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Özet

Dursun Ş, Köse M, Kırbaş M, Bülbül B, Ümütlü S. Etilen gli-
kolle direkt transfer metoduna göre dondurulmuş sığır embri-
yolarının transferinde çözdürme-transfer aralığının gebelik ora-
nı üzerine etkisi.

Amaç: Bu çalışmada etilen glikolle direkt transfer metoduna 
göre dondurulmuş sığır embriyolarının taşıyıcılara transferin-
de, embriyonun çözdürülmesinden transfer edilene kadar geçen 
sürenin gebelik oranı üzerine etkisinin belirlenmesi amaçlandı.

Gereç ve Yöntem: Taşıyıcı olarak (n=56), kızgınlıkları (Östrüs) 
14 gün arayla iki kez 0.150 mg d-cloprostenol enjeksiyonu ile 
senkronize edilen inekler kullanıldı. Embriyolar taşıyıcılara kız-
gınlık tespitinden 7 gün sonra (kızgınlık 0. gün) transfer edildi. 
Embriyolar 25oC’lik su banyosunda 25 saniye tutularak çözdü-
rüldükten sonra taşıyıcılara 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 içinde kor-
pus luteumun bulunduğu kornu uteriye ipsilateral olarak trans-
fer edildi. Gebelik muayeneleri 28. günde ultrason cihazı kulla-
nılarak yapıldı.

Bulgular: Gebelik oranları G 0-5, G 6-10 ve G 11-25 gruplarında 
sırasıyla %59.3, %50 ve %23.1 olarak tespit edildi. Buna göre G 
0-5 ve G 6-10 ile G 6-10 ve G 11-25 grupları arasında farklılık is-
tatistiki açıdan önemsiz bulunurken (P>0.05), G 11-25 grubunda 
tespit edilen gebelik oranı G 0-5 grubuna kıyasla önemli düzeyde 
düşük bulundu (P<j0.05).

Öneri: Sonuç olarak, etilen glikol ile dondurulmuş embriyoların 
çözdürme işleminden sonra 10 dakika içinde taşıyıcılara trans-
fer edilmesi gerektiği kanısına varıldı.

Anahtar kelimeler: Çözdürme-transfer aralığı, embriyo, trans-
fer, inek, gebelik oranı. 

Abstract

Dursun S, Kose M, Kirbas M, Bulbul B, Umutlu S. The effect of 
time between thawing and transfer of cryopreserved cattle em-
bryos by ethylene glycol on pregnancy rates.

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 25oC 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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Giriş

Dünyada embriyo transferi; taze (sıcak) transfer ya da emb-
riyonun canlılığına zarar vermeyecek yöntemler kullanılarak 
dondurulan embriyoların çözdürülerek transferi şeklinde 
uygulanmaktadır. Hücre içine girmeyen yüksek molekül ağır-
lığına (sahip sakkaroz gibi) ya da hücre içerisine geçebilen 
düşük moleküller ağırlığa sahip (Etilen glikol) gibi kriyop-
rotektanların kullanıldığı tek aşamalı (one-step) dondurma 
yöntemleri sayesinde embriyo transfer işlemini oldukça ko-
laylaşmıştır (Palasz ve Mapletoft 1996, Massip 2001). Sığır-
larda embriyo dondurma yöntemlerinin gelişmesi embriyo 
transferinin yaygın olarak kullanılmasını sağlamış ve global 
çaplı ticari bir pazar oluşmasına da öncülük etmiştir. Sığırlar-
da bir yılda uygulanan 500.000 embriyo transferinin yarıdan 
fazlası dondurulup çözdürülen embriyo transferleri oluştur-
maktadır (Purcell ve ark 2005). Gelişmiş ülkelerde embriyo 
transferi hayvan ıslahında çok yaygın olarak kullanılmasına 
rağmen, ülkemizde sınırlı düzeyde yapılmaktadır  (Sağırka-
ya ve Bağış 2003). Embriyo transferi, üstün genetik kapasite 
ve verim potansiyeline sahip olan, özel bakım-besleme şart-
larında yetiştirilen donörlerden süperovulasyon uygulama-
sı ile elde edilen embriyoların dondurulmasını ve senkroni-
ze edilmiş taşıyıcılara kalifiye bir teknisyen ile nakledilme-
si aşamalarını içermesi nedeniyle maliyeti yüksek bir tek-
niktir (Gordon 2003). Dondurulmuş embriyoların transfe-
rinden elde edilen gebelik oranları, taze transfer uygulama-
larına göre genel olarak daha düşük olmaktadır.  Donduru-
lup çözdürülerek yapılan embriyo transferlerinde maliyetin 
daha da yükselmemesi için elde edilen gebelik oranının öne-
mi artmaktadır (Hasler 2001, Martinez ve ark 2002). 

Tek aşamalı embriyo dondurma yöntemleri çözdürme son-
rası kriyoprotektan maddelerin uzaklaştırılmadan embriyo-
nun transferine olanak sağladığından çözdürme hataları mi-
nimuma indirilmiştir (Dochi ve ark 1998). Embriyoların çöz-
dürmeden sonra mümkün olan en kısa süre de doğal yaşa-
ma ortamı olan kornu uteriye bırakılması gereklidir. Trans-
fer edilmek amacıyla dondurulmuş embriyoların kızgınlıkla-
rı senkronize edilmiş taşıyıcılara transferinden elde edilecek 
gebelik oranını etkileyen en önemli iki faktör; teknisyenin 
tecrübe düzeyi (Looney ve ark 2006, Machaty ve ark 2012) 
ve taşıyıcının üreme organlarının anatomik yapısının trans-
fer için uygunluğudur (Hasler 2001, Machaty ve ark 2012). 

Bu faktörlerin her ikisi de çözdürme-transfer aralığı üzerine 
doğrudan etkilidir. Embriyonun taşıyıcılara transferi esna-
sında maniplasyonların yoğun olarak uygulandığı seviksute-
ri ve kornuuteri gibi üreme organlarının anatomik olarak uy-
gunluğu önemlidir. Serviks uterinin kanalı (canalis cervica-
lis) mukozal katmanın oluşturduğu enine 3-5 fibröz halkanın 
birbiri üzerine dişli çarkları şeklinde kenetlenmesi nedeniy-
le özellikle diöstrüs döneminde sıkıca kapanmaktadır. Ayrıca 
kornu uteriler embriyo transferinin yapıldığı dönemde kont-
raktil olmayıp kendi üzerine kıvrılmaktadır (Alaçam 1997, 

Pineda 2003). Bununla birlikte taşıyıcıların özellikle düvele-
rin %10’nunda anatomik olarak transfer işlemine uygun ol-
madığı belirtilmektedir (Gordon 2005).

Teknisyen açısından bakıldığında ise embriyoların CL’ye göre 
ipsilateral kornunun apikal kısmına bırakılması ve bunun 
için transfer kateterinin serviks kanalı geçirilerek uygun kor-
nuya yönlendirilmesi ve ilerletilmesi ve bu işlemlerin seri, 
ancak travma oluşturmayacak düzeyde hafif manipülasyon-
larla yapılması gerektiği belirtilmektedir (Gordon 2005, Lo-
oney ve ark 2006). 

Sunulan çalışmada etilen glikolle direkt transfer metoduna 
göre dondurulmuş mükemmel/iyi kalite embriyoların çö-
zündürülmesinden uterusa bırakılmasına kadar geçen süre-
nin gebelik oranı üzerine etkisinin belirlenmesi amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem

Çalışmada taşıyıcı materyal olarak Bahri Dağdaş Uluslarara-
sı Tarımsal Araştırma Enstitüsünde yetiştirilen ve Brucello-
sis, Vibriosis, Leptospirosis, Blue Tongue, Tuberculosis, Enzo-
otic Bovine Leukosis, Infeksiyon Bovine Pustular Vulvovagini-
tis hastalıklarından ari olan 56 baş İsviçre Esmeri inek kul-
lanıldı. Taşıyıcıların en az bir doğum yapmış ve son doğu-
munda herhangi bir sorun olmamış ineklerden seçilmesi-
ne özen gösterildi. Çalışmadaki taşıyıcılar enstitünün rutin 
bakım-besleme şartlarında serbest dolaşımlı yarı açık ahır-
da aynı bölmede barındırıldı. 

Taşıyıcıların, kızgınlıkları 14 gün ara ile iki kez kas içi enjek-
te edilen 0.150 mg çift doz d-cloprostenol (Dalmazin®, Vetaş, 
İstanbul, Türkiye) enjeksiyonu ile senkronize edildi. İnekle-
rin kızgınlıkları (östrus=0. gün), ikinci enjeksiyondan son-
ra günde 3 kez 30 dakika süreyle yapılan gözlemlerle tespit 
edildi. Etilen glikolle direkt transfer metoduna göre dondu-
rulmuş mükemmel/iyi kalite embriyolar, taşıyıcılara östrüs 
siklusunun 7. gününde transfer edildi. Transfer günü taşıyı-
cılarda yapılan ultrason muayenesinde CL’nin büyüklüğü (en 
az 2 cm çapında olması kriter alındı) ve bulunduğu ovaryum 
(sağ-sol) tespit edildi. Embriyolar çözündürülmeden taşıyı-
cılara bağırsak peristaltiğini ve taşıyıcının hareketini azalt-
mak amacıyla lokal anestezik (lidokain HCl, 5-7 mL, Vilca-
in®, Vilsan, Ankara, Türkiye) ile üst epidural anestezi yapıl-
dı. Çözdürme işlemi, azot tankından çıkarılan dondurulmuş 
embriyo payetinin 5 sn havada tutulmasını takiben 25°C’deki 
su banyosunda 25 sn tutulmasıyla gerçekleştirildi. Çözdürme 
işleminden sonra payetler zaman geçirilmeden transfer ka-
teterine yerleştirip payetin kapalı ucu yere parelel olarak ke-
sildi. Transfer kılıfı payete takıldıktan sonra transfer işlemi-
ne geçildi. Bütün transferlerde embriyolar, CL bulunduğu ta-
raftaki kornu uterinin cranial 1/3-1/2’lik kısmına bırakıldı. 
Çözdürme-transfer aralığı; embriyo payetinini transfer kate-
terine yerleştirilmesinden kateterin pistolesinin itilmesine 
kadar geçen süre olarak hesap edildi. Tespit edilen sürelere 
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göre üç grup oluşturuldu. Transfer işlemi, birinci gruptaki ta-
şıyıcılarda 0-5 dk. (Grup G 0-5, n=27), ikinci gruptaki taşıyı-
cılarda 6-10 dk (Grup G6-10, n=16), üçüncü grupta ise 11-25 
dk (Grup G11-25, n=13) aralığında tamamlandı.  

Taşıyıcıların gebelik muayeneleri 28. günde 7.5 MHz linea-
rarray transrektal prob kullanılarak ultrason cihazıyla (Scan-
ner 480 Vet, Esaote Pie Medical, Maastrich, Hollanda) ile ya-
pıldı. 

Gruplarda tespit edilen gebelik oranlarının istatistiki karşı-
laştırılması ki-kare testiyle bilgisayar paket programında ya-
pıldı (MINITAB, Release 12.1, Minitab Inc.).

Bulgular

Çalışmada G0-5, G6-10 ve G11-25 gruplarında elde edilen ge-
belik oranları sırasıyla %59.3 (16/27), %50 (8/16) ve %23.1 
(3/13) olarak tespit edildi (Şekil 1). Buna göre G0-5 ve G6-
10 grupları ve G6-10 ve G11-25 grupları arasındaki farklık 
istatistikî açıdan önemsiz bulunurken (P>0.05), G0-5 gru-
bundaki gebelik oranı G11-25 grubundan önemli düzeyde 
yüksek bulundu (P<0.05). Buna göre çalışmada gerçekleşti-
rilen 56 embriyo transferinden genel olarak %48.2 (27/56) 
oranında gebelik elde edildi. 

Tartışma

İneklerde non-şirurjikal embriyo transferi suni tohumlama 
uygulamasına benzemekle birlikte, diöstrüste yapılması ve 
üreme organlarında meydana gelen değişiklikler (organla-
rın kıvamı, boşluklarının açıklığı ve duruşu) nedeniyle farklı-
lık arz etmektedir (Hasler 2001). Sunulan çalışmada mükem-
mel/iyi kalite embriyoların kızgınlık tespiti sonrası en az 2 

cm çapında CL’ye sahip taşıyıcılara transfer edilmiştir. Emb-
riyoların çözdürme-transfer aralığının gebelik oranı üzerine 
etkisinin belirlenmesi amaçlandı. 

Sunulan çalışmada çözdürme-transfer aralığının uzamasının 
gebelik oranı üzerine olumsuz etkisi olduğu tespit edildi. Bu 
sonuç çözdürme-transfer aralığının 11 dakikadan sonra ge-
belik oranının azaldığını bildiren Dochi ve ark (1998)’nın so-
nuçlarıyla uyumlu bulunmuştur. Bo ve ark (2012)  6-16 dk 
arasında gerçekleştirilen transferlerde gebelik oranlarında 
bir değişme olmadığını bildirimle uyumlu bulunmamıştır. 
Ancak Bo ve ark (2012)’nın kullandığı transfer aralığının, su-
nulan çalışmaya göre daha geniş olduğu ve bu grupta gebelik 
oranının sayısal olarak azaldığı da dikkati çekmektedir. 

Genital organlara yapılan manipülasyonlar PGF2α salgısını 
artırmaktadır. Prostaglandin F2α’nın embriyo üzerine toksik 
etkili olduğu ve çeşitli uyarımlara (temas, sinirsel ve yangı-
sal vb.) bağlı olarak üreme organlarındaki değişik hücreler-
den lokal olarak salgılandığı belirtilmektedir (Weems ve ark 
2006). Bununla birlikte üreme organlarının elle manipülas-
yonu da bir travma etkisi oluşturduğundan yangısal bir sü-
recin başlamasına neden olabileceği belirtilmektedir. Yan-
gısal reaksiyonların ilk aşamasında içerisinde prostaglan-
dinlerle birlikte salınan sitokinlerin veya PGF2α’nın kendisi-
nin endometriyal luteolizis olayını indükleyebileceği belirtil-
mektedir (Scenna ve ark 2005). Bu nedenle embriyo trans-
feri sonrası gebelik oranlarının arttırılması amacıyla uygu-
lanacak stratejilerden birisi anti-luteolitik uygulamalardır. 
Bu uygulamaların esasını embriyo üzerine toksik olduğu bi-
linen PGF2α’nın üretiminin önlenmesidir (Güzeloğlu ve ark 
2007). Daha önce yapılan bazı çalışmalarda embriyo trans-
feri sonrası PGF2α üretimini baskılayan fluniksin meglumin 
gibi non-steroidal anti-inflamatuar madde uygulamalarının 
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Şekil 1. Etilen glikolle dondurulmuş sığır embriyolarının farklı zaman aralıklarında transferi sonrası elde edilene gebelik oranları. 
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gebelik oranlarını iyileştirdiği bildirilmiştir (Purcell ve ark 
2005, Scenna ve ark 2005). Dursun ve ark. (2007) ve Bül-
bül ve ark (2010) non-steroidal anti-inflamatuar maddele-
rin uygulanmasının gebelik oranlarında bir değişikliğe ne-
den olmadığını bildirmişlerdir. Sunulan çalışmada çözdürme 
transfer aralığı uzadıkça gebelik oranının azalmasında etkili 
olan faktörlerden birinin kornu uterilerin düzeltilmesi ama-
cıyla yapılan uzun manipülasyon süresidir. Manipülasyonla-
rın uzaması endometriyumda travmaya bağlı yangısal süre-
cin başlamasına neden olmaktadır. Tüm bu sebepler embriyo 
üzerine toksik etkili olan PGF2α’nın fazla miktarda salınımı-
na ve gebelik oranlarını olumsuz etkilenmiş olabileceğini dü-
şündürmektedir. Ayrıca transfer kateterinin uterus içerisin-
de kalma süresi uzadıkça endometriyumun zarar görme ihti-
malinin arttığı bunun neticesinde gelişen yangısal reaksiyon 
nedeniyle bölgeye savunma hücrelerinin ve eksudatın birik-
mesi söz konusu olacağı, uterus ortamının bozulmasına bağ-
lı olarak gebelik oranının düşebileceği belirtilmektedir (Lo-
nes ve Lamb 2008). Nitekim Benyei ve ark (2006) güçlükle 
gerçekleştirilen transferlerde gebelik oranlarının düştüğünü 
bildirmişlerdir. 

Transfer öncesi ve sırasında uterusun bakteriyal kontami-
nasyonun engel olmak amacıyla bütün hijyen kuralları uygu-
lansa dahi uterusun kontamine olduğu ve kontaminasyona 
bağlı olarak şekillenen endometriyal yangısal reaksiyon ne-
deniyle gebelik oranlarının düştüğü belirlenmiştir (Hussain 
ve ark 1994). Sunulan bu çalışmada da serviksin geçilmesi 
ve/veya transfer kateterinin CL’nin bulunduğu kornuya yön-
lendirilmesi amacıyla tekrarlanan girişimlerin kontaminas-
yon riskini ve mikrobiyal yükünü artırmış olabileceği düşü-
nülmektedir.

Dondurulma ile yaşamsal faaliyetleri minimal düzeye indi-
rilen embriyoların çözdürme sonrası metabolik faaliyetle-
ri normal düzeye gelmekle birlikte dondurma solüsyonu-
nun etkisine maruz kalmaya başlamaktadırlar ve kalitelerin-
de azda olsa kötüleşmeye neden olur. Ancak dondurma önce-
si 30 dk süreyle etilen glikole maruz bırakılsa dahi çözünme 
sonrası embriyoların yaşama gücünün etkilenmediği bildi-
rilmiştir (Bo ve ark 2012). Embriyo payeti içerisindeki don-
durma solüsyonunun çok az olması ve solüsyonun embriyo-
nun beslenmesi için glikoz içermesi nedeniyle gebelik oranı-
nın embriyonun kriyoprotektan maddeye maruz kalma süre-
sinden etkilenmediği düşünülmektedir. 

Öneriler 

Sonuç olarak etilen glikolle direkt transfer metoduna göre 
dondurulmuş embriyoların çözündürülmesi sonrası 11 dk 
içerisinde transfer edilmesi gerektiği kanısına varıldı. Bu ne-
denle embriyo transferi özellikle serviksin sıkıca kapalı ol-
duğu ve uterus kontraksiyonunun zayıf olduğu ve mikrobi-
tal ajanlara ve travmalara daha duyarlı olduğu diöstrüs döne-

minde gerçekleştirilmektedir. Gebelik oranlarının transferle-
ri gerçekleştirecek teknisyenin tecrübesi ile ilişkili olabilece-
ği dikkate alınmalıdır. 
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