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Studies by vaginal smears and biopsy techniques during the
different stages of pregnancy in the ewe

Summary: Histological changes in the vagina due to the different sta-
ges of pregnancy and anestrus were studied. Their usefulness for the diagnosis
of pregnancy was assessed. Vaginal smecrs were collected and veginal biopsies
were done from 82 ewes. Methods of sampling and vaginal biopsies processing
are given. The diagnosis of pregnancy by means of vaginal biopsies are found
high in numbers. The changes observed by smeares during the first month of
pregnancy are clear but it is not differented from the anestrus during the follo-
wing months.

Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wurden Zytologische
und histologische Veraenderungen am Scheidenepithel von 82 Schafen waehrend
der verschiedenen Stufen der Traechtigkeit und dem Ruhestadium untersucht.

Waehrend der Traechiigkeit erhielten wir durch Stiickentnahme bessere
Ergebnisse als durch zytologische Abstrichuntersuchungen.

Die zytologische Abstrichuntersuchung ermdglicht eine eindeutige Tra-
echtigkeitsdiagnose waehrend des ersten Monats. Im Verlauf der folgenden
Monate ist das Zellbild vom Ruhestadium fast nicht zu unterscheiden.
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Ozet: Bu galigmada, koyunlarda gebeligin gegitli evrelerinde ve anist-
riiste, vagina epitelinde sekillenen dedigimler vaginal smear ve biyopsi yintem-
leriyle incelendi. Ornekler 82 adet koyundan alindi. Vaginal bivopsi ile, gebe-
ligin tkinct aymndan baglanarak yiksek oranda dogru bir gebelik tanisi yaprla-
bildi. Vaginal smearlerde ise birinci aydaki bulgularla gevelik tams: yapila-
bilmekle beraber, daha ileri agnemlerae tablonun andstriisten ayirt eailmesi giig-
lesmekteair.

Giris

Vaginanin hiicresel yapis: ve siklik evrelere bagh olarak bu ya-
pida sekillenen degigimleri iizerinde cesitli aragtiricilara degisik ca-
Iigmalar yapilmgtir,

11k kez Cole ve Miller (3) koyunlarin vagina epitelinde, gebelige
ve ostral siklusun andstriis ve striis evrelerine bagh olarak baz his-
tolojik degisimler olustugunu bildirmislerdir. Daha sonra Radev et
al. (9), koyunlarda vaginal biyopsiyi gebelik tamsi yontemi olarak
geligtirmiglerdir.

Richardson (11), 491 adet koyunda biyopsi ile gebeligin 40. gii-
niinden sonra %, 97 oranminda dogru gebclik tamsi yapilabilecegini
bildirmektedir. Arastirici, gebe olmayan koyunlarin ise 9, 81 oraninda
bir dogrulukla taninabildigini cklemektedir. Aymi aragtirici (10) 45
koyun iizerinde yaptig1 bir diger ¢aliymada, gebe hayvanlarda gebe-
ligin 40. giiniinden sonra 9, g1-100 oraninda dogrulukla bir tan ya-
pilabildigini, yontemin dogruluk oranminin da 9, 84 olarak saptandigini
ileri siirmecktedir.

Mitchell (7) 554 koyundan aldig1 863 vaginal biyopsi 6rnegini
inceliyerck, agim: izlenen ve kayitlar: saglam olan koyunlarda, gebeli-
gin 4o. giniinden sonra 9, 93,1 oraninda dogru tani yapilabilecegini
bildirmektedir.

Ghannam ve Bosc (5) 108 koyunda 6striis siklusu, gebelik, anost-
riis ve laktasyon sirasinda vaginal smear ve biyopsiler hazirlayarak
yaptiklar1 galiymalar sonunda, her iki yontemlc dc ostral siklusun de-
gisik cvrelerinin saptanmasinin miimkin oldugunu sdylemekle bir-
likte, gebelik ile 6stral siklusun anostriis evrelerinde ve laktasyon si-
rasinda gekillenen vaginal degisimlerin birbirinden ayirt edilmesinin
gii¢ oldugunu eklemektedirler. Grant (6) ise koyunlarda anéstriis ve
gebelik sirasmnda vagina mukozasinin histolojik yapisinin aym oldu-
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gunu ileri siirmektedir. Akkayan (1) incklerde yaptig1 ¢aligmada vagi-
nal sitoloji ile gebeliin saptanmasinin miimkiin olmadifim bildir-
mektedir.

Vaginal biyopsi ile elde edilen sonuglar literatiirde soyle topla-
nabilir: Gebe olmayan koyunlarda, vaginanin cpitel katlari sayica
fazladir. Arthur (2) anéstriisteki koyunlarda 12 adet hiicre kat1 bulun-
dugunu bildirmektedir. Yiizlek hiicreler yassilagmig olup ¢ekirdekleri
koyu renklidir. Daha derindeki hiicreler ise poligonaldirler ve gekir-
dekleri agik renkli ve yuvarlakur. Ostriis evresinde keratinizasyon go-
riiliir, yer yer az sayida lokositlere raslanabilir. Gebelikte, ilk aydan
baglayarak doguma 20 giin kalincaya kadar vaginann epitel kat1 3-6
sira hiicreden olusur. Yizlek hiicreler kiiboidal ve prizmatik olup, si-
toplazmalar1 ve gekirdekleri agik renkli boyamir. Daha derin epitel-
ler ise algak prizmatik yapidadirlar. Gebeligin son 20 giiniinde kiibik
hiicreler, gebe olmayan hayvanlara benzer bir sekilde yasst hiicreler-
le yer degistirirler (10, 12).

Vaginal smearlerde ise, gebeligin 15-18. giinlerinde birgok degisik
hiicre izlenebilir. Bunlar kiigiik epitel hiicreleri, biiyiik yass: hiicreler
ve az miktarda keratinize ve kismi keratinize hiicrelerdir. Gebeligin
bu déneminde yapilan smear bulgular: 6striis siklusu sirasinda izle-
nenlerle gok yakin benzerlik gosterirler. Gebeligin 22-83. giinlerinde
yapilan smcarlerde gayet belirgin boyanmug ¢ekirdekleri igeren kiigiik
epitel hiicreleri izlencbilir. Siklusun 11-13. giinlerinde yapilan sme-
arlerde ise kiire bigiminde ya da sgekilsiz kiigiik epitel hiicreleri ve bir-
kag lokosit farkedilebilir. Siklusun 14. giiniinden son giiniine kadar
ise bol sayida I6kosit, kiigiik epitel hiicreteri ve SME hiicreserine (swo.-
len mucified epithelial cells) raslanir. Siklusun bu evresinde lokosit-
ler predominant hiicrelerdir (11, 12).

Vaginal biyopside olumlu bulgulardaki yanilgilar, erken embri-
yonal veya f6tal oliimlere, kalici corpus luteum’lara bagh olarak ya
da heniiz pubertasa ulagmamg koyunlarda (kuzularda) ortaya cika-
bilir. Gebe koyunlardaki yamluc: reaksiyonlar ise 6zellikle gebeligin
ilk 50 giiniinde, sekonder bir follikiiler aktivite sonucu artan Gstro-
jenik sitimulusa bagh olabilir (7).

Bu ¢aligmada, koyunlarda gebeligin gegitli evrelerinde, vagina
epitelinde gekillenen degisimler, vaginal smear ve biyopsi yontemle-
riyle kargilagtirmali olarak incelenerek, gebe olmayan koyunlarin hiic-
re yapust ile birlikte degerlendirildi.
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Materyal ve Metot

Caliymada 45 tanesi Karaman, g7 tanesi Merinos irkindan olan
2-5 yasglan arasinda 82 koyun kullanildi. Bu koyunlar dogal asimla
gebe birakilip, agm tarihleri diizgiin olarak saptandi. Hayvana asim
yapilan giin (o) olarak kabul cdilip 1., 2., 3., 4. ve 5. aylarda vaginal
smear ve biyopsi 6rnekleri alinarak incelendi. Materyal alinmasinda
koyunlar, ayakta durus pozisyonunda tutuldular. Gebelik siireleri
sonunda dogumlar saptanarak elde edilen bulgular dogruland:.

Vaginal smearler igin 6rnekler vestibulum vaginamn kraniya-
linden, flambe edilmis bir platin ans yardim: ile alindi. Alinan bu
ornek temiz bir lam iizerine yayilarak iistiine bir damla serum fjz-
yolojik ve hemen arkasindan bir damla 9, 0,1 toluidine blue damlati-
larak 5 dakika boyanmaya birakildi. Boyama sonunda lam hafifce
egilerek boyamn fazlasi akitildi ve iizerine bir lamcl kapatildi. Pre-
paratin ¢abuk kurumamast igin de lamel kenarlar1 vazelinlendi. Boy-
lece preparatlarin laboratuvarda rahathkla incelenebilmesi ve fotog-
raflarinin ¢ekilmesi saglandi.

Vaginal biyopsi érnekleri ise, vaginal smear igin 6rnek alinmasin-
dan hemen sonra, vaginanin ventralinde orificium urethrae externa’
nin 6n kismindan, “Dohlman-PFAO”nun kroncho-oesophagoscopy
biyopsi pensi kullanilarak alindi. Arag kuru ve temiz olarak agz1 ka-
pali bigimde vaginaya sokulup, biyopsi yapilacak yere kadar itildi
ve agz agildi. Bir miktar vagina dokusu tutulup, aletin kulpu sikila-
rak agzinin kapanmasi ve arasina giren dokunun kesilmesi saglandi.
Hafifce cekilmek suretiyle de bu parga disar1 aiindi. Alinan parga %
10 notral formolde tespit edildi. Parafin bloklarindan elde edilen 5-6
mikronluk kesitlere trikrom, PAS boyamalar1 uygulandi.

Tartisma

Gebelik sirasinda hormonal diizeylerin degigmesine bagh olarak
vaginanin yapisinda bir takim farkliliklar gériiliir. Gerek vaginal bi-
yopsi gerekse vaginal smear yéntemleriyle bu degigimleri izleyerek,
bazi hayvan tiirlerinde gebeligin saptanmast miimkiin olabilmckte-
dir.

Mitchell (7), Radev et al. (g), Richardson (10, 11). koyunlarda
gebeligin 4o0. giiniinden, Done ve Heard (4), Morton ve Rankin (8)
ise domuzlarda 3-4. haftasindan baglayarak vaginal sitoloji yardim:
ile gebeligin yiiksek bir dogrulukla bilinebilecegini ileri siirmektedir-
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ler. Buna karsihk Akkayan (1) yaptigi ¢alijma sonucunda vaginal bi-
yopst yontemi ile gebeligin ineklerde saghkl bir bi¢imde saptanama-
digin: bildirmektedir.

Ghannam ve Bosc (5) ve Grant (6) koyunlarda gebelik ve anost-
riis sirasinda vaginanin histolojik yapisinin birbirine ¢ok benzedigini
ve birbirinden ayirt etmenin ¢ok gii¢ oldugunu bildirmekte iseler de,
Cole ve Miller (3) vaginanin hicrescl yapisina bakilarak bu hayvan-
larda gebeligin anéstriisten kolaylikla ayirt edilebileccgini iddia et-
mektedirler.

Biz de bulgularimz sonucunda bu yontemlerle gebelik tanisinin
koyunlar icin gegerli olabilecegi kanisina vardik.

Richardson (10), gebeligin ilk 20 giiniinde vaginanin histolojik
yapisinin didstriise benzerlik gosterdigini, bu dénemden sonra poligo-
nal ve skuaméz hiicrelerin sayisinda hemen bir azalma gorildiigiini,
cpitel katta birden fazla biicre tipine raslanirken esas olarak tek tip
hiicreye déniigiim oldugunu bildirmektedir. Gebeligin 20. giiniinden
sonra predominant hiicrelerin kiiresel ¢ekirdekli kiigiik kiiboidal hiic-
relerden olugtufunu ve genel goriiniimiin birérneklik gosterdigini
ileri siiren aragtirici, gebeligin 8o. giiniinde poligonal ve skuaméz hiic-
relerin tamamen kayboldugunu ve yerlerini kiiboidal hiicrelerin al-
digin1 eklemektedir. Aragtiriciya gore epitel kat anéstriiste ¢ok katl
itken gebelik sirasinda incelerek 3-4 kat hiicreye azalmaktadir. Buna
karsihk Scréder’in (12) Stieve’den aktardigina gére, gebelik sirasinda
vagina epitelyumu géze ¢arpan bir bicimde kalinlagma gostermektedir.
Bu kalinlagmada, epitel katin ortalarinda 50-60 mikronluk hiicrelerin
de payr bulunmaktadir. Bizim bulgularimizda gebe olmayan andst-
riisteki koyunlarda tipik nonkeratinize, gok katli yass: cpitcller sahaya
hakim iken, genellikle gebelik sirasinda epitel kat incelmekte ve hatta
gebeligin son dénemlerine dogru en ince tabloyu gostermektedir. Da-
ha gebcligin ilk aylarinda epitel katin kalinhginda bir azalma goril-
mekle birlikte, asil degisiklik epitel hiicrelerinin seklinde ortaya gik-
maktadir. Yiizeydeki yassi hiicrelerin yerini kiiboidal hiicreler alir-
ken, ikinci ayda bunlarin yaminda prizmatik olanlarla da kargilagildi.
Ugiincii aya dogru prizmatik hiicreler gittikge artarken aralarinda
gok sayida l6kositler, &zellikle de lenfositler dikkati gekti. Ugiincii ay-
dan sonra yiizlek hiicrelerin prizmatik goriiniimlerinin kiiboidale ve
son donemlere dogru da, arada yasst hiicreleri de igeren bir tabloya
déniigttigii saptandi.
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Vaginal smearlerde ise arastiricilar (11, 12), gebeligin ilk done-
minde kiigiik epitel hiicreleri, biiyiik yasst hiicreler ve az miktarda kera-
tinize ve kismi keratinize hiicreler igerdiklerini, 1-3. aylarda gekir-
dekleri iyi boyanmg kiigiik epitel hiicrelerinin karakteristik oldugunu
bildirmektedirler. Bizim vaginal smear bulgularimiza gore, gebe ol-
mayan koyunlarda nonkeratinize yassi epitel hiicreleri tabloya hakim
idi. Gebeligin ilk aylarinda kiiboidal ya da kiiciik epitel hiicreleri,
ikinci aydan sonra iri ya da gismis cpitel hiicreleri (SME) ve yer yer
lokositler (6zellikle lenfositler), 3. aydan sonra da iri hiicrelerin yani-
sira kiiboidal hiicrelerle de karsilagiidi.

Vaginal biyopsi ¢aligmalar sirasinda rasladigimiz énemli bir bul-
gu da lamina epithelialis’in en yiizlek katindaki hiicrelerde glikojenin
saptanmasi idi. Bu durum, gebe olmayan, andstriisteki koyunlarda go-
riilmez iken, gebeligin ilk aylarinda hafif bir reaksiyon, son dénemle-
rinde ise belirgin bir reaksiyonla (PAS 1) izlendi. Ancak, az sayidaki
baz1 olgularda gebelik durumuna karsin PAS (-) bir sonug a da kar-
silagildi. Literatiirde (12) vagina cpitelinde degigik miktarda glikojen
bulundugu, fétusda ve yeni doganlarda bu miktarin daha fazla oldu-
gu bildirilmcktedir. Literatiirde, siklusa bagli bir glikojen varligina
deginen ¢ahgmaya raslayamadik.

Mitchell {7) yaptig1 6n ¢aligmalar sirasinda urctranin vaginaya
acgildigt deligin hemen anteriyériinden aldif1 biyopsi érnekleri sonu-
cunda 2 koyunda peritonitise bagh olarak ¢éliim gekillendigini bildir-
mektedir. Bizim galigmalarimizda ayni bolgeden birer ayhk aralarla
birka¢ kez o6rnek alindigi halde higbir istenmeyen durumla karg-
lagilmadi.

Alnan biyopsi érneklerinin iglenmesi sirasinda, lamina epitheli-
alis’ten verev kesit alinirsa epitel kat ¢ok fazla kathlik gosterebilir.
Bu durumda, tipik sagittal kesitler dikkate alinarak yanilgrya diigme
onlenebilir.

Sonug olarak, vaginal biyopside: epitel katin incelmesi ve hiicre-
lerdeki morfolojik degisimlerin izlenmesi ile gebeligin, ikinci aydan
baglanarak yiiksek bir dogrulukla saptanmas: miimkiin olabilmcktedir.
Vaginal smearlerde ise: birinci aydaki bulgularla gebelik tanisi yapi-
labilmekle birlikte, daha ileri dénemlerde tablonun andostriisten ayirt
edilmesi giicleymektedir.
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