PAPER DETAILS

TITLE: INEKLERDE ERKEN GEBELIGIN ENZIM IMMUNOASSAY KITI ILE PRATIK TANISI
AUTHORS: Erol ALACAM,Tevfik TEKELI, Tayyip TURKARSLAN
PAGES: 12-18

ORIGINAL PDF URL: https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/543570



Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg. 1987
27 (1-4) 12-18

INEKLERDE ERKEN GEBELIGIN ENZIM IMMUNOASSAY
KITi iLE PRATIK TANISL

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

Erol ALACAM(*) Tevfik TEKELi(¥) Tayyip TURKARSLAN(#%)
GIRIS

Gebe ve olmayan hayvanlarin immunolojik, metabolik ve hormonal fonksi-

yonlar1 arasinda bir¢ok farkliliklar vardir. Bu farkliliklar uygun yontemlerle ortaya
konularak evcil hayvanlarda gebelik tanilar1 yapilabilmektedir.

Findlay (4), ineklerde erken gebelik tanis1 amaciyla kullanilabilecek immu-
nolojik yontemleri; fertilizasyon sonrasindaki 6-24 saat icinde erken gebelik fak-
toriiniin (EPF) arandigi Rozet-inhibisyon testi, embriyonun implantasyonundan
once uygulanan radiyoimmunoassay ve enzim immunoassay testleri ve implantas-
yondan sonra maternal dokulardaki gebelige spesifik antijenlerin varligim arasti-
ran ya da yine steroid hormonlarin diizeylerini 6lcen assay testleri olarak sirala-
maktadir.

Kan ve siit progesteron hormonu diizeylerinin arastirilmasina dayanan assay
testleri son yillarda giderek daha yaygin bir kullanma sahasi bulmaktadir (1, 5, 11).
Ineklerde progesteron hormonunun gerek seksiiel siklus gerekse gebelik sirasinda
periferik kandaki belirgin diizeyleri bu hormonun ol¢iimlerinin gebelik tanisinda
etkili bir bicimde kullanilmasina neden olmustur. Seksiiel siklus sirasinda proges-
teron hormonu yogunlugu, ovulasyondan 2 giin 6nce ve 3 giin sonrasina kadar
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minimal diizeyde iken (<0.5 ng/ml), corpus luteumun formasyonuna bagli ola-
rak 5-7. gilinlerde ani bir yiikselme gosterir, sonraki 8-1 0 giinde hafif bir yiiksel-
me veya standart bir seyir 4-5 ng/ml olarak devam eder ve Ostriisten 2-4 giin on-
ce yeniden azalmaya baslar (13). Ineklerde gebelik tanis1 amaciyla tohumlamay1
izleyen 19-24. giinlerde kan veya progesteron degerleri ol¢iilerek degerlendirme-
ler yapilmaktadir. Gebe ineklerde 21. giinde kan progesteron degeri her zaman
2 ng/ml (6.4 nmol/litre) den fazla olup genellikle 5-8 ng/ml (19.1-25.5 nmol/
litre) kadardir. Gebe olmayanlarda ise ortalama 0.5 ng/ml (1.6 nmol/litre) ya da
daha az miktarlardadir (5, 6).

Progesteron hormonu olciimleri ile yapilan gebelik tanisi caligmalarinda
gebe olmayanlarda % 95-100, gebe olanlarda ise % 76-94.2 oranlarinda bir
dogrulukla tani konulabildigi bildirilmektedir (1, 2, 3, 7, 11, 13).

Son yillarda saha kosullarinda uygulanabilecek ve ineklerden tohumlamayi
izleyen 21. giinde toplanan siit orneklerinde progesteron hormonu diizeylerini
kantitatif veya kalitatif olarak belirleyecek enzim immunoassay test kitleri gelis-
tirilmistir. Bu testler progesteron hormonuna karsi immunolojik reaksiyon veren
monoklonal antikorlardan yararlanmaktadir. Test sonucunda, reaksiyon kagidi-
cubugunun u¢ kismindaki renksiz substratin enzimatik transformasyonla renkli
hale gelmesi veya renksiz kalmasina gore bulgular kalitatif olarak izlenebilmekte-
dir. Benzer bazi testlerde ise flurometrik yontemle ve eliza okuyucular1 yardimiyla
kantitatif tayinler de basit olarak yapilabilmektedir (8, 9).

Nebel ve ark. (10), pratik enzim immunoassay testini radiyoimmunoassay
ile kontrollii olarak 820 adet inek iizerinde denemisler ve birbirine paralel sonuc-
lar almislardir.

Sunulan ¢alismada ise, enzim immunoassay esasina gore calisan pratik bir
test yardimiyla siit progesteron hormonu yogunluklar1 kalitatif olarak olgiiliip, ge-
be ve gebe olmayan ineklerin tani sanslarinin arastirilmasi ve kullanilan testin ye-
tistirici diizeyinde tamitilarak kullanilabilme olanaklarinin tartisilmast amaclanmis-
tir.
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MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Selguk iiniversitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerinde, Ostriiste
olduklar rektal muayene ile belirlenip, bu evrenin ikinci yarisinda dondurulmus
sperma ile tohumlanan, cesitli irklara mensup ve yaslar1 3-10 arasinda degisen
20 adet inek lizerinde yapildi.

Siit ornekleri tohumlamalar izleyen 21. giinde, sabah sagimindan 6nce top-
landi. Birkag¢ ¢ekim siit atildiktan sonra, ornekler dort memenin karigimi olarak,
ozel plastik toplama kabina 20 ml miktarinda alindi.

Siit orneklerinin degerlendirilmesinde Bovitest* isimli, enzim immunoassay
esasina gore caligsan ve kalitatif olarak progesteron hormonu diizeylerini gosteren
bir test kullanildi.

Test oncesinde ornekler ile test solusyonlarinin ayni oda sicakliginda bulun-
masina 6zen gosterilerek drnekler bir saat icerisinde degerlendirildi. Testin uygu-
lanmasinda, tarifnamesinde belirtildigi lizere, agagidaki yol izlendi;

a) 1 numaral test tiipiine isaretli noktaya kadar siit doldurulup homojen kir-
miz1 renk olusuncaya kadar ¢alkalandi.

b) 2 numarali test tiipindeki kagit cubuk, u¢ kismina dokunulmadan ¢ikar-
tilarak, 1 nolu tiipe batirildi ve bes dakika siireyle burada birakildi.

c) Belirtilen siire sonrasinda tiipten ¢ikartilan kagit cubuk, akarsu altina tu-
tularak, kirmizi renk kayboluncaya kadar 30 saniye siire ile yikandi.

d) Silkelenerek fazla suyu akitilan kagit cubuk 3 nolu test tiipiine daldirila-
rak 4 dakika siire ile burada tutuldu ve son olarak emici bir kagit arasinda iyice ku-
rutulup, sonuglar u¢ kismindaki reaksiyona bakilarak okundu.

e) Degerlendirmeler cubugun u¢ kismindaki, acik mavi renkli kontrol kare-
siyle kiyaslanarak yapildi. Buna gore, en ugtaki test karesi kontrolle ayni soluk
mavi rengi gosteriyorsa inegin gebe olabilecegi, buna karsilik u¢ kisim daha koyu
bir mavi renkte ise hayvanin gebe olmadigina karar verildi.

Uygulanan test sonuclarinin dogrulugu tohumlamayi izleyen 45. giinde ya-
pilan rektal palpasyon ile kontrol edildi.

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

Yirmi adet inek {izerinde uygulanan test sonucunda, gebe olmayanlarda
% 100, gebelerde ise % 83.33 oraninda dogrulukla tanm1 konuldugu belirlendi.
(Tablo 1).

Tablo 1- Calisma Bulgulari.

Inek Bovitest Palpasyon Testin Dogruluk
Sayisi Bulgular Bulgulan Oram

Gebe G. Degil Gebe G. Degil Gebe G. Degil
20 12 8 10 8 % 83.33 % 100

Inek yetistiriciliginde amacin her yil bir buzagi elde etmek oldugu goz
oniinde tutulursa, dogum ile yeni bir gebeligin sekillenmesi arasindaki siirenin uza-
mas1 ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Tohumlama sonrasinda, 6zellikle gebe
kalmayan hayvanlarin miimkiin oldugunca erken tanisina imkéan saglayan yontem-
ler iizerinde caligmalar devam etmektedir. Bugiin i¢in immunolojik yontemler en
erken tan1 sansi veren uygulamalardir (1, 3, 4).

Radiyoimmunassay yontemi ile gebelik ve infertil ineklerin tanis1 konusunda
pek ¢ok caligma yapilmistir. Bu yontemin kapsamli laboratuvar donanimina gerek
gostermesi nedeniyle saha kosullarinda uygulanmasinin gii¢liigiiniin yanisira ostriis-
teki hayvanlar cok kisa bir siirede belirleyerek yeniden tohumlama sansini sagla-
yabilmesi icin ¢ok iyi ve yaygin bir organizasyon gereklidir. Oysa son yillarda en-
zim immunoassay esasina gore calisan bazi pratik tan testleri gelistirilmis ve saha
kosullarinda yaygin olarak kullanilma sahas1 bulmaya baglamistir (8, 9, 10).

Sunulan ¢alismada kullanilan Bovitest yardimu ile, 6zellikle gebe olmayan
hayvanlarin kesin bir dogrulukla (% 100) belirlenmesi miimkiin olmustur. Bu so-
nug benzer ¢alismalarin (1, 2, 7) bulgularina paralel bir goriintimdedir. Gebe bulgu-
su veren iki inegin ise 45. giinde yapilan muayenelerinde gebe olmadiklar belirlen-
mistir. Gebe tanisindaki yanilgilar bircok yazara gore (6, 10, 12), tohumlama zama-
ninin hatali olmasina, erken embriyonik 6liimlere ya da testin uygulanmasi veya
degerlendirilmesindeki hatalara bagh olabilmektedir. Sunulan calismada tohumla-
malar kontrollu olarak 6striisiin ikinci yarisinda ve ovulasyondan 6nce yapildigin-
dan zamanlama konusundaki hatalar onemli 6l¢iide elemine edilmistir. Hatal1 so-
nug¢ veren iki olguda da tohumlamay1 izleyen 21. giinde Ostriis belirtilerinin daha
cok erken embriyonik oliimleri akla getirmektedir.

15




EROL ALACAM, TEVFIK TEKELI, TAYYIP TURKARSLAN

Bu calismada kullanilan Bovitest 5 ve 20 testlik olarak iki tiirlii hazirlanmis
olup, ortalama 15 dakika icinde sonu¢ vermektedir. Caligma sirasinda uygulandigi
gibi, ahir ve saha kosullarinda da kullanilabilme imk&n1 bulunan bu test yetistirici
tarafindan bile kolaylikla uygulanabilecek basitliktedir. Testin kullanilabilme siire-
sinin bir yil olmast ve devamli + 4 °C derecede saklama zorunlulugu olumsuz bir
yon olarak sayilabilir.

Sonug olarak, tohumlamalar1 izleyen 21. giinde uygulanacak Bovitest veya
benzeri testler yardimiyla 6zellikle gebe olmayan ineklerin kisa siirede belirlenerek
yeniden tohumlanmalari miimkiin olabilmektedir.

OZET

Bu calismada, enzim immunoassay esasina gore calisan pratik bir test yar-
dimu ile 20 adet inek tizerinde erken gebelik tanis1 sanslar arastirildi.

Calisma sonunda gebe olmayan hayvanlarda % 100, gebelerde ise % 83.33
oraninda dogrulukla tan1 konuldu.

Caligma bulgular ile birlikte testin olumlu ve olumsuz yonleri tartigildi.

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.

16



INEKLERDE ERKEN GEBELIGIN ENZIM IMMUNOASSAY KITi ILE PRATIK TANISI

10.

LiTERATUR

ALACAM, E., TEKELI, T. ve SEZER, A.N. (1987): Ineklerde er-
ken gebelik tanisi amaciyla kan ve siitte progesteron hormonu dii-
zeylerinin arastirilmasi, S. U. Vet. Fak, Derg., 3, 1, 13-24.

DING, H., GUO, Z.0., LUO, R.N. and CHEN, J.B. (1985): Early
pregnancy diagnosis in dairy cattle by milk progesterone assay.
Acta Vet. Zootech. Sinica, 16, 3, 155-158.

ENNE, G., FOSSATI, P., and PEROTTI, L. (1984): Practical appli-
cation of the radioimmunoassay of milk progesterone in preg-
nancy diagnosis of cows. Rivista di Zootechnia e Veterinaria,
12, 4, 229-233.

FINDLAY, J.K. (1980): Immunological diagnosis of early preg-
Nancy (As quated), J.P. Hearn (Editor), "Immunological Aspects
of Reproduction and Fertility Control". MTP Press Limited,
63-76.

HEAP, R.B. and HOLDSWORTH, R.J. (1981): Hormone assays
in reproduction and fertility. Br Vet. J., 137, 561-571.

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY (1984): "La-
boratory Training Manual on Radioimmunoassay in Animal Rep-
roduction". Technical Report Series, 233, Vienna.

LAING, J.A., GIBBS, H.A. and EASTMAN, S.A.K. (1980): A herd
test for pregnancy in cattle based on progesterone levels in milk.
Br. Vet. J., 136, 413-415.

MAHIN, L. et LASRI, Kh. (1988): Comparison de trois tests
rapides de dosage de la progesterone dans le lait de vache, au
point da We de leur facilite de realisation dans les conditions du
terrain. Ann. Med. Vet., 132, 149-153.

MC PEE, IM AND TIBERGHIEN, M.P. (1987): Assesment of
pregnancy in sheep by analysis of plasma progesterone using
an amplified enzyme immuncassay technique. Vet. Rec., 121,
63-65.

NEBEL, R.L., WHITTIER, W.D., CASSEL, B.G. AND BRITT,
JH. (1987): Comparison of on-fram assays and laboratory
milk progesterone assays for identifiying errors in detection of
estrus and diagnosis of pregnancy. J. Dairy Sci., 70, 7, 1471-
1476.

17



11.

12.

13.

18

EROL ALACAM, TEVFIK TEKELI, TAYYIP TURKARSLAN

NORMAN, T. (1982): Laboratory methods for diagnosing preg-
nancy in cows. Vet. Med./SAC, 3, 465-468.

RENNINGTON, J.A., SULTZ, L.H. and HOFFMAN, W.F. (1985):
Comparison of pregnancy diagnosis by milk progesterone on day
21 and 24 postbreeding. J.. Dairy Sci., 68, 10, 2740-2745.

SHEMESH, M., AYALON, N., LAVL S., MILEOUIR, F., SHO-
RE, L.S. AND TOBY, D. (1983): A new approach to the use of
progesterone levels for pregnancy de termination. Br. vet. J., 139,
41-48.



