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ONSOz

Ostrus veya ovulasyon senkronizasyonu amaci ile kullanilan, progesteron
iceren vaginal gereclerin yuksek maliyeti ve kullanildiklarn strece igerdikleri
progesteronun tamamen tuketilmemesi nedeniyle tekrarl kullanimimin mimkun olup
olmadiginin arastinlmasi dustintlmustir. Bu amacgla da henlz sekstel aktiviteleri
baslamayan prepubertal diivelerde daha iyi sonug alinabilecegi kanisina varilmistir. Bu
calisma; Atatirk Universitesi Bilimsel arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Bu calismanin amaci, prepubertal diivelerde Vajina ici Progesteron (ViG) salan gerecin
tekrarh kullaniminin  serum progesteron, Ostrojen duzeyleri ve folikil caplari
uzerindeki etkisini degerlendirmektir. Calismada, prepubertal Holstein irki diivelerde
Uc ayrn dénemde, farkli VIG kullanildi. Calisma Ki-Kare yéntemine gére planlandi.
Divelerin her birine 7 giin boyunca ¢ kez VIG kullanildi. VIG uygulamasinin
baslangici 0. glin olarak kabul edilerek; -2. ve 7. gunlerde ProstaglandinFza, 0. ve 9.
glnlerde GnRH enjekte edildi. Serum progesteron ve &strojen duzeylerinin
belirlenmesi icin; 0, 3, 5, 7 ve 9. glinlerde kan alindi. Duvelerin ovaryumlarindaki folikal
caplan ViG'in cikarilmasindan 60 saat sonra transrektal ultrasonografi ile 6lcildi.
ViG'in ilk, ikinci ve tclincii kere kullanimi ile serum progesteron diizeyleri arasindaki
iliski anlamli bulundu (P <0.0001). ViG'in ilk kez kullanildigi grupta ortalama
progesteron diizeyi en yiksek iken, 2. ve 3. kez kullanimlarda ise bir farklilik olmadigi
belirlendi. Serum progesteron diizeyi 3. glinde pik seviyeye yiikselirken, 0. ve 9.giinde
en dusik seviyede oldugu, 5. ve 7. giinler arasinda bir fark olmadigi kaydedildi. ViG'in
kullanim sayilar ile kan orneklerinin alindigi gunlerdeki progesteron dizeyleri
arasindaki iliski anlamli bulundu (P<0.01). Serum &strojen dizeyleri (P = 0.28) ve
folikiiler caplar (P = 0.70) ile VIG kullanm sayisi arasinda anlamli bir farkhlik
gozlenmezken, her ikisinin de arttigi belirlenmistir. Bu calismada, ViG'in tekrarli
kullaniminin serum &strojen ve folikiler cap Uzerinde fazla bir etkisi olmadig
sonucuna varilmistir, ancak ViG'in 3. kullanimi 1. kullanimiyla benzer sonuclar
vermistir. Bunlarin sonucunda; ©strus senkrionizasyonu amaciyla ViG'in tekrarl
kullaniminin, maliyeti distrmek agisindan uygun oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prepubertal diive, ViG, Progesteron, Ostrojen



ABSTARCT

The aim of this study was to evaluate the effect of repeated use of progesterone
releasing intravaginal device (VIG) on serum progesterone, estrogen levels and follicle
diameters in the prepubertal heifers. In present study, different VIG were used for
three separate periods in the prepubertal Holstein heifers. The study was planned
according to Chi-square method. Each VIG was used for three times in each heifer
from 0 to 7 days. Prostaglandin Foa at day -2 and 7 and GnRH at day 0 and 9 were
injected to the heifers. Blood samples were collected at day O, 3, 5, 7 and 9 for serum
progesterone and estradiol analysis. Follicular diameters were measured by
transrectal ultrasonography 60 hours after removal of VIG. Serum progesterone
demonstrated significant relationship with device use and day (P<0.0001) with 1%t use
group showed highest mean progesterone level. Mean serum progesterone levels of
2" and 3™ use didn’'t show any significant difference. The peak level of mean serum
progesterone was recorded at day 3 of the study, whereas minimum levels was seen
at day 0 and 9. Serum progesterone concentrations of day 5 and 7 didn't had any
significant difference among them. The interaction between use of PRID and days
interval was significant (P = 0.0056). Serum estradiol concentrations (P = 0.28) and
follicular diameters (P = 0.70) didn't differ significantly with use of PRID, however,
numerically both increase according to the PRID usage. It is concluded that the
repeated use of VIG has no effect on serum estrogen and follicular diameters, but 3™
use of VIG produced similar results as 15t use. As a result of these; tt is assumed that
the repeated use of VIG for the purpose of the estrous synchronization is appropriate
in terms of lowering the cost.

Keywords: Prepubertal heifers, VIG, Progesterone, Estrogen



GiRIS

Sut inekgiliginde surl buyukligindeki surekli artis, Ureme ydnetimi igin yeni
programlarin gelistiriimesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu programlar son 20 yilda,
sabit zamanh suni tohumlama (SZST) kullanimina izin veren senkronizasyon
protokolleri ile belirgin bir sekilde gelistirilmistir. SZST programinin kullanimi ile dstrus
senkronizasyonu, guinimiuzde Ureme yonetiminin ayrilmaz bir parcasi haline gelmistir
ve bu durum, &strus takibi icin zaman ve emegi azaltmis olup, sut inegi isletmelerinin

karhhgini arttirmistir (1,2).



GENEL BiLGILER

Melengestrol asetat (MGA), CIDR (Kontrollli progesteron salan intravaginal gereg),
PRID DELTA® (progesterone slan intravaginal gereg) ve norgestomet deri alti
implantlar  (Syncro-Mate B) gibi progestinler SZST bazli senkronizasyon
protokollerinde sikhkla kullaniimaktadir (3-5). Vajina i¢i progesteron salan gerecler
(VIG) 8striis senkronizasyonu ve suni tohumlama protokollerinde 40 yildan fazla bir
suredir kullanilmaktadir. ViG'den salinan progesteron, LH salimmini baskilayarak
ovulasyon mekanizmasinin olusmasini engeller. VIG ortamdan uzaklastirldiginda ise
LH salinmi uyarilir, folikiiler gelisim desteklenerek, ovulasyon meydana gelir (6).
Dahasi progesteron gonadotropinlerin preovulatuar dalgalanma salinimi ile ilgili bir
noropeptid olan galaninin mMRNA ekspresyonunu arttirir (7).

ViG'in senkronizasyon protokollerine dahil edilmesi ek bir maliyet gerektirir ve bu
maliyeti diistirmek icin VIG tekrarli olarak kullanilabilir (8). PRID DELTA®'nin tekrarli
kullanimi, literatirlerde bildirilen CIDR kadar yaygin degildir (9). Yedi giin boyunca
kullanilan CIDR'in ilk kullanimindan sonra icerdigi progesteron miktari 1.9g'dan 1.3g'a
ve/veya 1.38g'dan 0.72g'a dismektedir. Bu da CIDR'In tekrarl kullaniminin mimkiin
olabilecegini gostermektedir (8,10). CIDR'in ilk kullanimindan sonra kalan progesteron
miktari bilinirken, bir kez kullaniimis olan PRID DELTA® icinde kalan progesteron
miktari hentz bilinmemektedir (9). Ovariohisterektomi yapilmis olan ineklere 15
ginden fazla CIDR kullanildiginda kan progesteron dizeyinin 1 ng/ml'den ytksek
oldugu bildirilmistir. Kan progestron diizeylerinin 14. ve 15'inci glinlerde sirasiyla; 2.3
ve 1.9 ng/ml oldugu goézlemlenmistir (10). Daha 6nce 14 gin boyunca kullanilmis
CIDR, laktasyondaki sut ineklerinde LH salinimini ve ovulasyonu o&nemli olcude
engellemis ve sonuglar ilk kez kullanilan CIDR ile benzer bulunmustur (11). Simdiye
kadar ViG'in tekrarli kullanimiyla bulasan hic bir hastalik rapor edilmemistir, ancak

hastalik bulastirabilme riski oldugu da unutulmamalidir. Bu nedenle ikinci kullanimda



hastalik bulasma riskini azaltmak icin VIiG otoklavda sterilize veya dezenfektanlar ile

dezenfekte edilmelidir (10,12).



MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma Atatiirk Universitesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Biriminde
yuratildu. Calismanin materyalini ortalama 13 aylik, 350 kg viicut agirligina sahip ve
Vicut Kondusyon Skoru (VKS) 3.5 olan toplam g bas (A, B ve C) prepubertal Holstein
irki diive olusturdu. Duveler standart yonetim ve beslenme kosullari altinda tutuldu.
Toplam karisik rasyon (TMR) ve konsantre yemle beslendiler, yem ve su kaynagina
rahatlikla ulasabilmekteydiler. VIG divelerin herbirine Ki Kare planina gére yedi giin
boyunca, sirayla uyguland. ilk olarak hic kullaniimamis bir VIG A diivesinin vajinasina
yerlestirildi. Yedi giin sonra bu VIG, A divesinden cikarilarak sirasiyla; énce B ve
ardindan C diivesine yerlestirildi. Bu ydntem ile VIG A, B ve C diivesinde sirasiyla; 1. 2.
ve 3. kez kullanildi. Ki Kare plani devam ettirilerek 2. ve 3. kullanilmamis ViG'ler benzer
yol B ve C divelerinden baslanarak ayni sekilde kullanildi. Her bir 3'li periyodun
sonunda, onceki gerecten kalan etkiyi 6nlemek icin divelere 14 gunlik bir dinlenme
arah@i verildi. Her gerec tekrar kullaniimadan énce dezenfekte edildi. VIiG diivelere 0.
glin yerlestirilip 7. giinde cikarildi. VIG'in yerlestirildigi glin ve cikarlmasindan 2 giin
sonra GnRH, ViG'in yerlestiriimesinden iki giin énce ve cikarildigi giin Prostaglandin
F.a enjeksiyonu yapildi. Ostradiol ve progesteron diizeyleri élciimleri icin 9. giinde ve
sadece progesteron duzeyi dlciimleri icin ise; 0. 3. 5. ve 7. gunlerde duivelerin kuyruk
venasindan kan alindi. Kan ornekleri 10 dakika boyunca 4000 RPM'de santrifjj
edilerek serumlan c¢ikarildi. Serum ornekleri, serum progesteron ve O&stradiol
Olcimune kadar -20° C'de saklandi. Hormon dizeyleri ELIZA yontemi ile 6lguldi
(Cusabio Biotech Co. Ltd., Wuhan, Cin). ViG'lerin cikartimasindan iki giin sonra
transrektal ultrasonografi (Agroscan® 7.5 mHz) kullanilarak ovaryumlardaki folikdil
caplan olgildi. Serum progesteron, dstradiol duizeyleri ve folikil gaplarini analiz
etmek icin Ki Kare yonteminin “Genel Dogrusal Modeli” (GLM) kullanildi. Arastirmanin
tc farklh dénemi de istatistiksel modele dahil edildi. istatistiksel analiz, SAS yazilimi

(Version 9.1; SAS Institute Inc., Cary, NC, ABD) tarafindan gergeklestirildi.



BULGULAR

Beklendigi gibi VIG'in tekrarlanan kullanimlarinda ortalama serum progesteron
dizeyleri azalmis, ilk kullanimlarinda ise maksimum progesteron duzeyleri
belirlenmistir. VIG'in 2. ve 3. kullanimlarindaki ortalama serum progesteron dizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Uygulamanin 0. ve 9. glinlerinde, diivelerde
serum progesteron dizeylerinin minimum oldugu goérilda. Diger yandan, serum
progesteron diizeylerinin; 3. giinde maksimum oldugu, 5. gtinde azaldigi ve 7. giinde
sabit kaldigi gozlemlendi. Tablo 1'de gosterildigi Uzere 5. ve 7. gunlerdeki serum
progesteron diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu. ViG'in kullanim sayilari ile kan
orneklerinin alindigr gunlerdeki progesteron duzeyleri arasindaki iligkinin anlamh
oldugu sekil 1'de gosterilmistir. Dokuzuncu glindeki orneklerde serum &stradiol
dizeyleri ile folikllerin caplar arasinda herhangi bir iliski bulunamadi. Dahasi, ayni
glinde serum progesteron, serum 6stradiol dizeyleri ile folikilerin caplari arasinda bir
iliski bulunamadi. Ancak VIG kullanim sayisi arttikca serum &stradiol konsantrasyonu

ve folikilerin caplarinin sayisal olarak arttigi da tablo 2'de gosterilmistir.



TARTISMA ve SONUC

Bu calismada VIG'in ilk kullaniminda, en ylksek progesteron diizeyleri elde edilirken,
daha sonraki kullanimlarinda bu dulzeylerin azaldigi belirlendi. Gerecin 2. ve 3.
kullanimlarindaki progesteron dizeyleri arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Bu
bulgular, Abdallah ve Rahim (8)'in laktasyondaki ineklerde bildirdigi sonuclarla
benzerdi. Ayni sekilde Cerri ve ark. (13), nullipar ve multipar ineklerde ilk kez kullanilan
CIDR'in daha once bir kez kullanilmis CIDR'a kiyasla kanda daha yuksek progesteron
diizeyine neden oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda 0. giinde, VIG
yerlestiriimeden 6nce kan ornekleri alindi ve 9. gliinde gerecin ¢ikariimasindan 2 gin
sonra alinan Orneklerde ise serum progesteron konsantrasyonunun bazal seviyeye
distigu, 0. ve 9. glinlerde en dusik dizeyde oldugu belirlendi Muaer ve ark. (14),
CIDR gikartildiktan 24 saat sonra en disuk progesteron dizeylerini bildirmislerdir.
Calismamizda serum progesterone diizeyi, 3. glinde zirveye ulasti ve diizenli bir artig
gosterdi. Bu sonug, Abdallah ve Rahim (8) ile Van Cleff ve ark. (15) CIDR
uygulamasinin 2. ve 3. gunlerinde bildirdikleri en yuksek serum progesteron duzeyi ile
uyumluydu. Calismamizda, VIG uygulamasini takiben 5. giinde kan progesteronu
diizeyinde bir disus olurken, 7. glinden sonra progesteron duzeyinin sabit kaldigi
gorildu. Bu duslsun, progesteron metabolizmasinda veya vajinal membrandan
emilimindeki farkliliklar nedeniyle meydana gelebilecegi disinulda.

VIG kullanimi ile serum &stradiol diizeyi ve folikiler caplarda anlamli bir farkhlik
g6zlenmedi. Ancak,ViG'in tekrarli kullanimi serum &stradiol diizeyi ve folikiiler caplari
sayisal olarak artirdi. Primipar ve multipar laktasyondaki ineklerde, yeni veya bir kez
kullanilan CIDR'in folikillerin blylmesini etkilemedigi Cerri ve ark. (13) tarafindan da
goOzlenmistir. Fakat sayisal olarak bakildiginda, bir kez kullaniimis CIDR'In etkisi
altindaki folikullerin daha hizli blyadagua gorilmustir. Bir kez kullaniimis CIDR
uygulamasinda dominant folikdliin capi, yeni CIDR grubundan sayisal olarak daha
blyldk olsa da genel olarak bakildiginda bu fark 6nemli bulunmamistir. Folikiler

9



buylime, LH salinimini ve dominant folliklil gelisimini engelledigi gibi progesteron
dizeyi ile de negatif iliskilidir. Kan dolasimdaki progesteron diizeyi dusuk olan
ineklerde, progesteron dulzeyi ylksek olanlardan daha biyik caph foliklller
gelismistir (16,17). Ostradiol, genel olarak progesteron diizeyi ile ters orantilidir.
Sirasiyla; kontrol, iki PRID uygulanan ve yarim PRID uygulanan 3 grubun kullanildig
bir calismada; kan progesteron dizeyi sirasiyla; 6.3, 4.6 ve 1.3 ng/ml, kan 17 [-
Ostradiol dizeyi ise sirasiyla; 1.6, 3.5 ve 12.7 pg/ml olarak bildirilmistir (18) Benzer
sekilde, calismamizda ise, tekrarli kullanimdan dolayr serum 6strojen dizeylerinin
sayisal olarak artma egilimde, serum progesteron duzeylerinin ise azalma egiliminde
oldugu belirlenmistir.

Diivelerde tekrarli VIG kullanimi ile serum progesteron diizeylerinin azaldigi belirlendi.
Serum 6stradiol diizeyleri ve folikiler caplar ise ViG'in 1., 2. ve 3. kullanimlar ile
etkilenmemistir, ancak serum 6strojen duzeyleri ve folikuler caplar, gereg kullanimi ile
sayisal olarak artmistir. Calismamizda, VIG'in 3. kere kullanimi bile, 1. kullanimla
karsilastinldiginda benzer sonuclar alinmis, bu da ViG'in &strus senkronizasyonu
amaciyla duvelerde tekrarli kullanim potansiyelinin oldugunu gostermistir. Dolayisiyla,
maliyeti dusurmek igin; Uretici firmalar tarafindan duvelere 6zel daha dusik
progesterona iceren VIG retebilecedi ya da diivelerde ViG'in tekrarli kullaniminin
mumkuin oldugu sonucuna varilmistir.

Projenin tasarlanmasinda; VIG'in tekrarli kullaniminin folikiiler gelisim ve kan
progesteron dulzeyini, uygulama sonunda da kan Ostradiol dizeyini arttirmasinin
mumkin olmasi halinde, 06strus senkronizasyon uygulamalarinda maliyetin
disurilmesi hedeflenmistir. Alinan sonuclar bu hedefe ulasildigini géstermektedir.
Bltgesi daha ylksek bir proje ile materyal sayisinin arttirlmasi, materyal olarak
freemartin ya da ovariektomize dive kullanimi ile daha da objektif sonuglar alinacagi

disinilmektedir.
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EKLER

Tablo 1: ViG'in 1., 2., 3. kullanimindan sonra ve uygulamanin 0, 3, 5, 7, 9. giinlerinde

ortalama serum progesterone diizeyleri

Progesteron (ng/ml)
Kullanim
1. 8.21 + 1.62°2
2. 485+ 1.12°
3. 4.05 £ 0.72°
Glin
0 3.22 + 0.99¢
3 11.66 + 2.01°
5 5.61 + 0.83°
7 6.68 + 1.19°
9 1.35 + 0.23¢

ab< Earkli harflere sahip degerler dnemli élciide farkhdir (P <0.0001)
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Tablo 2: Calismanin 9. Giiniinde, VIG 'In 1., 2. ve 3. kullanimindan sonra ortalama

serum progesteron (ng/ml), serum &strojen (pg/ml) diizeyleri ve folikiler ¢caplar (mm).

Parametre Kullanim P-Value
1. 2. 3.

Progesteron | 1.41 + 0.66 1.35+0.33 1.28 + 0.33

(ng/ml)

Ostrojen 102.49 + 8.64 115.54 + 13.12 | 124.54 + 1147 |0.28

(pg/ml)

Folikillerin 14.87 £ 0.18 15.50 + 1.41 15.87 £ 0.13 0.70

cap! (mm)
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Sekil 1: Calismanin farkli glinlerinde ViG'in 1., 2. ve 3. kullanimindan sonraki ortalama

serum progesteron dizeyleri (ng/ml).

25

Serum Progesteron (ng/ml)

o

(P<0.01)

Kullanim x Giin

Giin

=8=1. kullanim
==72, kullanim

=0=73, kullanim
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