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Studies by vaginal smears a.d biopsy techniques during the
different stages of pregnancy in the ewe

Summary: Histolo,l!ical changes in the vagina due to the different sta-
ges rif pregnanC)' and anestrus were studied. Their usefulness for the diagnosis
qf pregnarıcy was assessed. Vaginal smears were collected and vaginal biopsies
were done from 82 ewes. Methods of sampling and vaginal biopsies processing
are given. The diagnosis of pregnancy by means rif vaginal biopsies are found
high in numbers. The changes observed by smeares during the first month rif
pregnancy are dear but it is not differented from the atıestrus during the follo-
wing mOlZths.

Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wurden zytologische
und histologische VeraelZderungen am Scheidenepithel ı'on 82 Sche.fen waehrend
der verseldedenen Stufen der Traechtigkeit und dem Ruhestadium wıtersuclıt.

Waehrend der Traechtigkeit er/delten wir durdı Stückent1iahme bessere
Ergeb nisse als durch ;:ytologische AbstrichulZtersuchungen.

Die ;:ytologische Abstrichuntersuchung ermöglicht eine eindeutige Tra-
eelıtigkeitsdiagnose waehrend des ersten Monats. Im Verlaıif der folgenden
!ı10nate ist das Zellbild vom Ruhestadium fast niclıt zu ımterscheiden .
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Özet: Bu çalışmada, koyunlarda gebeliğin çeşitli evrelerinde ve anöst-
,üste, vagina epitelinde şekillenen değişimler vaginal smear ve biyopsi yöntem-
leriyle incelendi. Örnekler 82 adet koyundan alındı. Vaginal biyopsi ile, gebe-
liğin ikinci q)!ından başlanarak yüksek oranda doğru bir gebelik tanısı )'apıla-
bildi. Vaginal smearlerde ise birinci aydaki bulgularla gebelik tanısı yapıla-
bilmekle beraber, daha ileri Mnemlerde tablonun aniistrüsten a;mt edilmesi güç-
leşmekteair.

Giriş

Vaginanın hücresel yapısı ve siklik evrelere bağlı olarak bu ya-
pıda ~ekiııenen deği~imleri üzerinde çeşitli araştırıcılara değişik ça-
lı~malar yapılmı~tır.

tık kez eole ve Miller (3) koyunların vagina epitelinde, gebeliğc
ve östral siklusun anöstrüs ve östrüs evrelerine bağlı olarak bazı his-
tolojik değişimler olu~tuğunu bildirmişlerdir. Daha sonra Radcv et
aL. (9), koyunlarda vaginal biyopsiyi gebelik tanısı yöntemi olarak
geli~tirmi~lerdir .

Richardson (II), 49 i adet koyunda biyopsi ile gebeliğin 40. gü-
nünden sonra % 97 oranında doğru gebelik tanısı yapılabileceğini
bildirmektcdir. Araştırıcı, gebe olmayan koyunların ise % 8 i oranında
bir doğrulukla tanınabildiğini eklemektedir. Aynı ara~tırıcı (ıo) 45
koyun üzerinde yaptığı bir diğer çalışmada, gebe hayvanlarda gebe-
liğin 40. gününden sonra % 9I-IOO oranında doğrulukla bir tanı ya-
pılabildiğini, yöntemin doğruluk oranının da % 84 olarak saptandıgını
ileri sürmektedir.

Mitchell (7) 554 koyundan aldığı 863 vaginal biyopsi örneğini
inceliyerek, aşımı izlenen ve kayıtları sağlam olan koyunlarda, gebeli-
ğin 40. gününden sonra % 93, i oranında doğru tanı yapılabileceğini
bildirmektedir.

Ghannam ve Bosc (5) 108 koyunda östrüs siklusu, gebelik, anöst-
rüs ve laktasyon sırasında vaginal smear ve biyopsiler hazırlayarak
yaptıkları çalışmalar sonunda, her iki yöntemle de östral siklusun de-
ğişik evrelerinin saptanmasının mümkün olduğunu söylemekle bir-
likte, gebelik ile östral siklusun anöstrüs evrelerinde ve laktasyon sı-
rasında şekillenen vaginal değişimlerin birbirinden ayırt edilmesinin
güç olduğunu eklemektedirler. Grant (6) ise koyunlarda anöstrüs ve
gebelik sırasında vagina mukozasının histolojik yapısının aynı oldu-
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ğunu ileri sürmektedir. Akkayan (I) ineklerde yaptığı çalı~mada vagi-
nal sitoloji ile gebeliğin saptanmasının mümkün olmadığım bildir-
mektedir.

Vaginal biyopsi ile elde edilen sonuçlar literatürde ~öyle topla-
nabilir: Gebe olmayan koyunlarda, vaginanın epitel katları sayıca
fazladır. Arthur (2) anöstrüsteki koyunlarda 12 adet hücre katı bulun-
duğunu bildirmektedir. Yüzlek hücreler yassıla~mı~ olup çekirdekleri
koyu renklidir. Daha derindeki hücreler ise poligonaldirler ve çekir-
dekleri açık renkli ve yuvarlaktır. Östrüs evresinde keratinizasyon gö-
rülür, yer yer az sayıda lökositlere raslanabilir. Gebclikte, ilk aydan
ba~layarak doğuma 20 gün kalıncaya kadar vaginanın epitel katı 3-6
sıra hücreden olu~ur. Yüzlek hücreler küboidal ve prizmatik olup, si-
toplazmaları ve çekirdekleri açık renkli boyanır. Daha derin epitel-
ler ise alçak prizma,tik yapıdadırlar. Gebeliğin son 20 gününde kübik
hücreler, gebe olmayan hayvanlara benzer bir ~ekilde yassı hüereler-
le yer değiştirirler (I o, 12).

Vaginal smearlerdc ise, gebeliğin 15-18. günlerinde birçok değişik
hücre izlenebilir. Bunlar küçük epitel hücreleri, büyük yassı hücreler
ve az miktarda keratinize ve kısmi keratinize hücrelerdir. Gebeliğin
bu döneminde yapılan smear bulguları östrüs siklusu sırasında izle-
nenlerle çok yakın benzerlik gösterirler. Gebeliğin 22-83. günlerinde
yapılan smearlerde gayet belirgin boyanmı~ çekirdekleri içeren küçük
epitel hücreleri izlenebilir. Siklusun i 1-13. günlerinde yapılan smc-
arlerde ise küre biçiminde ya da şekilsiz küçük epitel hücreleri ve bir-
kaç lökosit farkedilebilir. Siklusun 14. gününden son gününe kadar
ise bol sayıda lökosit, küçük epitel hücreleri ve SME hücreıerine (swo.-
len mucified epithelial ceııs) raslanır. Siklusun bu evresinde lökosit-
ler predominant hücrelerdir (I I, 12).

Vaginal biyopside olumlu bulgulardaki yanılgılar, erken embri-
yonal veya fötal ölümlere, kalıcı corpus luteum'lara bağlı olarak ya
da henüz pubertasa ula~mamış koyunlarda (kuzularda) ortaya çıka-
bilir. Gebe koyunlardaki yanıltıcı reaksiyonlar ise özellikle gebeliğin
ilk 50 gününde, sekonder bir foııiküler aktivite sonucu artan östro-
jenik sitimulusa bağlı olabilir (7).

Bu çalışmada, koyunlarda gebeliğin çeşitli evrelerinde, vagina
epitelinde şekillenen değişimler, vaginal smear ve biyopsi yöntemle-
riyle karşılaştırmalı olarak incelenerek, gebe olmayan koyunların hüc-
re yapısı ile birlikte değerlendirildi.
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Materyal ve Metot

Çalı~mada 45 tanesi Karaman, 37 tanesi Merinos ırkından olan
2-5 y~ları arasında 82 koyun kullanıldı. Bu koyunlar doğal a~ımla
gebe bırakılıp, a~ım tarihleri düzgün olarak saptandı. Hayvana ~ım
yapılan gün ıo) olarak kabul edilip 1., 2., 3., 4. ve 5. aylarda vaginal
smear ve biyopsi örnekleri alınarak incelendi. Materyal alınmasında
koyunlar, ayakta duru~ pozisyonunda tutuldular. Gebelik süreleri
sonunda doğumlar saptanarak elde edilen bulgular doğrulandı.

Vaginal smearler için örnekler vestibulum vaginanın kraniya-
linden, flambe edilmi~ bir platin ans yardımı ile alındı. Alınan bu
örnek temiz bir lam üzerine yayılarak üstüne bir damla serum fjz-
yalojik ve hemen arkasından bir damla % o, i toluidine blue damlatı-
larak 5 dakika boyanmaya bırakıldı. Boyama sonunda lam hafifçe
eğilerek boyamn fazlası akıtıldı ve üzerine bir lamcl kapatıldı. Pre-
paratın çabuk kurumaması için de lame1 kenarları vazelinIendi. Böy-
lece preparatların laboratuvarda rahatlıkla incelenebilmesi ve fotoğ-
raftarının çekilmesi sağlandı.

Vaginal biyopsi örnekleri ise, vaginal smear için örnek alınmasın-
dan hemen sonra, vaginanın ventralinde orificium urethrae externa'
nın ön kısmından, "Dohlman-PF AO"nun broncho-oesophagoscopy
biyopsi pensi kullanılarak alındı. Araç kuru ve temiz olarak ağzı ka-
palı biçimde vaginaya sokulup, biyopsi yapılacak yere kadar itildi
ve ağzı açıldı. Bir miktar vagina dokusu tutulup, aletin kulpu sıkıla-
rak ağzının kapanması ve arasına giren dokunun kesilmesi sağlandı.
Hafifçe çekilmek suretiyle de bu parça dı~arı aİındı. Alınan parça %
ıo nötral formolde tespit edildi. Parafin bloklarından elde edilen 5-6
mikranluk kesitlere trikrom, PAS boyamaları uygulandı.

Tartışma

Gebelik sırasında hormonal düzeylerin değişmesine bağlı olarak
vaginanın yapısında bir takım farklılıklar görülür. Gerek vaginal bİ-
yopsi gerekse vaginal smear yöntemleriyle bu değişimleri izleyerek,
bazı hayvan türlerinde gebeliğin saptanması mümkün olabilmekte-
dir.

Mitchell (7), Radev et aL. (9), Richardson (ıo, ıı). koyunlarda
gebeliğin 4°. gününden, Done ve Heard (4), Morton ve Rankin (8)
ise domuzlarda 3-4. haftasından ba~layarak vaginal sitoloji yardımı
ile gebeliğin yüksek bir doğrulukla bilinebileceğini İleri sürmektedir-
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ler. Buna kaqılık Akkayan (ı) yaptığı çalı~ma sonucunda vaginal bi-
yopsi yöntemi ilc gcbeliğin inekıCı'de sağlıklı bir biçimde saptanama-
dığını bildirmektcdir.

Ghannam ve Bosc (5) ve Grant (6) koyunlarda gebelik ve anöst-
rüs sırasında vaginanın histolojik yapısının birbirine çok benzediğini
ve birbirinden ayırt etmenin çok güç olduğunu bildirmekte iseler de,
Cole ve Miller (3) vaginanın hücresel yapısına bakılarak bu hayvan-
larda gebeliğ'in anöstrüstcn kolaylıkla ayırt edilebileceğini iddia et-
mektedirler.

Biz de bulgularımız sonucunda bu yöntemlerle gebclik tanısının
koyunlar için geçerli olabileceği kanısına vardık.

Richardson (ı o), gebeliğin ilk 20 gününde vaginanın histolojik
yapısının diöstrüse benzerlik gösterdiğini, bu dönemden sonra poligo-
nal ve skuamöz hücrelerin sayısında hemen bir azalma görüldüğünü,
epitel katta birden fazla hücre tipine raslanırken esas olarak tek tip
hücreye dönü~üm olduğunu bildirmektedir. Gebeliğin 20. gününden
sonra predominant hücrelerin küresel çekirdekli küçük küboidal hüc-
relerden olu~tuğunu ve genel görünümün birörneklik gösterdiğini
ileri süren ara~tırıcı, gebeliğin 80. gününde poligonal ve skuamöz hüc-
relerin tamamen kaybolduğunu ve yerlerini küboidal hücrelerin al-
dığını eklemektcdir. Araştırıcıya göre epitel kat anöstrüste çok katlı
iken gebelik sırasında incelerek 3-4 kat hücreye azalmaktadır. Buna
karşılık Scröder'in p2) Stieve'den aktardığına göre, gebelik sırasında
vagina epitelyumu göze çarpan bir biçimde kalınlaşma göstermektedir.
Bu kalınlaşmada, epitel katın ortalarında 50-60 mikronluk hücrelerin
de payı bulunmaktadır. Bizim bulgularımızda gebe olmayan anöst-
rüsteki koyunlarda tipik nonkeratinize, çok katlı yassı epiteller sahaya
hakim iken, genellikle gebelik sırasında epitel kat incelmekte ve hatta
gebeliğin son dönemlerine doğru en ince tabloyu göstermektedir. Da-
ha gebcliğin ilk aylarında epitel katın kalınlığında bir azalma görül.
mekle birlikte, asıl deği~iklik epitel hücrelerinin şeklinde ortaya çık-
maktadır. Yüzeydeki yassı hücrelerin yerini küboidal hücreler alır-
ken, ikinci ayda bunların yanında prizmatik olanlarla da karşılaşıldı.
Üçüncü aya dO,ğ;ru prizmatik hücreler gittikçe artarken aralarında
çok sayıda lökositler, özellikle de lenfositler dikkati çekti. Üçüncü ay-
dan sonra yüzlek hücrelerin prizmatik görünü~lerinin küboidale ve
son dönemlere doğru da, arada yassı hücreleri de içeren bir tabloya
dönüştüğii saptandı.
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Vaginal smearlerde ise araştırıcılar (I i, 12), gebeliğin ilk döne-
minde küçük epitel hücreleri, büyük yassı hücreler ve az miktarda kera-
tinize ve kısmi keratinize hücreler içerdiklerini, 1-3. aylarda çekir-
dekleri iyi boyanmış küçük epitel hücrelerinin karakteristik olduğunu
bildirmektedirler. Bizim vaginal smear bulgularımıza göre, gebe ol-
mayan koyunlarda nonkeratinize yassı epitel hücreleri tabloya hakim
idi. Gebeliğin ilk aylarında küboidal ya da küçük epitel hücreleri,
ikinci aydan sonra iri ya da şişmiş epitel hücreleri (SME) ve yer yer
lökositler (özellikle lenfositler), 3. aydan sonra da iri hücrelerin yanı-
sıra küboidal hücrelerle de karşılaşıldı.

Vaginal biyopsi çalışmaları sırasında rasladığımız önemli bir bul-
gu da lamina epithelialis'in en yüzlek katındaki hücrelerde glikojenin
saptanması idi. Bu durum, gebe olmayan, anöstrüsteki koyunlarda gö-
rülmez iken, gebeliğin ilk aylarında hafif bir reaksiyon, son dönemle-
rinde ise belirgin bir reaksiyonla (PAS +) izlendi. Ancak, az sayıdaki
bazı olgularda gebelik durumuna karşın PAS (-) bir sonuç a da kar-
şılaşıldı. Literatürde (r2) vagina epitelinde değişik miktarda glikojen
bulunduğu, fötusda ve yeni doğanlarda bu miktarın daha fazla oldu-
ğu bildirilmektedir. Literatürde, siklusa bağlı bir glikojen varlığına
değinen çalışmaya raslayamadık.

Mitchell (7) yaptığı ön çalışmalar sırasında uretranın vaginaya
açıldığı deliğin hemen anteriyöründen aldığı biyopsi örnekleri sonu-
cunda 2 koyunda peritonitise bağlı olarak ölüm şekillendiğini bildir-
mektedir . Bizim çalışmalarımızda aynı bölgeden birer aylık aralarla
birkaç kez örnek alındığı halde hiçbir istenmeyen durumla karşı"
laşılmadı.

Alınan biyopsi örneklerinin işlenmesi sırasında, lamina epitheli-
alis'ten verev kesit alınırsa epitel kat çok fazla katlılık gösterebilir.
Bu durumda, tipik sagittal kesitler dikkate alınarak yanılgıya düşme
önlenebilir.

Sonuç olarak, vaginal hi;'opside: epitel katın incelmesi ve hücre-
lerdeki morfolojik değişimlerin izlenmesi ile gebeliğin, ikinci aydan
başlanarak yüksek bir doğrulukla saptanması mümkün olabilmektedir.
Vaginal smearlerde ise: birinci aydaki bulgularla gebelik tanısı yapı-
labilmekle birlikte, daha ileri dönemlerde tablonun anöstrüsten ayırt
edilmesi güçlcşmektedir.
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