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Amag: Bu c¢alismada etilen glikolle direkt transfer metoduna
gore dondurulmus sigir embriyolarinin tasiyicilara transferin-
de, embriyonun ¢ozdiiriilmesinden transfer edilene kadar gecen
siirenin gebelik orani tizerine etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Tasiyicl olarak (n=56), kizginhiklar1 (Ostriis)
14 giin arayla iki kez 0.150 mg d-cloprostenol enjeksiyonu ile
senkronize edilen inekler kullanildi. Embriyolar tasiyicilara kiz-
ginlik tespitinden 7 giin sonra (kizginlik 0. giin) transfer edildi.
Embriyolar 25°C’lik su banyosunda 25 saniye tutularak ¢ézdi-
rilldiikten sonra tasiyicilara 0-5 dk. (Grup 0-5,n=27), 6-10 (Grup
6-10, n=16) ya da 11-25 (Grup 11-25, n=13) dakika i¢cinde kor-
pus luteumun bulundugu kornu uteriye ipsilateral olarak trans-
fer edildi. Gebelik muayeneleri 28. giinde ultrason cihazi kulla-
nilarak yapildi.

Bulgular: Gebelik oranlar1 G 0-5, G 6-10 ve G 11-25 gruplarinda
sirastyla %59.3, %50 ve %23.1 olarak tespit edildi. Buna gére G
0-5ve G 6-10ile G 6-10 ve G 11-25 gruplari arasinda farklilik is-
tatistiki agidan 6nemsiz bulunurken (P>0.05), G 11-25 grubunda
tespit edilen gebelik orani G 0-5 grubuna kiyasla dnemli diizeyde
diisiik bulundu (P<j0.05).

Oneri: Sonug olarak, etilen glikol ile dondurulmus embriyolarin
¢ozdlirme isleminden sonra 10 dakika iginde tasiyicilara trans-
fer edilmesi gerektigi kanisina varildu.

Anahtar kelimeler: Cozdiirme-transfer araligi, embriyo, trans-
fer, inek, gebelik orani.

Aim: In this study, it was aim to determine the rates of the effect
of the lasting time from thawing-transfer until to transfer dur-
ing transferring of cattle frozen embryos with ethylene glycol by
direct transfer method on pregnancy rates.

Materials and Methods: Recipients (n=56) were selected from
the cows whose estrus were synchronized with two times in-
jections of 0.150 mg d-cloprostenol 14 days intervals. Embryos
were transferred into recipients 7 days after the detection of re-
cipients estrus (estrus= day 0). After embryos were threated 25
seconds within 25°C water bath to thaved then they were trans-
ferred to the recipients in minutes as follows; 0-5 (Group 0-5,
n=27), 6-10 (Group 6-10, n=16) or 11-25 (Group 11-25, n=13)
which all embryos were transferred into the uterine horn ipsi-
lateral to the corpus luteum. Pregnancy diagnosis were done on
day 28 used by ultrasound.

Results: Pregnancy rates were determined in 59.3%, 50% and
23.1% within G 0-5, G 6-10 and G 11-25 groups, respectively.
Therefore, pregnancy rates were not statistically significant
(P>0.05) between G 0-5 & G 6-10 with G 6-10 & G 11-25 while it
was lower than the group of G 11-25 compared to the group of
G 0-5 (P<0.05).

Conclusions: According to this study, frozen embryos by eth-
ylene glycol should be transferred into recipients in within 10
minutes after thawing is concluded.

Keywords: Thawing-transfer interval, embryo, transfer, cows,
pregnancy rate.
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Giris

Diinyada embriyo transferi; taze (sicak) transfer ya da emb-
riyonun canlilhigina zarar vermeyecek yontemler kullanilarak
dondurulan embriyolarin ¢oézdiirtilerek transferi seklinde
uygulanmaktadir. Hiicre i¢ine girmeyen yiiksek molekiil agir-
ligina (sahip sakkaroz gibi) ya da hiicre icerisine gecebilen
diistik molekiiller agirliga sahip (Etilen glikol) gibi kriyop-
rotektanlarin kullanildig1 tek asamali (one-step) dondurma
yontemleri sayesinde embriyo transfer islemini oldukg¢a ko-
laylasmistir (Palasz ve Mapletoft 1996, Massip 2001). Sigir-
larda embriyo dondurma yontemlerinin gelismesi embriyo
transferinin yaygin olarak kullanilmasini saglamis ve global
capli ticari bir pazar olusmasina da 6nciiliik etmistir. Sigirlar-
da bir yilda uygulanan 500.000 embriyo transferinin yaridan
fazlas1 dondurulup ¢ézdiiriilen embriyo transferleri olustur-
maktadir (Purcell ve ark 2005). Gelismis tlilkelerde embriyo
transferi hayvan 1slahinda ¢ok yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, iilkemizde sinirh diizeyde yapilmaktadir (Sagirka-
ya ve Bagis 2003). Embriyo transferi, listiin genetik kapasite
ve verim potansiyeline sahip olan, 6zel bakim-besleme sart-
larinda yetistirilen donérlerden siiperovulasyon uygulama-
s1ile elde edilen embriyolarin dondurulmasini ve senkroni-
ze edilmis tasiyicilara kalifiye bir teknisyen ile nakledilme-
si asamalarini icermesi nedeniyle maliyeti yliksek bir tek-
niktir (Gordon 2003). Dondurulmus embriyolarin transfe-
rinden elde edilen gebelik oranlari, taze transfer uygulama-
larina gore genel olarak daha diisiik olmaktadir. Donduru-
lup ¢ozdiiriilerek yapilan embriyo transferlerinde maliyetin
daha da ylikselmemesi icin elde edilen gebelik oraninin éne-
mi artmaktadir (Hasler 2001, Martinez ve ark 2002).

Tek asamali embriyo dondurma yontemleri ¢ézdiirme son-
rasi kriyoprotektan maddelerin uzaklastirilmadan embriyo-
nun transferine olanak sagladigindan ¢6zdiirme hatalari mi-
nimuma indirilmistir (Dochi ve ark 1998). Embriyolarin ¢6z-
diirmeden sonra miimkiin olan en kisa siire de dogal yasa-
ma ortami olan kornu uteriye birakilmasi gereklidir. Trans-
fer edilmek amaciyla dondurulmus embriyolarin kizginlkla-
r1 senkronize edilmis tasiyicilara transferinden elde edilecek
gebelik oranini etkileyen en 6nemli iki faktor; teknisyenin
tecriibe diizeyi (Looney ve ark 2006, Machaty ve ark 2012)
ve taslylcinin ireme organlarinin anatomik yapisinin trans-
fer icin uygunlugudur (Hasler 2001, Machaty ve ark 2012).

Bu faktorlerin her ikisi de ¢dzdlirme-transfer aralig1 tizerine
dogrudan etkilidir. Embriyonun tasiyicilara transferi esna-
sinda maniplasyonlarin yogun olarak uygulandig: seviksute-
ri ve kornuuteri gibi lireme organlarinin anatomik olarak uy-
gunlugu 6nemlidir. Serviks uterinin kanali (canalis cervica-
lis) mukozal katmanin olusturdugu enine 3-5 fibréz halkanin
birbiri tizerine disli ¢arklar1 seklinde kenetlenmesi nedeniy-
le 6zellikle diostriis doneminde sikica kapanmaktadir. Ayrica
kornu uteriler embriyo transferinin yapildig1 dénemde kont-
raktil olmayip kendi lizerine kivrilmaktadir (Alagam 1997,
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Pineda 2003). Bununla birlikte tasiyicilarin 6zellikle diivele-
rin %10'nunda anatomik olarak transfer islemine uygun ol-
madig belirtilmektedir (Gordon 2005).

Teknisyen a¢isindan bakildiginda ise embriyolarin CL'ye gore
ipsilateral kornunun apikal kismina birakilmasi ve bunun
icin transfer kateterinin serviks kanal gecirilerek uygun kor-
nuya yonlendirilmesi ve ilerletilmesi ve bu islemlerin seri,
ancak travma olusturmayacak diizeyde hafif manipiilasyon-
larla yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (Gordon 2005, Lo-
oney ve ark 2006).

Sunulan ¢alismada etilen glikolle direkt transfer metoduna
gore dondurulmus miitkemmel/iyi kalite embriyolarin ¢6-
ziindliriilmesinden uterusa birakilmasina kadar gegen siire-
nin gebelik orani lizerine etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem

Calismada tasiyicit materyal olarak Bahri Dagdas Uluslarara-
s1 Tarimsal Arastirma Enstitilisiinde yetistirilen ve Brucello-
sis, Vibriosis, Leptospirosis, Blue Tongue, Tuberculosis, Enzo-
otic Bovine Leukosis, Infeksiyon Bovine Pustular Vulvovagini-
tis hastaliklarindan ari olan 56 bas Isvicre Esmeri inek kul-
lanildi. Tasiyicilarin en az bir dogum yapmis ve son dogu-
munda herhangi bir sorun olmamis ineklerden secilmesi-
ne 0zen gosterildi. Calismadaki tasiyicilar enstitliniin rutin
bakim-besleme sartlarinda serbest dolasiml yar1 agik ahir-
da ayni bélmede barindirild.

Tasiyicilarin, kizginliklar1 14 giin ara ile iki kez kas i¢i enjek-
te edilen 0.150 mg ¢ift doz d-cloprostenol (Dalmazin®, Vetas,
istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile senkronize edildi. inekle-
rin kizginliklar1 (6strus=0. giin), ikinci enjeksiyondan son-
ra glinde 3 kez 30 dakika siireyle yapilan gozlemlerle tespit
edildi. Etilen glikolle direkt transfer metoduna goére dondu-
rulmus miikemmel/iyi kalite embriyolar, tasiyicilara dstriis
siklusunun 7. giiniinde transfer edildi. Transfer giinii tasiyi-
cilarda yapilan ultrason muayenesinde CL'nin biiytikliigi (en
az 2 cm ¢apinda olmasi kriter alindi) ve bulundugu ovaryum
(sag-sol) tespit edildi. Embriyolar ¢ozilindiiriilmeden tasiyi-
cilara bagirsak peristaltigini ve tasiyicinin hareketini azalt-
mak amaciyla lokal anestezik (lidokain HCl, 5-7 mL, Vilca-
in®, Vilsan, Ankara, Tiirkiye) ile tist epidural anestezi yapil-
di. Cozdiirme islemi, azot tankindan ¢ikarilan dondurulmus
embriyo payetinin 5 sn havada tutulmasini takiben 25°C’deki
su banyosunda 25 sn tutulmasiyla gerceklestirildi. Cozdlirme
isleminden sonra payetler zaman gecirilmeden transfer ka-
teterine yerlestirip payetin kapali ucu yere parelel olarak ke-
sildi. Transfer kilifi payete takildiktan sonra transfer islemi-
ne gecildi. Biitlin transferlerde embriyolar, CL bulundugu ta-
raftaki kornu uterinin cranial 1/3-1/2’lik kismina birakildi.
Cozdiirme-transfer araligl; embriyo payetinini transfer kate-
terine yerlestirilmesinden kateterin pistolesinin itilmesine
kadar gecen stire olarak hesap edildi. Tespit edilen siirelere
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gore Ui¢ grup olusturuldu. Transfer islemi, birinci gruptaki ta-
siyicilarda 0-5 dk. (Grup G 0-5, n=27), ikinci gruptaki tasiyi-
cilarda 6-10 dk (Grup G6-10, n=16), ligiincli grupta ise 11-25
dk (Grup G11-25, n=13) aralifinda tamamlandu.

Tasiyicilarin gebelik muayeneleri 28. giinde 7.5 MHz linea-
rarray transrektal prob kullanilarak ultrason cihaziyla (Scan-
ner 480 Vet, Esaote Pie Medical, Maastrich, Hollanda) ile ya-
pildi.

Gruplarda tespit edilen gebelik oranlarinin istatistiki karsi-
lastirilmasi ki-kare testiyle bilgisayar paket programinda ya-
pild1 (MINITAB, Release 12.1, Minitab Inc.).

Bulgular

Calismada GO0-5, G6-10 ve G11-25 gruplarinda elde edilen ge-
belik oranlari sirasiyla %59.3 (16/27), %50 (8/16) ve %23.1
(3/13) olarak tespit edildi (Sekil 1). Buna goére GO-5 ve G6-
10 gruplar ve G6-10 ve G11-25 gruplar1 arasindaki farklik
istatistiki acidan 6nemsiz bulunurken (P>0.05), GO-5 gru-
bundaki gebelik oran1 G11-25 grubundan 6nemli diizeyde
ylksek bulundu (P<0.05). Buna gore calismada gerceklesti-
rilen 56 embriyo transferinden genel olarak %48.2 (27/56)
oraninda gebelik elde edildi.

Tartisma

ineklerde non-sirurjikal embriyo transferi suni tohumlama
uygulamasina benzemekle birlikte, didstriiste yapilmasi ve
lireme organlarinda meydana gelen degisiklikler (organla-
rin kivami, bosluklarinin agiklig1 ve durusu) nedeniyle farkli-
lik arz etmektedir (Hasler 2001). Sunulan ¢alismada miikem-
mel/iyi kalite embriyolarin kizginlik tespiti sonrasi en az 2
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cm ¢apinda CLye sahip tasiyicilara transfer edilmistir. Emb-
riyolarin ¢ézdlirme-transfer araliginin gebelik orani tizerine
etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Sunulan ¢alismada ¢6zdiirme-transfer araliginin uzamasinin
gebelik orani lizerine olumsuz etkisi oldugu tespit edildi. Bu
sonu¢ ¢ozdiirme-transfer araliginin 11 dakikadan sonra ge-
belik oraninin azaldigini bildiren Dochi ve ark (1998)'nin so-
nuclariyla uyumlu bulunmustur. Bo ve ark (2012) 6-16 dk
arasinda gergeklestirilen transferlerde gebelik oranlarinda
bir degisme olmadigini bildirimle uyumlu bulunmamistir.
Ancak Bo ve ark (2012)'nin kullandi81 transfer araliginin, su-
nulan ¢alismaya gore daha genis oldugu ve bu grupta gebelik
oraninin sayisal olarak azaldig1 da dikkati cekmektedir.

Genital organlara yapilan manipilasyonlar PGF, salgisini
artirmaktadir. Prostaglandin F, 'nin embriyo tizerine toksik
etkili oldugu ve cesitli uyarimlara (temas, sinirsel ve yangi-
sal vb.) bagl olarak lireme organlarindaki degisik hiicreler-
den lokal olarak salgilandigi belirtilmektedir (Weems ve ark
2006). Bununla birlikte iireme organlarinin elle maniptilas-
yonu da bir travma etkisi olusturdugundan yangisal bir sii-
recin baslamasina neden olabilecegi belirtilmektedir. Yan-
gisal reaksiyonlarin ilk asamasinda igerisinde prostaglan-
dinlerle birlikte salinan sitokinlerin veya PGF, min kendisi-
nin endometriyal luteolizis olayini indiikleyebilecegi belirtil-
mektedir (Scenna ve ark 2005). Bu nedenle embriyo trans-
feri sonrasi gebelik oranlarinin arttirilmasi amaciyla uygu-
lanacak stratejilerden birisi anti-luteolitik uygulamalardir.
Bu uygulamalarin esasini embriyo iizerine toksik oldugu bi-
linen PGF, 'min iretiminin onlenmesidir (Giizeloglu ve ark
2007). Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda embriyo trans-
feri sonras1 PGF, tretimini baskilayan fluniksin meglumin
gibi non-steroidal anti-inflamatuar madde uygulamalarinin

G11-25

Sekil 1. Etilen glikolle dondurulmus s18ir embriyolarinin farkli zaman araliklarinda transferi sonrasi elde edilene gebelik oranlari.
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gebelik oranlarini iyilestirdigi bildirilmistir (Purcell ve ark
2005, Scenna ve ark 2005). Dursun ve ark. (2007) ve Biil-
biil ve ark (2010) non-steroidal anti-inflamatuar maddele-
rin uygulanmasinin gebelik oranlarinda bir degisiklige ne-
den olmadigini bildirmislerdir. Sunulan calismada ¢6zdiirme
transfer aralig1 uzadikga gebelik oraninin azalmasinda etkili
olan faktorlerden birinin kornu uterilerin diizeltilmesi ama-
ciyla yapilan uzun manipiilasyon siiresidir. Manipiilasyonla-
rin uzamasli endometriyumda travmaya bagh yangisal siire-
cin baglamasina neden olmaktadir. Tiim bu sebepler embriyo
lizerine toksik etkili olan PGF, 'nin fazla miktarda salinimi-
na ve gebelik oranlarini olumsuz etkilenmis olabilecegini dii-
stindlirmektedir. Ayrica transfer kateterinin uterus igerisin-
de kalma siiresi uzadik¢a endometriyumun zarar gérme ihti-
malinin arttig1 bunun neticesinde gelisen yangisal reaksiyon
nedeniyle bolgeye savunma hiicrelerinin ve eksudatin birik-
mesi s6z konusu olacagy, uterus ortaminin bozulmasina bag-
11 olarak gebelik oraninin diisebilecegi belirtilmektedir (Lo-
nes ve Lamb 2008). Nitekim Benyei ve ark (2006) gli¢liikle
gerceklestirilen transferlerde gebelik oranlarinin diistiigint
bildirmislerdir.

Transfer dncesi ve sirasinda uterusun bakteriyal kontami-
nasyonun engel olmak amaciyla biitiin hijyen kurallar1 uygu-
lansa dahi uterusun kontamine oldugu ve kontaminasyona
bagl olarak sekillenen endometriyal yangisal reaksiyon ne-
deniyle gebelik oranlarinin distiigii belirlenmistir (Hussain
ve ark 1994). Sunulan bu ¢alismada da serviksin gecilmesi
ve/veya transfer kateterinin CL'nin bulundugu kornuya yon-
lendirilmesi amaciyla tekrarlanan girisimlerin kontaminas-
yon riskini ve mikrobiyal yiikiinli artirmis olabilecegi diisii-
niilmektedir.

Dondurulma ile yasamsal faaliyetleri minimal diizeye indi-
rilen embriyolarin ¢ézdiirme sonrasi metabolik faaliyetle-
ri normal diizeye gelmekle birlikte dondurma soliisyonu-
nun etkisine maruz kalmaya baslamaktadirlar ve kalitelerin-
de azda olsa kdtililesmeye neden olur. Ancak dondurma 6nce-
si 30 dk stireyle etilen glikole maruz birakilsa dahi ¢dziinme
sonrasl embriyolarin yasama giiclinlin etkilenmedigi bildi-
rilmistir (Bo ve ark 2012). Embriyo payeti icerisindeki don-
durma soliisyonunun ¢ok az olmasi ve sollisyonun embriyo-
nun beslenmesi i¢in glikoz icermesi nedeniyle gebelik orani-
nin embriyonun kriyoprotektan maddeye maruz kalma siire-
sinden etkilenmedigi diisiiniilmektedir.

Oneriler

Sonug olarak etilen glikolle direkt transfer metoduna gore
dondurulmus embriyolarin ¢éziindiiriilmesi sonras1 11 dk
icerisinde transfer edilmesi gerektigi kanisina varildi. Bu ne-
denle embriyo transferi 6zellikle serviksin sikica kapali ol-
dugu ve uterus kontraksiyonunun zayif oldugu ve mikrobi-
tal ajanlara ve travmalara daha duyarl oldugu didstriis done-
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minde gerceklestirilmektedir. Gebelik oranlarinin transferle-
ri gerceklestirecek teknisyenin tecriibesi ile iliskili olabilece-
gi dikkate alinmalidir.
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