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KISRAKLARDA KAN PROGESTERON DUZEYININ

OLCUMU ILE GEBELIGIN TANISI

Muzaffer Celebi', Cetin Kiligoglu®

Pregnancy diagnosis in mares by determination of the blood progesterone
concentration

Summary: In this study the serum levels of progesterone in mares were
determined by Radioimmunoassay (RIA) and Enzymeimmunoassay (EIA) for
early pregnancy diagnosis on day 20 following mating.

Serum progesterone concentrations on day 20th after first mating were ob-
tained to be 5.8+1.53 ng/ml and 0.83+0.37 ng/ml by RIA, 5.7+1 42 ng/iml and
0.74).28 ng/mi by EIA in pregnant and non-pregnant mares, respectively.

Progesterone levels were compared by using both RIA and EIA and the co-
efficient of correlation was 0.93. The accuracy of the progesterone test to preg-
nancy and non-pregnancy were %87.5 and 100%, respectively.
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Ozet: Bu caligmada, gebeligin erken dinemde teshisi amact ile ilk ciftles-
meden sonraki 20. giinde kan progesteron diizeyleri Radioimmunoassay (RIA)
ve Enzymeimmunoassay (EIA) yontemleri ile karsilagtirmalr olarak olgiildii.

Ik ciftlesmeden sonraki 20. giinde serum progesteron diizeyi, gebe olanlar-
da RIA ile 58+1.53 ng/ml, gebe olmayanlarda 0.83+).37 ng/ml, EIA ile gebe
olanlarda 5.7+1 42 ng/mli, gebe olmayanlarda ise 0.74+0.28 ng/ml tespit edildi.

RIA ve EIA ile 1ayin edilen progesteron miktarlarinin kargsilagtiriimasinda
korelasyonun 0.93 bulundugu bu calismada, 20. giinde gebe olanlarin teghisin-
deki dogruluk orant %87.5, gebe olmayanlarin teghisindeki dogruluk orani da

%100 olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Gebelik teshisi, Progesteron, Kisrak.

Giris

Kisraklarda erken gebeligin teshisi i¢in bu-
giine kadar bircok klinik ve laboratuvar teshis
yontemleri gelistirilmistir. Ultrasound, rektal
palpasyon ve radyografi gibi klinik yontemlerin
dogru sonug vermesine kargin kan, idrar, siit
gibi biyolojik sivilarda hormon tespitine dayali,
duyarli immunolojik yontemlerin uygulamaya
konulmas: hayvanlarda erken gebelik teshisini
kolaylagtirmaktadir.
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Korpus luteum hormonu olan progeste-
ron’'un kanda veya slitte Radioimmunoassay
(RIA) veya Enzymeimmunoassay (EIA) ile yo-
gunlugu tesbit edilerek gebeligin erken tanisi
yapilabildigi gibi ovaryum fonksiyonlarn da iz-
lenebilmektedir.

Bu tekniklerin kisraklarda uygulamaya ko-
nulmas ile bugiin gebelik teshisi i¢in kullanl-
makta olan rektal ve vaginal muayene uygula-
malar1 en aza indirilerek, bu metodlara bagh
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olarak olusabilecek rektum yaralanmalari,
abortlar, embriyonik ve fotal 6lim oranlan
azaltilabilir, ayrica ig giicii ve zamandan kazani-
labilir. Rektal muayeneye izin vermeyen kisrak-
larin gebeligi bu yontemlerle kontrol edilerek
bunlarin neden oldugu is kazalan azaltilabilir.

Terblanche ve Maree (9) gebe kisraklarda
¢giftlesmeden sonraki 21. giinde plasma proges-
teron diizeyini 5-9 ng/ml, Margaret ve ark. (3)
5-16 ng/ml, Muesi ve ark. (4) 10.3-23.9 nmol/l,
Sato ve ark. (7) ciftlesmeden sonraki 20. giinde
gebelerde 5.8 ng/ml, gebe olmayanlarda ise 1
ng/ml olarak bildirilmektedirler. Tomasgard ve
Benjaminsen (10) 64 kisrakta yaptiklan galig-
mada gebe kisraklarin kan progesteron diizeyini
ciftlesmeden 3 hafta sonra 2 ng/ml’nin Ustilinde,
gebe olmayanlarda ise 2 ng/ml’nin altinda bul-
muglardir. Vries ve ark. (11) tohumlamadan 18
giin sonra kan progesteron diizeyini dlgerek ge-
beligi belirlemek amaciyla 75 kisrakta yaptikla-
r1 ¢aligmada, gebelik esik simrim 2 ng/ml kabul
ederek gebe olmayanlarin teshisindeki dogruluk
oranint %100, gebe olanlarin teshisindeki dog-
ruluk oranint da %78.3 olarak bildirmektedirler.
Embriyonik oliimler dikkate alindiginda pozitif
teshisin giivenilirligini %91.6, tim testin glive-
nilirligini ise %87.4 olarak bildirmektedirler.
Palmer ve ark. (5) 72 kisrakta yaptiklan calis-
mada progesteron diizeyi 1.5 ng/ml’den diisiik
olan tiim kisraklanin gebe olmadigini, yiiksek
olanlarin ise gebe oldugunu tesbit edip, bu yon-
temle gebeligin teshisindeki dogruluk oranini
%96 olarak bildirmektedirler. ElImore ve ark (1)
gebeligi rektal palpasyon ve ultrasound ile dog-
ruladiklar: ¢alismalarinda gebe kisraklarin kan
progesteron diizeylerinin ¢iftlesmeden sonraki
3. haftada 2 ng/ml den diisiik olmad:igint bildir-
mektedirler.

Bu c¢alismada kisraklarda c¢iftlesmeden
sonraki 20. giinde kan progesteron diizeylerinin
RIA ve EIA yontemleriyle karsilagtirmal ola-
rak ol¢iilip gebeligin erken ddnemde teshis
edilmesi ve son tohumlamanin yapildig: giin ile
son tohumlamadan sonraki 6. giinde kan pro-
gesteron diizeylerinin tesbit edilmesi amaclan-
mustir.

Materyal ve Metot

Calisma Gemlik Askeri Veteriner Aragtir-
ma ve Egitim Merkez Komutanhg Yetistirme-
sindeki 20 kisrakta yiiriitiildi. Caligmaya 1991
yili Mayis ayiun 2. yansinda baslandi. Kisrak-
lanin kizginligi Aygir muayenesi ile tesbit edil-
di. Tohumlama kizginliginin 1. giiniinden bagla-
yarak 48 saatte bir tekrarlamak suretiyle dogal
agimla yapildi. Tohumlamadan sonraki 60
giinde rektal palpasyon ile gebelik arastinldi.
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Kan &rnekleri son tohumlamanin yapildig: giin;
son tohumlamadan sonraki 6. giin ve ilk tohum-
lamadan sonraki 20. giinde olmak iizere toplam
3 kez, vena jugularisten yaklagik 3 ml alindi.
3000 rpm'de 15 dakika santrifuje edilerek se-
rumlar aynldi ve hormon analizleri yapilana
kadar -20°C’de saklandi. Serumda progesteron
RIA (8) ve EIA (6) yontemleri ile karsilagtirma-
li olarak tayin edildi. RIA ve EIA ile elde edilen
sonuglar arasindaki korelasyon MS-DOS mini-
tab standart versiyonlu paket program kullanila-
rak hesaplandi. RIA ile progesteron tayininde
standartlar progesteron icermeyen at serumunda
0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 50, 10.0, 20.0 ng/ml
olacak sekilde hazirlandi. Deney tiiplerine 20 p]
serum veya standart, 100 ul 3H-progesteron,
100 ul progesteron antikoru ve 300 ! tampon
kondu ve 60 dakika 37°C’de, 1 gece + 4°C’de
inkiibe edildi. Serbest kisimlar aktif komiir ile
ayrildiktan sonra bagh kisim beta sayacinda sin-
tilator icinde sayildi. Sonuglar standart egriden
okunarak hesaplandi.

EIA ile progesteron tayininde ¢ift antikorlu
mikrotitrasyon plak enzymeimmunoassay yon-
temi kullamldi. Standartlar progesteron icerme-
yen at serumunda 0.375, 0.75, 1.5, 3.0, 60,
12.0, 24.0 ng/ml diizeyinde olacak sekilde ha-
zirlandi. Tavsan IgG’sine karst koyunlarda iire-
tilen antiserumdan saflastirilan IgG ile kaplanan
mikroplaklara 1ul serum, 100 ul progesteron
antiserumu ve 100 ul horse redish peroxidase
(HRP) enzimi ile isaretli progesteron konjugati
pipetlendi. 37°C’de 2 saat inkiibasyondan sonra
plaklar 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.
Plaklara delik basina 150 pl substrat soliisyonu
kondu ve plaklar 40 dakika oda 1si1sinda inkiibe
edildi. Her delige 50 pul 4N H2SO4 ilave edile-
rek renk reaksiyonu durduruldu ve olusan renk
yogunlugu fotometrede 450 nm filtre kullanila-
rak okundu. Sonuglar standart egriden okunarak
hesaplandi.

Bulgular

Kan progesteron &lgiimleri sonucu gebe
kabul edilen 16 kisrakta son tohumlamanin ya-
pildigr giin progesteron miktar1 RIA ile
036022 ng/ml, EIA ile 0.36+0.18 ng/ml
(Tablo 1), son tohumlamadan sonraki 6. giinde
RIA ile 7.3+1.96 ng/ml, EIA ile 7.2+2.1 ng/ml,
(Tablo 2), ilk tohumlamadan sonraki 20. giinde
RIA ile 5.8+1.53 ng/ml, EIA ile 5.7+1.42 ng/
ml (Tablo 3) olgiildii. Gebeligin 60. giiniinde
yapilan rektal palpasyonda, progesteron olgiim-
leri sonucu gebe kabul edilen 16 kisraktan
2'sinin gebe olmadigi anlagildi. Bu 2 kisragin
progesteron diizeyleri RIA ile 4.9 ng/m! ve 5.7
ng/ml, EIA ile 4.5 ng/ml ve 4.6 ng/ml olarak 6l-
culdii. ‘
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Tablo 1: Gebe kisraklarda son tohumlamamn yapildif: giin kan
progesteron diizeyleri.
Table 1: Levels of progesterone on the day of last mating in preg-

nant mares
n:16
RIA (ng/ml) EIA (ng/ml)
0.23 0.32
0.42 0.38
0.50 0.48
0.49 0.56
0.23 0.26
0.19 0.30
0.15 0.22
0.15 0.33
0.22 0.25
0.57 0.48
0.38 0.42
0.97 0.78
0.67 0.72
0.27 0.25
0.24 0.17
0.18 0.16
x=0.36.610.22 x=0.36+0.18

Tablo 3: Gebe kisraklarda itk tohumlamadan sonraki 20. giin kan
progesteron diizeyleri
Table 3: Levels of progresterone on 20 th day after first mating in
pragnant mares.

n:16

RIA(ng/ml) EIA(ng/ml)
4.0 44
6.7 6.9
92 8.7
5.5 49
7.5 6.7
4.2 4.5
6.3 59
3.7 4.3
5.5 5.1
49 () 4.5(-)
78 7.6
6.6 6.2
6.7 74
4.8 4.1
4.3 49
5.7(-) 4.6(-) i

x=5.8+1.53 x=5.7+1.42

Kan progesteron olgiimleri sonucu gebe ol-
madig1 saptanan 4 kisrakta son tohumlama
glinii progesteron miktari RIA ile 0.41+0.19 ng/
ml, EIA ile 0.45+0.22 ng/ml, son tohumlama-
dan sonraki 6. giinde RIA ile 7.18+2.65 ng/ml,
EIA ile 7.33+£2.95 ng/ml, ilk tohumlamadan
sonraki 20. giinde RIA ile 0.83+0.37 ng/ml,
EIA ile 0.74+0.28 ng/ml 6l¢iildii (Tablo 4). Bu
kisraklanin tamamu izleyen siklus donemlerinde
tekrar kizginlik gosterdi.

Tablo 2: Gebe kisraklarda son tohumlamadan sonraki 6. giin kan
progesteron diizeylen
Table 2: Levels of progesterone on 6th day after last mating in
pregnant mares.

n:16

RIA(ng/ml) EIA (ng/ml)
9.2 9.8
5.3 5.9
6.3 6.8
7.6 7.1
6.1 7.2
9.9 8.6
7.8 8.1
7.1 6.3
5.3 4.8
6.9 6.2
10.1 11.4
8.6 9.5
10.3 9.2
7.8 6.9
3.8 3.2
4.9 4.2

x=7.3%1.96 x=7.2+2.1

Sekil 1: RIA ve EIA ile tayin edilen progesteron miktarlarinin
kargilagtirilmasi.
Fig. 1: The comparison of the progesterone levels determined by

RIA and EIA.
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Gebe kisraklarda siklusun 20. giinii RIA ve
EIA ile tayin edilen progesteron miktarlan kar-
silagtirllarak her iki yontem ile elde edilen so-
nuglar arasindaki korelasyon r=0.93 olarak he-
saplandi ve bu korelasyonun istatistiki olarak
onemli olmadig1 (p>0.50) anlagildi (Sekil 1).

Progesteron olglimii ile ilk ¢iftlesmeden
sonraki 20. giinde gebe olanlarin teshisindeki
dogruluk oran1 %87.5, gebe olmayanlarin teshi-
sindeki dogruluk orant da %100 olarak bulun-
du.

Tartisma ve Sonug

Bu ¢aligmada gebe kisraklarin kan proges-
teron diizeyi ilk giftlesmeden sonraki 20. giinde
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Tablo 4: Gebe olmayan kisraklarda son tohumlama giinii, son tohumlamadan sonraki 6. giin ve ilk tohumlamadan sonraki 20. giin kan pro-

gesteron diizeyleri.

Table 4: Levels of blood progesterone on the last and on 6 th day after last mating and on 20 th day after the first mating in non-pregnant

n:4 e
Son tohumlama giinii Son tohumlamadan sonraki | ilk tohumlamadan sonraki
6. giin 20.giin

RIA (ng/ml) RIA (ng/ml) RIA (ng/ml)
0.67 11.10 1.38
0.20 6.20 0.71
0.44 6.23 0.73
0.33 5.20 0.53

x=0.4110.19 x=7.1842.65 x=0.831+0.37

EIA (ng/ml) EIA (ng/ml) EIA (ng/ml)
0.72 11.70 1.10
0.18 6.40 0.61
0.53 5.90 0.82
0.38 5.40 0.45

x=0.45+0.22 x=7.334£2.95 x=0.7410.28

RIA ile 5.8+1.53 ng/ml, gebe olmayanlarda ise
0.83+0.37 ng/ml o&lgiildi. Gebe olanlarda en
diisiik progesteron diizeyi 3.7 ng/ml, en yiiksek
ise 9.2 ng/ml tesbit edildi. Gebelerden ve gebe
olmayanlardan elde edilen progesteron degerle-
ri diger aragtiricilarin sonuglarina uyum goster-
di (32,4,7,9).

Son tohumlamanin yapildig1 giin kan pro-
gesteron degerlerinin RIA ile 0.36+0.22 ng/ml,
EIA ile 0.36+0.18 ng/ml olarak bulunmasi to-
humlamanin uygun zamanda yapildigini, son
tohumlamadan sonraki 6. giin kan progesteron
degerlerinin RIA ile 7.3+1.96 ng/ml, son to-
humlamadan sonraki 6. giin kan progesteron de-
gerlerinin RIA ile 7.3x1.96 ng/ml, EIA ile
7.2+2.1 ng/ml bulunmas ise progesteron diize-
yinin pik seviyesine ulastigini gosterdi.

Serum progesteron seviyesine bagh olarak
yapilan gebelik teshisindeki dogruluk oranlarim
Lorin ve ark. (2) 17-19 giinliik gebeliklerde
%84.6, Tmasgard ve Benjaminsen (10) 3 hafta-
lik gebeliklerde %94, Palmer ve ark. (5) 18
glinliik gebeliklerde %96 olarak bildirmektedir.

Bazi arastiricilar (1, 10) ciftlesmeden son-
raki 21. giinde gebeligin teshisi icin progestero-
nun esik simirint 2 ng/ml olarak bildirmektedir-
ler. Vries ve ark. (11) 2 ng/ml’den yiiksek
progesterona sahip kisraklari gebe kabul ettikle-
ri caligsmada gebe olanlarin teghisindeki dogru-
luk oranim1 %91.6, gebe olmayanlarnn teghisin-

deki dogruluk oranmini da %100 olarak bildir-
mektedirler.

Bu ¢alismada yiiksek progesteron ol¢limii
sonucu (4.9 ng/ml ve 5.7 ng/ml) gebe olarak de-
gerlendirilen 2 kisragin 60. giinde yapilan rektal
muayenede gebe olmadiklar anlasildi. Bu kas-
raklarin embriyonik 6liimii takiben uzayan bir
luteal faza girmis olabilecekleri sanilmaktadir.

RIA ve EIA ile elde edilen sonuglar arasin-
daki korelasyonun 0.93 bulunmasi, deneylerin
hassasiyctini ve hormon tayininde RIA veya
EIA ydntemlerinden birisinin basarili bir sekil-
de kullanilabilecegim gosterdi.

Sonug olarak, RIA ve EIA teknikleri ile
progesteron hormonunun oSl¢iilmesi, gebeligin
crken teshisi amaci ile kullanilabilecegi gibi, bu
alanda yapilacak diger ¢aligmalarla kisraklarda
onemli ekonomik kayiplara neden olan ¢esitli
infertilitc problemlerinin tanisi ve sagaltiom
miimkiin olabilecektir.
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