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OZET

Bu ¢alismada kisraklarda son asimi takiben 22. giinde alinan kan
drneklerinde hizli progesteron tami kiti kullanarak serum progesteron
diizeyleri belirlendi ve erken gebelik tanisi olanaklar: arastirild.

Materyal olarak, yaslari 5-15 arasinda degisen 25 Ingiliz kisrak
kullamildi. Kan ornekleri son asimi takiben 22. giinde toplandi. Ornekler
5000 devirde 20 dakika siireyle santrifiij edilerek serumlar elde edildi ve
elde edilen serumlar iki egit kisma ayridi. Birinci kisim serumlarda EIA
yontemine dayalt hizli tam kiti (Ovulation Test) kullamlarak serum
progesteron diizeyleri saptandi. Ikinci kisim serum radioimmunoassay
yontemiyle progesteron tayini yapilmak iizere -20 °C'de saklandi. Gebe
kisraklar son asgimi takiben 22. glinde B-mode real time ultrason
kullanilarak belirlendi. Caligmada her iki yontemde de gebeligi belirleme
orani % 85.0 ve % 89.5, gebe olmayanlar: belirleme orani ise her ikisi igin
% 100 olarak saptand.

Sonug olarak, kisraklarda hizli progesteron kiti ‘Ovulation Test'in
gebelik tanist igin kullanmlabilecegi kanisina varildi.
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SUMMARY
Pregnancy Diagnosis With Practical Progesterone Test in Mares

The aim of this study was to investigate the pregnancy diagnosis
rates by blood serum progesterone assays on day 22 after last mating in
mares.

Twenty-five thoroughbred mares aging 5-15 were used as materials.
Blood samples were collected from mares on day 22 after last mating.
Samples were centrifugated for 20 minutes at 5000 rpm and divided into two
equal parts. Part one was used for determination of progesterone by
enzymimmunoassay technique. The other part was kept at -20°C until the
determination of progesterone by radioimmunoassay method.

Pregnant mares were detected using B-mode real time ultrasound
on day 22 after the last mating.

The pregnancy and nonpregnancy diagnosis rates were 85.0%, 100
% by using EIA method and 89.5 %, 100 % by using RIA, for pregnant and
non pregnant mares.

As a conclusion, the rapid progesterone test ‘Ovulation Test’ can be
used to detect pregnancy in mares.

Key Words: Pregnancy diagnosis, progesterone test, mare.

GIRiS

Evcil hayvanlarda ve ozellikle verimi yéniinden fizyolojik araliklarla
devamhi gebe birakilan ¢iftlik hayvanlarinda tohumlama sonrasi gebe
kalanlarin ya da daha dogru bir yaklagimla gebe olmayanlarin olabildigince
erken belirlenebilmesi ekonomik yonden dnem tagimaktadir. Boylelikle gebe
olmayanlar igin en kisa zamanda yeniden gebe kalma sanslarn arastinlabilir’.

Gebelikte sekillenen ‘conceptus’ korpus luteumun lize olmasim ve
hayvanin ostriise geri donmesini engeller. Bu sebepten dolayi, asim sonu
tekrar ostriisse donmeyen hayvanlar gebe kalmig gibi algilamr. Bu bilgi ¢iftlik
sahipleri ve tohumlama merkezleri tarafindan gebeligin bir belirtisi olarak
yaygin bir bigimde kullanilir. Fakat bu yontemin giivenilirligi siriideki ostriis
tespitinin dogruluguyla direkt olarak iligkilidir. Gebelikte goriilen ostriis veya
anostriis olgusu bu metodun giivenilirligini etkilemektedir’.
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Kisraklarda gebelik tamisi; klinik yontemler (rektal muayene ve
ultrasonografi), labaratuvar yontemleri (vaginal sitoloji), kan, idrar ve sitteki
hormonlarin élgiimiine dayanan yontemlerle yapilabilmektedir”.

Kisraklarda gebelik tamsi igin kullamilan rektal muayene,
ultrasonografik muayene, PMSG tayini igin direkt lazer agliinitasyon testi ve
ELISA testi gibi yontemler arasinda korelasyon oldugu, ancak en iyi yontemin
ELISA yontemi oldugu vurgulanmaktadir’.

Kisraklarda biyolojik ve kimyasal yontemlerle gebelik tamsi,
gebeligin farkli donemlerinde yitksek seyreden hormonlarin diizeylerinin
belirlenmesi esasmna dayanmaktadir. Hizli hormon tam kitleri, sinirli ve
saldirgan kisraklarda, rektal muayenenin tehlikeli ve olanaksiz oldugu
durumlarda yiiksek oranda dogrulukla calisan yararli bir yontemdir. Bu
biyolojik ve kimyasal yontemler, gebeligin 40.-120. giinlerinde PMSG
hormonu tayini, gebeligin 120.-290. giinlerinde idrarda Gstrojen hormonu
tayini ve agimi takiben 17.-21. giinlerde serum progesteron tayini gibi tam
yontemleridir®.

Gebe ve gebe olmayan kisraklarda luteal fonksiyonlarin takibinde
12'ser saat araliklarla alinan kan &meklerinde progesteron diizeylerinin
tespitinin 6nemli yararlar sagladign belirtilmektedir’.

Progesteron hormonunun dstriisteki  diisitkk sevivesi ve gebelik
esnasinda yitksek seyreden diizeyi ciftlik hayvanlarimda erken gebelik tanisi
amaciyla genig olglide kullanilmaktadir. Kan veya sitten toplanan 6rneklerde
progesteron hormonu seviyesi Olgiilerek, 6lgiim sonucunda progesteron degeri
yiiksek olanlar gebe, diisiik olanlar gebe olmayan olarak kabul edilmektedir”.

Ortalama kan progesteron diizeyleri gebe olmayan hayvanlarda
Ing/ml'nin altinda iken gebe olanlarda 2-11 ng/ml arasinda degisiklik
gostermektedir’.

Laitinen ve ark® ve Peters ve ark.’, kisraklarda siitte progesteron
hormonu tayini ile &striis ve gebelik tamsmi rahathikla yapilabilecegini
vurgulamaktadirlar.

Kisraklarda erken gebelik tamisi amaciyla hizli testlerin kullamimiyla,
rektal ve vaginal muayene uygulamalarma bagh olarak sekillenebilecek
rektum yaralanmalari, abortuslar, embriyonik ve f6tal 6lim oranlan
azaltilabilir. Ayrica ig giici ve zaman kaybi 6nlenebilir. Rektal muayeneye
izin vermeyen kisraklarin gebeligi bu yontemlerle belirlenerek is kazalan
azaltilabilir®,

Kisraklarda ELISA yontemiyle, tohumlamadan 15-29 giin sonra siitte
progesteron tayini yapan Borst ve ark.’, progesteron diizeylerini gebe
kisraklarda 6.7-30 ng/ml, gebe olmayan kisraklarda ise 0-4.2 ng/ml olarak
tespit ettiklerini ifade etmektedirler.
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Peters ve ark.'’, insanlarda kan progesteron diizeyini tespit etmek igin
gelistirilen hizli tam kitlerini, kisraklarda erken gebelik tanist igin
kullandiklarm, gebelikleri rektal palpasyonla dogruladiklarim ve kisraklarda
progesteron degerini >10 nmol/lt (3.14ng/ml) olarak belirlediklerini, EIA
yontemiyle progesteron tayininin kisraklar i¢in uygun bir yontem oldugunu
vurgulamaktadirlar.

Bosu ve Turner'', senkronize ettikleri kisraklarda, Ostriiste
progesteron seviyesinin 1 ng/ml'nin altina diistiigiinii, gebe kalan kisraklarda
tohumlama sonrasi bir ay igerisinde progesieron seviyesinin 3-18 ng/ml
diizeyinde seyrettigini bildirmektedirler.

Sunulan ¢aligmada kisraklarda heniiz denenmemis olan, serum veya
plazmada progesteron diizeyini Olgebilen ‘Ovulation Test’ adli hizli kitin
gebelik tamis1 amaciyla kullamlabilirliginin arastinlmasi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma, Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve Egitim Merkez
Komutanhgi At Uretim ve Egitim Taburu'na ait yaslan 5-15 arasida degisen
saf ve yarim kan 25 Ingiliz kisrak iizerinde gerceklestirildi.

Ostriisleri aygir muayenesi ve ultrasonografi yardimiyla belirlenen
kisraklara ovulasyon bitiminden bir giin sonrasina kadar giin asir1 olmak iizere
dogal asim uygulandi. Son asgimdan 22 giin sonra kisraklardan 10 ml kan
alindi. Toplanan 6rnekler 5000 devirde 20 dakika siireyle santrifiije edilerek
serumlar elde edildi. Serumlar iki esit pargaya ayrildi. Birinci kisim serum ile,
képeklerde ovulasyon ve en uygun tohumlama zamanmin belirlenebilmesi igin
gelistirilen, kan progesteron dizeyini kantitatif olarak belirleyebilen
‘Ovulation Test’™ adli hizhi test yardumiyla serum progesteron diizeyleri
belirlendi.

Testin kullanilmasindan once test solusyonlart ve serum Grnekleri 2
saat siireyle oda 1sisinda bekletildi.

Testin uygulanmasinda asagida belirtilen sira izlendi.

a. Bir pipet yardmiyla 10 damla serum test kabmin ortasina
damlatildi ve 2 dakika beklendi.

b. Kirmizi kapakh siseden 3 damla enzim test kabinin ortasina
damlatildi ve 1 dakika bekletildi.

* Seanner 450 450 VET, Pie Medical, Netherlands
® Ovulation Test, BVT, 28 rue Barthelemy de Don, 83110-SANARY
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c. Test kabmn igindeki ¢izgiye kadar beyaz kapakli ve etiketli
sisedeki yikama solusyonu ile dolduruldu ve sivinin tamamen kaba siiziilmesi
sagland.

d. Substrat A ve B'den birer damlalik (isaretli yere kadar doldurarak)
alip, mavi kapakli kanigtirma sisesini kullanarak substrat solusyonu hazirlandi.

e. Yeni hazirlanan bu solusyondan 3 damla test kabina damlatildi.

f. 9 dakika beklenildi ve renk skalasindan sonug okundu.

Renk skalasi ve degerlendirme
Cl: Parlak mavi C2: Agikmavi C3: Donuk mavi C4: Bevaz
ClL: 0-1 ng/ml  C2: 1-2.5ng/ml "C3: 2.5-8 ng/ml  C4: >8ng/ml

Serumun ikinci bolimii, RIA vontemi ile progesteron tayini igin -20
°C'de saklandi. RIA yontemi ile progesteron diizeyleri Turkiye Atom Enerjisi
Kurumu'nda belirlendi. Kisraklarin gebelik muayeneleri son agimi takiben 22.
ginde real-time B-mode ultrason kullanilarak tespit edildi. EIA ve RIA
yontemleri kullamlarak gergeklestirilen olgiimlerde progesteron diizeyleri 2
ng/ml'den yiiksek ¢ikan kisraklar gebe olarak kabul edildi. Gerek EIA gerekse
RIA yéntemiyle gebe kalan ya da gebe olmayan kisraklar belirlenerek
ultrasonografik bulgularla karsilastirildi.

Istatistiki hesaplamalarda ‘Korelasyon Analizi” y6nteminden
yararlamld. .

BULGULAR

EIA, RIA ve ultasonografik yonteme goére kisraklarin gebelik
bulgular1 Tablo I'de, EIA ve RIA ve ultrasonografi yontemleriyle gebelik
teshisinden elde edilen dogru (+), vanlig (+), dogru (-) ve yanhs (-) degerleri
Tablo II'de, EIA ve RIA ve ultrasonografi yontemleriyle gebelik teshisinden
elde edilen dogruluk, duyarhlik, 6zgulliik, gebeligi belirleme ve gebe olmayan
belirleme oranlarna iliskin bulgular ise Tablo III'te sunulmustur.

EIA ile RIA yontemleri gebeligi veya gebe olmayan tespit etme
oranlan agisindan karsilagtinldiginda % 96 oraminda bir dogrulukla uyum
gostermektedir.
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Tablo: I
EIA, RIA ve Ultasonografik Yonteme Gére Kisraklarin

Gebelik Bulgular:
Progesteron diizeyi (ng/ml) Gebelik
Hayvan No EIA RIA ULTRASONOGRAFI
1 0-1 1.0 -
2 0-1 0.95
3 01 0.98
4 0-1 0.94
5 01 0.90
6 258 0.98
7 258 6.2 +
8 258 12 +
9 258 8.6 +
10 258 74
1 2.58 6.8 +
12 258 6.7 +
13 258 7.1 +
14 258 96 +
15 258 11.6 +
16 >8 13.0 +
17 >8 128 +
18 >8 10.5 +
19 >8 16.0
20 >8 185 +
21 >8 13.6 +
22 >8 200 +
23 >8 13.0 +
24 >8 145 +
25 >8 13.7 +
Tablo: 11

EIA ve RIA Yintemleriyle Gebelik Teshisinden Elde Edilen Dogru (+),
Yanhs (+), Do8ru (-) ve Yanls (-) Degerleri

EIA RIA ULTRASONOGRAFI
Dogru pozitif (a) 17 17 19
Yanlis pozitif (b) 3 2 0
Dogjru negatif (c) 5 6 6
Yanlis negatif (d) 0 0 0
Toplam (e) 25 25 25
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Table: 111
EIA ve RIA Yintemleriyle Gebelik Teshisinden Elde Edilen Dogruluk,
Duyarhhk, Ozgiilliik, Gebeligi Belirleme ve Gebe Olmayam Belirleme
Oranlarmna iliskin Bulgular

EIA RIA ULTRASONOGRAFI
Dagil:;; :r:[rlltll ){%) 88 92 100
v 100 28 " 7
GEhe"g(lalj?:!:-r:;";eﬂ ;r)am (%) 85.0 89.5 100
Gebe olmayani belirleme orani 100 100 100
(cle j:i) 100)
TARTISMA ve SONUC

Gebelik teshisi agisindan, kan ve idrar 6rneklerinden vararlanmak igin
birgok neden vardir. Genellikle bu testler gebeligin dogrulugunu belirlemek ve
rektal palpasyonla kararsiz kalman olgulan desteklemek amacivla kullamlir,
Gebelik tamsi igin labaratuvar yontemlerinin kullaniimasini gerektiren diger
nedenler ise; yetersiz muayene sartlari, huysuz ve evcil olmayan kisraklar,
kiigiik yapilt veya pony irki kisraklar, rektumunda yirtik ve yara bulunan
kisraklar, erken embriyonik &limlerin dogrulugunun tespiti ve deneyimsiz
veteriner hekimler olarak siralanabilir'”,

Kisraklarda klinik ve laboratuvara bagh gebelik teshis vontemleri
mevcuttur. Uygun metot secimi; tir, gebelik dénemi, maliyet. teshisin hizi ve
giivenirligine baghdir. Atlarda klinik yontemler dogru ve hizli olmasmna
ragmen, biyolojik svilardaki hormonlarin = ¢lgimiine dayanan hassas
yontemlerin gelismesi erken gebelik tanisimt kolaylagtirmigtir®,

Kisraklarda serum ya da siitte progesteron tayini ile ¢iftlesmeden 24
giin sonra gebe olanlarin % 85, gebe olmayanlarn ise % 100 dogrulukla tespit
edilebilecegi ifade edilmektedir’.

Gebe kisraklarda asim/tohumlama sonrast 21. giinde RIA yontemiyle
plazma progesteron diizeylerini Terblanche ve Maree'* 5-9 ng/ml, Bosu ve
Turner'' 3-18ng/ml, Margeret ve ark."* 5-16 ng/ml, Sato'” 6.34-7.72 ng/ml,
Muesi ve ark'® ise 10.2-23.9 ng/ml olarak bildirmektedirler. Sunulan
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¢alismada gebe kisraklardan elde edilen 6.2-20 ng/ml diizeyindeki serum
progesteron degerleri yukanda adi gegen aragtirmacilanin bildirdikleri
oranlarla uyum igerisindedir.

Tohumlamadan sonra 18. giinde kan progesteron diizevlerinin
belirleyen Vries ve ark.'’, gebe olmayan kisraklarin teshisinde % 100,
gebelerin teghisinde ise % 78.3'lik bir dogruluk oram saptadiklarim
belirtmektedirler. Sunulan ¢ahismada gebeligi tespit etme orant % 85.0 (EIA),
% 89.5 (RIA) ve gebe kalmayam tespit etme orami ise % 100 olarak
belirlenmistir.

Palmer ve ark.'®, kan-progesteron seviyesi 1.5 ng/ml'den diisiik olan
tiim kisraklarin gebe olmadigini, bu degerden yiiksek olanlarin ise gebe olarak
kabul edildiklerinde, bu yontemle elde edilen dogruluk oramini % 96 olarak
bildirmektedirler. Sunulan ¢aligmada da gebe kalmayan kisraklarda kan-
progesteron seviyesi 1.5 ng/ml'nin altinda, gebe kalanlarin kan progesteron
seviyeleri de 2 ng/ml'nin iistiinde belirlenmistir.

Gebeligi rektal palpasyon ve ultrasonografi ile dogrulayan Elmore ve
ark."”, son agim takiben 3. hafiada kan progesteron diizeyinin 2 ng/ml'den
disik olmadigini ifade etmektedirler. Sunulan ¢alismada da son asimdan 22
glin sonra alman kan 6rneklerinden elde edilen serum progesteron seviyeleri
biitiin kisraklarda 2 ng/ml'nin iizerinde bulunmustur.

Lopate ve Threlfall®®, kisraklarda gebeligi asimi takiben 21., 26. ve
30. ginlerde sirasiyla % 93, % 99 ve % 100 olarak belirlediklerini ifade
etmektedirler. Sunulan ¢alismada izl tani kiti ile gebeligi tespit etme orami %
85.0 olup, arastirmacilarin 21. giindeki bulgularina benzer sonuglar elde
edilmistir.

RIA ve EIA yontemiyle tayin edilen progesteron degerleri arasinda %
93'Tak (r = 0.93) bir korelasyon elde ettiklerini vurgulayan Celebi ve
Kihigoglu®, cifilesmeden sonraki 20. giinde gebe kisraklarin teshisindeki
dogruluk oranmm % 87.5, gebe olmayan kisraklarin teshisindeki dogruluk
oramm ise % 100 olarak bildirmektedirler. Sunulan ¢alismada son
ciftlesmeden sonraki 22. giinde gebe kisraklarin teshisindeki dogruluk oranim
% 85.0 (EIA), % 89.5 (RIA), gebe olmayan kisraklarin teshisindeki dogruluk
oramni ise % 100 (EIA ve RIA) olarak tespit edilmis olup, iki yontem % 96
oraninda bir dogrulukla uyum gostermektedir.

Kisraklarda 5 w1l siireyle siklus kontrolu, erken gebelik tamisi,
embriyonik Olimlerin tespiti ve ovaryum bozukluklarmin hizhi kan
progesteron testleri kullanarak inceleyen Enbergs™, muayene giigliigii bulunan
olgularda bu yontemin ¢ok yararh oldugunu, gebelik tanisi i¢in tohumlama
sonrast 19, giin ve dolaylarinin en uygun zaman oldugunu ve % 80 dogrulukla
tam koyulabilecegini vurgulamaktadir. Sunulan ¢alismada da asimi takiben
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22. giinde hizh testle % 85.0 oraninda dogrulukla tami “koyulabilmesi
arastirmacinin bulgusunu destekler niteliktedir.

Kisraklarda kanda veya siitte progesteron seviyesi tespitiyle ovaryum
fonksiyonlarn1 arasinda direkt bir iligki oldugunu vurgulayan Sobiraj ve
Bostedt™, giftlesmeden 17-21 giin sonra serum progesteron degeri >1 ng/ml
veya siit yaginda progesteron degeri =2 ng/ml olan kisraklarin gebe olarak
kabul edilebilecegini, ancak asiklik, embriyonik o©lim sekillenen ve
anostriisteki kisraklarda progesteron seviyesi yilksek gikabileceginden dikkat
edilmesi gerektigini belirtmektedirler. Sunulan ¢alismada da asim takiben 22.
giinde gebe olarak saptanan kisraklarda progesteron seviyeleri =1 ng/ml'nin
ok iistiinde tespit edilmisgtir.

Sonug olarak, kisraklarda erken gebelik tamisinda; ucuz, hizli, ve saha
sartlarinda kolay uygulanabilir olmasi, ¢ok kisa bir siirede (yaklasik 12
dakikada) cevap vermesi yaninda kisraklarda ve deneyimsiz hekimlere kolayca
tam koyma olanag1 saglayabilme ozelliinden dolayr hizli progesteron
kitlerinin basaryla kullanilabilecegi kanisina varildi.
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