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Radiocimmunological Diagnosis of Early Pregnancy in Ewes That Previously
Synchronised by MAP, PMSG and GnRH Hormones

Summary: In this study ecarly pregnancy diagnosis rate was determi-
ned in ewes that previously synchronised by MAP, PMSG and GnRH and bred

naturally in late anestrous season.

Fourty Merino ewes, 5 years old, were used as materials. Fugular blood
samples were collected on 15 th, 16 th and 17 th days, after breedings. Samples
were santrifuged in 2000 rpm and plasmas were stored at —20°C until as-
say procedures.

For the early pregnancy diagnosis, plasma progesterone and oestradiol
17 B levels were determined by RIA method. For this purpose, Mini assay type
Gamma counter and 1251 Progesterone and QOestradiol 17 B assay kzts were
used. Laboratory results were controlled with lambing results.

As a conclusion, the high rate of correct diagnosis were obtained in preg-
nant and nonpregnant ewes, 84.62 %, and 85.72 %, respectively. While pro-
gesterone values were useful for early diagnosis, oestradiol values were not cle-
ar enough to decide the diagnosis.

Ozet: Bu caliymada geg anistriis déneminde MAP, PMSG ve GnRH
hormonlar: ile ovaryum fonksiyonlar wyariip, dogal asimla gebe birakilan ko-
yunlarda, RIA yintemi ile erken gebelik tamse sanslary aragtinlds.

* Bu caliyjma Tarm, Orman ve Kéyisleri Bakanlig: tarafindan desteklenmistir.
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Arastirmada materyal olarak 40 adet, 5 yash, Merinos kv koyun kulla-
nildr. Agimlary izleyen 15., 16. ve 17. giinlerde jugular kan irnekleri ali-
narak plazmalart gikartildy ve topluca iglenmek iizere —20°C derecede derin
dondurucuda sakland:. Gebelik tanmisi amaciyla plazma progesteron ve dstradi-
ol 178 yogunluklar: RIA ile arasturldi. Assay ¢alismalarinda Gamma sayct
( Mini-assay, tip 6—20) ile 125] Progesteron .ve Ostradiol 17 B direk hor-
mon analiz kitleri kullanildi. Hormon analizlerine gire, progesteron yogunlugu
2ng | ml den yiksek olanlar gebe, diisiik olanlar ise gebe degil olarak tammlan-
dilar. RIA bulgular, dogumlar beklenerek. karsilastirmaly olarak degerlendirild.

Caligma sonunda progesteron degerlerine bakilarak gebe olanlarda %, 84.62,
gebe olmayanlarda ise> Y, 85.72 oraninda bir dogrulukla tami yapmak miimkiin
oldu. Ostradiol 17 B degderleri ise tek basina tamya yardimer olabilecek fark-
liliklar gostermedi.

Giris

Evcil hayvanlarda gebelik tanisi ckonomik yonden biiyiik 6nem
tagir. Ozellikle agim sezonu kisa siiren koyunlarda gebeligin ya da da-
ha dogru bir yaklagmla gebe kalmayanlarin erken tamsi énemlidir.
Bu sayede gebe kalmamig olanlarin gebe birakilmalar: icin gerekli
Ozenin gosterilmesi miimkiin olur. Gebelik tamst kocun siirii i¢inde
serbest dolagtigi durumlarda énemsenmeyebilir. Ancak modern yetis-
tiricilikte, kontrollu tiremenin yapildig: siiriilerde, kogun kiymetli ve
sayica yetersiz oldugu durumlarda ve sun’i tohumlama uygulamala-
rinda biiyiik deger tagimaktadur.

Cesitli aragtiricilar (3, 5, 6,11), koyunlarda gebelik tanis1 amaciyla
yirmi den fazla yontem bildirmekle birlikte, Memon ve Ott (3), bun-
lar arasinda en erken ve inanmilir tani sanst verenleri, immunolojik
yontemler, ultrases dalgalari, rekto-abdominal palpasyon ve vaginal
biyopsi olarak ileri stirmektedirler.

* Immunolojik y'c')ntemlérden radyoimmunoassay (RIA) ile yapilan
caliymalarda, o6zellikle gebe olmayan koyunlarin tamsinda 9% 90 n
uzerinde bir dogruluga ulagilmaktadir (11). '

MacDonell (2), agimi izleyen 15. giinde, plazma progesteron yo-
gunlugunu gebe koyunlarda 4.81 ng/ ml, gebe olmayanlarda ise 1.41
ng/ ml olarak belirlemigtir.

Ozsar (4), 35 adet Ankara kegisi iizerinde yaptlgl caligmada, Ost-
riis sirasinda progesteron diizeylerini ortalama 0.45 ng/ml, luteal
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evrede 1se en yiksek 3.45 ng/ ml olarak saptamigtir. Aragtirict 21. gijn-
de progesteron yogunlugu 1.5 ng/ml ve yiiksek olanlar1 gebe olarak
kabul ederek yiiksek oranda dogrulukla tam koyabildigini bildirmek-
tedir.

Thimoiner ve ark. (9), koyunlardan agimi izleyen 18. giinde top-
ladiklari kan orneklerinde progesteron hormonu diizeylerini aragti-
rarak, gebe olanlarda 9, 83.5, gebe olmayanlarda ise % 100 oraninda
dogru tamya ulagmuglardir. Yapilan bir diger aragtirmada (1), 46 ko-
yunda agimi izleyen 18. ve 70. giinlerde plazma progesteron yogun-
luklar1 aragtirilarak, sirasiyla % 80 ve 9% 94 oranlarnda gebehk ta-
mst yapidigr ileri siirtilmektedir.

Tamaini ve ark. (8), koyunlarda gebeligin ilk 50—60 giiniinde
plazmadaki total gstron yogunlugunun saptanamayacak kadar disiik
oldugunu belirtirlerken, JAEA  (1)’min hazirladign RIA laboratuvar
teknikleri kitabinda, koyunlarda Ostron siilfat diizeylerinin aragtiril-
mas1 ile gebelik tanis1 konusunda heniiz kesin sonuglar elde edileme-
digi ileri stirilmektedir. Gebeligin daha ileri dénemlerinde yapilan
caligmalarda ise; Thimoiner ve ark. (9), koyunlarda gebeligin 100—
110. giinlerinde plazma Ostrojen diizeylerini 6l¢gmiigler, 0.3 ng/ ml.
den yiiksek olanlari gebe kabul ederck 9% 99 a varan bir isabet elde
etmiglerdir,

Sunulan c¢aligmanin amaci ise, 'andstriis doneminin sonunda
ovaryum fonksiyonlari egzogen hormonlarla uyarilan koyunlardan
dogal agimlan izleyen 15—17. giinlerde toplanan kan orneklerinde
progesteron ve ostradiol 17 f diizeylerinin dl¢iilmesi ile ecken gebelik
tanist sanslarimi aragtirmaktir.

Materyal ve Metot

1- Materyal :

Bu galiyma Tarim, Orman ve Kéyisleri Bakanligi, Konya Hayvan-
cilik Merkez Aragtirma Enstitiisii'ne ait 40 adet koyun iizerinde yapil-
d1. Merinos irkindan olan bu hayvanlar 5 yaglh olup, ortalama 3 do-
gum yapmiglardi. Aragtirmada ciisse olarak birbirlerine yakin hayvan-
larin secilmesine 6zen gosterildi. o

Koyunlarin bakim ve beslenme gartlari normaldi ve seksiiel sik-
luslarin kontrolu i¢in hormon uygulamalarindan 6nce ve uygulamalar
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sirasinda ek kesif yem verildi. Yetigtirmede taze sperma ile sun’i to-
humlama uygulandig1 halde deneme hayvanlarina dcgal agim yapti-
rildu.

9~ Metot :
2-1. Senkronizasyon ve tohumlama caligmalar::

Caligma materyali 10 ar koyunluk dort gruba ayrilarak;
1. Gruba: GnRH*, 250 pg im. (tek enjeksiyon) uyguland:

2. Gruba: MAP** (medroxyprogesteronacetate), vaginal (13
giin) uyguland:

3. Gruba: MAP + 500 UI PMSG*** im. uygulandi
4. Gruba: Higbir uygulama yapilmadi (Kontrol) V

Hormon uygulamalarina 1987 Temmuz aymin son yarisinda
bagland: ve bir taraftan hormon diizeylerinin RIA ile &lgiilmesiyle
diger taraftan da gruplar arasina kog¢ katilarak, bu hayvanlarin anést-
riiste olduklar: garanti altina alindi.

2.2. Kan orneklerinin toplanmast:

Deneme hayvanlarindan jugular kan &rnekleri, agimlar izleyen
15, 16. ve 17. giinlerde toplandi. Alinan 6rnekler 2000 rpm de 20 da-
kika santrifiije edilerek plazmasi ayrild: ve 6zel plastik assay tiiplerine
aktarildi. Orneklemeler tamamlanincaya kadar kan plazmalar ~20C
derecede, derin dondurucuda sakland.

2.3. RIA Galhgmalar::

Tiim 6rnekler toplandiktan sonra Konya Ozel Niikleer Tip Mer-
kezinde RIA yo6ntemi ile plazma progesteron ve éstradiol 17 B diizey-
leri tayin edildi.

RIA c¢aligmalarinda;

Gamma sayic1 (Mini-assay tip, 6—20), derin dondurucu, vorteks
mikser, su banyosu (37°C dereceye ayarl), yai1 ve tam otomatik ayar-
lanabilir socorex pipetler (50—1000 ml) ve aksesuar laboratuvar alte-
leri ile, :

* Fertagyl, enjsol, Intervet, Hollanda,

** Veramix, sponge, 60 mg, Upjohn, Ingiltere.
*%% Folligon, amp., 1000 UI, Intervet, Hollanda.
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125T Progesteron Analiz Kiti, IMM 1024%***

125] Ostradiol 17 § analiz Kiti, IMM 1018%*** direkt hormon
analiz kitleri kullamldi.

RIA ¢ahgmalari TAEA (1)’nin tarif ettigi sekilde yiritildd.

2.4. Bulgularin degerlendirilmesi:

Hormon diizeylerinin 6l¢iilmesinden sonra, deneme hayvanlari-
mn dogumlai1 beklendi ve laboratuvar bulgular: ile karsilagtirilarak
dogru tam oranlari belirlendi.

Bulgular

Toplam 40 adet koyunda, gebelik tanisi amaciyla belirlenen plaz-
ma progesteron ve ostradiol 17 § degerleri ve diger ¢caliyma bulgular:
tablolar ve gralikler bigiminde sunulmustur.

Tablo 1. Gebe ve gebe olmayan koyunlardaki progesteron
ve ostradiol 178 degerleri (17, giin).

Hormon Gebe (4) Gebe degil (—)
n min. | max. | ort. n min. | max. | ort.
Progesteron
(ng /ml) 20 | 2.40 (14.40 | 6.78 10 {0.80| 1.60 | 0.54
Ostradiol 1174
(pg/ml) 20 | 0.25 {54.00 |26.91 10 | 0.35 |100.0 |33.53

Tablo 2. Gebe koyunlarda 6rnekleme giinlerine gére
progesteron ve Ostradiol 176 degerleri.

Hormon n Giinler .
15. 16. 17. Ortala.
Progesteron
(ng/ml) 20 3.04 2.98 6.78 4.26
Ostradiol 17p
(pg/ml) 20 3.64 | 26.84 | 26.91 19.13

Tablo 3. Gebelik tanist yéniinden RIA testinin
dogruluk oranlar.

Hormon Gebe (+) , Gebe degil (—)

Progesteron % 84.62 , 9, 85.72

#*#% Immuchem Corp., A.B.D.
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Tartigsma ve Soug

Modern koyun yetistiriciliinde parasal yonden énemli bir yeri
olan erken gebelik tanisi konusunda, RIA yo6nteminin deg1§1k ‘birgok
calismada 9, 90 1n tizerinde bir dogrulukla kullamldig bildirilmekte-
dir (1, 4, 11). Bu arada ozellikle gebe olmayan hayvanlarin tamsmda
bagar1 oraninin daha da yiiksek oldugu ileri siiriilmektedir (14). Lite-
ratiir calismalarda (2, 4, 7), daha gok gebeligin 16—18. giinleri ara-
sinda’ progesteron hormonu &lgiimleri yapilarak, gebe koyunlarda 4
ng/ ml veya daha yiiksek, gebe olmayanlarda ise | ng/ ml den daha
diigiik olarak (0.15—0.8 ng/ ml) degerler elde edilmistir. Sunulan ¢a-
liymada da plazma progesteron hormonu diizeyleri, 17. giinde, gebe
olanlar igin ort. 6.78, gebe olmayanlar i¢in ise ort. 0.54 ng/ ml olarak
belirlenmigtir. Caliyma sirasinda 2 ng/ ml den yiiksek degerler gebe,
bundan diigiik olanlar ise gebe degil seklinde tamimlanimstir.

Bazi aiastmalar (8, 9, 10), 6stradiol 17 f diizeylerinin tayini ile
gebelik tanisi konusunda, erken gebelikte sonu¢ alinamiyacagini, an-
cak 100. giinden sonra tanida yardimeci olabilecegini ileri siirmektedir-
ler. Sunulan ¢ahgmada 17. giinde ostradiol 17 f diizeyleri, gebelerde
ort. 26.91 pg/ ml, gebe olmayanlarda ise ort. 33.53 pg/ ml olarak be-
lirlenmistir. Ostriise yakin, éstradiol 17 § diizeyinin yukselccegl val-
sayimiyla, gebe olmayan koyunlarin taminmasi amaciyla yapilan bu
olgtimlerde, gebe olanlarla olmayanlar sadecc ostradiol degerlerine
bakilarak ayirt edilememistir.

Aragtirialar (4, 9, 11), RIA yoéntemiyle progesteron yogunlugu-
nu 6lcerek dogru gebelik tanisi oranlarini, gebelerde 9%, 85 gebe ol-
mayanlarda ise %, 100 olarak bildirmektedirler. Bu ¢aliymada da ge-
be olanlarda 9, 84.62, gebe olmayanlarda % 85.72 oraninda dogru
tam  konulabilmistir.

Bazi-aragtirialanin (1, 9), gebelik ilerledikge ve &zellikle 60. giin-
‘den sonra progesteron hormonu yogunlugunun artmasina paralel ola-
rak daha belirgin sonuglar alinabilecegini 6ne siirmelerine kargilik,
ozellikle yerli koyun irklarimn agim sezonu iginde az sayida seksiiel
siklus gosterdikleri ve gebelik tanisinda amacin, gebe olmayanlarin
miimkiin oldugunca erken taninmasi oldugu g6z 6niinde tutulursa,
aragtirmalarin hemen tamami, bu ¢aliymada da yapildigi gibi, agimu
izleyen 15—18. giinler arasinda yogunlagtirilmaktadir.

Sunulan ¢aligmada, seksiiel sikluslarin senk‘roniz_asyon‘unra ve uy-
gulanan hormonlara iligkin olarak, gebelik tanisi amaciyla aranarak
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belirlenen hormon degerleriyle, normal olarak sezon i¢inde gebe bira-
kilanlar i¢in literatiirde belirtilen degerler arasinda 6nemli bir fark
goriilmedi. Buna karsilik senkronizasyon iglemi hayvanlardan yapilan
orneklemeler yontinden biiylik kolayliklar saglamigtir.

Kontrol grubundaki koyunlarda ise heniiz asim sezonuna girme-
diklerinden plazma hormon yogunluklar: 0.1 ng/ ml den diisiik deger-
ler gostermistir.

Sonug¢ olarak, 40 koyun tzerinde erken gebelik tamisi amaciyla
yapilan bu ¢aliymada, agimi izleyen 17. giindeki rakamlar g6z éniinde
tutularak, gebe olanlarda 9%, 84.62, gebe olmayanlarda ise 9% 85.72
oraninda bir dogrulukla gebelik tanisi saglanmistir. RIA ile hormon
tayinlerinin degerlendirilmesinde progesteron hormonu diizeyleri
taniya yardimci bulgular verirken, dstradiol 17 § diizeyleri ancak pro-
gesteronla birlikte degerlendirilebilecek farkliliklar gostermistir.
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