Kafkas Univ Vet Fak Derg
16 (1): 105-109, 2010
DOI:10.9775/kvfd.2009.502

RESEARCH ARTICLE

Diivelerde Embriyo Transferi Oncesi Flunixin Meglumin
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Ozet

Bu calisma ile, dstristiin 7. glininde (6striis 0) embriyo transferi 6ncesinde flunixin meglumin (non-steroid anti-
inflamatuar) enjeksiyonunun gebelik orani iizerine etkisi arastirildi. Bu amacla 39 bas isvicre Esmeri diive kullanildi. Ostriis
tespitini takiben 7. ginde dondurulmus-¢c6zdurilmus embriyolar tasiyici duvelere transfer edildi. Hayvanlar rastgele iki gruba
ayrildi ve calisma grubuna (FM grubu, n = 20) transferden 5 dak énce IM yolla 500 mg flunixin meglumin enjeksiyonu
yapilirken, diger grup (Kontrol, n = 19) kontrol olarak birakildi ve 2 ml fizyolojik tuzlu su soliisyonu IM olarak enjekte edildi.
Biitin hayvanlara dondurulmus-¢6zdirilmus blastosist asamasinda bulunan 1. kalite embriyolar transfer edildi. Transferler
cozdlirmeden sonraki 5 dak icinde, Ust epidural anestezi yardimiyla, corpus luteumun bulundugu taraftaki kornu uteriye
gerceklestirildi. Gebelik muayeneleri 6stristen sonraki 30. glinde ultrason kullanilarak 7.5 MHz rektal prob ile yapildi. FM ve
kontrol gruplarinda gebelik oranlari %50.0 ve %52.6 olarak tespit edildi. Gruplar arasindaki fark istatistiki acidan énemli
bulunmadi. Divelerde dondurulmus-¢6zdirilmis embriyo transferinden 5 dak énce IM yolla 500 mg flunixin meglumin
uygulamasinin gebelik oranlarina etkisinin olmadigt kanisina varildi.

Anahtar soézciikler: Embriyo transferi, Flunixin meglumin, Gebelik orani

The Effect of Flunixin Meglumine Injected Before Embryo Transfer on
Pregnancy Rates in Heifers

Summary

In this study, the effect of flunixin meglumine (non-steroid anti-inflamatuar) injection before embryo transfer on d 7 (oestrus 0)
on pregnancy rate was examined. For this aim, 39 Brown Swiss heifers were used. Following the oestrus detection, cryopreserved
cattle embryos were transferred on d 7. Treatment animals were chosen randomly and injected intramuscularly 500 mg flunixin
meglumine (FM group, n = 20) 5 min before embryo transfer application while the others remained as controls (Control, n = 19)
and intramuscularly injected 2 ml of saline solution. All animals were transferred first quality cryopreserved blastosist embryos.
Transfers were performed to uterine horn ipsilateral to the corpus luteum in 5 min after thawing with the help of epidural
anesthesia. Pregnancy diagnoses were performed on d 30 by ultrasound with 7.5 MHz rectal probe. Pregnancy rates were 50.0% in
FM group and 52.6% in Control group. The difference between groups was not significant. It is concluded that 500 mg flunixin
meglumine injection 5 min before cryopreserved embryo transfer had no effect on pregnancy rates in heifers.

Keywords: Embryo transfer, Flunixin meglumine, Pregnancy rate

GIRIS

Sigirlarda genetik ilerlemeyi ve degerli damizliklarin  riyo transferi yapilmaktadir . Bununla birlikte embriyo trans-
sayisini kisa slrede arttirmak amaciyla kullanilan emb-  feri sonucunda elde edilen gebelik oranlarinin ¢ok degis-
riyo transferi, 6zellikle hayvancilik alaninda ileri dizey- ken ve maliyetinin de buna bagl olarak yiksek olabilme-

deki Glkelerde rutin uygulamalar arasinda yer almakta ** ve  si bahsedilen teknigin sahada rutin olarak uygulanabilme-
glinimiizde dinya ¢apinda yilda 500.000'den fazla emb-  sini etkileyen en 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir *.
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Embriyo transferi teknigi, embriyonun corpus luteumun
(CL) bulundugu ovaryum tarafintaki uterus kornusuna
yerlestirilmesini de icermekte * ve bu sirada genital ka-
nala yapilan maniptlasyon, uterus limenine prosta-
glandin salinimina neden olmaktadir *’. Arasidonik asit-
ten tilreyen yag asitleri siklo-oksijenaz yoluyla prosta-
glandin ve bilesiklerine donliismektedirler. Reproduik-
siyon lzerinde etkili olan en 6nemli prostaglandinler,
prostaglandin F2a (PGF2a) ve prostaglandin E2 olup
hormonal, sinirsel, fiziksel veya travmatik uyarilara gore
reprodiktif kanal icinde degisik hiicreler tarafindan
salinmaktadirlar ®.

Ruminantlarda Cl'dan salgilanan progesteron gebe-
ligin devami icin zorunlu bir hormondur. PGF2a ve ana-
loglari gliclu luteolitik etkili ajanlar olup, didstris done-
minin sonuna dogru (6stris siklusunun 15-17. gunlerin-
de) uterustan salgilanarak, ovaryumda bulunan fonksi-
yonel CLl'un morfolojik ve fonksiyonel olarak regresyo-
nuna ve onun sekretorik aktivitesinin durmasina neden
olmaktadir ®°. Ayrica prostaglandinler, genital kanalda
spermatozoonlarin tasinmasinda, luteotropik hormon
(LH) saliniminda, ovulasyonda ve dogumda rol oyna-
makta, uterusta kontraksiyonlara sebep olmaktadir *.
Bunun yaninda, PGF2«'nin embriyonun kalite ve yasamini
olumsuz etkiledigi ¢esitli arastirmacilarca ortaya kon-
mustur "%,

GUgll bir non-steroidal anti-inflamatuar madde (NSAID)
olan flunixin meglumin (FM), siklooksijenaz enzimini
inhibe ederek inflamasyona aracilik eden siklooksijenaz
Grunlerinin olusumunu azaltmaktadir **. NSAID’ler bu
etkilerini arasidonik asidin prostaglandin G2'ye donusi-
munu katalizleyen siklooksijenaz enzim sistemini inhibe
ederek gostermektedirler. Yapilan bazi ¢alismalarda
NSAID’lerin bu 6zelliginden faydalanilarak endomet-
riumdan PGF2a salgilanmasinin baskilandigl belirlen-
mistir **°,

Bu calismaile, 6striisiin 7. glinlinde embriyo transferi
sirasinda enjekte edilen flunixin meglumin’in gebelik
orani lzerine etkisinin arastirilmasi amaclandi.

MATERYAL ve METOT

Calisma, Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal Aras-
tirma Enstitiisi, Konya, Tiirkiye’de yetistirilen isvicre
Esmeri dlveler lzerinde ylratuldu. Tastyici olarak di-
zenli siklik aktivite gosteren, reprodiiktif agidan sorunsuz
ve 18 aylik yaslarini doldurmus divelerin segilmesine
0zen gosterildi. Hayvanlar serbest sistemli kapali ahir-
larda barindirildi ve bitin hayvanlara enstitliniin rutin
bakim ve besleme sartlari uygulandi. Su ise ad libitum
olarak verildi.

Hayvanlarin dstrisleri glinde lg¢ kez 20’ser dakikalik
gozlemlerle tespit edildi. Dogal ostrisleri belirlenen
hayvanlar 6. giin (Ostriis = 0. giin) linear-array trans-
rektal prob (5-7.5 MHz) kullanilarak ultrason (Falko, Pie
Medikal, Hollanda) ile muayene edildi. Muayenede ovar-
yumlarinda en az 2 cm ¢apinda, sert kivamli ve tercihen
tach Cl'a sahip olan ve uterus kornularinda herhangi bir
anormalite (sivi birikimi, asimetri vb) saptanmayan hay-
vanlar tastyici olarak secildi.

Hayvanlar rastgele iki gruba ayrildi ve ¢alisma gru-
bundakilere (FM grubu, n = 20) embriyo transferinden 5
dak. 6nce IM yolla 500 mg flunixin meglumin (Fluvil,
Vilsan Veteriner ilag San. A.S., Ankara, Tirkiye) enjeksi-
yonu yapilirken, digerleri kontrol (Kontrol, n = 19) olarak
birakildi ve 2 ml fizyolojik tuzlu su sollisyonu IM olarak
enjekte edildi.

Etilen glikolle direkt transfer metoduna gére dondu-
rulmus embriyolar ticari bir sirketten (Sunshine Genetics
Inc., Whitewater, Wisconsin, USA) saglandi ve siiperovu-
lasyon, embriyo toplama ve dondurma islemleri bu sir-
ket tarafindan gerceklestirildi. Onceden bildirilen stan-
dart stperovulasyon * protokoline tabi tutulan donor
hayvanlara tohumlamadan 7 giin sonra uterus yikamasi
gerceklestirildi. Elde edilen blastosist asamasindaki
birinci kalitedeki embriyolar, uterus yikamasini takiben 2
saat icerisinde direkt transfer metoduna uygun olarak
etilen glikolle Hasler ve ark.nin*® bildirdigi sekilde don-
durulmaya baslandi. Dondurma protokoliint kisaca
ozetlemek gerekirse; PBS+%0.4 BSA+1.5 M etilen glikol
solusyonu icinde payete cekilen embriyolar 20 dak. ekili-
brasyona tabi tutulduktan sonra dondurma cihazina
yerlestirilerek 15 dak. boyunca -6°C’de bekletilmesini
takiben -6°C’de seeding uygulandi, 0.6°C/dak. disusle -
6°C’den -32°C’ye sogutuldu ve sivi nitrojene birakildi.

Embriyo transferi, embriyonun ve tasiyici hayvanin
Ostrus yaslari birbirine paralel olacak sekilde (+12 saat),
tasiyicl hayvanin ostris siklusunun 7. giintinde iken
yapildi. Dondurulmus embriyolarin ¢ozdirilmesi, azot
tankindan gikarilan payetin 5 sn havada ve bunu takiben
25°C’deki su banyosunda 25 sn tutulmasiyla gercekles-
tirildi. Cozdurilen embriyolar zaman kaybetmeden, yak-
lasik 5 dak. igerisinde, taslyicilara transfer edildi. Embri-
yolar tasiyicilara bagirsak peristaltigini dnlemek amaciyla
Ust epidural anestezi esliginde (lidokain HCI, 5-7 ml,
Vilcain®, Vilsan, Ankara, Turkiye), CL'un bulundugu ovar-
yum tarafindaki kornunun tst 1/3’tine birakildi. Gebelik
muayenesi Ostriisten sonraki 30. glinde ultrason kullani-
larak yapildi.

Calismada elde edilen verilerin istatistiki yonden
karsilastiriimasi ki-kare testiyle (MINITAB, Release 12.1,
Minitab Inc.) yapild.



BULGULAR

Dondurulmus-¢ozdiiriilmis embriyolarin tasiyicilara
transferinden 5 dak. 6nce flunixin meglumin enjekte edi-
len grupta gebelik orani %50 olurken, kontrol grubunda
bu oran %52.6 olarak tespit edildi (Sekil 1). Gruplarda
elde edilen gebelik oranlari arasindaki fark istatistiki aci-
dan 6nemli bulunmadi.
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TARTISMA ve SONUC

Sunulan calismada, etilen glikolle direkt transfer
metoduna goére dondurulmus-¢cézdirilmis embriyo
transferinden elde edilen gebelik oranlari bazi arastir-
macilarin bildirdikleri oranlardan yiiksek %, bazilarinin
bildirdiklerinden disik ** ve ¢ogu arastirmacinin bildir-
dikleri oranlarla benzer bulundu *?%. Calismalarda elde
edilen gebelik oranlari arasindaki farkin, etilen glikolle
direkt transfer metoduna gére dondurulmus-¢ozdiril-
mis embriyo transferinden elde edilen gebelik oranini
etkiledigi cesitli arastirmacilarca *** bildirilen embriyo
kalitesi, embriyo dondurmada kullanilan vasat, degisik
dondurma ya da ¢6zdirme metodlari, embriyo toplama-
dondurma ve ¢dzdiirme-transfer arasi siire, embriyo-
taslyici arasindaki 6striis yasinin senkronizasyonu, trans-
feri gergeklestiren teknik eleman ve mevsim gibi faktor-
lere bagli olabilecegi distinilmektedir.

Prostaglandinler, yiiksek seviyede bulunduklarinda
prematir luteolizis ve embriyo igin toksik etkili olabil-
mekle birlikte **, endometrium vaskularizasyonu, embriyo
gelisimi sirasinda hatching asamasinda ve embriyonun
implantasyonunda 6nemli role sahip oldugundan 3**
ortamdan tamamen uzaklastirilmamasi da 6nemlidir *.

Her ne kadar sunulan ¢alismada incelenmemisse de,
uterusun manipilasyonunun travma olusturarak infla-
masyon siirecini baslattigl ve boylelikle kisrakta *, do-
muzda ** ve sigirda * PGFza salinimina neden oldugu
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daha o6nce yapilan gesitli arastirmalarda bildirilmistir.
Wann ve Randel ** ise yaptiklari calismada uterus
manipilasyonunun birden fazla dogum yapmis ineklerde
PGF2a salinimina neden olmakla birlikte bir kez dogum
yapmis ineklerde herhangi bir artisa sebep olmadigini
tespit etmislerdir. Ayrica morula asamasindaki sigir
embriyosunun PGF2d'ya maruz birakildigl in vitro
ortamda yapilan bir ¢alismada embriyonun gelisiminin

Sekil 1. FM ve Kontrol grup-
larinda elde edilen gebelik
oranlari (%)

BFM
8 Kontrol

Fig 1. Pregnancy rates obtained
in FM and Control groups (%)

Gebe Olmayan

baskilandigl , tohumlamadan 5-8 giin sonra eksojen
PGF2a uygulanan in vivo bir ¢alismada ise gebelik ora-
ninin disttga bildirilmektedir . Embriyo transferi sira-
sindaki manipilasyonun da PGF2a salinimina neden ola-
rak embriyonun gelisimini olumsuz etkileyebilecegi ve
gebelik oranini disirebilecegi kimi arastirmacilar tara-
findan belirtilmektedir ®***”. Ayrica yapilan bir ¢calismada,
tohumlamadan sonra 7. giindeki dlsiik progesteron
seviyesinin embriyonik 6lim oranini artirdig1 *, baska bir
calismada ise embriyonik 6lim sekillenen ineklerdeki CL
capl ve progesteron seviyesinin gebe olan ineklerdekin-
den daha dusuk oldugu tespit edilmistir *. FM’in ise siklo-
oksijenaz enzim sistemini inhibe ederek endometri-
umdan PGF2q salinimini baskiladigi belirlenmigtir *#*,

Sunulan galismada, embriyo transferinden 5 dak dnce
IM yolla 500 mg FM uygulamasinin gebelik oranini ar-
tirmadigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, embriyo
transferinden hemen 6nce FM enjeksiyonunun dive-
lerde gebelik oranina etkisi olmadigini tespit eden
McNaughtan’in * ¢alismasi ile paralel olmakla birlikte,
bu uygulamanin gebelik oranini %12 artirdigini (FM
%63.8 ve kontrol %51.1) tespit eden Schrick ve ark.”” ve
calismalarinda diivelere embriyo transferinden 1 saat
once bir bagka NSAID olan ibuprofen lysinate uygulayan
ve gebelik oraninin arttigini bildiren Elli ve ark.” ile fark-
liik arz etmektedir.

Calismada uygulanan FM’in gebelik oraninda degi-
siklige neden olamamasi, transfer edilen embriyonun iyi
kalitede olmasi ve bundan dolayi uterus endometriyu-
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mundan salinan PGF2o'nin negatif etkisini tolere edebil-
mesi ve boylelikle bahsedilen negatif etkinin ortaya
¢ikamamasindan kaynaklanmis olabilir. Bu konu ile ilgili
olarak Schrick ve ark.”” FM’nin etkisinin embriyonun kali-
tesine bagh oldugunu, FM enjeksiyonunun embriyo kali-
tesi iyi olmadiginda gebelik oranini artirmakla birlikte,
embriyo kalitesi iyi oldugunda bu uygulamanin gebelik
oranina etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Scenna ve
ark.® ise ¢alismalarinda, 1. kalite embriyolarin PGF2o'nin
negatif etkilerine 2. kalite embriyolardan daha dayanikh
oldugunu, embriyo transferinden hemen 6nce ya da
hemen sonra uyguladiklari FM’in 1. kalite embriyolarda
gebelik oraninda artisa neden olmamakla birlikte 2. kali-
te embriyolarda gebelik oranini %53.5’ten %64.5’e yik-
selttigini (P<0.01) bildirmislerdir. Ayrica embriyo trans-
feri sonrasinda elde edilecek gebelik orani transferi ya-
pan teknik elemanin deneyimine * ve transfer sirasinda
yapilan manipulasyon sonucu olusan travmanin derece-
sine % bagl olarak degisebilmektedir. Sunulan ¢alismada
FM uygulamasinin gebelik orani lzerine etki etmemesi,
transfer edilen embriyonun kalitesinin iyi olmasinin ya-
ninda, transfer sirasinda yapilan manipilasyon sonucu
salinan PGF2o'nin negatif etki gosterecek seviyeye ulas-
mamis olabilecegini de diisindirmektedir. Nitekim,
PGF2d'nin gebelik tzerine negatif etkisinin embriyo trans-
feri sirasinda maniptlasyon igin gegen siire ve transferin
zorlugu ile ilgili oldugu, manipulasyon sirasinda ¢ok fazla
travmaya neden olunmadiginda FM enjeksiyonunun
etkisinin sinirli olabilecegi bildirilmektedir **.

Bunlara ilave olarak calismada elde edilen sonuglar
ile diger bazi arastirmacilarin bildirdikleri gebelik sonug-
lari arasindaki fark, ¢alismalarin farkl boélgelerde yapil-
masindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim Purcell ve ark.?,
embriyo transferinden 2-12 dak. dnce tasiyicilara FM
uyguladiklari galismalarinda, FM’in gebelik orani Gzerine
etkisinin ¢alismanin yapildigi bolgeye gore degistigini,
FM ve kontrol gruplarinda sirasiyla; Bolge 1'de %89 ve
%57 (P<0.01), Bolge 2'de %69 ve %64 ve Bolge 3'te ise
%64 ve %67 gebelik orani tespit ettiklerini bildirmek-
tedirler.

Sonug olarak sunulan calismada, dondurulmus-¢6z-
dirilmis embriyo transferinden 5 dak. dnce IM yolla
500 mg flunixin meglumin uygulamasinin gebelik oran-
larina etkisinin olmadigi, bununla birlikte bu konuda daha
kapsamli arastirmalarin yapilmasinin gerektigi kanisina
varildi.
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