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İNEKLERDE ERKEN GEBELİĞİN ENZİM İMMUNOASSAY 

KİTİ İLE PRATİK TANISI. 

 (Early pregnancy diagnosing in cows by rapid enzyme immunoassay kit) 

Erol ALAÇAM(*)        Tevfik TEKELİ(*)       Tayyip TÜRKARSLAN(**) 

GİRİŞ  

Gebe ve olmayan hayvanların immunolojik, metabolik ve hormonal fonksi- 

yonları arasında birçok farklılıklar vardır. Bu farklılıklar uygun yöntemlerle ortaya 

konularak evcil hayvanlarda gebelik tanıları yapılabilmektedir.  

Findlay (4), ineklerde erken gebelik tanısı amacıyla kullanılabilecek immu- 

nolojik yöntemleri; fertilizasyon sonrasındaki 6-24 saat içinde erken gebelik fak- 

törünün (EPF) arandığı Rozet-inhibisyon testi, embriyonun implantasyonundan 

önce uygulanan radiyoimmunoassay ve enzim immunoassay testleri ve implantas- 

yondan sonra maternal dokulardaki gebeliğe spesifik antijenlerin varlığını araştı- 

ran ya da yine steroid hormonların düzeylerini ölçen assay testleri olarak sırala- 

maktadır.  

Kan ve süt progesteron hormonu düzeylerinin araştırılmasına dayanan assay 

testleri son yıllarda giderek daha yaygın bir kullanma sahası bulmaktadır (1, 5, 11). 

İneklerde progesteron hormonunun gerek seksüel siklus gerekse gebelik sırasında 

periferik kandaki belirgin düzeyleri bu hormonun ölçümlerinin gebelik tanısında 

etkili bir biçimde kullanılmasına neden olmuştur. Seksüel siklus sırasında proges- 

teron  hormonu  yoğunluğu,  ovulasyondan  2  gün  önce ve 3 gün sonrasına kadar  
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minimal düzeyde iken (<0.5 ng/ml),  corpus  luteumun  formasyonuna bağlı ola- 

rak 5-7. günlerde ani bir yükselme gösterir, sonraki 8-1 0 günde hafif bir yüksel- 

me veya standart bir seyir 4-5 ng/ml olarak devam eder ve östrüsten 2-4 gün ön- 

ce yeniden azalmaya başlar (13). İneklerde gebelik tanısı amacıyla tohumlamayı 

izleyen 19-24. günlerde kan veya progesteron değerleri ölçülerek değerlendirme- 

ler yapılmaktadır.  Gebe  ineklerde  21.  günde  kan  progesteron değeri her zaman 

2 ng/ml  (6.4 nmol/litre)  den fazla olup genellikle 5-8 ng/ml (19.1-25.5 nmol/ 

litre) kadardır. Gebe olmayanlarda ise ortalama 0.5 ng/ml (1.6 nmol/litre) ya da 

daha az miktarlardadır (5, 6).  

Progesteron hormonu ölçümleri ile yapılan gebelik tanısı çalışmalarında 

gebe olmayanlarda % 95-100, gebe olanlarda ise % 76-94.2 oranlarında bir 

doğrulukla tanı konulabildiği bildirilmektedir (1, 2, 3, 7, 11, 13).  

Son yıllarda saha koşullarında uygulanabilecek ve ineklerden tohumlamayı 

izleyen 21. günde toplanan süt örneklerinde progesteron hormonu düzeylerini 

kantitatif veya kalitatif olarak belirleyecek enzim immunoassay test kitleri geliş- 

tirilmiştir. Bu testler progesteron hormonuna karşı immunolojik reaksiyon veren 

monoklonal antikorlardan yararlanmaktadır. Test sonucunda, reaksiyon kağıdı- 

çubuğunun uç kısmındaki renksiz substratın enzimatik transformasyonla renkli 

hale gelmesi veya renksiz kalmasına göre bulgular kalitatif olarak izlenebilmekte- 

dir. Benzer bazı testlerde ise flurometrik yöntemle ve eliza okuyucuları yardımıyla 

kantitatif tayinler de basit olarak yapılabilmektedir (8, 9).  

Nebel ve ark. (10), pratik enzim immunoassay testini radiyoimmunoassay 

ile kontrollü olarak 820 adet inek üzerinde denemişler ve birbirine paralel sonuç- 

lar almışlardır.  

Sunulan çalışmada ise, enzim immunoassay esasına göre çalışan pratik bir 

test yardımıyla süt progesteron hormonu yoğunlukları kalitatif olarak ölçülüp, ge- 

be ve gebe olmayan ineklerin tanı şanslarının araştırılması ve kullanılan testin ye- 

tiştirici düzeyinde tanıtılarak kullanılabilme olanaklarının tartışılması amaçlanmış- 

tır.  
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MATERYAL VE METOT 

Bu çalışma, Selçuk üniversitesi Veteriner Fakültesi kliniklerinde, östrüste 

oldukları rektal muayene ile belirlenip, bu evrenin ikinci yarısında dondurulmuş 

sperma  ile  tohumlanan,  çeşitli  ırklara mensup ve yaşları 3-10 arasında değişen 

20 adet inek üzerinde yapıldı.  

Süt örnekleri tohumlamaları izleyen 21. günde, sabah sağımından önce top- 

landı. Birkaç çekim süt atıldıktan sonra, örnekler dört memenin karışımı olarak, 

özel plastik toplama kabına 20 ml miktarında alındı.  

Süt örneklerinin değerlendirilmesinde Bovitest* isimli, enzim immunoassay 

esasına göre çalışan ve kalitatif olarak progesteron hormonu düzeylerini gösteren 

bir test kullanıldı.  

Test öncesinde örnekler ile test solusyonlarının aynı oda sıcaklığında bulun- 

masına özen gösterilerek örnekler bir saat içerisinde değerlendirildi. Testin uygu- 

lanmasında, tarifnamesinde belirtildiği üzere, aşağıdaki yol izlendi;  

a) 1 numaralı test tüpüne işaretli noktaya kadar süt doldurulup homojen kır- 

mızı renk oluşuncaya kadar çalkalandı.  

b) 2 numaralı test tüpündeki kâğıt çubuk, uç kısmına dokunulmadan çıkar- 

tılarak, 1 nolu tüpe batırıldı ve beş dakika süreyle burada bırakıldı.   

c) Belirtilen süre sonrasında tüpten çıkartılan kâğıt çubuk, akarsu altına tu- 

tularak, kırmızı renk kayboluncaya kadar 30 saniye süre ile yıkandı.  

d) Silkelenerek fazla suyu akıtılan kâğıt çubuk 3 nolu test tüpüne daldırıla- 

rak 4 dakika süre ile burada tutuldu ve son olarak emici bir kâğıt arasında iyice ku- 

rutulup, sonuçlar uç kısmındaki reaksiyona bakılarak okundu.  

e) Değerlendirmeler çubuğun uç kısmındaki, açık mavi renkli kontrol kare- 

siyle kıyaslanarak yapıldı. Buna göre, en uçtaki test karesi kontrolle aynı soluk 

mavi rengi gösteriyorsa ineğin gebe olabileceği, buna karşılık uç kısım daha koyu 

bir mavi renkte ise hayvanın gebe olmadığına karar verildi.  

Uygulanan test sonuçlarının doğruluğu tohumlamayı izleyen 45. günde ya- 

pılan rektal palpasyon ile kontrol edildi.  

(*) Bovitest, Clonatec, 60, rue de Wattignies, 75012, Paris France.  
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BULGULAR VE TARTIŞMA  

Yirmi  adet  inek  üzerinde  uygulanan test sonucunda, gebe olmayanlarda 
% 100, gebelerde ise % 83.33 oranında doğrulukla tanı konulduğu belirlendi. 
(Tablo 1).   

Tablo 1- Çalışma Bulguları.  

İnek 
Sayısı 

Bovitest  
Bulguları 

Palpasyon  
Bulguları 

Testin Doğruluk  
Oranı 

Gebe G. Değil Gebe G. Değil Gebe G. Değil 

20 12 8 10 8 % 83.33 % 100 

 

İnek yetiştiriciliğinde amacın her yıl bir buzağı elde etmek olduğu göz 
önünde tutulursa, doğum ile yeni bir gebeliğin şekillenmesi arasındaki sürenin uza- 
ması ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. Tohumlama sonrasında, özellikle gebe 
kalmayan hayvanların mümkün olduğunca erken tanısına imkân sağlayan yöntem- 
ler üzerinde çalışmalar devam etmektedir. Bugün için immunolojik yöntemler en 
erken tanı şansı veren uygulamalardır (1, 3, 4).  

Radiyoimmunassay yöntemi ile gebelik ve infertil ineklerin tanısı konusunda 
pek çok çalışma yapılmıştır. Bu yöntemin kapsamlı laboratuvar donanımına gerek 
göstermesi nedeniyle saha koşullarında uygulanmasının güçlüğünün yanısıra östrüs- 
teki hayvanları çok kısa bir sürede belirleyerek yeniden tohumlama şansını sağla- 
yabilmesi için çok iyi ve yaygın bir organizasyon gereklidir. Oysa son yıllarda en- 
zim immunoassay esasına göre çalışan bazı pratik tanı testleri geliştirilmiş ve saha 
koşullarında yaygın olarak kullanılma sahası bulmaya başlamıştır (8, 9, 10).  

Sunulan çalışmada kullanılan Bovitest yardımı ile, özellikle gebe olmayan 
hayvanların kesin bir doğrulukla (% 100) belirlenmesi mümkün olmuştur. Bu so- 
nuç benzer çalışmaların (1, 2, 7) bulgularına paralel bir görünümdedir. Gebe bulgu- 
su veren iki ineğin ise 45. günde yapılan muayenelerinde gebe olmadıkları belirlen-
miştir. Gebe tanısındaki yanılgılar birçok yazara göre (6, 10, 12), tohumlama zama- 
nının hatalı olmasına, erken embriyonik ölümlere ya da testin uygulanması veya 
değerlendirilmesindeki hatalara bağlı olabilmektedir. Sunulan çalışmada tohumla- 
malar kontrollu olarak östrüsün ikinci yarısında ve ovulasyondan önce yapıldığın-
dan zamanlama konusundaki hatalar önemli ölçüde elemine edilmiştir. Hatalı so- 
nuç veren iki olguda da tohumlamayı izleyen 21. günde östrüs belirtilerinin daha 
çok erken embriyonik ölümleri akla getirmektedir.  
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Bu çalışmada kullanılan Bovitest 5 ve 20 testlik olarak iki türlü hazırlanmış 
olup, ortalama 15 dakika içinde sonuç vermektedir. Çalışma sırasında uygulandığı 
gibi, ahır ve saha koşullarında da kullanılabilme imkânı bulunan bu test yetiştirici 
tarafından bile kolaylıkla uygulanabilecek basitliktedir. Testin kullanılabilme süre- 
sinin bir yıl olması ve devamlı + 4 °C derecede saklama zorunluluğu olumsuz bir 
yön olarak sayılabilir.  

Sonuç olarak, tohumlamaları izleyen 21. günde uygulanacak Bovitest veya 
benzeri testler yardımıyla özellikle gebe olmayan ineklerin kısa sürede belirlenerek 
yeniden tohumlanmaları mümkün olabilmektedir.  

 

ÖZET  

Bu çalışmada, enzim immunoassay esasına göre çalışan pratik bir test yar- 
dımı ile 20 adet inek üzerinde erken gebelik tanısı şansları araştırıldı.  

Çalışma sonunda gebe olmayan hayvanlarda % 100, gebelerde ise % 83.33 
oranında doğrulukla tanı konuldu.  

Çalışma bulguları ile birlikte testin olumlu ve olumsuz yönleri tartışıldı.  

 

SUMMARY  

Early pregnancy diagnosing in cows by rapid enzyme immunoassay kit.  

An amplified enzyme immunoassay kit for progesterone analysis was used 
to diagnose pregnancy in 20 cows.  

An accuracy of 100 and 83.33 percent was obtained in nonpregnant and 
pregnant cows respectively, after the analysis of progesterone in milk samles 21 
days after the inseminations.  

Advantages and cause of falings of the test were discussed.  
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