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Piima progesteroonisisaldus peegeldab kollakeha funktsionaalsust. Progesterooni kõrge 
taseme korral on kollakeha aktiivne (luteaalfaas), madala taseme puhul mitte- või 
väheaktiivne (follikulaarfaas). Progesterooni määramine on üks kõige levinumaid hormoon-
analüüse loomade reproduktsiooni seisukorra uurimisel, samuti on see leidnud laialdast 
kasutamist karja taastootmise kiirendamisel. Nii on piima progesteroonisisalduse määramist 
kasutatud karja sigimisseisundi kontrollimiseks ja iseloomustamiseks (Hoffmann jt., 1976; 
Laitinen, 1983; Schopper jt., 1993), poegimisjärgse ovariaalse aktiivsuse taastumise 
kindlakstegemiseks ja iseloomustamiseks (Heinonen jt., 1988; Eldon, 1991), ovariaaltsüklite 
iseloomustamiseks (Rajamahendran, Taylor, 1990; Eldon, 1991), vaikse inna määramiseks 
(Schopper jt., 1993), innatunnuste kinnitamiseks (Van de Wiel jt., 1982), optimaalse 
seemendusaja valikuks ja seemendamise vältimiseks luteaalfaasis (Poulkes jt., 1982), 
seemendusprogrammis ilma inna avastamiseta koos prostaglandiini süstimisega (Elmore, 
1987), seemendusjärgselt mittetiinete lehmade varaseks avastamiseks ja tiinuse 
diagnoosimiseks (Heap jt., 1976; Pennington jt., 1985; Worsfold jt., 1987), embrüonaalse 
suremuse kindlakstegemiseks (Bulman, Lamming, 1979; Butterfield, Lishman, 1988), 
ovariaaltsüstide diferentseerimiseks ja endokriinse teraapia tulemuste hindamiseks (Nakao jt., 
1992; Booth, 1988), sobivate embrüodoonorite valikuks (Allen, Foote, 1988; Herrler, 1990). 
Kaasajal kasutatakse progesterooni kvantitatiivseks määramiseks peamiselt kahte meetodit: 
radioimmunoloogilist – RIA (Heap jt., 1976; Espinosa jt., 1984) ja immunoensümaatilist – 
EIA (Sauer jt., 1986; Stanley jt., 1986). Lisaks progesterooni määramise laborimeetoditele 
toodetakse erinevate firmade poolt ka kommertsiaalseid piima progesterooni määramise 
reaktiivide komplekte (Nebel, 1988). Meile on seni kättesaadavaks meetodiks olnud RIA, 
mille abil on ELVI-s piima progesteroonisisaldust pidevalt määratud alates 1985. aastast. 
Selle meetodi puuduseks on kallis aparatuur, radioaktiivsete isotoopide, antud juhul I125 
lühike poolestusaeg, samuti küllaltki töömahukas ja kohmakas analüüsikäik. Praeguseks on 
välja töötatud kodumaine piima progesterooni määramise EIA meetod (Waldmann, 1993). 

Käesoleva töö eesmärgiks oli võrrelda ELVI-s kasutusel oleva RIA meetodi ning 
väljatöötatud EIA meetodi järgmisi aspekte: 1) tööaja kulu analüüsi teostamiseks,  
2) piimaproovi võtmise aja ja piima rasvasisalduse mõju progesteroonisisaldusele, 3) piima 
progesteroonisisalduse dünaamikat innatsükli jooksul, 4) meetodite omavahelist korrelat-
siooni, 5) lehmade mittetiinestumise ja tiinestumise varajast diagnoosimist. 

Materjal ja meetodid 
Katsed korraldati 1991. a. septembris-novembris Tartu Riigimajandi Rahinge farmis. 

Piimaproovid (20 ml) koguti eesti mustakirjut ja eesti punast tõugu lehmadelt järgmiselt: 
proovi võtmise aja ja rasvasisalduse mõju uurimiseks võeti piimaproovid jõudluskontrolli 
päeval eellüpsi-, kannu- ja järellüpsipiimast. Piima progesteroonisisalduse dünaamika 
jälgimiseks, mittetiinestumise ning tiinestumise varaseks diagnoosimiseks järellüpsipiimast. 
Kõik piimaproovid konserveeriti Thimerosal’i (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) 
lisamisega (0,05 %). Konserveeritud proovid säilitati temperatuuril 4° C ning progesteroo-
nisisaldus määrati kuni 10 päeva jooksul pärast proovide võtmist. Osa proove külmutati ja 
säilitati temperatuuril -40° C kuni analüüsimiseni. 
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Analüüs 
Piima progesteroonisisalduse radioimmunoloogiliseks (RIA) määramiseks kasutati 

kommertsiaalseid reaktiivide komplekte Steron-PM-I125 (Valgevene TA Bioorgaanilise 
Keemia Instituut), mis on mõeldud kuni 43 paralleelproovi progesteroonisisalduse 
määramiseks rasvases e. järellüpsi piimas. Proovid analüüsiti täpselt tootja instruktsioone 
järgides. Impulsside arv loeti gamma-lugejal Gamma-Trac 1290 (Tracor Analytic, Elk Grove 
Village, IL). Progesteroonisisaldus arvutati vastava arvutiprogrammiga, kasutades logit-log 
analüüsi. RIA testisisene ja testiväline variatsioon (CV) oli <15 %. 

Käesolevas töös kasutatud immunoensümaatiline (EIA) meetod on erinevalt RIA-st 
mitteradioaktiivne mikrotiiterplaatidel põhinev tahke faasi süsteem, kus antikehana 
kasutatakse hiire progesteroonivastast monokloonset antikeha ning markerensüümina 
mädarõika peroksidaasi. Optilised tihedused mõõdeti automaatspektrofotomeetrite MR-580 
(Dynatech, Aleksandria, VI, USA) või Twinreader Plus abil (Labsystems, Helsinki, Soome), 
progesteroonisisaldus arvutati arvutiprogrammiga Pro-Elisa (koostatud M. Viikmaa poolt, 
TÜ ÜMPI), kasutades logit-log analüüsi. EIA testisisene ja testiväline variatsioon (CV) oli 
<10 %. 

Piima rasvasisaldust mõõdeti ELVI piimaanalüüside laboratooriumis analüsaatoriga 
Milk-Scan 203 (Foss-Electric, Hillerød, Taani). 

Katses olnud lehmad seemendas Tartu Riigimajandi seemendustehnik, tiinuse diagnoosis 
rektaalselt sama majandi loomaarst. 

Statistiline analüüs tehti programmipaki Statgraphics (STSC Inc, USA) abil. 

Tulemused 
Tööaja kulu 
Analüüsi etapid ja tööaja kulu ühele RIA komplektile ja EIA mikrotiiterplaadile on 

toodud tabelites 1 ja 2. 
Tabel 1. Tööaja kulu RIA puhul / Time needed to perform RIA 

Analüüsi etapid 
Experimental stages 

Aeg (min.) 
Time (min) 

1. Proovide lahjendamine / Dilution of milk samples 20 
2. Reagentide ettevalmistamine analüüsiks / Preparation of reagents for 

analysis 10 
3. Standardite, piimaproovide, antiseerumi ja märgistatud progesterooni 

pipeteerimine reaktsioonituubidesse / Pipetting of standards, milk samples, 
antiserum and tracer into reaction tubes 

 
30 

4. Inkubatsioon toatemperatuuril / Incubation at room temperature 120 
5. Inkubatsioon jäävannis / Incubation in an ice bath 15 
6. Söe lisamine / Addition of charcoal 5 
7. Inkubatsioon jäävannis / Incubation in an ice bath 10 
8. Tsentrifuugimine / Centrifugation 10 
9. Supernatandi ümberpipeteerimine lugemistuubidesse / Pipetting of 

supernatants into counting tubes 15 
10. Proovide lugemine loenduris ja analüüs / Counting and sample analysis 25 

43 paralleelproovi (üks komplekt) analüüsimiseks kuluv aeg 
Time required to analyse 43 samples (one kit) in duplicate 260 

Ühe paralleelproovi analüüsimiseks kuluv aeg 
Time required to analyse one sample in duplicate 6,05 
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Tabel 2. Tööaja kulu EIA puhul / Time needed to perform EIA 
Analüüsi etapid 
Experimental stages 

Aeg (min.) 
Time (min) 

1. Standardite ja proovide lahjendamine / Dilution of standards and milk 
samples 

 
20 

2. Antikehaga kaetud mikrotiiterplaadi pesemine / Washing of the antibody 
coated plate 2 

3. Standardite, proovide ja konjugaadi pipeteerimine antikehaga kaetud 
mikrotiiterplaadi kannudesse / Pipetting of standards, samples and 
conjugate into the antibody coated wells 

 
5 

4. Inkubatsioon toatemperatuuril / Incubation at room temperature 30 
5. Pesemine / Washing 2 
6. Substraadi pipeteerimine kannudesse / Pipetting of substrate into wells 5 
7. Inkubatsioon toatemperatuuril / Incubation at room temperature 30 
8. Stoplahuse lisamine / Addition of stop solution 2 
9. Optiliste tiheduste mõõtmine ja proovide analüüs / Measurement of optical 

densities and sample analysis 5 

40 paralleelproovi (üks mikrotiiterplaat) analüüsimiseks kuluv aeg 
Time required to analyse 40 samples (one microplate) in duplicate 98 

Ühe paralleelproovi analüüsimiseks kuluv aeg 
Time required to analyse one sample in duplicate 2,45 

 
 
 

Proovi võtmise aja ja rasvasisalduse mõju piima progesteroonisisaldusele 
Piimaproovid koguti 47-lt lehmalt eellüpsi-, kannu- ja järellüpsipiimast, mille 

rasvasisalduseks mõõdeti vastavalt (x±s) 2,85±1,30, 4,65±0,80 ja 8,51±1,62 %. Proovide 
(konserveeritud) progesteroonisisaldust mõõdeti nii RIA kui ka EIA meetoditega. Piima 
rasvasisalduse ja piimaproovi võtmise aja mõju piima progesteroonisisaldusele selgitati 
regressioonanalüüsiga (tabel 3). Tabelist 3 on näha, et nii eellüpsi-, kannu- kui ka 
järellüpsipiimas oli progesteroonisisaldus korrelatiivses seoses (r=0,85…0,93, P<0,001 ja  
 
Tabel 3. 47 lehma eellüpsi-, kannu- ja järellüpsipiima progesteroonisisalduse vahelised 
korrelatsioonikordajad ja regressioonivõrrandid / Coefficients of correlation and 
regression equations between progesterone concentration in milk samples of 47 cows 
collected from fore milk, whole milk and postmilk strippings 
 RIA eellüpsipiim 

RIA fore milk 
(x) 

RIA 
kannulüpsipiim 
RIA whole milk 

(x) 

 EIA eellüpsipiim 
EIA fore milk 

(x) 

EIA 
kannulüpsipiim 
EIA whole milk 

(x) 

RIA 
järellüpsipiim 
RIA postmilk 
strippings 

y=-1,33+2,12x 
r=0,88*** 

y=0,78+1,07x 
r=0,93*** 

EIA 
järellüpsipiim 
EIA postmilk 
strippings 

y=-0,12+1,67x 
r=0,92*** 

y=-0,66+0,96x 
r=0,97*** 

RIA 
kannulüpsipiim 
RIA whole milk 

y=-0,57+1,80x 
r=0,85*** 

 
EIA 
kannulüpsipiim 
EIA whole milk 

y=1,13+1,65x 
r=0,90*** 

 

*** P<0,001 



A. Waldmann, V. Passel 172 

r=0,90-0,97, P<0,001), vastavalt RIA või EIA-ga mõõtes. Et regressioonivõrrandi 
proportsionaalsuse koefitsient (b) peaks ideaali korral olema 1, siis saadud tulemused 
näitasid, et progesteroonisisaldus eellüpsipiimas oli RIA -ga mõõtes keskmiselt 2,1 korda 
väiksem kui järellüpsipiimas ja 1,8 korda väiksem, kui kannulüpsipiimas. EIA-ga mõõtes 
saadi analoogne tulemus. Eellüpsipiim sisaldas progesterooni 1,7 korda vähem kui järellüpsi- 
ning kannulüpsipiim. Vaatamata olulisele (P<0,001) piima rasvasisalduse erinevusele kannu- 
ja järellüpsipiimas, b väärtused nii RIA kui ka EIA puhul 1-st ei erinenud (P>0,05). 
Kannulüpsi- ja järellüpsipiima progesteroonisisalduste absoluutväärtuste sarnasus ning tihe 
korrelatsioon näitavad, et analüüsiks sobib mõlema meetodi puhul nii kannu- kui ka 
järellüpsipiim (joon. 1). 

 

Progesteroonisisalduse dünaamika üksiklehmadel 
Progesteroonisisalduse dünaamika 11 lehmal, mõõdetuna RIA ja EIA meetodiga, on 

kujutatud joonistel 2. Individuaalsetest progesteroonikõveratest on näha, et katse käigus 
esines 11 lehmal 15 follikulaarfaasi. Piima progesteroonisisaldus langes alla 5 ng/ml kõikides 
follikulaarfaasides, sõltumata inna tunnuste avaldumisest, ja oli >10 ng/ml kõikides 
luteaarfaasides. Katse käigus seemendati 9 lehma, neist tiinestus 3 (lehmad 7765, 6573, 
7039). Kõikidel seemendatud lehmadel oli seemendamispäeval progesteroonisisaldus <5 
ng/ml. Progesteroonikõveratest on näha, et kuuel juhul (40 %) jäi ind avastamata ning ka 
vastavad lehmad seemendamata. 

 

Innatsükli pikkus 
Keskmine innatsükli pikkus määrati 7 eesti punast tõugu lehmal, võttes mõõtmise aluseks 

progesteroonisisalduse 5 ng/ml. Innatsükli pikkuseks mõõdeti RIA ja EIA-ga vastavalt 
22,44±1,75 ja 22,66±1,84 päeva. Follikulaarfaasis oli progesteroonisisaldus üle  
5 ng/ml (7,51±0,86 resp. 7,61±1,03 päeva), luteaarfaasis aga alla 5 ng/ml (14,98±1,25 resp. 
15,06±2,17 päeva). 

 

Meetodite omavaheline korrelatsioon 
Joonistelt 1A ja 1B on näha, et progesteroonisisalduse väärtused, mõõdetuna nii RIA kui 

ka EIA-ga, korrelleerusid hästi lehmade reproduktiivse staatusega, olles madalad 
follikulaarfaasis ja kõrged luteaalfaasis ning tiinuse ajal. Meetodite omavahelise korre-
latsiooni väljaselgitamiseks töödeldi 11 lehma piimaproovide progesteroonisisalduse andmeid 
regressioonanalüüsiga. Saadud regresioonikoefitsiendid näitasid meetodite vahelist tihedat 
korrelatsiooni iga looma puhul eraldi, korrelatsioonikordaja ulatus 0,823-st (P<0,001) kuni 
0,981-ni (P<0,001) (tabel 4). Üheteistkümne lehma piima progesteroonisi-salduse andmete 
regressioonanalüüs näitas samuti meetoditevahelist tihedat seost (r=0,894, P<0,001) (joon. 
3), kuid regressioonikordaja (b) näitas, et EIA-ga mõõdetud väärtused on võrreldes RIA-ga 
ligikaudu 1,37 korda suuremad (P<0,001). 

 
Lehmade tiinestumise ja mittetiinestumise varajane diagnoosimine 
Piimaproovid koguti 32 lehmal iga päev 19…24. seemendusjärgsel päeval. Progeste-

roonisisaldus määrati nii EIA kui ka RIA-ga. Lehmad loeti mittetiineteks, kui piima 
progesteroonisisaldus oli alla 7 ng/ml, tiineks aga siis, kui see oli üle 10 ng/ml. Vahepealse 
progesteroonisisaldusega lehmad diagnoositi kahtlaseks. 

Rektaalne analüüs, mis tehti 48…63. seemendusjärgsel päeval, näitas, et tiinestunud oli 
7 lehma (21,9 %), ülejäänud 25 (78,1 %) aga mitte. Selgus, et piima progesteroonisisalduse 
järgi oli võimalik mittetiinestunud loomi avastada nii RIA kui ka EIA puhul 100 %-liselt, 
kõige täpsemad tulemused saadi RIA korral 23. ja 24. seemendusjärgsel päeval ning EIA 
puhul 22. päeval, vastavalt 58,3 % ja 70 %. Mittetiinestunud lehmade avastamise täpsus oli 
viimatinimetatud päevadel nii RIA kui ka EIA puhul 72 % (25-st mittetiinest lehmast avastati 
18). Kahtlase diagnoosiga lehmi oli vastavalt 2 (6,85 %) ja 4 (12,5 %). 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Joonis 1. Kannu ja järellüpsipiima progesteroonisisalduse seos määratuna RIA ja EIA meetodil (piima rasvasisaldus oli vastavalt 

4,65±0,80 ja 8,51±1,62 %) 
Figure 1. Relationship between the progesterone content of whole milk and postmilk strippings determined by the RIA and EIA methods 

(milk fat content was 4.65±0.80 and 8.51±1.62 %, resp.) 
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Joonis 2. Piima progesteroonisisalduse dünaamika mõõdetud RIA (∆-∆) ja EIA (o-o) 

meetodil. Noolega on näidatud seemendamise päev 
Figure 2. Content of progesterone of milk determined by the RIA (∆-∆) and EIA (o-o) 

methods. Arrows denote day of insemination 
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Joonis 2 järg (seletus eelmisel lehel) 
Figure 2 continuation (commentary on the previous page) 

Tabel 4. EIA ja RIA-ga määratud piima progesteroonisisalduse andmete omavaheline seos 
Relationship between the data determined by two methods: EIA and RIA 
(x=RIA, y=EIA, ng/ml) 
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Lehma nr. Proovide arv (n) 
Regressioonivõrrand / Regression 

equation 
Korrelatsiooni-

kordaja (r) 

No. of cows Number of 
samples (n) 

vabaliige (a) 
intercept (a) 

regressiooni- 
kordaja (b) 

slope of regression 
line (b) 

Correlation 
coefficient (r) 

7430 22 -2,264* 1,683*** 0,981 
7615 31 0,226 1,281*** 0,864 
8356 30 1,073 1,719*** 0,956 
5178 24 -2,862** 1,704*** 0,960 
5927 29 -3,078*** 1,095*** 0,955 
8106 29 -2,633*** 1,445*** 0,954 
8650 24 -0,964 1,328*** 0,980 
8499 27 -0,619 1,706*** 0,876 
7765 30 0,536 1,419*** 0,823 
6573 28 -1,274 1,243*** 0,956 
7039 28 0,957 1,019*** 0,840 

Tabelis toodud arv erineb nullist (vabaliige) või ühest (regressioonikordaja) oluliselt / The number 
given in the table differs from zero (intercept) or 1 (slope) significantly 
* P<0,05;  ** P<0,01;  *** P<0,001 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Joonis 3. Eri meetoditega määratud piima progesteroonisisalduse seos (x-väärtused 

on saadud RIA, y-väärtused EIA meetodil) 
Figure 3. Relationship between the progesterone content of milk determined by two 

methods (x – by RIA, y – by EIA) 
 
Mittetiinestunud lehmade paremaks avastamiseks ja tiinuse diagnoosimise täpsuse 

suurendamiseks kasutati paarisproovide analüüsi. Paarisproovideks olid vastavalt 19. ja 24., 
19. ja 23., 20. ja 24. ning 20. ja 23. seemendusjärgsel päeval võetud proovid. Lehmad loeti 
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mittetiineks, kui ühe paari ühes või mõlemas proovis jäi progesteroonisisaldus alla 7 ng/ml. 
Lehmad diagnoositi tiineks, kui ühe paari mõlema proovi progesteroonisisaldus oli üle  
10 ng/ml, ja kahtlaseks, kui ühe paari ühe või mõlema proovi progesteroonisisaldus oli üle 7 
ja alla 10 ng/ml. Paarisproovide analüüsi korral saadi kõige täpsemad tulemused siis, kui 
proovid koguti 19. ja 24. ning 19. ja 23. seemendusjärgsel päeval. Paarisproovide analüüsi 
korral suurenes mittetiinestunud lehmade avastamise tundlikkus RIA korral 80 %-ni (25-st 
mittetiinest lehmast avastati 20) ning EIA puhul 92 %-ni (avastati 23 mittetiinet lehma). 
Tiinuse diagnoosimise täpsus suurenes RIA korral 70 %-ni ja EIA puhul 87,5 %-ni. Kahtlase 
diagnoosiga lehmade arv RIA puhul ei muutunud, EIA puhul aga vähenes 3,1%-ni. 

Analüüsitulemuste arutelu 
Käesolevast tööst selgus, et mõlemad meetodid sobivad piima progesteroonisisalduse 

kvantitatiivseks määramiseks, kuid EIA omab teatud eeliseid RIA ees. Üheks peamiseks 
plussiks EIA puhul võrreldes RIA-ga on radioaktiivse isotoobi asemel markerensüümi 
kasutamine. EIA eeliseid RIA ees seoses kasutatava markerensüümiga käsitleb üksikasjalikult 
Tijssen (1985). Lühidalt: ensüüm tagab kõrge tundlikkuse ning spetsiifika, aparatuur on 
suhteliselt odav, analüüs on kiire ning teostatav välitingimustes, puudub radiatsioonioht, 
reaktiivid on suhteliselt odavad ning stabiilsed. Teiseks EIA eeliseks on antikehaga 
seondunud ja seondumata kompleksi eraldamise viis. Kasutatud RIA on vedel-faasi meetod, 
mis tähendab, et antikehaga seondumata vaba ja märgistatud progesteroon eraldatakse 
antikehaga seondunud progesteroonist aktiivsöe ja tsentrifuugimisega. Kasuta-tud EIA 
meetodi puhul on progesteroonispetsiifilised antikehad kinnitatud tahkele pinnale 
(mikrotiiterplaadi kannud), mis võimaldab antikehaga seondumata kompleksi seondunust 
kiirelt eraldada, selle lihtsalt maha pestes. Seega mikrotiiterplaatidel põhineva EIA 
teostamiseks ei ole vaja tsentrifuugimist. Ka reagentide analüüsiks ettevalmistamise ning 
immuunreaktsiooni aeg on EIA puhul lühem kui RIA korral. Kokkuvõttes kulub EIA puhul 
ühe paralleelproovi analüüsimiseks 2,5 korda vähem aega kui RIA-t kasutades. 

Veres tsirkuleeriv progesteroon läbib mammotsüüte difusiooni teel ning tänu rasvas 
lahustuvusele akumuleerub piimarasva. Heapi jt. (1975) andmetel on 80 % piima proges-
teroonist seotud piima rasvaga, 19 % valkudega ning vähem kui 1 % on seondumata 
progesteroon. Kuna on teada, et piima rasvasisaldus, seega ka progesteroonisisaldus, sõltub 
mitmetest teguritest (piimaproovi võtmise ajast, lüpsi täielikkusest, lüpsmise intervallist), siis 
on piima rasvasisalduse ja piimaproovi võtmise aja mõju progesteroonile uurinud mitmed 
autorid (Ginther jt., 1976; Heap jt., 1979; Pope jt., 1976; Gowan, Etches, 1979; Holdsworth 
jt., 1980; Pennington jt., 1981; Laitinen, 1983; Chandrasekaran, 1991). Üldiselt on RIA-ga 
mõõtes eellüpsi piima progesteroonisisaldus oluliselt väiksem kannulüpsipiima omast (Heap 
jt., 1976; Pope jt., 1976; Holdsworth jt., 1980; Pennington jt., 1981; Laitinen, 1983; 
Chandrasekaran, Rao, 1991), kuid vaatamata piima rasvasisalduse olulisele erine-vusele 
kannulüpsi- ja järellüpsipiima vahel, on vastavate piimafraktsioonide progesterooni-
sisaldustes saadud vasturääkivaid tulemusi. Osa autorite järgi (Pope jt., 1976; Laitinen, 1983; 
Chandrasekaran jt., 1991) on RIA-ga mõõtes järellüpsipiima progesteroonisisaldus oluliselt 
suurem kannulüpsipiima omast, teiste järgi (Dobson jt., 1976; Drendel jt., 1977; Pennington 
jt., 1981) aga mitte. Kirjanduses on vähe andmeid piima rasvasisalduse mõjust tahke faasi 
EIA meetoditele. Stanley jt. (1986) andmetel mõjutas piima rasvasisaldus EIA meetodiga 
mõõdetud progesteroonisisaldust vähem kui RIA-ga mõõtes. Footi (1988) järgi oli 
mikrotiiterplaatidel põhineva reaktiivide komplektiga Enzygnost määratud eellüpsipiima 
progesteroonisialdus umbes kaks korda väiksem kui kannulüpsipiima progesteroonisisaldus, 
kuid järellüpsipiima progesteroonisisaldus ei erinenud kannulüpsipiima omast. Käesoleva töö 
tulemustest selgus, et piimaproovi võtmise aeg ja piima rasvasisaldus mõjutasid 
progesteroonisisaldust nii RIA kui EIA puhul ühtemoodi. Eellüpsi piima rasva- ja 
progesteroonisisaldus erines oluliselt (P<0,001), kannulüpsipiima rasva- ja progesterooni-
sisaldusest, kuid kannu- ja järellüpsipiima progesteroonisisaldus üksteisest ei erinenud 
(P>0,05), ehkki rasvasisaldus oli erinev (P<0,001). Erinevad tulemused piimaproovi võtmise 
aja ning rasvasisalduse mõjust progesteroonisisaldusele näitavad, et piimarasv mõjutab 
erinevaid määramismeetodeid erinevalt. Arvatavasti meetodid, mille puhul järellüpsipiima 
progesteroonisisaldus ei erine kannulüpsipiima omast, määravad põhiliselt rasvaga 
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seondumata progesterooni ja on seega rasva suhtes vähem tundlikud kui need meetodid, 
millega määrates järellüpsipiima progesteroonisisaldus on suurem kannulüpsipiima omast. 
Progesteroonisisalduse erinevus eellüpsi- ja kannulüpsipiima vahel (määratud rasva suhtes 
vähetundlike meetoditega) ei ole tingitud vastavate piimafraktsioonide erinevast 
rasvasisaldusest, vaid piimaproovi päritolust (tsisternaalne piim vs. alveolaarne piim) 
(Waldmann, avaldamata andmed). Seda kinnitavad Nachreineri jt. (1992) andmed, kes 
näitasid, et ka kooritud piima progesteroonisisaldus on eellüpsipiimas oluliselt madalam kui 
lüpsi keskel võetud piimas. 

Erinevad tulemused piimaproovi võtmise aja ning rasvasisalduse mõjust progesterooni-
sisaldusele näitavad, et iga uue määramismeetodi kasutuselevõtul on otstarbekas selgitada 
piima rasvasisalduse ning piimaproovi võtmise aja mõju progesteroonisisaldusele. 

EIA ja RIA-ga määratud piima progesteroonisisaldus korrelleerus lehmade repro-
duktiivse staatusega, olles suur luteaalfaasis ja tiinuse ajal ning väike follikulaarfaasis (joon. 
2A ja 2B). Mõõdetud ovariaaltsüklid olid veidi pikemad (22,4±1,8 ja 22,7±1,8 päeva 
vastavalt RIA ja EIA-ga mõõtes) enamiku autorite poolt saadud tulemustest (keskmine 21 
päeva) (Asdell jt., 1949; Olds, Seath, 1951; Morrow jt., 1969). Viimasel ajal kirjanduses 
avaldatud andmed progesteroonisisalduse mõõtmise alusel saadud ovariaaltsüklite pikkuse 
kohta on vasturääkivad. Savio jt. (1990) mõõtsid poegimisjärgselt esimesele ovariaaltsüklile 
järgnenud innatsüklite keskmiseks pikkuseks 23±2,1 päeva. Rajamahendrani jt. (1990) järgi 
oli poegimisjärgselt teise ovariaaltsükli keskmiseks pikkuseks 24±6 päeva. Seevastu on 
Eldoni (1991) andmetel Islandi piimalehmadel poegimisjärgselt teise ovariaaltsükli pikkus 
20,1±2,8 päeva ning poegimisjärgselt kolmanda ovariaaltsükli pikkus 20,9±2,5 päeva. 
Eespoolnimetatud autorite poolt saadud ovariaaltsüklite pikkuste keskmiste erinevuste 
analüüs näitas, et Islandi lehmade ovariaaltsüklid olid lühemad Iirimaal peetavate friisi tõugu 
lehmade kui ka Kanadas (British Columbia) peetavate holsteini ja äärširi tõugu lehmade 
ovarialtsüklitest (P<0,05). Eesti punast tõugu lehmade ovariaaltsüklid on eelmiste-ga 
võrreldes vahepealse pikkusega. Nendele andmetele toetudes võib väita, et ovariaaltsükli 
pikkus võib olla erinevates populatsioonides erinev. 

Mõlema meetodiga mõõdetud progesteroonisisaldus korrelleerus omavahel hästi  
(tabel 4, joon. 3), kuid EIA mõõdab progesterooni väärtusi mõneti kõrgemalt kui RIA. Selline 
erinevus võib olla tingitud standardite valmistamise erinevusest (Stanley jt., 1986; Küstler jt., 
1987; Waldmann, 1993), erinevusest antikehade spetsiifikas (Stanley jt., 1986; Waldmann, 
1993) või meetodi tüübist (tahkefaasi meetod vs. vedelfaasi meetod) (Stanley, jt., 1986). 
Olenemata progesteroonisisalduste absoluutväärtuste erinevuse põhjustest, võimaldab 
absoluutväärtuste suurem vahe EIA puhul madalaid progesteroonisisaldusi kõrgetest paremini 
diferentseerida. 

Lehmade tiinestumist diagnoositi karja reproduktsiooni seisukohalt halbades tingi-
mustes. Vaatamata väga halvale tiinestumisele (21,9 %) oli mittetiinete lehmade avastamise 
täpsus ühe piimaproovi alusel nii RIA kui ka EIA puhul 100 %, kuid tiinete loomade 
avastamise täpsus (58,3 % ja 70 % vastavalt RIA ja EIA puhul) on kirjanduses avaldatud 
(Müller, 1987) keskmistest tulemustest (umbes 80 %, ulatus 45...100 %) väiksem. 
Valediagnoosi põhjustena on nimetatud embrüonaalset suremust, mida erinevate autorite järgi 
esineb pärast 24. seemendusjärgset päeva 8,7...15,2 % lehmadel (Bulman, Lamming, 1979; 
Drew jt., 1986; Butterfield, Lishman, 1988), seemendamist luteaalfaasis (Hoffmann jt., 1976; 
Oltner, Edqvist, 1981; Reimers jt., 1985), keskmisest pikemaid või lühemaid innatsükleid 
(Pope jt., 1976). Paarisproovide analüüs suurendas nii RIA kui ka EIA puhul tunduvalt 
mittetiinete lehmade avastamist ja tiinuse diagnoosimise täpsust. EIA puhul vähenes ka 
kahtlase diagnoosiga lehmade arv. Ühe piimaproovi progesteroonisisalduse alusel teostatud 
tiinuse diagnoosimise suhteliselt tagasihoidlik täpsus ning selle oluline suurenemine 
paarisproovide analüüsi korral on arvatavasti tingitud lehmade mitteõige-aegsest 
seemendamisest. Seda oletust kinnitab ka väga madal tiinestumise protsent (21,9). 
Progesteroonitesti kasutamise väärtus mittetiinestunud lehmade avastamise seisukohalt oli 
järgmine: progesteroonitestiga diagnoositi paarisproovide alusel mittetiineks 20 resp. 23 
(RIA ja EIA-ga mõõtes) lehma. Tegelikult avastati ja seemendati järgneva inna ajal ümber 9 
lehma. Progesteroonitesti kasutamine võimaldas käesolevas katses lisaks ümberseemendatud 
9 lehmale varakult avastada veel 11 resp. 14 (RIA resp. EIA) mittetiinet looma. 
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Järeldused 
1. Käesolevas töös kasutatud RIA ja EIA meetodid sobivad mõlemad piima 

progesteroonisisalduse kvantitatiivseks määramiseks. 
2. EIA on RIA-st vähem töömahukas ja kiirem, ühtlasi on see kasutamiseks mugavam. 
3. Piimaproovi võtmise aeg ja piima rasvasisaldus mõjutavad nii RIA kui ka EIA-ga 

mõõdetud progesteroonisisaldust ühtemoodi, mõlema meetodi puhul sobib analüüsimiseks nii 
kannu- kui ka järellüpsipiim. 

4. Iga uue piimaprogesterooni määramismeetodi kasutuselevõtul on otstarbekas selgi-
tada piima rasvasisalduse ning piimaproovi võtmise aja mõju progesteroonisisaldusele. 

5. Paarisproovide analüüs suurendab nii RIA kui ka EIA puhul oluliselt tiinuse 
diagnoosimise täpsust. 

6. Lehmade ovariaaltsüklid võivad erinevates lehmapopulatsioonides olla erineva 
pikkusega. 
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COMPARISON OF A MILK PROGESTERONE ENZYMEIMMUNOASSAY 
AND A RADIOIMMUNOASSAY TO MONITOR REPRODUCTIVE STATUS 

IN THE COW 
 

A. Waldmann, V. Passel 
 

This study investigated both the validity and practicability of a direct monoclonal 
antibody based milk progesterone enzymeimmunoassay (EIA) used to monitor reproductive 
activity in the cow, compared to a commercial radioimmunoassay (RIA). The results obtained 
show that EIA is much easier to perform and gives results within 1.5 h. The influence of the 
type of milk or milk fat on progesterone concentrations was similar for both assays. 
Progesterone concentrations measured from the milk samples of 47 cows, collected from fore-
milk, whole milk and postmilk strippings, correlated highly (r=0.85...0.93; P<0.001 and 
r=0.90...0.97; P<0.001) when measured by RIA and EIA, respectively. The slopes of the 
regression lines indicated that progesterone concentrations were lower (P<0.001) in foremilk 
than in whole milk and postmilk strippings. Absolute progesterone values in samples 
collected from whole milk and from postmilk strippings did not differ, although the milk fat 
concentrations of these milk fractions were different (P<0.001). Milk progesterone 
concentrations measured in 11 cows sampled daily correlated well with the reproductive 
status of individual animals being low in the follicular phase and high during the luteal phase 
and pregnancy. The regression coefficients obtained showed a strong correlation between EIA 
and RIA for each animal, with coefficients ranging from 0.82 (P<0.001) to 0.98 (P<0.001) for 
individual cows. The correlation coefficient between the two methods for all 11 cows was 
0.89 (P<0.001), but EIA showed higher progesterone values than RIA. The average oestrous 
cycle length measured in Estonian Red Breed dairy cows was (mean±SD) 22.44±1.75 and 
22.66±1.84 days as determined by RIA and EIA, respectively. Both RIA and EIA provided 
100 % accuracy in assessment of non pregnancy status by measurement of progesterone in 
samples collected at 19...24 days after insemination. The highest accuracy for pregnancy 
diagnosis (58.3 and 70 % for RIA and EIA respectively) was obtained by analyzing milk 
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samples collected on days 23 or 24 after insemination for RIA and on day 22 for EIA. 
Pregnancy diagnosis was improved to 70 % and 87.5 % (for RIA and EIA respectively) by the 
measurement of progesterone in paired milk samples collected on days 19 and 23 or days 19 
and 24 after insemination. 

 
 
 

    
       
      

  
 

    
 

 
 

        
      -
       
         
          
            
           
          
         r= 
P<  r= P<       
     P<      
        - 
            
         P< 
        
         
          
         
       P<   P<  
          
 P<           
      ±SD 
 ±  ±         
      %      
         
     %   %    
             
            
   %   %        
            
        
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