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OZET

Bu tez calismasinin amaci, koyunlarda ciftlesme sonrasi (25-30 ve 35.40.
giinlerde) transrektal USG, P4 testi ve PAG tespiti kullanilarak gebelik teshisinin
dogrulugunu karsilastirmakti.

Calismada, 2-5 arast 100 bas ergin koyun kullanildi. Koyunlara &strus
senkronizasyonu uygulamasi yapildi. Ostrustaki koyunlara dogal asim yaptirildi.
Asimlarindan sonraki 25-30 ve 35-40. giinlerde koyunlardan kan o6rnekleri alindi.
Alman kan oOrneklerinden progesteron Ol¢iimii ve PAG Olclimleri yapildi. Ayni
donemlerde transrektal USG ile gebelik tanisi yapildi. Ultrasonografik muayene
sonugclari altin (gold) standart olarak kullanildi.

98 koyun Uzerinden yapilan degerlendirmede 74 koyun gebe 24 koyun ise gebe
degildi. Yine ultrasonografik muayene referans yontem olarak kullanildiginda, 25-30.
gunlerde serum progesteron 6lciimi ve PAG-ELISA Kitinin sensitivite, spesifite,
pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve dogruluk oranlari sirasiyla % 98.6,
% 54.1, %86.9, % 92.8, %87.7 ve %78.3, %87.5, %95.0, %56.7, % 80.6 oldugu
belirlendi. 35-40. ginlerde serum progesteron olcimi ve PAG-ELISA Kkitinin
sensitivite, spesifite, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve dogruluk
oranlari sirasiyla oranlarinin sirasiyla %97.2, 9%58.3, %87.8, %287.5, %387.7 ve %
94.5, %75.0, %92.1, %81.8, %89.7 oldugu belirlendi.

Sonug olarak, transrektal USG ile koyunlarda gebeligin 25-30. ve 35-40
giinlerinde yiiksek dogrulukla ve guvenli sonuglar elde edilmistir. Ultrasonografik
muayene referans yontem olarak kullanildiginda ¢alismada progesteron sonuglarindan
25-30. ve 35-40. gunlerinde ylksek sensivite ve diisiik spesifite belirlenmistir. PAG
sonuglarinda ise 25-30. giinlerde testin sensivite ve spesifitesinin diisiik ancak 35.40

glinlerde testin sensivite ve spesitesinin yiiksek oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Erken gebelik zeshisi, Gebelikle iliskili glikoprotein, Koyun, Progesteron,
Transrektal USG



ABSTRACT

The aim of this thesis study was to compare the accuracy of pregnancy
diagnosis using transrectal USG, P4 test and PAG detection after mating (25-30 and
35-40 days) in ewes.

For this purpose, in the study, 100 multiparous ewes were used. For induction
of oestrus, synchronization was applied to the ewes and natural mating was performed
to the ewes in the oestrus. Blood samples were collected on days 25-30 and 35-40 after
mating to determine P4 and PAG concentrations. Transrectal USG examinations were
performed at the same. Ultrasonographic examination results were used as the gold
standard.

There were 74 pregnant ewes and another 24 non-pregnant. When
ultrasonographic examination is used as a reference method, 25-30 days after breding,
for serum progesterone measurement and PAG-ELISA Kkit, the sensitivity, specificity,
positive predictive value, negative predictive value rates and accuracy were
determined as 98.6%, 54.1%, 86.9%, 92.8%, 87.7%, and 78.3%, 87.5%, 95.0%,
56.7%, 80.6% respectively. 35-40 days after breding, for serum progesterone
measurement and PAG-ELISA kit, the sensitivity, specificity, positive predictive
value, negative predictive value rates and accuracy were determined as 91.18%,
93.90%, 92.54%, 92.77%, 87.7% and 94.12%, 80.49%, 80%, 94.29%,89,7%
respectively.

In conclusion, 25-30 and 35-40 days of pregnancy in ewes with transrectal USG
high accuracy and safe results were obtained. High sensitivity and low specificity were
determined from the progesterone results. For PAG-ELISA kit, it was determined that
the sensitivity and specificity were low on days 25-30, but the sensitivity and

specificity of the test were high on days 35-40.

Keywords: Early pregnancy diagnosis, Pregnancy-associated glycoprotein, Ewe,,

Progesterone, Transrectal USG
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1. GIRIS

Koyun yetistiriciligi iilkemizde Onemli bir yere sahiptir. Bu baglamda
Tiirkiye’de giincel hayvancilik sisteminde ekonomik verimliligin artirilmasi tiiketim
ihtiyacinin yeterli 6l¢lide karsilanmasi i¢in koyunlardan yeterli sayida kuzu Gretilmesi
gerekmektedir. Ulkemizde koyunculuk meraya dayali aile isletmesi seklinde
yapilmaktadir. Aile isletmelerinde gebelik muayenesine ¢ok onem verilmemekle
beraber yakin zamanda gittikge 6nem kazanmaya baslamistir. Aile isletmelerinin yani
sira son yillarda kiiclikbas hayvancilik sektoriinde entansif koyunculuga biiyiik
yatirimlar yapilmaktadir. Entansif koyunculuga yapilan yatirimlar ise sirti yonetimine
gerekli onemin verilmesini saglamistir. Siirti yonetiminin temelindeki bagariy1 dogru
ve uygulanabilir bir erken gebelik muayene yontemi belirlemektir. Bu nedenle gerek
kiiciik aile isletmelerinde gerekse entansif koyun ciftliklerinde erken gebelik
muayenesine Onemli bir ihtiya¢ ortaya c¢ikmistir. Gebeligin teshis edilmesinde
uygulanan method, gebelik sekillenmis veya gebelik sekillenmemis koyunlari sinirh
zaman araliginda oldukga yiiksek bir dogrulukla belirlemeli ve ¢alisma sartlarinda

uygulanabilirlik agisindan kolay olmalidir.

Koyunlarda erken donemde gebelik teshisi dnemlidir Koyunlarda gebeligin
erken donemlerde giivenilir bir bigimde saptanmasi sektore birgok katki saglamaktadir.
Isletme icerisinde gebe olan ve gebe olmayan koyunlarin tespit edilmesi, iireme
sorunlarinin minimum seviyeye indirilmesine yardimci olmaktadir. Gebe olan
koyunlarda fotus sayisinin belirlenmesi ile beslenme sartlar1 diizenlenerek metabolik
hastaliklar 6nlenmektedir. Dogum oncesi gebeligi belirlenmis koyunlarm optimum
beslenme maliyeti hesaplanabilir, uygun dogum agirligi saptanarak kuzu 6liimlerinin
oniine gegilir ve glic dogum riskleri minimuma indirilir. Ayrica gebeligin son donemi
dogru tespit edilirse kuruya ¢ikacak disiler daha iyi gozlemlenerek daha iyi sartlarda
dogum yapmasi aglanabilir. Gebe olmayan ve fertilitesini yitirmis hayvanlar ise daha
fazla beslenmez ve siiriiden ¢ikarilmalar1 daha ekonomik olabilir.

Gunumiuzde glincel olarak kullanilan birgok gebelik tan1 yontemi vardir. Fakat

bu yontemlerin sadece birkagi erken gebelik tespiti amaciyla kullanilabilmektedir.

1



Bircogu ekonomik ve pratik olarak saha sartlarinda uygulanamamaktadir.
Koyunculukta kullanilacak olan gebelik tan1 yonteminin kolay uygulanabilir, tekrar
edilebilir, diisiik maliyetli, non-invaziv, sonuglarinin giivenilir ve uygulayan kisinin

saglig1 agisindan en az diizeyde risk olusturmasi gereklidir.

Ozet olarak, hayvansal iiretime onemli diizeyde katkist olan koyun
yetistiriciliginde erken gebelik tanisinin 6nemi son yillarda daha da artmistir ve bu

konuda yeni ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.

Sunulan bu tez ¢calismasinda koyunlarda ¢iftlesmeden sonraki 25-30. ve 35-40.
gunlerde B mode real-time ultrasonografi ile transrektal olarak gebelik muayenesi
yapilmistir. Ayni giinlerde ve ayni1 koyunlarda kan progesteron diizeyi ve gebelik ile
iliskili glikoprotein (PAGs) seviyesi Ol¢lilmiistiir. Elde edilen veriler karsilastirmali
olarak degerlendirilip gebe ve gebe olmayan koyunlarin erken donemde tespit edilmesi
ve bu erken gebelik yontemlerin saha sartlari yoniinden etkin olarak

kullanilabilirliginin karsilastirilmast amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koyunlarda Gebelik

Koyunlarda gebelik siresi, ik, dogum tipi, kuzunun cinsiyeti ve dogum
agirhigi, annenin yasi gibi cevresel faktore bagli olarak ortalama 143-152 giin arasinda
degismektedir (Edmondson ve ark., 2012). Gebelik siiresi embriyonal donem ve fotal
donem olarak ikiye ayrilir. Fertilizasyon sonrasi zigotun olusmaya baslayip,
embriyonik membranlar, doku ve organlarin gelismesine kadar gegen zaman
embriyonik donem olarak adlandirilir. Embriyonik donem koyunlarda c¢iftlesme
sonrasi 24. saat ile 33-34. gunlere kadar olan dénemi ifade eder. Embriyonik donemin
sonlanmasindan doguma kadar devam eden siirece ise fotal donem ismi verilir (Ley,
1985).

2. 2.Koyunlarda Erken Gebelik Tanis1 ve Onemi

Giliniimiizde koyunlarda gebeligi teshis etmek amaciyla bircok yontem
bildirilmis olmasina ragmen erken gebelik tanisinda rutinde ¢ok az metot ile gebelikler
teshis edilebilmektedir. Erken gebelik muayenesinde kullanilacak yontemler gebe olan
ve gebe olmayan koyunlar1 kisa zaman sinirlarinda yiksek dogrulukta belirlemeli ve
klinik sartlarinda kolay uygulanabilir olmalidir. Bu yontemler igerisinde real-time
ultrasonografik muayenenin One c¢iktigi ve saha sartlarinda ultrasonun diger
yontemlere gore daha guvenilir oldugu ifade edilmektedir (GonzalezBulnes ve ark.,
2010; Ishwar, 1995)

Gebeligin erken tespiti koyun endustrisi igin 6nemli ekonomik degere sahiptir.
Aslinda gebelik teshisinin asil amaci, gebe olmayan hayvanlart miimkdin olan en erken
zamanda kesin olarak tespit etmektir. Gebe olmayan hayvanlar ne kadar erken
donemde tespit edilebilirse, tekrardan gebelik sekillendirilmesi o kadar erken

saglanmig olur ve ekonomik kayiplar blyuk 0l¢ide azalir. Dogru ve erken gebelik
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teshisi, etkili siirli yonetimi uygulamalari i¢in gerekli bilgileri saglayabilir (Doize ve

ark., 1997).

Koyunlarda gebeligin erken donemlerde ve yiiksek dogrulukla teshisedilmesi;
gebe olmayan koyunlarin belirlenerek sezon i¢inde yeniden giftlestirilmesi ya da suni
tohumlama uygulamasimin yapilmasi, hidrometra veya piyometra gibi patolojik
sorunlarin tespit edilmesi, gebe kesiminin 6nlenmesi, gebelik siiresinde uygun bakim
ve besleme programinin uygulanmasi gibi stirti yonetiminin tekrardan diizenlenmesine
onemli katkilar saglar. Elde edilen sonuclar koyunlar icin asim sezonunun kisa
siirmesinden dolay1 oluk¢a énemlidir. Isletmelerdeki koyunlarin gebelik durumu ve
gebeligin hangi doneminde oldugu dogru bir sekilde tespit edildiginde reprodiiktif
kayiplar ortadan kaldirilabilir. Ayrica gebelik durumu, isletmelerdeki hayvanlarin
ekonomik degerine de arttiran katki saglayan bir parametredir. Entansif koyun
yetistiriciliginde suni tohumlama ve mevsim dis1 yetistirme gibi kontrollii yetistirme
tekniklerinin yaygin olarak uygulanmasi; erken gebelik teshisi i¢in dogru ve pratik bir
teste olan ihtiyaci arttirmaktadir (Erdem ve Saribay, 2015; Karen ve ark., 2001; Lone
ve ark., 2016).

2.3. Koyunlarda Erken Gebelik Tamisinda Kullanilan Yoéntemler

Koyunlarda gebelik teshisi amaciyla pek ¢ok yontem bulunmasina ragmen, bu
yontemler igerisinden pek azi erken gebelik teshisinde kullanilmaktadir. Koyunlarda
erken gebelik tan1 yontemlerini gorsel muayene, klinik muayene ve laboratuvar
metodlar1  seklinde simiflandirabiliriz.  Gorsel muayene yonteminde, Ostrus
gostermeme, Klinik muayene yontemleri olarak ultrasonografik muayene yontemleri,
laboratuvar yontemleri olarak kan plazma/serum progesteron seviyesi, gebelik spesifik

proteinlerinin belirlenmesi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir (Fthenakis ve ark., 2012).



2.3.1. Koyunlarda Gozleme Dayal Erken Gebelik Tanisi

2.3.1.1. Non-Return-Rate (Kizginhg1 Tekrarlanmayanlarin Orani)

Suni tohumlamadan ya da dogalasimdan sonra koyunlarin gebe olup olmadigi
klinik olarak, 15-21 glin sonra stiriiye katilan kogun asim yapmasi ya da reddetmesiyle
anlasilabilir. Koyunlarda genelde ortalama her 16-17 giinde mevsime bagli olarak bir
Ostriis gosterirler. Koyun gebe kalmamigsa korpus luteum geriler ve progesteron
diizeyi diiser ve koyun tohumlama sonrast 15-21. giinler arasinda yeniden Ostriis
gosterir. Bu nedenle eger koyun tohumlamadan sonra Ostriis gosterirse koyunun gebe
olmadig1 kabul edilir. Tersine eger koyun Ostriis gostermemisse hayvan gebe kabul
edilir. Clnkl gebelik esnasinda embriyo korpus luteum'un gerilemesini sonrasinda da
Ostriis gostermesini engeller. Bununla birlikte, gebelik disindaki nedenlerle korpus
luteum’un gerilememesi nedeniyle hayvan ¢ogu zaman Ostrus gostermez. Ayrica,
mevsimsel olarak Ureyen koyun gibi tiirlerde, mevsim sona erdigi igin (giftlesme
mevsiminin sonunda ¢iftlesme yapildiginda) kizginlhiga geri donemeyebilir.
Koyunlarda anéstrus ve gestasyonel 6strusun nadir gorilmesi, bir gebelik tan1 yontemi
olarak dstrusun geri donmemesinin giivenilirligini etkileyebilir. Ayrica, bu gorsel tani
semptomlarinin giivenilirlik ve dogrulugu her zaman diisiiktiir ve bir klinisyen bunlari
klinik taniya ek olarak kullanmalidir (Kharche ve ark., 2015).

2.3.2 Klinik Yontemler

2.3.2.1 Ultrosonografik Goruntileme Yontemi ile Erken Gebelik Tanisi

Koyunlarda gebelik teshisi amaciyla g¢esitli ultrasonografi yontemleri
kullanilmaktadir Bunlar arasinda yogun olarak real time B mode ultrasonografi tercih
edilmektedir. Koyunlarda gebelik tanisi bir¢cok farkli yontemle tespit edilebilir fakat
bu yontemlerin bir¢ogu gebeligin ileri zamanlarinda dogru sonug vermektedir. B mode
real-time USG’nin 15 giinliik gebeligi saptanabilecegi bildirilmekle birlikte, dogruluk

oraninin 27. giine kadar diisiik olacagi belirtilmektedir. B-mod real-time ultrasonografi
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ile koyunlarda transrektal olarak gebeligin 17.-31. giinleri arasinda %94.7 basar1
orantyla gebelik tanis1 koyulabilmektedir. Koyunlarda ultrasonografik yéntemle erken
donemde gebelik muayenesi transvajinal, transabdominal ve transrektal yollarla
yapilabilir. Muayeneler konveks, sektor ve linear, problarla; 3.5, 5, 6 ve 7.5 MHz
frekanslarla yapilabilir. (Ding, 2008; Kasik¢1 ve Turna 2017; Koker ve ark., 2012;
Kaplald ve ark., 1993; Ulusoy ve Kaymaz, 2009).

Koyunlarda transrektal muayene yontemi ile erken dénemde gebelik teshisi
yapilmaktadir. Ancak koyunlarda rektum ¢ap1 dar oldugu icin transrektal yontemde
uygulama gii¢liigii olusmaktadir. Uygulama sirasinda sonuglarin dogru sekilde tespit
edilebilmesi i¢in hayvanin iyi bir sekilde zapturapt altina alinmasi gerekmektedir.
Koyunlarda transrektal muayene hayvan ayakta veya sirt iistii pozisyonda yerde

yatarken yapilabilir (Kiipliilii ve ark., 2006).

Transrektal ultrasonografik yontemin diger yontemlere birgok avantajlari
bulunmaktadir. Bunlar; erken dénemde gebelik teshisi ve embriyonun sayilabilmesi
fetlis ve embriyonun canliligmin belirlenmesi, yas durumu, cinsiyetin tespiti ve
patolojik gebeliklerin belirlenmesidir (Romano ve Christians, 2008). Avantajlarinin
yani sira koyunlarda transrektal ultrasonografik muayene uygulamasindan 90 dakika
sonra kan plazma kortizon seviyesinde artis saptanmis, bu artisin sebebi ise uygulama
sirasindaki rektum mukozasinda olusan hasara ve zaptrapt esnasinda olusan strese
bagli oldugu belirlenmistir. Buna bagli olarakta embriyonik donemde ve fotal
donemde yavru kaybi ve gebelik sekillenmemis c¢iftlesmelerde ise hidrometra
vakalarinda yiikselme olabilecegini ileri stiriilmektedirler (Bretzlaff ve ark., 1993).
Fakat uygulama esnasinda iyi zapturapt edilmis koyunlarda transrektal ultrasonografik
muayenenin embriyonik ve fotal olimler yodnunden ©Onemli derecede risk

olusturmadig bildirilmektedir (Wurst ve ark., 2007).

Transrektal gebelik kontrolinin dogruluk yiizdesi, en uygun gebelik giiniinde
Ve tecriibeli veteriner hekimlerce yapildiginda yiiksektir. Klinik sartlarindatransrektal
muayene igin 3.5-5 MHz frekans ve linear prob oldukga uygundur. Zapturapt1 yapilmis
hayvanin ilk olarak rektum ve antisiindeki digki parmaklar ile temizlenir. Sonra jel ile
kayganlastirilmis linear probla aniisten yavasca 45  ile girilir ve prob idrar kesesi

ekranda yansiyana kadar (ort. 13-16 ¢cm) rektum igine dogru ilerletilir. idrar kesesinin
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sag ve sol kisimlar1 ekranda yansiyacak sekilde 90" saga ve sonra 180" sola gevrilerek

kese tamamen belirlenecek sekilde bolge taranir (Crilly ve ark., 2017).

Koyunlar transrektal muayene amaciyla sirtiistii yatirildiklar: zaman iireme ile
ilgili organlar, 6zellikle uterus yercekimi sebebiyle rektumda bulunan probun tarama
ylzeyine dogru baski yapmaktadir. Bu sayede uterus igerigi daha yakindan
gOzlenebilmekte ve ultrason dalgalarinin daha derine ulasmasi gerekmemektedir.
Ancak transrektal muayenenin daha rahat ve goriintii kalitesinin daha iyi olmasi i¢in
rektumdaki diskinin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Clnki diskinin rektum duvari ve
prob arasina girmesi, elde edilecek goriintii kalitesini diisiirmektedir. Rektumdan
gaitanin uzaklastirilmasi hedefiyle, hayvanlarin uygulamadan 12 saat 6nce itibaren
yem ve sularinin verilmemesi veya muayene Oncesi rektumun parmaklar ile

temizlenmesi onerilmektedir (Saribay ve Erdem, 2007).

Ayakta yapilan transrektal muayenede; gebe uterus, idrar kesesi Uzerine gelir
ve kornu uteriler ventrolateral olarak ayrilmaktadir. Gebe olmayan koyunlarda ise
uterusun konumu idrar kesesin doluluguna gore farklilik gosterebilmektedir. Idrar
kesesi bos ise, kornu uteriler idrar kesesin tam 6niindedir. Idrar kesesi dolu ve pelvis
boslugunda ise uterus dorsal bolgeye dogru sikismaktadir (Garcia ve ark., 1993).
Ayakta yapilan transrektal muayene gebeligin 25. glinuinden itibaren yapildig: takdirde
ve hayvanlarin muayeneden once en az 12 saat a¢ birakilmasi durumunda dogruluk
orani yiikselmektedir. Muayene esnasinda abdomenin dorsal yonde kaldirilmasinin
dogruluk oranini olumlu etkiledigi bildirilmistir (Karen ve ark., 2003; Karen ve ark.,
2004).

Transrektal yontemle gebelik teshisi ve embriyo sayimu ¢iftlesmeden sonraki
18. glinden itibaren yapilabilmektedir (Erdem ve ark., 2006; Saribay ve Erdem, 2007).
Fakat Garcia ve ark. (1993) gebelik sekillenmemis ve Ostriis sonrasi siklusun 17-19.
gunlerinde olan koyunlarin uterusu, icerisinde 4 mm capinda dairesel hipoekojen kesit
alanlar1 oldugunu bildirmis ve bu alanlarin gebelikle iliskili olmadigini1 saptamanin zor
oldugunu belirtmistir. Gebelik muayenesinin ¢iftlesme sonrasi olabildigince ileri
tarihte yapilmasi dogruluk yiizdesini olumlu etkilemektedir (Scott 2012) .Transrektal
USG muayenesi sahada optimum sartlarda 24.-34. giinler arasinda yapilabilir.

Aragstirmacilar 24.-34. giinler arasinda gebeligin %99, yavru sayiminin %98 dogruluk
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ylizdesiyle saptanabildigini belirtmektedir. Kontrol sirasinda gebeligin giinii, prop
frekans ayari, koyun 1rk1 ve transrektal muayenenin uygulanisi dogruluk yiizdesini
degistirebilir. Romano ve Christians (2008), 30 adet Suffolk irk1 koyuna 7.5 MHz
frekans kullanarak gebelik muayenesi yapmustir. Sirtiistii ve transrektal yontem ile
yapilan gebelik kontroliinde dogruluk yiizdeleri 17. giinde %86, 20. giinde %100
olarak belirlemistir. Arastiricilar yiliksek diizeyde kullanilan frekans ve iyi yapilan
zapturapt sayesinde elde edilen gebelik oranlarinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Bu uygulamalarda gebelik bulgusu olarak amniyon kesesi, embriyo/fets,

allantokoryon zar1 veya plasentomlar ekranda tespit edilerek belirlenmistir.

Koyunlarda ultrasonografik muayene yontemi ile erken gebelik teshisi 18.
glinden itibaren yapilabilir fakat yavru sayimi yapilacak ise muayenenin 23.-34. ginler
arasinda transrektal olarak yavru sayimi 45.-50. giinlerde yapilacak ise muayenenin
transabdominal olarak yapilmasi Onerilmektedir. Esasinda koyunlarda ultrasonografik
muayene ile sadece gebelik tanisi yapilacaksa 30.-34. giinden itibaren yapilmasi

onerilir (Bretzlaff ve ark., 1993; Erdem ve ark., 2008).

2.3.3. Laboratuvar Yontemleri

2.3.3.1. Progesteron Duizeyinin Belirlenmesi ile Erken Gebelik Tanisi

Kanda bulunan progesteron konsantrasyonu fonksiyonel korpus luteumun
kanmitidir. Kan plazmast ve kan serumu progesteron seviyesi renk degisim esasina
dayal1 kalitatif yontem veya miktar easina dayali kantitatif yontemlerle belirlenebilir.
Kalitatif yontemler genelde saha kosullarinda kullanilirken, miktar esasina dayali

kantitatif yontemler laboratuvar kosullarinda gergeklestirilir.

Kan plazmas1 ve kan serumu progesteron konsantrasyonlar1 gebeligin 18.
gundnde radio Immuno assay (RIA), enzim immunoassay (EIA), kemiluminesans
immunoassay (CLIA) yontemleri ile nanogram diizeyinde saptanabilmektedir. Bu
yontemlerin basaris1 gebe koyunlarin belirlenmesinde yiiksektir (Amezcua-

Moreno,1988; Gvozdic ve Ivkov, 1994; Zarkawi, 1997). Ancak gebelik sekillenmemis
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koyunlarin belirlenmesinde basar1 diistiktiir. Ayrica EIA ile gebeligin 16. giliniinde
RIA’le ise gebeligin 17-18.gunlerinde %100 gebelik tanis1 koyulabilir fakat erken
Oliimler, genital organlarin patolojik durumlar yanlis taniya sebep olabilmektedir

(Karen ve ark., 2001).

Progesteron 6l¢timdi ile gebelik teshisi diger muayene yontemlerini destekleyen
guvenilir bir yontemdir, ancak erken embriyonik 6liimlerin veya 6strus siklusunun bazi
donemlerinde progesteron diizeyinin yiliksek oldugu her zaman diisiiniilmesi
gerekmektedir. Progesteron analizlerini ger¢eklestirmek igin belirli bir maliyet, yogun
bir laboratuvar tecribesi gerekmektedir. Maliyetinin yiikksek olmasi, Ol¢iim
sonuglariin anlik kaydedilememesi, tekli-goklu gebelikleri teshis etmedeki dogrulugu
diisiik olmast yontemin dezavantajlar1 olarak kabul edilmektedir. Koyunlarda
progesteron konsantrasyon sonuglarina gére sonucun negatif olmasinin hayvanin gebe
olmadig1 anlamina geldigini ancak pozitif bir sonucun yalnizca aktif luteal dokunun
varligimi dogruladigini belirtmektedir. Luteal 6mrii uzatabilecek ve yanlis pozitif
sonuclara yol acabilecek birkag durum vardir. Dolasimdaki progesteron
konsantrasyonlarini uzamis korpus luteumun Omriiniin bir gostergesi olarak
belirlemenin bir faydasi muhtemelen gebelik i¢in yanlis negatiflerin neredeyse hig
olusmamasidir. Bununla birlikte, gebelik teshisi i¢in yanlis pozitifler yaygindir. Diisiik
progesteron konsantrasyonlari, Ostrus veya gebelik olmamasini yiiksek dogruluk
derecesine sahiptir. Bununla birlikte, yiksek progesteron konsantrasyonu, luteal yasam
stiresi degisebileceginden ve drnekler ¢cok erken veya cok gec toplanabileceginden
gebeligin bir gostergesi kadar giivenilir degildir (Alagam ve ark. 2010; Gordon ve ark.,
1997; Karen ve ark., 2004; Saribay ve ark., 2005).

2.3.3.2. Erken Gebelik Tamisinda Gebelikle iliskili Glikoproteinler
(PAGs)’lerin Kullanilmasi

Koyunlarda gebeligin anne tarafindan tanimmmasi i¢in embriyonun trafoblast
hiicrelerinden salgilanan proteinlerden bir kismi gebelikle iliskili glikoproteinler
(PAG) olarak adlandirilir. PAG’lar embriyonun implantasyonu asamasinda salinmaya
baglar ve plasentasyon asamasinda annenin dolagimina geger (Cain ve Christiansen,

2014; Sousa ve ark., 2006). Koyunlarda plasentasyon 15.-16. gunlerde baslar (Bazerm

9



ve ark, 2010). Ruminant plasentasi sinepitelyokoryal yapidadir. Sinepitelyokoryal
plasenta tipinde endometriyum epiteli ile koryon epiteli birbiriyle kaynasmustir.
Ruminant koryon epitelleri mononikleer ve binlkleer olmak Uzere iki tip hicre
bulundurur. Binukleer hucreler monontkleer trafoblast hucrelerinden kdken alarak
farklilagir. Implantasyon asamasinda mononiikleer hiicrelerin bir kismi, ¢ekirdek
boliinmesi gerceklestirir ancak sitoplazma boliinmesini gergeklestirmez. Boliinme
sonrasi olusan bu hiicreler iki ¢ekirdege sahiptir. Binukleer hiicreler boliinme
esnasinda birtakim graniiller sentezler ve bu graniillerin iclerinde birtakim proteinler
bulunur. Plasentasyon sirasinda biniikleer hiicreler, trafoblasttan maternal
endometriyal epitel hiicrelerine dogru hareket ederler ve endometriyal hiicrelerin
arasina yerlesirler. Bu asamada binukleer hiicrelerin icerdigi salgi graniilleri maternal
doku igeresine salinir. PAG’larin biiyilk bir ¢ogunlugunu bu salgilar olusturur
(Gordon, 2004). PAG’larin gebelik boyunca salinimi devam eder ve plasentadaki
hiicrelerin %20’sini olustururlar (Cain ve Christiansen, 2014; Sousa ve ark., 2006).

Gebelik glikoproteinleri inek, koyun ve kegilerde gebelik teshisinde
kullanilmaktadir (Gonzalez ve ark.,1999; Szenci ve ark.,1998). Son yillarda, PAG
tespiti ile gebelik teshisi lizerine ¢ok sayida ¢alisma yiiriitiilmiis ve ylksek verimlilik
gosterdigi bildirilmektedir. PAG proteinlerinin yapis1 gevis getiren tiirler arasinda
oldukca benzer olup ticari olarak temin edilebilen sigir PAG kitleri, koyunlarda erken
gebelik i¢cin kullanilabilmektedir. PAGs seviyesinin belirlenmesi i¢in ELISA, RIA ve
hizl1 sonug veren gorsel tani kitleri kullanilmaktadir. RIA yontemi ELISA yontemine
gore daha erken donemlerde daha basarili sonuglar vermektedir. Ayrica gebeligin ilk
donemlerinde PAGs degerleri arastirilarak RIA ve ELISA yontemlerine gore daha
erken ve daha dogru sonuglar elde edilebilir. Ancak, RIA yontemini uygulamak i¢in
donaniml1 bir laboratuvar gerekmektedir ve radyo aktif madde riski vardir, bu sebepler
RIA yontemi i¢in dezavantajdir. PAGs kitinin ¢alisma prensibi birden fazla gebelik

glikoproteinini arastirarak sonuca ulagsmaya galigmaktir.

Koyun gebelik glikoproteinlerinin kandaki molekdler agirliklar1 43-67 kDa “dir
(Karen ve ark., 2001). Kandaki yogunluklar1 gebeligin 3. haftasindan baglayarak 9.
haftaya kadar artis gostermektedir. 9. haftadan sonra ise birgok koyun tiriinde 17.
haftaya kadar oPAG konsantrasyonlar1 farklilik gostermistir fakat 17. haftadan

doguma kadar gecen siirede siirekli yiikselme egiliminde olmus ve dogumdan sonraki
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4. haftada kandaki degeri en alt seviyeye diismistiir (Ranilla ve ark.,1994; Ranilla ve
ark., 1997; Szenci ve ark.,1998; Gonzalez ve ark.,1999).

Kolay ve erken donemde giivenilir sonuglar veren uygulamalar isletme
yonetiminde verimliligin artmasi zaman ve is tasarrufu yoniinden kar etme hedefleri
sebebiyle ihtiya¢ haline gelmistir. Bu alanda 20 yildir kullanilan yontemlerden biri
kanda PAGs 6l¢limudur. Son yillarda daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.

Son yillarda yaygin olarak kullanilan tan1 yontemlerinden biri PAGs’dir.
Periferal kanda PAGs tespitiyle gebelik tanisi yapilabilecegi yaklasik 20 yildir
bilinmektedir. ilk zamanlarda gebelik tanis1 i¢in PAGs 6l¢iimiinde ilk zamanlarda
radyoimmiin testler kullanilmaktaydi fakat bu testlerde kullanilan radyoaktif maddeler
insan ve gevre sagligina zarar verdigi icin yerin ELISA yontemleri almistir. Ayrica son
yillarda teknolojik gelismeler sayesinde gorsel hizli test kitleri ile plazmada PAGs
tespiti yapilabilmektedir (Chavez ve ark., 2017; Chavez ve ark., 2020).

2.4. Koyunlarda Erken Gebelik Tanmisinda Kullanilan Yéntemlerinin

Etkinlikleri

Koyunlar igin saha sartlarinda en yaygin erken gebelik yontemi transrektal
ultrasonografidir. Ultrasonografi, yogun koyun yetistiriciligi yapilan tlkelerde gebelik
teshisi ve fotal saymin belirlenmesi icin rutin olarak kullanilmaktadir (Goel ve
Agrawal, 1992). B mode real time USG’ nin gebelik teshisi amaciyla diger tip
ultrasonografi cihazlarina gore daha tstiin oldugu bildirilmektedir (Medan ve Abd EI-
Aty, 2010). Ultrasonografik yontem ile erken donemde gebeligi saptamak igin sahada
calisan klinisyen veteriner hekimlerin tecriibeli olmasi ve uygulama icin bu cihazlara
sahip olmalar1 gerekmektedir. Ultrasonografi uygulamalari ile ilgili olarak da bir
stiriideki koyun sayismin fazla olmasi, maliyeti yiiksek ultrasonografi cihaz
gerekliligi, transrektal ultrasonografinin zahmetli ve muayene hazirligi i¢in zaman

gerektirmesi dezavantajlar olarak gosterilmektedir.

Koyunlarda gebelik teshisinde isletmelerde siklikla kullanilan laboratuvar

uygulamalarinda birisi de ¢iftlesme sonrasi progesteron dlgtimiidiir.
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Suni tohumlama sonrasinda ya da ¢iftlestirme sonrasindaki periyodik ilk dstriis
giinlerinde kanda veya siitte progesteron konsantrasyonu ol¢iimii gebelik teshisinde
kullanilmaktadir. Gebelik siiresince ovaryumlardaki korpus luteumdan firetilen
progesteron gebelik i¢in belirleyici olmaktadir. Fakat korpus luteumun kalic1 hale
gegmesi, Ostrus siklusunun normalden daha uzun veya kisa siirmesi, hatali tohumlama,
embriyonik 6lim ve buna benzer gebelikle iliskili olmayan durumlarda kandaki
progesteron seviyesi yikselir ve belirleyicilik ortadan kalkmis olabilir. Ayrica
progesteron Olgiim testleri siralt dl¢limlere ihtiya¢ duyulmasi sebebiyle kullanimi

siirlt kalmaktadir (Boscos ve ark., 2003; Gonzalez ve ark., 2004).

Bu yonteme segenek olarak son senelerde gebelik tanisinda farkli alternatif
yontemlere egilimler olmustur. Bu yontemlerden birisi de gebelik glikoproteini
tespitidir. Bu proteinler gebelik sekillenmis ise salgilanir ve giiniimiizde gelistirilen
ticari kitler ile 6lgulerek erken gebelik teshis edilebilir (Karen ve ark.,2015; Rovani ve
ark., 2016; Steckeler ve ark., 2018; Ugar, 2009,).

Sonu¢ olarak, sec¢ilen erken gebelik teshis yonteminin asagidaki kriterleri

karsilamasi istenmektedir;

1. Yiksek sensitivite (Gebe hayvanlarin dogru sekilde tanimlanmasi)

2. Yiiksek spesifite (Gebe olmayan hayvanlara dogru sekilde tanimlanmasi)

3.Ucuz bir uygulama ydntemi olmasi

4. Klinik ortaminda hizli ve kolay uygulanmasi

5. Testin yapildig1 andaki gebelik durumunu belirleme yetenegi. (Tamasia,
2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul

Bu c¢alisma Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Bagkanlig1 ‘ndan alinan 28/01/2021 tarihli 2021/1-9 sayil1 izin sonrasi yiiriitilmiistiir.

3.2. Hayvan Materyali

Bu calismada kullanilacak materyali saglikli ve daha 6nce dogum yapmis, 2-5
yas aras1 100 bas koyun olusturdu. Koyunlar Balikesir ilinin Karamankoy, Cigek pinar,
Ayvatlar, Koseler ve Yakupkdy koylerinde bulunan 5 ayri isletmeden temin edildi. iki
isletmedeki ¢alisma Temmuz 2020-Aralik 2020 tarihleri arasinda diger (¢ isletmedeki
caligmalar ise Haziran 2020- Temmuz 2021 tarihleri arasinda yapildi.

Koyunlarin beslenmesi yar1 entansif sistem yontemiyle saglandi. Sabah ve
aksam saatlerinde yemleme yapildi diger saatlerde mera da serbest sekilde gezmesi ve
otlanmasi saglandi. Isletmelerde bulunan koyunlara siinger uygulamasi ncesinde
flushing besleme yapildi. Uygulama dahilinde koyun basmna sabah ve aksam
saatlerinde iki uygulama seklinde giinliik ortalama 1 kg dane arpa verildi. Flushing
besleme doneminde siiriilerin iglerindeki koglar ¢ikartildi ve koyunlarin kokusunu
alamayacag1 bir bolmeye yerlestirildi. Kocglara daha yogun bir besleme programi
uygulandi. Kog basina gunlik 1.25 kg dane arpa ve serbest bugday samani ile besleme
yapild1 ve koglar meraya salinmadi. Tiim hayvanlarin siirekli igebilecegi temiz su

saglandi.

3.3. Ostrus Senkronizasyon Programi ve Ciftlesme Takibi

Calismada kullanilan tiim koyunlara her biri beyaz renkli, 40x30 mm
ebadindaki silindirik 60 mg medroksiprogesteron asetat (MAP emdirilmis siingerler

(sponjavet. ®, Hipra) intravaginal olarak yerlestirildi ve 12 giin siireyle vaginada
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kalmasi saglandi. 12. giin sonunda siingerler ¢ikartildi. Her 1 ml’sinde 100 IU eCG
(gebe kisrak serum gonadotropini) bulunan (Oviser ® 500 IU) karisimdan 5 ml dozunda
kas ici enjekte edildi. Isletmelerde 5 koyuna 1 kog¢ asim yapacak sekilde ihtiyac olan
kog sayisi belirlendi. Enjeksiyondan sonraki 24. saatten itibaren her 12 saatte bir 5
koyun ve 1 kog ayn1 kotraya birakildi. Ostrus gosteren ve hareketsiz durup ¢iftlesmeyi
kabul eden koyunlar fertil damizlik koglar kullanilarak ciftlestirildi. Asim yapilan
koyunlar kotra disina ¢ikartildi ve not edildi. Ayrica gézlemle siiriiniin geneli takip

edilerek kizgin koyunlar arastirildi.

3.4. Transrektal olarak USG ile Gebelik Muayenesi

Ciftlesmeden sonraki 25-30. giinlerde ve 35-40. gunlerde USG (5.0MHz 50mm
Lineer prob Honda hs-102v) ile gebelik muayenesi transrektal olarak
yapildi.Calismanin temeli olan erken donemde gebelik teshisi sebebiyle gebelik
muayene sinir1 25. ve 40. gln ile sinirlandirildi. USG’nin uygulanisi; Koyun ayakta
dort ayaginin lizerinde duracak sekilde boyun bdlgesinden tutularak ve coxae
kemiginin listlinden sakince bastirilarak zaptu rapt altina alindi. Kuyruk yardimei kisi
tarafindan kaldirilarak rektum rahat bir sekilde goriildii. Proba kayganlastirict jel
surtldi rektumdan girilerek kranial yonde yavasca ilerlendi (Sekil3.1). Once sidik
kesesi tespit edildi. Daha sonra prob saga, sola ve yukar1 yonde hareket ettirilerek bélge
360" derece tarandi. Sidik kesenin kranialinde uterus arandi ve gebeligin erken
doéneminde oldugu igin kolayca tespit edildi.Uterus iginde gebelikle iligkili yapilar
gorildii. 25.glin yapilan muayenelerde amniyon kesesi ve uterusa ¢indeki sivi
anekojenik olarak belirlendi (Sekil 3.2). 35. giinlerde yapilan muayenelerde ise
embriyo daha net sekilde goriildi sivinin daha da arttigi ve amniyon kesesinin
belirginlestigi tespit edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. 25.Giin gebelik teshisi
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Sekil 3.3. 35.Giin gebelik teshisi

3.5. Kan Numunelerinin Alinmasi

Calismada bulunan tiim koyunlardan ¢iftlesmeden sonraki 25-30 ve 35-40.
giinlerde Transrektal USG uygulamalarindan hemen sonra progesteron ve PAGS
degerlerinin 6l¢timii igin kan alind1 (Sekil 3.4.). Kan numuneleri 5 cc sar1 kapakli jelli
tilplere alinarak santrifiij edildi. Daha sonra ¢ikan serum numunesi 1 ml’lik ependorf

tiiplerine alinip -18 °C muhafaza edildi.
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Sekil 3.4. Kan alma iglemi

3.6. Serum Progesteron Ol¢imdi ile Gebelik Tamsi

Calisma sonunda muhafaza edilen serum numunelerinden progesteron
konsantrasyon Ol¢limleri, Konya Sistem Laboratuvarindan hizmet alimi yapilarak
kantitatif olarak direkt kemiluminesans (CLIA) yontemi kullanilarak test analiz kitleri
ile gergeklestirildi. Bu yontemin esasi antijen antikor birlesiminin liiminometre 15181
sacilimi ile kalibrasyonu sayesinde konsantrasyona doniismesine dayanir. Testin
sensitivitesi %100 ve spesifitesi %95.5 olan bir 6lgiim teknigidir. Progesteron igin
duyarlilik ve test araligi 0.21 — 60 ng/mL (0.67 — 190.8 nmol/L) olarak bildirilmistir.
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Yapilan analiz sonrasinda serum progesteron konsantrasyonu>1.0 ng/ml olan koyunlar

gebe olarak kabul edildi.

3.7. Serum PAG 6lgimu ile Gebelik Tamsi

Bu calismada, PAGs degerinin Ol¢limleri, Balikesir Sistem Laboratuvarindan
hizmet alimi1 yapilarak, Idexx firmasi tarafindan iiretilen (IDEXX Bovine Pregnancy
test kit, Switzerland AG) sigir gebelik ile iliskili glikoprotein PAGs ELISA Kkiti ile
gerceklestirildi. Koyunlardan alinan serum 6rneklerinin sonuglari firmanin belirledigi
hesaplama yontemi dikkate alinarak >0,3 optimal degeri gebe, bu degerin alt1 ise gebe
degil olarak kabul edildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Bu c¢aligmadaki verilerin istatistiki analizleri MedCalc istatistik yazilim
programi (MedCalc® Statistical Software version 20.007 [MedCalc Software Ltd,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021]) kullanilarak yapilmistir.

Transrektal ultrasonografi sonuglari esas alinarak P4 ve PAG igin; gergek
pozitif (a; ultrason sonucu gebe, test sonucu gebe), hatali pozitif (b; ultrason sonucu
gebe degil, test sonucu gebe), hatali negatif (c; ultrason sonucu gebe, test sonucu gebe
degil) ve gercek negatif (d; ultrason sonucu gebe degil, test sonucu gebe degil) sonuglar
belirlendi. Bu verilerden yararlanilarak asagida verilen formiilasyonlarla her iki
yontemin sensitivite (a/(a+c)x100), spesifite (d/(b+d)x100), pozitif prediktif deger
(a/(atb)x100), negatif prediktif deger (d/(ctd)x100) ve dogruluk oranlar
((atd)/(a+b+c+d)x100) hesaplanarak gebelik tanisindaki etkinlikleri karsilagtirildi.
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4. BULGULAR

Calismada gebe Ve gebe olmayan koyunlarin tanis1 ve gebeliklerindevamlilig:
iki transrektal ultrasonografi ile (25-30 gun ve 35-40 ginlerde) tespit edildi.
Calismamizda 100 bas koyun kullanilmis ancak 1 adet koyun 25. giin USG bulgusunda
bos 35. giin gebelik bulgusunda siipheli, yine 1 adet koyun 25.giin USG bulgusunda
stipheli 35. giin USG bulgusunda bos c¢ikinca, hatali olarak degerlendirildigi icin
calisma dist brrakilmistir. Bu yiizden, 98 bas koyun flizerinden degerlendirilme
yapilmis olup, USG’nin teshiste %100 etkin sekilde oldugu varsayilarak, Altin (Gold)
standart olarak kabul edilmistir. Altin standart yontem olarak kabul edilen transrektal
ultrasonografi sonuglarina gore ¢alismadaki 98 bas koyundan 74 koyunun gebe
oldugu, 24 koyunun ise gebe olmadigi belirlenmistir. Buna goére caligmadaki gebelik
orani %75.5 olarak tespit edildi.

25-30. giinler aras1 USG ile yapilan gebelik muayenesinde 98 adet koyundan
74’niin gebe 24’niin ise gebe olmadig1 belirlendi. P4 ile yapilan analizler sonucundan
gebelere ait serumlardan (n=74) 73’linde gergek pozitif,1’inde hatali negatif tanisi
yapilirken, gebe olmayanlara ait serum 6rneklerinden (n=24) 13’linde gercek negatif,
11’inde hatali gebelik pozitifi tanis1 yapildi. PAG ile yapilan analizler sonucundan
gebelere ait serumlardan (n=74) 58’inde gercek pozitif,16’sinda hatali negatif tanisi
yapilirken, gebe olmayanlara ait serum Orneklerinden (n=24) 21’inde ger¢ek negatif,

3’linde hatal1 gebelik pozitifi tanis1 yapildi (Tablo 4.1).

25-30. giinler arasinda P4’lin sensitivitesi %98.6, spesifitesi %54.1 pozitif
prediktif degeri %86.9, negatif prediktif degeri %92.8 ve dogruluk oran1 %87.7 olarak
belirlendi. 25. Giin PAG’1n sensivitesi %78.3, spesifitesi %87.5 pozitif prediktif degeri
%095.0, negatif prediktif degeri %56.7 ve dogruluk orani1 %80.6 olarak belirlendi. 25.
Giin P4+PAG’1n sensitivitesi %78.3, spesifitesi %95.8 pozitif prediktif degeri %98.3,
negatif prediktif degeri %58.9 ve dogruluk orani %82.6 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

19



Tablo 4.1.Koyunlarda USG, P4, PAG ve P4+PAG testi ile 25-30. glinlerde elde edilen
gebelik bulgular

Pozitif Negatif Yanls Pozitif Yanhs Negatif
uUsG 74 24
P4 73 13 11 1
PAG 58 21 3 16
P4+ PAG 58 23 1 16

Tablo 4.2. Koyunlarda 25-30. glinlerde gebelik muayenesinde ultrasonografik
bulgularin P4, PAG ve P4+PAG ile karsilastirilmasi

Gebelik Performans Degerleri (%)

Teshis Sensivite(%0) Spesifite(%) PPD(%) NPD(%) Dogruluk(%)
Metodu

P4 98.6 54.1 86.9 92.8 87.7
PAG 78.3 87.5 95 56.7 80.6
P4+PAG 78.3 95.8 98.3 58.9 82.6

PPD=Positif Prediktif Deger (%), NPD=Negatif Prediktif Deger (%)

35-40. giinlerde USG ile yapilan gebelik muayenesinde 98 adet koyundan
74’niin gebe 24 ’nlin ise gebe olmadigi belirlendi. P4 ile yapilan analizler sonucundan
gebelere ait serumlardan (n=74) 72’linde gergek pozitif, 2’inde hatali negatif tanisi
yapilirken, gebe olmayanlara ait serum orneklerinden (n=24) 14’linde gercek negatif,
10°’nunda hatal1 gebelik pozitifi tanist yapildi. PAG ile yapilan analizler sonucundan
gebelere ait serumlardan (n=74) 70’inde gercek pozitif,4’linde hatali negatif tanisi
yapilirken, gebe olmayanlara ait serum 6rneklerinden (n=24) 18’inde gercek negatif,

6’sinda hatal1 gebelik pozitifi tanis1 yapildi (Tablo 4.3).

35-40. giinlerde P4’iin sensitivitesi %97.2, spesifitesi %58.3 pozitif prediktif
degeri %87.8, negatif prediktif degeri %87.5 ve dogruluk orant %87.7 olarak
belirlendi. 35. Giin PAG’1n sensivitesi %94.5, spesifitesi %75 pozitif prediktif degeri
%92.1, negatif prediktif degeri %81.8 ve dogruluk oran1 %89.7 olarak belirlendi. 35.
Giin P4+PAG’1n sensitivitesi %94.5 spesifitesi %95.8 pozitif prediktif degeri %98.5,
negatif prediktif degeri %85.1 ve dogruluk orani %94.8 olarak belirlendi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.3. Koyunlarda USG, P4, PAG ve P4+PAG Testi ile 35-40. glinlerde elde
edilen gebelik bulgular

Pozitif Negatif Yanls Pozitif Yanhs Negatif
uUsG 74 24 - -
P4 72 14 10 2
PAG 70 18 6 4
P4+ PAG 70 23 1 4

Tablo 4.4. Koyunlarda 35.-40. guinlerde gebelik muayenesinde ultrasonografik
bulgularin P4, PAG ve P4+PAG ile karsilastirilmast

Gebelik Teshis Performans Degerleri (%)

Metodu Sensivite(%o) Spesifite(%0) PPD(%)  NPD(%) Dogruluk(%)
P4 %97.2 %58.3 %87.8 %87.5 %87.7

PAG %94.5 %75 %92.1 %81.8 %89.7
P4+PAG %94.5 %95.8 %98.5 %85.1 %94.8

PPD=Positif Prediktif Deger (%), NPD=Negatif Prediktif Deger (%)
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5. TARTISMA

Koyunlarda erken gebelik tanis1 amaciyla kullanilacak olan yontemler, kolay
bir sekilde uygulanabilir, tekrar edilebilir, diisiik maliyetli, giivenilir ve non-invaziv
Ozellikte olmalari, tekrarlandiginda benzer sonuglar alinabilmesi, sensitivitesi,
spesifite ve dogruluk oranlarinin yiiksek olmasi istenmektedir. Ancak, bu kriterlerin
hepsini karsilayabilecek gebelik teshis yontemi bulunmamaktadir. Her yonteminin
avantajlar1 veya dezavantajlar1 vardir. Koyunlarda, Transrektal USG, progesteron (P4)
testi ve gebelikle iligkili glikoprotein (PAG) tespiti ile erken gebelik teshisi
yapilabilmektedir. Bu farkli yontemlerin her birini ayr1 ayri degerlendirmek igin gesitli
caligmalar yapilmis olmasina ragmen, ii¢ yontemin ayni zamanda ve ayni hayvanlar
kullanilarak gebelik teshisinin dogrulugunu karsilastiran ¢alismalar sinirhidir. Bu tez
caligmasinin amaci, ayni anda ve ayni hayvanlar tizerinde transrektal USG, P4 testi ve
PAG testini kullanarak gebelik teshisinin (25-30. Gunler ve 35-40.glnlerde)

dogrulugunu karsilastirmakti.

Gebeligin erken ve dogru teshisi koyunlarin gebelik oranmi ve Ureme
verimliligini artirir. Gergek zamanli ultrasonografi, ¢cogunlukla kiiciik gevis getiren
hayvanlarda erken gebelik teshisi i¢in bir teknik olarak kullanilmigtir (Wani ve ark.,
1998). Erken gebeligin hizli ve dogru tespitini saglayan non-invaziv modern bir
yontemdir. Dogrulugu, ultrason taramasi deneyimli operator tarafindan yapildiginda
yaklasitk %91-100 oraninda gergeklestirilebilmektedir (Karadev, 2015). Bu
calismadaki, USG muayeneleri de 4-5 yillik Veteriner Hekimlik tecriibesine sahip
olarak, tez yiriitiiciisii tarafindan gerceklestirilmistir. Yeni bir gebelik teshisi
yontemini degerlendirmek igin, altin (gold) standart olarak ¢agdas dogru bir yontem
kullanilmalidir. Transrektal USG, giivenli, non-invaziv ve aninda sonug verdigi i¢in
onceki caligmalarda altin (gold) standart olarak kullanilmistir. Ancak ¢ogu saha
caligmasinda 25. Giinden 6nce gebelik teshisi i¢in dogrulugu %100°e ulagsmamistir

(Fricke, 2002). Bununla birlikte, Transrektal USG ile 15 giinliik gebeligin
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saptanabilecegi bildirilmekle birlikte, dogruluk oranin 27. Giine kadar diisiik olacagi
belirtilmektedir (Schrick ve Inskeep, 1993). Sunulan ¢alismada, bu bilgi dikkate
almarak USG ile gebeliklere USG ile erken 25-30. Giinlerde bakilmis olup yiiksek
dogruluklar kaydedilmistir. Ciftlesmeden sonraki 25-30. Glnlerde transrektal
ultrasonografi yoluyla toplam 74 gergek pozitif tan1 24 gercek negatif tani
konulmustur. Yanlis pozitif ve yanlis negatif tanimiz USG ile yapilan gebelik
muayenesinde belirlenmemistir. Ultrasona tekrar tekrar maruz kalmanin olumsuz bir
etki olusmadigini  bildirildigi  i¢in  ultrasonografi sik  araliklarlaglvenle
kullanilabilmektedir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda, gebeliklerin kontrolii i¢in 35-

40. Giinlerde transrektal USG ikinci bir gebelik muayenesi yapilmistir. 35.40. giinlerde
yapilan gebelik muayenesinde, 25.30. giinlerde yapilan gebelik muayenesindeki
pozitif ve negatif tanikriterlerinde bir degisiklik olmamistir. Sunulan bu ¢alismada
ultrason uygulamalar1 gebeligin 25-30 ve 35-40. Giinleri arasinda yapilmis olup

basarili sonuglar alindigi gortlmektedir.

Metodiev ve ark. (2017), 22 bas lle de France irki koyunlarda sabit zamanli suni
tohumlamadan sonra 16, 23 ve 30. Ginlerde transrektal Real-time B-mode
ultrasonografi ile gebelik teshisi yapmuslar, 16. Glinde gergek pozitif, hatali pozitif,
gercek negatif ve hatali negatif degerlerini sirasiyla 5, 4, 6, 7 olarak, 23. Guinde gergek
pozitif, hatali pozitif, gercek negatif ve hatali negatif degerlerini sirasiyla 8,2.8, 4,
olarak ve 30. Giinde ger¢ek pozitif, hatali pozitif, gercek negatif ve hatali negatif
degerlerini sirasiyla 10, 0,10, 2 olarak bulmuslar ve gebeligin ilerlemesi ile hatali

pozitif ve hatali negatif sayilarinin azaldigini bildirmislerdir.

Karen ve ark. (2004), ivesixMerionos melezi koyunlarda tohnumlamalardan 18-
24 (n=161), 25-30 (n=84), 31-40 (n=352) ve 41-50 (n=352) glnlerde transrektal Real-
time B-mode ultrasonografi ile gebelik teshisi yapmuslar, sensivite,(%21.8, %32.3,
%63.30, %50.0) spesifite (%92.7, %92.0, %91.7, %94.6) pozitif prediktif deger
(%66.6, %73.3, %77.5,%63.6) ve negatif prediktif deger (%64.2,%66.6,%84.7,%90.9)
olarak bulmuslardir. Arastirmacilar, sensivite, spesifite, pozitif prediktif deger ve
negatif prediktif degerlerin gebeligin daha ileri bir asamasinda yapildiginda artigini,
koyunlarin geng ya da yaslh olmasinin transrektal Real-time B-mode ultrasonografi ile
gebelik teshisinin dogrulugunu etkiledigini bildirmislerdir. Ayrica irk farkliginin bu

konuda baskin rol oynayabilecegini ifade etmislerdir. Sunulan ¢alismada, Koyunlarda
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transrektal ultrasonografik muayene sonuglar1 altin standart olarak belirlendigi igin,
Karen ve ark. (2004)’nin belirlenmis gebelik performansi degerleri bu ¢alismadaki
degerlerden oldukga diisiik bulunmustur.

En yiiksek dogruluk oranlarinin elde edildigi muayene giinleri transrektal
muayenede 23. Gilinden sonra elde edilmektedir (Strmsnik ve ark., 2002). Bununla
birlikte yapilan muayenelerde elde edilen dogru tami oranlar1 arasinda biiylik
farkliliklar bulunmaktadir. Degisik ¢alismalarda elde edilen dogruluk oranlarindaki
farkliliklar koyunlarin 1rki, yasi, kullanilan frekans, prob tiirli, muayene giinii,
muayene bolgesi ve operatér deneyimi gibi faktorlere bagli olarak olusmaktadir
(Bretzlaff ve ark., 1993; Fowler ve Wilkins, 1984; Karen ve ark., 2006; Slosarz ve ark.,
2003).

Koyunlarda kan dolasimindaki progesteron hormonu seviyesinin belirlenmesi
gebeligin teshisinde kullanilabilmektedir (Anghel ve ark. 2011; Gonzalez ve ark. 2004,
Medan ve ark. 2004, Zamfirescu ve ark. 2011). Kan progesteron konsantrasyonunun
6lcimi, fonksiyonel korpus luteumun glvenilir bir géstergesidir. Serum ve plazmada
progesteron dizeyleri Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA),
Radioimmunoassay (RIA), kemiluminesans ve protein baglama metodu (Protein
Binding Assay) gibi yontemler ile olgllebilmektedir. Plazma progesteron
numunelerinin konsantrasyonu, koyunlarda {ireme sonrasi 18. Giinde enzim
immiinoassay (EIA) ve radyoimmiinoassay (RIA) kullanilarak belirlenebilmektedir.
Gebeligi saptamak igin her iki yonteminde dogrulugu yiiksektir. Ote yandan, 16.
Giinde EIA kullanilarak gebe olmayan koyunlarin tespiti i¢in %100 dogruluk elde
edilmistir (McPhee ve Tiberghien 1987). Yine aym sekilde ¢iftlesmeden sonraki 21.
Gun (Zarkawi 1997) veya 17 ila 18. Glnlerde RIA kullanilarak (Zarkawi ve ark.,1999)
gebe olmayan koyunlar %100 dogruluk ile belirlenmistir. Sunulan calismada,
progesteron konsantrasyonlar1 6zel bir laboratuvardan hizmet alimi yapilarak, CLIA)
ontemi kullanilarak test analiz kitleri ile gergeklestirilmistir. 1 ng/ml degerinin gebelik
icin kriter olarak alinabilecegi ve bu degerin lizerindeki seviyeler gebelige, altindaki
degerlerin ise gebeligin olmadigina isaret ettigi belirtilmektedir (Medan ve ark., 2004).
Progesteron seviyesinin gebeligin teshisinde; gebe hayvanlarda %80, gebe
olmayanlarda ise %90-100 dogrulukla yapilabilecegi belirtilmektedir. Bu tez
calismasinda, 25-30. Gunlerde P4 ile yapilan analizler sonucundan gebelere ait

serumlardan (n=74) 73’tinde gergek pozitif, 1 inde hatali negatif tanis1 yapilirken, gebe
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olmayanlara ait serum 6rneklerinden (n=24) 13’tinde ger¢ek negatif, 11’inde hatali
gebelik pozitifi tanis1 yapildi. 35-40. Ginlerde P4 ile yapilan analizler sonucundan
gebelere ait serumlardan (n=74) 72’tinde gergek pozitif, 2’inde hatali negatif tanisi
yapilirken, gebe olmayanlara ait serum orneklerinden (n=24) 14’linde gergek negatif,
10°’nunda hatali gebelik pozitifi tanist yapildi. Calismamizda hatali pozitif oranlarinin
yiiksek olmasi, koyunlardan kan aldigimiz donem (25-30 ve 35.40. gunler) hayvanlar
bir sonraki luteal evrede olduklari i¢in (arastirmanin bir doneminin mevsim iginde
yapilmis olmasi nedeniyle) bir bagka deyisle sikluslarinin didstrus evresine denk
gelmesinden kaynaklanmis olabilir. Yiiksek oranda dogru gebelik tanisi elde etmek
icin 6rnekleme glndnian 6nemi vurgulanmakta ve koyunlarda ostrus siklusun 16-17
giin oldugu diistiniilerek bir sonraki dstrusa gelen karsilik gelen 16-17. Gunlerde de
alinacak 0rneklerin daha guvenilir sonuglar verecegi diisiiniilebilir. Ayrica progesteron
ile hatali pozitif tanidaki yanilgi olarak, erken embriyonik 6liimler, tohumlamanin
uygun zamanda yapilmamis olmasi, ovaryumdaki liteal kistlerden kaynaklanabilecegi
bildirilmektedir. Calismamizda hatali negatif tanisi sayis1 25-30. Glnlerde 1 tane, 35-
40. Gunlerde ise 2 tanedir. Bu durumun testteki uygulama hatasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda, ¢iftlesmeden sonraki 25-30 ve 35-40. Gunlerde
progesteron konsantrasyonu belirlenen koyunlarda sensivite orant %97.2-%98.6,
sipesifite degeri %54.1-%58.3 olarak tespit edilmistir. Koyunlarda progesteron
seviyesi, siklusun 16 ila 18. glnlerde ylksek bir sensiviteye (%88 ila %100) ve diisiik
bir spesifiteye sahiptir. (%60 ila %72) oldugunu bildirilmektedir (Karen ve ark., 2001).
Bu degerler, sunulan bu tez caligmasindaki progesteron konsanstrasyonu igin
belirlenen sensivite ve spesifite oranlari ile ortiismektedir. Progesteron seviyesinin
Ol¢iilmesinin maliyetli olmasi, donanimli bir laboratuvara ihtiya¢ duyulmasi, kan
orneklerinin belirli bir giinde toplanmasi ve giftlesme veya suni tohumlama tarihinin
kesin olarak bilinmesi gerekliligi gibi nedenlerden dolay1 ultrasonografiye gore daha

az tercih edilen bir yontemdir (Medan ve ark. 2004).

Sigirlar ve koyunlarin gebelik doneminde salgilanan gebelik ile iligkili protein
yapilarinda pek fazla farklilik yoktur. Koyun ve sigirlardaki gebelik glikoproteinleri
%70 oraninda benzerlik gostermektedir. Bu nedenle koyun PAGs’nin tespiti amaciyla

sigir PAGs kitleri kullanilabilir. Sunulan tez calismasinda, daha ekonomik ve
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ulagilabilirligi kolay olan ticari inek PAGs Kiti kullanilmistir. Koyunlarda plazma PAG
konsantrasyonu, gebeligin 3. ve 4. haftalar1 arasinda artmaya baslar, artis egilimi 9.
haftaya kadar devam eder ve konsantrasyon 9 ve 16. gebelik haftalar1 arasinda sabit
hale gelir. Koyunlarda PAG’m saptanmasiyla iliskili en erken gebelik giini,
ciftlesmeden 20 giin sonradir. Yapilan tez calismasinda, ultrasonografik muayene
referans yontem olarak kullanildiginda calismada PAGs sonuglarina gore 25-30.
gunlerde 58 koyun gebe 21 koyun ise gebe degildi ve yanlis pozitif sayis1 3 yanlis
negatif sayisi 16 olarak belirlendi. 35-40. gtinlerde 70 koyun gebe 18 koyun ise gebe
degildi ve yanlis pozitif sayis1 6 yanlis negatif sayisi 4 olarak belirlendi. Aslinda PAGs
sonuglarina gore yanlis negatif sayisinin, yanlis pozitif sayisina gore fazla olmasi ve
gebelik stresinin ilerlemesiyle bu oranlarin azalisi beklenen bir husustur. Gebeligin
ilerlemesi ile birlikte yanlis negatif sayilarimin azaldigi goriilmektedir. Ciinki

koyunlarda PAG konsantrasyonu, gebelik suresinin artmasi ile yiikselis egilimindedir.

Sunulan ¢aligmada kullanilan Sigir Gebelik Test Kiti, ultrasonografi sonuglari
ile karsilastirildiginda koyunlarda 25-30. giin gebeliklerde testin sensitivitesi %78.3;
spesifitesi %87.3; pozitif prediktif degeri %95.0; negatif prediktif degeri %56.1 ve
dogruluk oranin1 %80.6 olarak belirlenmistir. 35-40. gln gebeliklerde ise testin
sensitivitesi %94.5; spesifitesi %75.0; pozitif prediktif degeri %92.1; negatif prediktif
degeri %81.8 ve dogruluk oranini %89.7. olarak belirlenmistir. Gebeligin ilerlemesi

ile sensivite ve dogruluk oranlarinin arttig1 tespit edilmistir.

Yapilan tez ¢aligmasina benzer olarak koyunlardaki PAGs tespiti i¢in sigir
PAGs ELISA kitinin kullanildig1 baska ¢aligmalarda bulunmaktadir. Roberts ve ark.
(2019) gebeligin 30. giinde koyunlarda kullandiklar1 Sigir Gebelik Test Kiti ve Sigir
Gorsel Gebelik Test Kitininin sirasiyla sensitivitelerini %95.1-%97.2; spesifitelerini
%98.1-%94.3; pozitif prediktif degerlerini %99.2-%97.8; negatif prediktif degerlerini
%88.1-%92.5 ve dogruluk oranlarimi %95.9-%96.4 olarak ve etkinliklerinin benzer
oldugunu belirtmektedir. Bu degerler, sunulan tez ¢alismasindaki 25-30. giinlerdeki
gebeliklerdeki sensivite, spesifite ve dogruluk oranlarindan yiiksek ancak 35-40.
glinlerdeki sensivite, spesifite ve dogruluk oranlar ile yakinlik arz etmektedir. Rovani
ve ark. (2016) Sigir Gebelik Test Kitini ultrasonografi sonuglar ile karsilagtirdiklarinda
koyunlarda testin sensitivitesini %93.5; spesifitesini %98.9; pozitif prediktif degerini
%99; negatif prediktif degerini %93.1 ve dogruluk oranini
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%091 olarak bildirmektedir. Ayni arastirmacilar, gebeligin ciftlesmeden sonra 33-35.
giinlinden sonra PAGs optimal yogunluk (OD) degeri iizerinde tespit edildigi
bildirilmistir. Sunulan tez ¢alismasinda da gebelik pozitif degerleri 35. glinden itibaren
yukaridaki arastirmacilarin ¢alismalarina benzer bigimde olup, gebeligin ilerleyen
asamalarinda bu dogruluk oraninda artis olmaktadir. Gebelik ile iliskili glikoprotein
molekdlleri plasentada c¢ift ¢ekirdekli trofoblastik hiicrelerden salgilandigindan
maternal plazmada bu molekiillerin belirlenmesiyle gebelik tanisi yapilabilecegi gibi
fotoplasental yapilarin ve yavrunun gelisiminin izlenmesinin de miimkiin olabilecegi
belirtilmektedir. Akkose (2020) koyunlarda asimdan 34-38 glin sonra hizli gorsel PAG
ELISA’nin sensivite, spesifite, pozitif prediktif degeri, negatif prediktif degeri ve
dogrulugunu sirastyla %97.6, %62.5, %93.2, %83.3 ve %92 olarak bildirmektedir.
Yine farkli irk koyunlarda IDEXX Sigir Gorsel Gebelik Test Kiti ile asimdan 26-30
guin sonra (Chaves ve ark. 2020), laparoskopik tohumlamadan 30 giin sonra (Chaves
ve ark. 2017), gebeligin 71- 120. giinleri arasinda (Steckeler ve ark. 2018) yapilan
caligmalarda benzer gegerlilik ve giivenilirlik sonuglar bildirilmistir. Bilmez (2018)
13 bas gebe Konya Merinosu koyundan ¢iftlesme sonras1 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 ve
70. gunlerde kan 6rnekleri almis ve elde edilen plazma 6rneklerinde PAGs degerlerini
Olcerek, sigir PAGs testinin duyarliligin gebeligin ilerlemesiyle arttigin1 koyunlarda
gebelik teshisinin 6zellikle gebeligin 35. giiniinden sonra sigir PAGS kiti kullanilarak
yapilabilecegi bildirmistir. Sunulan tez ¢alismasinda da ayni kit kullanilmis ve PAGs
degerlerindeki sensisivite ve spesifite oranlar1 daha yiiksek ¢ikmistir. Bilmez (2018)
ile bizim ¢alisgmamizda c¢akisan nokta ise, sigir PAG’ kitinin koyunlarda gebeligin
ilerlemesiyle gilivenilirliginin artigimi sdyleyebiliriz. Ugar (2017), 8 bas koyundan
gebeligin 18, 21, 25, 28 ve 35. giinlerinde kan plazma ornekleri almis ve PAGS
degerleri ticari (Sheep Pregnancy Associated Glycoproteins) ELISA kiti ile 6l¢gmiis ve
PAGs Kkiti ile en erken 35. giinde gebelik teshisinin yapilacagini bildirmistir. Bu
calismanin, sunulan tez ¢calismasindan ayrisan tarafi, koyun PAGs kitinin kullanilmis
olmasidir. Koyunlarin biiylik kisminda optimal degere gore gebeligin pozitif olarak
degerlendirilmesi, gebeligin 35. giiniinden itibaren goriilmektedir. Gebeligin
ilerlemesi ile 63. glinde bu dogruluk oraninin %100’e ¢iktig1 tespit edildi. Elde edilen
sonuglar sigir PAGs kitinin koyunlarda PAGs o6l¢iimii i¢in kullanilabilecegini
gOstermektedir. Bunun sebebi ise ruminant olan sigir ve koyunlarin plasentasindaki
trofoblast hiicrelerinden salinan PAGs molekiillerinin benzer molekiiler yapida

olmasindan kaynaklidir. Buna ilaveten bu goriisii destekleyen diger bir bulgu ise sigir
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ve koyunlarda PAG-1 kodlayan c¢DNA, niikleotidlerde %86 oraninda benzerlik
gOstermesidir.

Singh ve ark. (2019) kecilerde sit ve kan PAG degerlerini arastirdiklari
calisgmada IDEXX Sigir Gebelik Test Kiti ile gebeligin 28. giiniinden sonra
sensitivitesini %96.6; spesifitesini %81.3; pozitif prediktif degerini %95.0; negatif
prediktif degerini %86.7 ve dogruluk oranimi %93,3 bildirmektedir. Kaya ve ark.
(2016) s1gir gebelik test Kiti (IDEXX Sigir Gebelik Test Kiti) ile yaptiklar1 ¢alismada
laktasyondaki ineklerde testin sensitivitesini %93.7; spesifitesini %90.6; pozitif
prediktif degerini %88.2; negatif prediktif degerini %95 ve dogruluk oranini %91.9
olarak bildirmektedir. Bu degerler, sunulan caligmadaki PAGs degerlerindeki
sensisivite ve spesifite, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve dogruluk
oranlarindan yiiksektir. Dogan (2021), 150 bas Halep 1rki kecilere, iireme mevsimine
gecis doneminde Ostrus senkronizasyon uygulamasi ile dogal asim yaptirmis ve
asimdan sonraki sonraki 28. giinde kegilerden kan drnekleri almistir. Ultrasonografik
muayene sonuclarinin referans deger olarak kullanildigi calismada, progesteron
konsantrasyon bulgularinin ultrasonografi bulgulari ile uyumunun ¢ok iyi, gorsel PAG
ELISA bulgularinin ultrasonografi bulgulari ile uyumunun iyi oldugunu bildirmistir.
Serum progesteron 6l¢cimi ve gorsel PAG ELISA kitinin dogru tan1 koyabilme

yetenekleri de sirasiyla %92.67 ve %86.67 olarak bulmustur.

28



6. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu ¢alismada, transrektal USG ile koyunlarda gebeligin 25-30. ve 35-
40. giinlerinde yiiksek dogrulukla ve giivenli sonuglar elde edilmistir. Ultrasonografik
muayene referans yontem olarak kullanildiginda ¢alismada progesteron sonuglarindan
25-30. ve 35-40. giinlerinde yliksek sensivite ve diislik spesifite belirlenmistir. Yine
Ultrasonografik muayene referans yontem olarak kullanildiginda calismada PAG
sonuglarindan 25-30. glinlerde testin sensivite ve spesifitesinin diisiik ancak 35-40.
glinlerde testin sensivite ve spesitesinin yiiksek oldugu belirlendi. Diger bir ifadeyle,
gebeligin ilerlemesi ile PAG sonuglarinin sensivite ve dogruluk oranlarinin arttigi

tespit edildi.
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