DiSi KOPEKLERDE OSTRUS SIRASINDA VAGINAL SiTOLOJiYE DAYALI
ASIDOFILIK INDEKS (Ai) VE SERUM PROGESTERON SEVIYELERI
UZERINDE CALISMALAR
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Determination of Ovulation Time Using The Eosinophilic index (EI) of Vaginal

Cytology and Serum Progesterone Levels in the Bitch

Summary: In this study, cross-bred, pubertal, seven bitches were used. The bitches
were bled every day and vaginal smears were taken after the sign of proestrus untill the first
day of diestrus. The ovulation time (day 0) was accepted as the progesterone level in sera
reached 5 ng/ml. The smears and sera taken 5 days before and 5 days after the ovulation time

were evaluated.

The concentration of progesterone in blood sera were measured by radioimmunoassay
(RIA). The smears on cotton-swabs were stained with Pappanicolaou stain and the

eosinophilic index (EI) were determined.

The results of this study showed that the highest EI (70+3.8%) was determined a day
after the ovulation time. The EI value decreased dramatically at day 3 (40+7,7%) and the
decrease lasted by day 5. The highest EI values were determined a day before the ovulation, at
ovulation and a day after the ovulation. The progesterone level in sera was 0.7+£0.2 ng/ml 5
days before the ovulation and increased by day 5 after the ovulation and reached at 16+4.2

ng/ml.

This study has indicated that the EI value obtained from the cotton-swabs smears

should be considered for prediction of ovulation in bitches.
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Ozet: Calismada pubertaya ulasmis yedi adet melez disi kopek kullanildi.
Kopeklerden prodstrus belirtilerinin baslamasindan didstrusun ilk giiniine kadar hergiin kan
ve vaginal smear Ornekleri toplanarak incelendi. Kan orneklerinde progesteron seviyesinin
5.0 ng/ml’ye ulagsmasi ovulasyon zamani (0. Giin) olarak kabul edildi. Bundan 5 giin 6nce ve

sonrasinda alinan kan ve smear ornekleri degerlendirildi.

Kan serumundaki progesteron hormon konsantrasyonlart RIA yontemi ile belirlendi.
Pamuklu ¢ubuk teknigi kullanilarak alinan vaginal smear Ornekleri Pappanicolaou boyama

teknigi ile boyand1 ve incelenen 6rneklerde asidofilik index (Al) saptandi.

Calismada en yiiksek Al %70+3.8 ile ovulasyondan sonra 1. giinde saptandi. Al 3.
giinde (%40+7,7) hizla diistii ve bu diisme 5. giine kadar siirdii. En yiiksek Al degerleri
ovulasyondan bir giin dnce, ovulasyon aninda ve ovulasyondan bir giin sonra saptandi. Serum
progesteron seviyeleri ise ovulasyondan 5 giin once 0.7£0.2 olarak bulundu ve giderek

artarak ovulasyondan 5 giin sonra 16+4.2 ng/ml’ye ulasti.

Disi kopeklerde pamuklu ¢ubuk yontemi ile alinan vaginal smear Orneklerinde
saptanan asidofilik indeksin, ovulasyon zamanini tahmin etmede yararli oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Ovulasyon, vaginal sitoloji, asidofilik index, progesteron, kopek

Giris

Disi kopeklerde oOstrus siklusunun belirlenmesi amaciyla degisik metotlar ortaya
konmustur. Dig Ostrus belirtileri, Ostrus ve c¢iftlesme zamaninin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak fertler arasinda farkliliklar bulunmasi ve gozleme dayali olmasi
nedeniyle ovulasyon zamani ve fertil periyodun belirlenmesinde fazla giivenilir degildir (4).
Giiniimiizde vaginal sitoloji ve hormon oOlciimleri kopeklerde ovulasyon zamanm ve fertil
periodun  belirlenmesi  amaciyla  kullanilan  yontemlerin  basinda  gelmektedir

(1,2,3,6,8,9,13,18).

Seksiiel siklusun degisik donemlerinde etkin olan ovaryum kaynakli hormonlardan
ozellikle Ostrojen vagina duvarindaki cok katl yassi epitel hiicrelerinde belirgin olarak yapisal

degisimlere neden olmaktadir. Vagina epitel hiicrelerinde olusan bu degisimlerin vaginal



smear yontemi ile tanimlanarak disi kopegin seksiiel siklusun hangi evresinde oldugu tespit
edilmektedir (8,12,14,20). Vaginal sitolojide tricrom boyama metodlar1 keratinize ve
keratinize olmamus hiicrelerin belirlenmesine olanak tanimaktadir. Yapilan caligmalar vaginal
sitolojide; keratinize hiicrelerin toplam hiicre sayisina olan oraninin (Asidofilik indeks, Al)
saptanmasiyla ovulasyonun tespit edilebilecegini gostermistir (7,13,17,20). Mestre ve ark.
(13), tarafindan keratinize hiicrelerin toplam hiicre sayisina olan oraninin % 60’1 astig1 anda

ovulasyonun gercgeklestigi rapor edilmistir.

Disi kopeklerde plasma progesteron Olgiimleri Ostrus siklusunun evrelerinin
birbirinden ayrilmast amaciyla kullanilmaktadir. Ovulasyon Oncesinde progesteron
konsantrasyonunun artmasi disi kopeklere 6zgiidiir. Yapilan ¢alismalarda plasma progesteron
konsantrasyonlarinin andstrus ve proostrus boyunca 1.0 ng/ml, LH piki aninda 2-4 ng/ml ve
ovulasyon aninda ortalama 5.5 ng/ml (4-10 ng/ml) olarak Ool¢iildiigii bildirilmektedir
(4,5,11,16).

Concannon ve ark. (5), hormonal Olctimler ile ovulasyon zamanin dogrulukla
belirlenebildigini ve RIA ile 0Ol¢iilen 5.4440.93 ng/ml serum progesteron konsantrasyonunun
ovulasyonun karsiligi oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada disi kopeklerde vaginal smeardaki asidofilik indeks deg§isimi ve serum
progesteron konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiye dayanilarak ovulasyon zamaninin tespit

edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve metot

Calismada pubertaya ulagmis, canli agirliklart 20-30 kg arasinda olan yedi adet melez

disi kopek kullanildi.

Hemorajik vulva akintisimin goriilmesi kopeklerde prodstrusun basladiginin klinik

gostergesi olarak kabul edildi ve 6rnekleme buna gore yapildi.

Proostrus belirtilerinin baglamasindan Ostrusun sonuna kadar hergiin kan ve vaginal
smear Ornekleri alindi. Holts’un (8) tarif ettigi gibi vaginal smeardaki intermedier hiicrelerin
toplam epitel hiicre sayisina oraninin % 10’ u gecmesi ve 16kositlerin tekrar goriilmesi Ostrus

periyodunun bitisi ve diostrusun basladiginin gostergesi olarak kabul edildi.



Kan ornekleri v. cephalica antebrachii’den alindiktan sonra serumlar1 ¢ikartilarak
hormon ol¢iimlerine kadar —20 C° ’de saklandi. Kan serumundaki progesteron hormonu RIA
yontemi ile belirlendi. Olgiimlerde Coat-A-Count Progesteron (Veterinary Applications of

DPC kits) ticari test kitleri kullanildi (4,10).

Vaginal smear 6rnekleri pamuklu ¢ubuk vasitasiyla cranial vaginadan hafif rotasyonlar
yaptirilmak suretiyle alindiktan sonra temiz bir lam {izerine yayildi. Hazirlanan preparatlar
%95’1ik ethanol-eter (1/1) soliisyonunda fiksasyon islemine tabi tutulduktan sonra

Pappanicolaou boyama teknigi ile boyanarak incelendi (15).

Her smear 6rneginin asidofilik index’i (Al) su formiil yoluyla bulundu;

Aj = _Keratinize olmus siiperfisiyel hiicrelerin sayisi x 100
Toplam epitel hiicre sayisi

Alinan kan orneklerinde serum progesteron seviyesinin >5.0 ng/ml’ye ulasmasi
ovulasyon zamani (0.giin) olarak kabul edildi (4,5,11,16). Bundan 5 giin Oncesi ve 5 giin

sonrasina kadar olan zaman araligindaki ornekler degerlendirmeye alindi.

Bulgular

Calismada serum progesteron seviyelerinin 5.0 ng/ml saptandigi giin ovulasyonun
oldugu giin olarak kabul edildi. Serum progesteron seviyeleri —5. giinde 0.7+0.2 olarak
bulundu ve giderek artarak 5. giinde 16+4.2 ng/ml’ye ulasti (Sekil 1). Buna gore tahmin
edilen ovulasyon giinii 0. giin olmak {lizere bundan 5 giin 6cesi ve sonrasi giinlerdeki serum
progesteron seviyeleri ve vaginal smear orneklerindeki asidofilik index degisimi sekil 1 ve

sekil 2’de verilmistir.

Bu kritere gore 0. giine karsihik gelen Al degeri %68+5,4 olarak tespit edildi. Bir giin
sonra %70+3.8 ile maksimum degerine ulasan Al 3. giinde (%40+7,7) hizla diistii ve bu
diisme 5. giine kadar siirdii, 5. giinde ise Al %15+4,1 olarak tespit edildi.



Sekil 1: Serum progesteron seviyeleri (n=7)

progesteron ng/mli
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16+4,2
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Sekil 2: Vaginal smear orneklerindeki Al degisimi (n=7)

asidofilik indeks %
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(*): Tahmin edilen ovulasyondan 5 giin 6ncesi ve 5 giin sonrasi giinler




Tartisma ve sonu¢

Disi kopeklerde plasma progesteron olciimleri ve vaginal sitoloji ile fertil periyod ve
ovulasyon zamanimin  tayin  edilmesine  yOnelik  bircok calisma  yapilmistir

(3,4,11,13,14,16,20,21).

Disi kopeklerde plasma progesteron konsantrasyonlarinin andstrus ve prodstrus
boyunca 1.0 ng/ml, LH piki aninda 2-4 ng/ml, ve ovulasyon aninda ortalama 5.5 ng/ml
olarak  oOlciildiigi  bildirilmektedir  (3-5,11,16).  Yapilan c¢alismalar  progesteron
konsantrasyonunun Ol¢iilmesi ile ovulasyon zamaninin tespit edilebilecegini gostermistir.
Concannon ve ark. (5), RIA ile olciilen 5.44+£0.93 ng/ml, Bouchard ve ark. (3), ise 4.9+1.0

ng/ml serum progesteron konsantrasyonunun ovulasyonun karsilig1 oldugunu bildirmislerdir.

Sunulan c¢alismada Orneklemelerin basinda basal seviyelerde Olciillen serum
progesteron degerleri 2 ng/ml seviyesinin iistiine ¢ciktiginda Al %58+6,6 olarak tespit edildi.
Ortalama progesteron seviyesi 6.9+07 ng/ml olarak olciilen giinlerde Al ortalama %70+3,8
ile en yiiksek degerine ulasmistir. Olgiilen bu progesteron konsantrasyonlar: diger

calismalarda (3-5,11,16) bildirilen degerlerle paralellik gdstermektedir.

Calismada 5,7 £1,0 ng/ml serum progesteron degerinin tespit edilen ve ovulasyona
karsilik geldigi varsayilan 0. giinde asidofilik indeks % 68+5,5 olarak saptanmistir. Al birgiin

sonra maksimum degere (%70+3,8) ulasmis ve sonraki giinlerde hizla azalmistir.

Bir¢cok arastirmaci vaginal sitolojide; keratinize hiicrelerin toplam hiicre sayisina olan
oraninin (Al) saptanmasiyla ovulasyonun tespit edilebilecegi bildirilmektedir (7,13,17,20).
Mestre ve ark. (13), keratinize hiicrelerin toplam hiicre sayisina olan oraninin % 60’1 astig1
anda ovulasyonun gerceklestigini rapor etmistir. Bouchard ve ark. (3), Al %80’i gegmesinden
sonra ovulasyonun oldugunu bildirmektedir. Wright (19,20), ovulasyon aninda ve Ostrus
periyodunun biiyiik bir kismi boyunca asidofilik indeksi %100 seviyesinde tespit ettiklerini
bildirmistir. Ostrus boyunca ve ovulasyonda tespit edilen Al yiizdesi Mestre ve ark. ile
Bouchard ve ark. bulgulari ile benzerlik gostermektedir. Wright (20,21) ve Holts (8) ‘un Al

yiizdelerine gore ise daha diisiik degerler saptanmistir.

Calismada tespit edilen Al degerleri cotton swab teknigi kullanilarak alinmis vaginal
smear orneklerindeki keratinize siiperfisiyel hiicrelerinin, toplam epitel hiicre sayisina olan
oranidir. Bazi arastiricilarin da bildirdigi gibi smear hazirlamada kullanilan teknigin

stiperfisiyel hiicrelerin yiizdesi ve pik yaptig1 nokta iizerine bazi etkileri olabilmektedir (8,12).



Pipet yontemi ile ornekleme yapildiginda ostrus aninda siiperficial hiicrelerin orant %100
olarak goriiliirken, intermediyer hiicrelere rastlanilmamaktadir. Swab ya da spatiil teknigi
kullanildiginda ise toplama esnasinda swabin epitel hiicrelerini asindirmasindan dolay1
intermediyer hiicreler daha yiiksek oranda goriilmektedir. Bu da asidofilik indeks degerlerinin

daha diisiik olmasina neden olmaktadir.

Calismada Al ovulasyondan 6nceki 5. giinden itibaren artmis ve ovulasyondan sonra
1. giinde %70+3,8 ile en iist seviyesine ulasmustir. En yiiksek Al degerleri ovulasyona yakin
giinlerde (-2 ve 2. giinler) saptanmustir. Buna dayanarak Al degerinin %60’dan fazla ¢ikmast,
sonraki giinlerde alinan oOrneklerde bu artisin siirmesi veya benzer degerlerin alinmasi
tohumlama uygulamalar1 (optimal tohumlama zamani) i¢in Onemli bir bir kriter gibi
goriilmektedir. Al degerinin keskin bir sekilde diismesi ovulasyonun birka¢ giin once

gerceklesmis olabileceginin onemli bir gostergesi olarak kabul edilebilir (Sekil 2).

Sonug olarak disi kopeklerde serum progesteron seviyeleri ve vaginal smear yontemi
ile tespit edilen asidofilik indeks degerlerinin fertil period ve ovulasyon zamaninin izlenmesi

amaciyla kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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