapilip ciftlestirilen koyunlar i¢inden
belirlendi. Ciftlestirilen bu koyunlar icinden gebelikleri tespit edilen ve gebelikleri
aynt zamanda dogumlar1 ile teyit edilen 13 koyun calismaya dahil edildi.
Hayvanlardan 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve 70. glinlerde kan plazma o6rnekleri i¢in
vena jugularisden kan alindi. Kor 6rnekleme ile alinan kan 6rnekleri vakumlu Na-
EDTA tiiplerine alindiktan sonra 20 dk. siiresince 3000 devir/dakika’da santrifiij
edildi. Cikan plazma kismi1 ¢alisilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) saklandi.
Kit calismasi esnasinda negatif kontrol ve pozitif kontrol 6rneklemeleri de yapildi.
Dogumlar ile teyitleri yapilan 13 hayvanin belirlenen giinlerdeki kan numunelerine
ELISA ile bakildi.

Koyunlarin gebelik tespitleri transrektal USG yontemi ile yapildi. Ciftlesme
giinii 0. giin olarak kabul edilmesinden sonraki 28. giinde gebeliklere transrektal
USG ile bakildi. Erken gebelik kayiplarina ve gebeliklerin devam edip etmediginin
belirlenmesi amaci ile gebeliklere 35. giinde transrektal USG yontemiyle tekrar
bakildi. Bunlara ilaveten kuzulama zamanlarinda da doguran koyunlar belirlenerek
kayitlar1 tutulup daha oOnceki gebelik muayeneleri ile karsilastirildi. Calismada
gebelik tespiti i¢in 7,5 MHz transrektal prob donanimli B-Mode Real Time ultrason
cihazi (Scanner 480 Vet, Esaote Pie Medical, Maastrich, Hollanda) kullanildi.
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4.2. Laboratuvar Calismasi

Bu ¢alismada, koyun plazmasindaki PAGs degerinin dl¢iimii i¢in Idexx firmasi
tarafindan iretilen (IDEXX Bovine Pregnancy test kit, Switzerland AG,
Stationsstrasse 12, 3097 Liebefeld-Bern, Switzerland) sigir gebelik ile iliskili
glikoprotein PAGs ELISA kiti kullanildi. Yapilan ELISA analizinde izlenen
prosediir Tablo-1 de goriilmektedir. Bu kit igeriginde; anti-PAG antikorlari ile kaplh
kuyucuklar, pozitif ve negatif kontrol soliisyonlari, konjugat, sulandiric1 6rnegi,
TMB substrat, reaksiyonu durdurucu soliisyon, yikama soliisyonu ve detektor
soliisyonu bulunmaktaydi. Analiz yapilmadan 6nce 2-8 °C arasinda saklanan tiim
reagentlar 24 °C’ye getirildi ve nazikg¢e karistirildi. Laboratuvar ¢alismasi Dicle
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUBTAM)
laboratuvarinda bulunan ELISA okuyucusu ve yikayicisi (Thermo Multiscan Go)
(Resim-1) ile yapildi. Caligmanin laboratuvar asamalar1 asagidaki Tablo-1’de sirasi
ile belirtilmektedir. Kullanilan kit plakast ve oOrneklere dair asamalardan bazi

goriintliler Resim-2’de goriilmektedir.

MuLTiskan GO

Resim 1. ELISA cihazi (okuyucu ve yikayict)
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Tablo.1 ELISA yontemi ile yapilan islemler (sirali numaraya gore)

Yapilan islem

1 Kuyucuklar 6rnekleme pozisyonuna hazirlandi

5 Ornek sulandirici, kontrol ve bakilacak &rnek kuyucuklarma 25 pl
(mikrolitre) dagitild

3 Negatif ve pozitif kontrol soliisyonlar1 kuyucuklara birakildi (100 pl)

4 Ornekler uygun kuyucuklara dagitildi (100 ul)

5 Kuyucuklari i¢eren plaka nazikge karigtirildi

6 Kuyucuklarin tizeri sikica kapatildi ve 37 °C’de 60 dk. bekletildi

. Kuyucuklar ELISA yikama cihazi ile bosaltild1 ve yikama soliisyonu ile 5
defa yikandi

8 Her kuyucuga 100 pl detektor soliisyonu birakildi

9 Kuyucuklar tizeri sikica kapatildi ve 24 °C’de 30 dk. bekletildi

10 | Yedinci adim tekrar edildi

11 | Her kuyucuga 100 pl konjugat birakild

12 | Kuyucuklar tizeri sikica kapatildi ve 24 °C’de 30 dk. bekletildi

13 | Yedinci adim tekrar edildi

14 | Her kuyucuga 100 pl TMB subsrat birakild:

15 | Kuyucuklar 15 dk. boyunca 24 °C’de bekletildi

6 Her kuyucuga reaksiyonu durdurmasi i¢in 100 pl durdurucu soliisyonu
birakildi

. Olgiimler ve kayitlar 450 nm dalga boyundaki ELISA okuyucusunda
yapildi

18 Sonuglar firmanin belirledigi optimal yogunluk (OD) hesaplamasina gore

yapildi
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Resim 2. ELISA kiti laboratuvar ¢alisma asamalari

4.3. Uretici Firma Hesaplama Kriterine Gore Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonugclar hesaplanmadan 6nce standart ve drnekler i¢in tekrarlanmis Slgiimlerin
ortalama degerleri alindi. Hesaplamada her numunenin optimal yogunlugundan
(OD), negatif kontrolin OD degeri ¢ikarilarak belirlendi. Hayvanlardan alinan
plazma Orneklerinin sonuglar1 firmanin belirledigi hesaplama yontemi dikkate
alinarak >0,3 degeri olanlar igin pozitif yani gebe, bu degerin alt1 ise negatif yani

gebe degil olarak kabul edildi.

4.4. istatistik Analizi

Calismada elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi
ile belirlendi. Gruplar aras1 ve grup ici dl¢iimlerin homojenligi test edildi. Olgiim
yapilan giinlere iligkin ortalama OD degerlerinin istatistiki analizinde tekrarl
Olctimler Varyans analizi kullanildi. Glinler arasindaki farkliliklarin kontroliinde ise
Bonferroni diizeltilmis p degerleri kullanilarak Wilcoxon Pairwise testi ile

degerlendirildi. Istatistiksel onemlilik seviyesinde p<0,05 esas alind1.
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S. BULGULAR

Calismada kullanilan Konya Merinosu koyunlarin gebeliklerinin 21, 28, 35, 42,
49, 56, 63 ve 70. gilinlerinde plazmalarinda belirlenen ortalama PAGs-OD
degerlerine iligkin veriler grafik seklinde asagida belirtilmektedir (Sekil 3). Sekilde
belirtilen grafikte gebelik giinii ilerledik¢e plazmadaki PAGs diizeyine iliskin OD
degerlerinde artis oldugu goriilmektedir. Gebeligin 21 ve 28. giinlerindeki ortalama
PAGs-OD degerleri arasinda p<0,05 diizeyine gore onemli farklilik olusmamakla
birlikte iki gilin arasindaki istatistiksel 6nem farkliliginin 0,07 diizeyinde oldugu
tespit edildi.

1,2

d
d
% d
2
b, c
b
’ *
a
; A I

21. glin 28. gln 35. glin 42. gin 49. gin 56. gin 63. glin 70. giin

£
o

o
00

Plazma ortalama OD degerleri
o o
) (%)}

o
N

Plazma Ornekleme Giinleri

Sekil 3. Orneklere bakilan giinlere iliskin belirlenen plazma ortalama PAGs-OD

degerleri

Calismada ilk drneklemenin yapildig: 21. giine gore plazma PAGs-OD degerleri
arasindaki istatistiksel agidan 6nemli diizeydeki ilk farklilik 35. giinde oldu (p<0,05).
Gebeligin 35 ve 42. giinlerindeki plazma PAGs-OD degerleri arasinda istatistiksel
diizeyde farklilik olusmazken (p>0,05), 49. giindeki plazma PAGs-OD degeri 42.
giindeki plazma PAGs-OD degerine, 56. giindeki plazma PAGs-OD degeri ise 49.
giindeki plazma PAGs-OD degerine gore onemli diizeyde artis gosterdi (p<0,05).
Gebeligin 56, 63 ve 70. gilinlerindeki ortalama PAGs-OD degerleri arasindaki
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farkliliklar bu giinler agisindan kendileri arasinda istatistiksel diizeyde onemli
bulunmadi (p>0,05). Ancak, gebeligin 35. glinlinden sonraki her PAGs-OD ortalama
degeri ise gebeligin 21 ve 28. giinlerine gore farkli bulundu (p<0,05).

Bu c¢alismada plazma Orneklerinin alindigi giinlere iliskin belirlenen ortalama
OD degerleri ve ayni giinlerde plazma OD degeri >0,3 olan koyun oranlar1 Tablo
2’de verildi. Tabloda goriildiigii gibi plazma ortalama PAGs-OD degerleri 21 ve 28.
giinlerde 0,3 OD degerinin altinda seyretmektedir. Gebeligin 35. giinlinde plazma
PAG-OD degeri 0,38’e yiikselmekte ve bu hayvanlarin %69,23°1 kritik degerin
tizerine ¢ikmaktadir. Plazma PAGs-OD degeri 42. giinde her ne kadar 35. giine gore
hafif azalsa da istatistiki ag¢idan herhangi bir dnem teskil etmemektedir (p<0,05).
Gebeligin sonraki asamalarinda ise (49, 56, 63 ve 70. giinler) PAGs-OD degerinin
stirekli arttigr goriilmektedir. Gebeligin 35. giinlinden itibaren koyunlarin biiyiik
cogunlugunda PAGs-OD degeri 0,3’lin iizerine ¢ikmasina ragmen koyunlarin
tamaminda (n=13, %100) gebelik yasinin 63. giiniinden itibaren bu deger 0,3’ilin

lizerinde olmustur.

Tablo 2. Giinlere gore ortalama plazma PAGs-OD degerleri ve yiizdeleri

Ornekleme Plasz‘ P_AG ob >0,03 OD oram
gimii | de(ie:sx) (%)

21 13 0,08+0,02° 7,69 (1/13)

28 13 0,21+0,04" 30,77 (4/13)
35 13 0,38+0,05" 69,23 (9/13)
42 13 0,30+0,05 61,54 (8/13)
49 13 0,49+0,08°¢ 76,92 (10/13)
56 13 0,64+0,07" 92,31 (12/13)
63 13 0,87+0,07° 100,0 (13/13)
70 13 0,97+0,08° 100,0 (13/13)

Aymni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak dnemli bulundu (p<0,05)
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Bu calismada gebelik tanist i¢in pozitif kabul edilen >0,3 plazma PAGs-OD
degerine sahip olan koyunlarin oraninda gebelik yasi ilerledik¢e 6zellikle gebeligin

35. glinlinden itibaren belirgin bir artisin oldugu belirlenmistir (Tablo 2).
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6. TARTISMA

Koyunlarda gebelik teshisi i¢in kullanilabilecek bir¢ok klinik ve laboratuvar
yontemleri mevcuttur. Gerek teknolojik iyilesmeler gerekse koyunlarda gebelik
fizyolojisinin giiniimiizde ¢ok daha iyl anlasilmasi ile gebelik teshisi igin
giivenilirlikleri yiiksek yeni yontemler giin gegtikge ortaya ¢ikmaktadir. Koyunlarda
gebelik teshisi 6zellikle gebeligin erken donemlerinde yapilabildigi takdirde dnemli
olmaktadir. Gebeligin erken donemleri giivenilir bir bigimde teshis edilerek koyun
yetistiricilerine ve hayvancilifa birgok avantajlar saglanmis olacaktir. Klinik
yontemlerden USG ile gebelikler yiiksek oranlarda dogru teshis edilmesine ragmen
biiyiik siiriilerde uygulama zorluklar1 ve zaman almasi acisindan daha kolay

uygulanabilir yontemler gelistirilmesi amaciyla ¢calismalar siirdiiriilmektedir.

Ultrasonografiye alternatif gebelik teshisi yontemlerine bakildiginda son
zamanlarda kanda gebelik ile iligkili proteinler veya genlere bakilan bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bu calismalarda ozellikle sigir ve koyunlar icin gebelige iliskin
glikoproteinlerin tespit edilmesi gen ekspresyon ¢aligmalarina gore ¢cok daha pratik
olmasi ve daha az laboratuvar iglemi gerektirmesi yoniinden saha sartlarinda daha
pratik oldugu kanisina varilmis ve arastiricilarin halen bu konuda énemli ¢aligmalar

yaptiklar1 goriilmektedir (6, 37-39).

Gebelik ile iliskili glikoproteinlerden bir kismi ruminantlarda molekiil yap1
bakimindan benzerlikler gostermektedir. Bu yiizden sigir PAGs kiti ile koyunlarin
PAGs degerine de bakilan ¢alismalar yapilmistir (36, 40). Sigir PAGs Kkitinin bazi
yerlerde elde edilebilirligi ve koyun kitine gore daha ekonomik olmasi gibi
sebeplerden dolay1 bazi arastiricilar koyunlarda PAGs o6l¢iimil i¢in ¢alismalarinda
sigir PAGs kitlerini kullanmiglardir (36). Sunulan tez c¢alismasit kapsaminda
koyunlarda gebeligin degisik donemlerine gore sigir PAGs ELISA kitinin

kullanilabilirligi incelenmistir.

Koyunlarda gebeligin belirlenmesinde klinik yontemler ve hormonal
analizlerden ayr1 olarak son yillardaki ¢aligmalar; kan veya siitte bakilabilen bazi

spesifik proteinler ile IFN-tau’nun belirlenmesine yonelik arastirmalar seviyesinde
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olmustur. Gebeligin devaminda da rolii olan IFN-tau kandaki 16kositlerde uyardig
genlerin ekspresyonu yoluyla tespit edilmektedir (21, 41). Bu gibi yontemlerin bazi
zorluklar1 ve zaman almasindan dolayr pratikte uygulanmalar1 bu asamada zordur.
Gebelik teshisinde bagvurulan abdominal ve rekto-abdominal palpasyon ile gebeligin
belirlenmesi, gebeligin ge¢c donemlerinde ancak yapilabilmektedir. Ultrasonografi ile
gebelik teshisi yiiksek dogruluk oranlar ile belirlenebilmesine ragmen hem kalabalik
stiriilerde uygulanmasinin zaman ve isgiicii agisindan zorluklar1 hem de deneyimli bir
hekim gerektirmesi gibi dezavantajlar1 olmaktadir (13, 37). Bu yiizden gebelik
teshisinde bu gibi klinik yontemlere alternatif olarak PAGs diizeylerine daha kolay
yontemler ile bakilabilmektedir (36, 40, 42, 43). Gebeligin PAGs tespiti i¢in her ne
kadar laboratuvar donanimina ihtiya¢ duyulsa da bu yonteme uygun kitler ile gebelik
tanist daha kisa siirmektedir. Ayrica son zamanlarda gorsel baki kitleri ile klinik/saha

sartlarinda da kolaylikla gebelik tanisi yapilabilmektedir (34).

Sunulan bu tez c¢alismasinda inekler igin gelistirilen gebelik ile iliskili
glikoproteinleri 6lgen bir ticari kitle (koyun kitine gére daha ekonomik olan sigir

PAGs kiti ile) koyunlarda erken gebeligin tespiti amaglandi.

Bu amagla ¢alismaya dahil edilen toplam 13 bas gebe koyunun (gebelikleri
dogumlar ile teyit edildi) gebeliklerinin 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve 70. giinlerinde
kan plazma Ornekleri toplandi ve uygun kosullarda (-20 °C) saklandi. Sigir ticari
PAGs ELISA kiti ile plazmalara bakildi. Laboratuvar ¢aligmasi agamasinda testin
giivenilirligi agisindan pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri de plazma drnekleri ile es
zamanl ¢alisildi. Uretici firma verilerine gdre mikrotiter plaka formati anti-PAGs
antikorlarinin oldugu plaka seklinde bigimlendirilmistir. Test 6rneklerinin kapli olan
plaka kuyucuklarinda inkiibasyonu ile PAGs molekiilleri, PAGs’a duyarl antikor ve
substratlar ile baglanir. Baglanamayan konjugatlar yikanarak uzaklastirilir ve renk
degisimini saglayan TMB subsrati kuyucuklara ilave edilerek olusan renk
degisiklikleri kolometrik olarak spektrofotometrede ELISA okuyucusu ile 6l¢iiliir.
Bu tez c¢aligmasinda da plazma PAGs degerlerinin 6l¢iimii yukarida bahsedilen
yonteme gore yapildi. Koyun plazma Orneklerinde 21. gilinden itibaren PAGs
degerleri tiretici firma hesaplama yontemine gore belirlendi. Gebeligin 21. giinlinde

0,08, gebeligin 28. giiniinde 0,21 olan ortalama PAGs degerinin 35. glinden itibaren
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0,38 seviyesine ulastig1 goriildii. Ancak, 35. giinde bulunan ortalama deger gebeligin
42. giinline gelindiginde hafif bir azalma egilimine girse de bu azalma istatistiki
acisindan 6nemli bulunmadi. Gebeligin 42. giiniinden itibaren ortalama PAGs-OD
degeri 35. giindeki degerin ilizerine ¢ikmaya baslayarak; 49. giinde 0,49, 56. giinde
0,64, 63. giinde 0,87 ve 70. giinde 0,97 seviyesine ulasti. Buradan da agikca
goriildiigli gibi ortalama PAGs degeri gebelik yast ilerledikge stirekli artis
gostermektedir. Gebeligin 35. giinlinden 42. giiniine gelindiginde azalma gosteren
ortalama PAGs degerindeki bu azalma koyunlarin bireysel doéllenme giinii farklilig:
ve plasentasyonun tamamlandigi bu giinlerde bazi PAGs’larin azalmasindan
kaynaklanmis olabilecegi diiiiniildii. Buna benzer bir ¢alismada da Steckeler ve ark.,
(44) gebeligin erken doneminde 11 koyunda PAGs degerlerine bakmiglar. Tiim
koyunlarin gebeligin 42. giinlinde PAGs ol¢iimiine gore % 100 oraninda gebe
olduklarmi bildirmislerdir. Ancak siirpriz bir bicimde bu aragtirmacilar da PAGs
degerinin 49. giinde azaldigini, sonraki giinlerde ise tekrar artis gosterdigini ifade
etmislerdir. Gebeligin erken donemlerde teshisi i¢in yapilan bazi caligmalarda
PSPB’nin inek ve koyunlarda once arttig1 sonra azaldigini ve tekrar arttigini bildiren
caligmalar mevcuttur (42, 45). Gebelik ile iliskili glikoproteinler i¢cin bu bifazik
durumun bazi arastiricilar (46, 47) tarafindan goriilmedigi ifade edilse de, yapilan tez
calismasinda bifazik durumun Steckeler ve ark., (44)’nin yaptig1 calismaya benzer

bicimde artig, azalis ve tekrar artis gosterdigi belirlendi.

Sunulan tez ¢aligmasinda plazmadan PAGs seviyesinin belirlenmesi i¢in ELISA
yontemi kullanildi. Plazmadan PAGs’1n belirlenmesi disinda tam kan, serum ve siitte
de PAGs seviyelerine bakilabilmektedir (6, 40, 44, 46). ELISA yonteminden ayri
bazi aragtirmacilar PAGs diizeylerine RIA yontemi ile bakmislardir (6, 39, 48).
Gebelik teshisinde RIA ile PAGs ekpresyonunun gebeligin 18-20. giinlerden itibaren
yiiksek dogrulukla belirlenebildigi bildirilmistir (6, 39, 49). Gebeligin erken
donemde teshisi icin RIA testi ile PAG’1n gebeligin 22. giiniinde yliksek dogrulukla
teshis edilebilecegini ifade etmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda PAGs degerinin
ELISA yontemi ile bulunan sonuglart RIA yontemi ile karsilastirildiginda gebelik
yasi teshisinin RIA yontemi ile hem daha erken donemlerde hem de daha yiiksek
dogruluk orani ile belirlendigi goriilmektedir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi

gebeligin erken donemde PAGs degerine bakilarak gebelik teshisinde RIA ydntemi,
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ELISA’ya gore daha erken ve dogru sonuglar verebilmektedir. Ancak, RIA
yonteminin radyoaktif madde riski ve daha donanimli bir laboratuvar imkani

gerektirmesi gibi bazi1 dezavantajlarinin oldugu unutulmamalidir (13, 34).

Gebeligin erken donemde teshisi i¢in koyunlara 6zgii koyun PAGs Kkiti ile
Ugar’in (46) yapmis oldugu ¢alismada PAGs degeri 21, 25 ve 28. giinlerde yiikselme
egilimi gostermistir. Gebeligin 35. giliniinde bulunan PAGs degerinin 18. giindeki
deger ile kiyaslandiginda onemli bir farkliligin oldugu tespit etmistir. Diger bir

calismada da PAGs’1n 30-120. giinler arasinda artig gosterdigi bildirilmektedir (47).

Sunulan tez ¢aligmasi, koyun kiti ile yapilan calismalardan farkli olarak sigir
PAGs kiti kullanilarak yapildi. Calismada PAGs degerleri 21. giinden 35. giine kadar
artig gosterdi (0,08 den 0,021°e), 35. glinden 42. giine gelinirken hafif bir azalis
gosterip sonraki drnekleme giinlerinde (49, 56, 63 ve 70. giinler) hep artma egilimi
ile seyretti. Koyunlarin biiyiik kisminda optimal degere gore gebeligin pozitif olarak
degerlendirilmesi, gebeligin 35. giliniinden itibaren gorilmektedir (%69,23).
Gebeligin ilerlemesi ile 63. giinde bu dogruluk oraninin %100°e ¢iktig1 tespit edildi.
Elde edilen sonuglar sigir PAGs kitinin koyunlarda PAGs 6l¢imi icin
kullanilabilecegini gostermektedir. Bunun sebebi ise ruminant olan sigir ve
koyunlarin plasentasindaki trofoblast hiicrelerinden salinan PAGs molekiillerinin
benzer molekiiler yapida olmasindan kaynaklidir. Buna ilaveten bu goriisi
destekleyen diger bir bulgu ise sigir ve koyunlarda PAG-1 kodlayan cDNA,

niikleotidlerde %86 oraninda benzerlik géstermesidir (36).

Yapilan tez caligsmasina benzer olarak koyunlardaki PAGs tespiti igin sigir PAGs
ELISA kitinin kullanildig1 bagka ¢alismalarda bulunmaktadir (36, 40, 44). Rovani ve
ark., (36)’nin yaptig1 ¢alismada gebeligin ciftlesmeden sonra 33-35. giinlinden sonra
PAGs OD degeri tizerinde tespit edildigi bildirilmistir. Sunulan tez ¢aligmasinda da
gebelik pozitif degerleri 35. giinden itibaren yukaridaki arastirmacilarin ¢alismalarina
benzer bigimde olup, gebeligin ilerleyen asamalarinda bu dogruluk oraninda artis
olmaktadir. Gebelik ile iligkili glikoprotein molekiilleri plasentada cift ¢ekirdekli
trofoblastik hiicrelerden salgilandigindan maternal plazmada bu molekiillerin
belirlenmesiyle gebelik tanis1 yapilabilecegi gibi fotoplasental yapilarin ve yavrunun

gelisiminin izlenmesinin de miimkiin olabilecegi belirtilmektedir. Embriyo,
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zonasindan ¢iktiktan sonra trofoektoderm hiicrelerince olusturulmaya baslayan
plasenta gebelik yasi ilerledik¢e biiyliylip gelismekte ve fonksiyonlari g¢esitlenerek
tyilesmektedir (16, 50). Koyunlarda plasenta gebeligin 40. giiniinden itibaren hizla
bliyiiyerek 75-80. giinlerde en biiyiik hacmine ulagsmakta, plasentom sayis1 da benzer
sekilde 40. giinden 60. giine kadar Onemli bir artis gosterdigi ve sonrasinda
degismedigi bildirilmistir (51). Sunulan ¢alismada koyunlarin tamaminda PAGs-OD
degerlerinin gebelik icin pozitif kabul edilen diizeye 56-63. giinler arasinda yani
koyunlarda plasentasyonunun tamamlandigi giinlerde ulastigi goriildii. Benzer
bulgular Yavuz (52) tarafindan yapilan ¢alismada da elde edilmistir. Yavuz (52)
tarafindan yapilan ¢alismada 8 gebe koyunun plazma PAGs-OD degerlerinin 49.
giinde 5 bas (%62,5), 70. giinde ise 8 koyunun tamaminda (%100) >0,3 degerinin
tizerine ¢iktigini bildirmistir. Steckeler ve ark., (44) da gebeligin erken déneminde 11
koyunda 42. giinde gebeliklerin pozitif olarak belirlendigini ifade etmislerdir.
Sunulan calismada plazma PAGs-OD degerlerindeki artis gecikmesinin yiiksek
thtimalle plasentasyon asamasinda olusan plasental gelisme bozukluklarinin sonucu
oldugu diistinilmektedir. Zira 42. giinden sonra plazma PAGs-OD degerleri gebelik
i¢in pozitif kabul edilen >0,3 degerinin lizerine ¢ikan koyunlarin plazma PAGs-OD
profilleri incelendiginde, plazma PAGs-OD degerlerinin >0,3 degerinin {izerine bir
onceki ornekte elde edilen degerden yaklasik iki kat fazla artis olusturarak ciktig
belirlendi. Belirtilen koyunlarda plazma PAGs-OD degerinin >0,3 iizerine
cikmasindaki gecikmenin diger sebeplerinin; ¢iftlesme donemindeki fertilizasyon
zamani, gebeligin kritik donemlerindeki embriyo kayiplari, 1rk, parite vb olabilecegi

distinildii.

Koyunlarda gebelik teshisinde yararlanilan en giivenilir yontemlerden biri USG
muayenesidir. Ultrasonografi ile gebelik teshisi transrektal veya transabdominal yolla
yapilabilir. Transrektal USG ile gebeligin yaklagik 30-35. giiniinden sonra
transabdominal yontem ile yaklasik 50. giin civarinda gebelikler yiiksek oranda
belirlenebilir (26, 31). Sigir PAGs kiti kullanilarak yapilan bu ¢alismada 35. giinde
gebelik teshisi yapilabilmekte olup dogruluk oranlari transrektal kadar yiiksek
olmamasina ragmen transrektal uygulamanin saha sartlarindaki zorluklari, hayvana

verdigi eziyet ve hekim deneyimi gibi dezavantajlar1 g6z oniine alindiginda PAGs
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diizeyine bakilarak gebelik teshisinin yapilmasinin ciddi bir alternatif olacagi

distiniilmektedir.

Gebelik teshisinde kullanilan PAGs kitinde birden fazla gebelik ile iliskili
glikoproteine bakilarak sonu¢ elde edilmeye calisilmaktadir. Bu glikoproteinler
yiiksek oranlarda hem sigir hem de koyunlarda benzer oldugundan gebelik teshisinde
koyunlar i¢in sigir kiti kullanilabilmekte olup, ilerleyen donemlerde bu kitlerdeki
molekiillerin daha spesifik calisir hale gelmesi ile giivenilirliklerinin de artacagi

zamanla ortaya ¢ikacagi diistiniilmektedir.
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7. SONUC

Calismada elde edilen bulgulara bakildiginda gebeligin belli gilinlerinde
incelenen plazma Ornekleri sonucundan da anlasilacag: iizere ozellikle 35. giinden
itibaren PAGs degerleri pozitif gebe (%69,23) diyebilme sinirlarinin {izerine ¢iktigi,
gebeligin ilerlemesi ile tiim hayvanlarda da %100 pozitif sonuca (63. giinden
itibaren) ulastig1 goriilmiistiir. Bu sonuglara bakildiginda gebeligin erken donemi igin
35 giinliik gebelik yas1 gebelik teshisi i¢in kriter olarak alinabilir. Ancak, gebe
olmayan koyunlarin PAGs seviyeleri de dikkate alinarak ilerleyen giinlerinde tekrar

PAGs agisindan veya USG yoniinden incelenmeleri gerektigi kanisina varildi.

Sunulan tez calismanin asil amaci olan sigir PAGs kiti ile koyun PAGs
degerlerine bakilarak gebelik teshisinin yapilabilirliginin aragtirilmasiydi. Yukarida
elde edilen sonuclardan anlasildigi {izere koyunlarda gebelik ile iligkili
glikoproteinlere, sigir PAGs kiti kullanilarak bakildiginda gebelik teshisinin
yapilabildigi goriildiigiinden sigir PAGs kitinin gebelik teshisi amaci ile koyunlarda
gebelik ile iliskili glikoproteinlerin belirlenebilmesinde kullanilabilecegi sonucuna

ulasildi.
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