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PIIMA PROGESTEROONISISALDUSE MAARAMISE
IMMUNOENSUMAATILISE JA RADIOIMMUNOLOOGILISE
MEETODI VORDLUS JA NENDE KASUTAMINE LEHMADE

SIGIMISSEISUNDI JALGIMISEKS

A. Waldmann, V. Passel

Piima progesteroonisisaldus peegeldab kollakeha funktsionaalsust. Progesterooni korge
taseme korral on kollakeha aktiivne (luteaalfaas), madala taseme puhul mitte- voi
viheaktiivne (follikulaarfaas). Progesterooni middramine on iiks kdige levinumaid hormoon-
analiiise loomade reproduktsiooni seisukorra uurimisel, samuti on see leidnud laialdast
kasutamist karja taastootmise kiirendamisel. Nii on piima progesteroonisisalduse madramist
kasutatud karja sigimisseisundi kontrollimiseks ja iseloomustamiseks (Hoffmann jt., 1976;
Laitinen, 1983; Schopper jt., 1993), poegimisjidrgse ovariaalse aktiivsuse taastumise
kindlakstegemiseks ja iseloomustamiseks (Heinonen jt., 1988; Eldon, 1991), ovariaaltsiiklite
iseloomustamiseks (Rajamahendran, Taylor, 1990; Eldon, 1991), vaikse inna ma#dramiseks
(Schopper jt., 1993), innatunnuste kinnitamiseks (Van de Wiel jt., 1982), optimaalse
seemendusaja valikuks ja seemendamise véltimiseks luteaalfaasis (Poulkes jt., 1982),
seemendusprogrammis ilma inna avastamiseta koos prostaglandiini siistimisega (Elmore,
1987), seemendusjdrgselt mittetiinete lehmade varaseks avastamiseks ja tiinuse
diagnoosimiseks (Heap jt., 1976; Pennington jt., 1985; Worsfold jt., 1987), embriionaalse
suremuse kindlakstegemiseks (Bulman, Lamming, 1979; Butterfield, Lishman, 1988),
ovariaaltsiistide diferentseerimiseks ja endokriinse teraapia tulemuste hindamiseks (Nakao jt.,
1992; Booth, 1988), sobivate embriiodoonorite valikuks (Allen, Foote, 1988; Herrler, 1990).
Kaasajal kasutatakse progesterooni kvantitatiivseks madramiseks peamiselt kahte meetodit:
radioimmunoloogilist — RIA (Heap jt., 1976; Espinosa jt., 1984) ja immunoensiimaatilist —
EIA (Sauer jt., 1986; Stanley jt., 1986). Lisaks progesterooni middramise laborimeetoditele
toodetakse erinevate firmade poolt ka kommertsiaalseid piima progesterooni méadramise
reaktiivide komplekte (Nebel, 1988). Meile on seni kidttesaadavaks meetodiks olnud RIA,
mille abil on ELVI-s piima progesteroonisisaldust pidevalt méiratud alates 1985. aastast.
Selle meetodi puuduseks on kallis aparatuur, radioaktiivsete isotoopide, antud juhul I'*
lihike poolestusaeg, samuti kiillaltki toomahukas ja kohmakas analiiiisikdik. Praeguseks on
vilja to6tatud kodumaine piima progesterooni madramise EIA meetod (Waldmann, 1993).

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli vorrelda ELVI-s kasutusel oleva RIA meetodi ning
viljatootatud EIA meetodi jargmisi aspekte: 1) to6aja kulu analiiiisi teostamiseks,
2) piimaproovi vOotmise aja ja piima rasvasisalduse moju progesteroonisisaldusele, 3) piima
progesteroonisisalduse diinaamikat innatsiikli 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 tdugu lehmadelt jargmiselt:
proovi vdtmise aja ja rasvasisalduse mdju uurimiseks vdeti piimaproovid joudluskontrolli
pdeval eelliipsi-, kannu- ja jérelliipsipiimast. Piima progesteroonisisalduse diinaamika
jalgimiseks, mittetiinestumise ning tiinestumise varaseks diagnoosimiseks jirelllipsipiimast.
Kdik piimaproovid konserveeriti Thimerosal’i (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO)
lisamisega (0,05 %). Konserveeritud proovid sdilitati temperatuuril 4° C ning progesteroo-
nisisaldus maéédrati kuni 10 péeva jooksul pirast proovide votmist. Osa proove kiilmutati ja
sdilitati temperatuuril -40° C kuni analiiiisimiseni.
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Analiiiis

Piima progesteroonisisalduse radioimmunoloogiliseks (RIA) médramiseks kasutati
kommertsiaalseid reaktiivide komplekte Steron-PM-I'"" (Valgevene TA Bioorgaanilise
Keemia Instituut), mis on moeldud kuni 43 paralleelproovi progesteroonisisalduse
midramiseks rasvases e. jdrelliipsi piimas. Proovid analiilisiti tdpselt tootja instruktsioone
jargides. Impulsside arv loeti gamma-lugejal Gamma-Trac 1290 (Tracor Analytic, Elk Grove
Village, IL). Progesteroonisisaldus arvutati vastava arvutiprogrammiga, kasutades logit-log
analiiisi. RIA testisisene ja testivdline variatsioon (CV) oli <15 %.

Kiesolevas to0s kasutatud immunoensiimaatiline (EIA) meetod on erinevalt RIA-st
mitteradioaktiivne mikrotiiterplaatidel pdhinev tahke faasi silisteem, kus antikehana
kasutatakse hiire progesteroonivastast monokloonset antikeha ning markerensiilimina
méadardika peroksidaasi. Optilised tihedused mooddeti automaatspektrofotomeetrite MR-580
(Dynatech, Aleksandria, VI, USA) vdi Twinreader Plus abil (Labsystems, Helsinki, Soome),
progesteroonisisaldus arvutati arvutiprogrammiga Pro-Elisa (koostatud M. Viikmaa poolt,
TU UMPI), kasutades logit-log analiiiisi. EIA testisisene ja testiviline variatsioon (CV) oli
<10 %.

Piima rasvasisaldust mdddeti ELVI piimaanaliiiside laboratooriumis analiisaatoriga
Milk-Scan 203 (Foss-Electric, Hillerad, Taani).

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

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

Tulemused
Tébaja kulu

Analiilisi etapid ja todaja kulu iihele RIA komplektile ja EIA mikrotiiterplaadile on
toodud tabelites 1 ja 2.

Tabel 1. Téooaja kulu RIA puhul / Time needed to perform RIA

Analiiiisi etapid Aeg (min.)
Experimental stages Time (min)
1. Proovide lahjendamine / Dilution of milk samples 20

2. Reagentide ettevalmistamine analiilisiks / Preparation of reagents for
analysis 10

3. Standardite, piimaproovide, antiseerumi ja margistatud 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 jddvannis / Incubation in an ice bath 15

6. Soe lisamine / Addition of charcoal 5

7. Inkubatsioon jddvannis / Incubation in an ice bath 10

8. Tsentrifuugimine / Centrifugation 10
9. Supernatandi imberpipeteerimine lugemistuubidesse / Pipetting of

supernatants into counting tubes 15

10. Proovide lugemine loenduris ja analiiiis / Counting and sample analysis 25

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

Uhe paralleelproovi analiiiisimiseks kuluv aeg
Time required to analyse one sample in duplicate 6,05
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Tabel 2. Tééaja kulu EIA puhul / Time needed to perform EIA

Analiiiisi etapid Aeg (min.)
Experimental stages Time (min)
1. Standardite ja proovide lahjendamine / Dilution of standards and milk 20
samples
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
7. Inkubatsioon toatemperatuuril / Incubation at room temperature 30
8. Stoplahuse lisamine / Addition of stop solution 2
9. Optiliste tiheduste mddtmine ja proovide analiilis / Measurement of optical
densities and sample analysis 5
40 paralleelproovi (iiks mikrotiiterplaat) analiiiisimiseks kuluv aeg
Time required to analyse 40 samples (one microplate) in duplicate 98
Uhe paralleelproovi analiiiisimiseks kuluv aeg
Time required to analyse one sample in duplicate 2,45

Proovi votmise aja ja rasvasisalduse moju piima progesteroonisisaldusele

Piimaproovid koguti 47-1t lehmalt eelliipsi-, kannu- ja jarelliipsipiimast, mille
rasvasisalduseks moddeti vastavalt (x+s) 2,85+1,30, 4,65+0,80 ja 8,51+1,62 %. Proovide
(konserveeritud) progesteroonisisaldust mdddeti nii RIA kui ka EIA meetoditega. Piima
rasvasisalduse ja piimaproovi vOtmise aja moju piima progesteroonisisaldusele selgitati
regressioonanaliiiisiga (tabel 3). Tabelist 3 on ndha, et nii eelliipsi-, kannu- kui ka
jarelliipsipiimas oli progesteroonisisaldus korrelatiivses seoses (r=0,85...0,93, P<0,001 ja

Tabel 3. 47 lehma eelliipsi-, kannu- ja jirelliipsipiima progesteroonisisalduse vahelised
korrelatsioonikordajad ja regressioonivorrandid / 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 eelliipsipiim RIA EIA eelliipsipiim EIA
RIA fore milk  kannuliipsipiim EIA fore milk  kannuliipsipiim
x) RIA whole milk x) EIA whole milk
(x) (x)
RIA EIA
jarellipsipiim =-1,33+2,12x  y=0,78+1,07x |jarelllipsipiim y=-0,12+1,67x  »=-0,66+0,96x
RIA postmilk r=0,88" =0,93""  |EIA postmilk r=0,92"" =0,97"
strippings strippings
RIA EIA
kannuliipsipiim ~ »=-0,57+1,80x kannuliipsipiim  y=1,13+1,65x
RIA whole milk =0,85" EIA whole milk 7=0,90""

* P<0,001
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r=0,90-0,97, P<0,001), vastavalt RIA vdi EIA-ga mootes. Et regressioonivorrandi
proportsionaalsuse koefitsient (b) peaks ideaali korral olema 1, siis saadud tulemused
nditasid, et progesteroonisisaldus eelliipsipiimas oli RIA -ga mddtes keskmiselt 2,1 korda
védiksem kui jarelliipsipiimas ja 1,8 korda vidiksem, kui kannuliipsipiimas. EIA-ga mddtes
saadi analoogne tulemus. Eelliipsipiim sisaldas progesterooni 1,7 korda vihem kui jarelliipsi-
ning kannuliipsipiim. Vaatamata olulisele (P<0,001) piima rasvasisalduse erinevusele kannu-
ja jérelliipsipiimas, b védrtused nii RIA kui ka EIA puhul I-st ei erinenud (P>0,05).
Kannuliipsi- ja jéarelliipsipiima progesteroonisisalduste absoluutvdirtuste sarnasus ning tihe
korrelatsioon néditavad, et analiilisiks sobib mdlema meetodi puhul nii kannu- kui ka
jarelliipsipiim (joon. 1).

Progesteroonisisalduse diinaamika iiksiklehmadel

Progesteroonisisalduse diinaamika 11 lehmal, moddetuna RIA ja EIA meetodiga, on
kujutatud joonistel 2. Individuaalsetest progesteroonikdveratest on ndha, et katse kiigus
esines 11 lehmal 15 follikulaarfaasi. Piima progesteroonisisaldus langes alla 5 ng/ml koikides
follikulaarfaasides, s&ltumata inna tunnuste avaldumisest, ja oli >10 ng/ml koikides
luteaarfaasides. Katse kdigus seemendati 9 lehma, neist tiinestus 3 (lehmad 7765, 6573,
7039). Koikidel seemendatud lehmadel oli seemendamispdeval progesteroonisisaldus <5
ng/ml. Progesteroonikdveratest on nédha, et kuuel juhul (40 %) jdi ind avastamata ning ka
vastavad lehmad seemendamata.

Innatsiikli pikkus

Keskmine innatsiikli pikkus méérati 7 eesti punast tdugu lehmal, v3ttes mddtmise aluseks
progesteroonisisalduse 5 ng/ml. Innatsiikli pikkuseks moddeti RIA ja EIA-ga vastavalt
22,44+1,75 ja 22,66+1,84 pieva. Follikulaarfaasis oli progesteroonisisaldus iile
5 ng/ml (7,51+0,86 resp. 7,61£1,03 pédeva), luteaarfaasis aga alla 5 ng/ml (14,98+1,25 resp.
15,06+2,17 pdeva).

Meetodite omavaheline korrelatsioon

Joonistelt 1A ja 1B on n#ha, et progesteroonisisalduse viartused, mdddetuna nii RIA kui
ka EIA-ga, korrelleerusid hésti lehmade reproduktiivse staatusega, olles madalad
follikulaarfaasis ja korged luteaalfaasis ning tiinuse ajal. Meetodite omavahelise korre-
latsiooni véljaselgitamiseks toddeldi 11 lehma piimaproovide progesteroonisisalduse andmeid
regressioonanaliiiisiga. Saadud regresioonikoefitsiendid niitasid 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). Uheteistkiimne lehma piima progesteroonisi-salduse andmete
regressioonanaliilis néditas samuti meetoditevahelist tihedat seost (r=0,894, P<0,001) (joon.
3), kuid regressioonikordaja (b) niitas, et EIA-ga mdddetud vddrtused on vorreldes RIA-ga
ligikaudu 1,37 korda suuremad (P<0,001).

Lehmade tiinestumise ja mittetiinestumise varajane diagnoosimine

Piimaproovid koguti 32 lehmal iga pdev 19...24. seemendusjirgsel pédeval. Progeste-
roonisisaldus médérati nii EIA kui ka RIA-ga. Lehmad loeti mittetiineteks, kui piima
progesteroonisisaldus oli alla 7 ng/ml, tiineks aga siis, kui see oli iile 10 ng/ml. Vahepealse
progesteroonisisaldusega lehmad diagnoositi kahtlaseks.

Rektaalne analiiiis, mis tehti 48...63. seemendusjérgsel pdeval, néitas, et tiinestunud oli
7 lehma (21,9 %), iilejddnud 25 (78,1 %) aga mitte. Selgus, et piima progesteroonisisalduse
jargi oli vdimalik mittetiinestunud loomi avastada nii RIA kui ka EIA puhul 100 %-liselt,
koige tdpsemad tulemused saadi RIA korral 23. ja 24. seemendusjédrgsel pdeval ning EIA
puhul 22. pdeval, vastavalt 58,3 % ja 70 %. Mittetiinestunud lehmade avastamise tdpsus oli
viimatinimetatud pédevadel 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 jirelliipsipiima progesteroonisisalduse seos madratuna 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 diinaamika moddetud RIA (a4) ja EIA (o0)
meetodil. Noolega on niidatud seemendamise piev

Figure 2. Content of progesterone of milk determined by the RIA (a4) and EIA (o0)
methods. Arrows denote day of insemination
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Joonis 2 jirg (seletus eelmisel lehel)
Figure 2 continuation (commentary on the previous page)

Tabel 4. EIA ja RIA-ga mddratud 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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Regressioonivdrrand / Regression Korrelatsiooni-
Lehma nr. Proovide arv (n) equation kordaja (r)
No. of cows Number of vabaliige (a) regressiooni- Correlation
samples (n) intercept (a) kordaja (b) coefficient (1)
slope of regression
line (b)
7430 22 -2,264" 1,683 0,981
7615 31 0,226 1,2817" 0,864
8356 30 1,073 1,719 0,956
5178 24 22,862 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) voi ithest (regressioonikordaja) oluliselt / The number
given in the table differs from zero (intercept) or 1 (slope) significantly

s sk ok

* P<0,05; " P<0,01; P<0,001

Joonis 3. Eri meetoditega miiratud piima progesteroonisisalduse seos (x-viirtused
on saadud RIA, y-viirtused 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 tdpsuse
suurendamiseks kasutati paarisproovide analiilisi. Paarisproovideks olid vastavalt 19. ja 24.,
19. ja 23., 20. ja 24. ning 20. ja 23. seemendusjirgsel pdeval vdetud proovid. Lehmad loeti
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mittetiineks, kui ithe paari ithes vdi mdlemas proovis jdi progesteroonisisaldus alla 7 ng/ml.
Lehmad diagnoositi tiineks, kui ithe paari mdlema proovi progesteroonisisaldus oli iile

10 ng/ml, ja kahtlaseks, kui iihe paari iithe vdi mdlema proovi progesteroonisisaldus oli iile 7
ja alla 10 ng/ml. Paarisproovide analiiiisi korral saadi kdige tdpsemad tulemused siis, kui
proovid koguti 19. ja 24. ning 19. ja 23. seemendusjidrgsel pdeval. Paarisproovide analiiiisi
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 tdpsus suurenes RIA korral 70 %-ni ja EIA puhul 87,5 %-ni. Kahtlase
diagnoosiga lehmade arv RIA puhul ei muutunud, EIA puhul aga véhenes 3,1%-ni.

Analiiiisitulemuste arutelu

Kéesolevast todst selgus, et mdlemad meetodid sobivad piima progesteroonisisalduse
kvantitatiivseks madramiseks, kuid EIA omab teatud eeliseid RIA ees. Uheks peamiseks
plussiks EIA puhul vorreldes RIA-ga on radioaktiivse isotoobi asemel markerensiitimi
kasutamine. EIA eeliseid RIA ees seoses kasutatava markerensiiimiga kasitleb iiksikasjalikult
Tijssen (1985). Liihidalt: ensiiim tagab korge tundlikkuse ning spetsiifika, aparatuur on
suhteliselt odav, analiilis on kiire ning teostatav vilitingimustes, puudub radiatsioonioht,
reaktiivid on suhteliselt odavad ning stabiilsed. Teiseks EIA eecliseks on antikehaga
seondunud ja seondumata kompleksi eraldamise viis. Kasutatud RIA on vedel-faasi meetod,
mis tdhendab, et antikehaga seondumata vaba ja maérgistatud progesteroon eraldatakse
antikehaga seondunud progesteroonist aktiivsde ja tsentrifuugimisega. Kasuta-tud EIA
meetodi puhul on progesteroonispetsiifilised antikehad kinnitatud tahkele pinnale
(mikrotiiterplaadi kannud), mis vdimaldab antikehaga seondumata kompleksi seondunust
kiirelt eraldada, selle lihtsalt maha pestes. Seega mikrotiiterplaatidel pdhineva EIA
teostamiseks ei ole vaja tsentrifuugimist. Ka reagentide analiilisiks ettevalmistamise ning
immuunreaktsiooni aeg on EIA puhul liihem kui RIA korral. Kokkuvdttes kulub EIA puhul
ithe paralleelproovi analiiiisimiseks 2,5 korda vihem aega kui RIA-t kasutades.

Veres tsirkuleeriv progesteroon ldbib mammotsiiiite difusiooni teel ning tdnu rasvas
lahustuvusele akumuleerub piimarasva. Heapi jt. (1975) andmetel on 80 % piima proges-
teroonist seotud piima rasvaga, 19 % valkudega ning vdhem kui 1 % on seondumata
progesteroon. Kuna on teada, et piima rasvasisaldus, seega ka progesteroonisisaldus, sdltub
mitmetest teguritest (piimaproovi votmise ajast, liipsi tdielikkusest, liipsmise intervallist), siis
on piima rasvasisalduse ja piimaproovi votmise aja mdju 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). Uldiselt on RIA-ga
modtes eelliipsi piima progesteroonisisaldus oluliselt viaiksem kannuliipsipiima 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
kannuliipsi- ja jarellipsipiima vahel, on vastavate piimafraktsioonide progesterooni-
sisaldustes saadud vasturddkivaid tulemusi. Osa autorite jargi (Pope jt., 1976; Laitinen, 1983;
Chandrasekaran jt., 1991) on RIA-ga mootes jarelliipsipiima progesteroonisisaldus oluliselt
suurem kannuliipsipiima omast, teiste jargi (Dobson jt., 1976; Drendel jt., 1977; Pennington
jt., 1981) aga mitte. Kirjanduses on vdhe andmeid piima rasvasisalduse mojust tahke faasi
EIA meectoditele. Stanley jt. (1986) andmetel mdjutas piima rasvasisaldus EIA meectodiga
moddetud progesteroonisisaldust vdhem kui RIA-ga modtes. Footi (1988) jargi oli
mikrotiiterplaatidel pohineva reaktiivide komplektiga Enzygnost madratud eeclliipsipiima
progesteroonisialdus umbes kaks korda védiksem kui kannuliipsipiima progesteroonisisaldus,
kuid jarelliipsipiima progesteroonisisaldus ei erinenud kannuliipsipiima omast. Kéesoleva t66
tulemustest selgus, et piimaproovi vOtmise aeg ja piima rasvasisaldus mojutasid
progesteroonisisaldust nii RIA kui EIA puhul iihtemoodi. Eelliipsi piima rasva- ja
progesteroonisisaldus erines oluliselt (P<0,001), kannuliipsipiima rasva- ja progesterooni-
sisaldusest, kuid kannu- ja jédrelliipsipiima progesteroonisisaldus iiksteisest ei erinenud
(P>0,05), ehkki rasvasisaldus oli erinev (P<0,001). Erinevad tulemused piimaproovi vOtmise
aja ning rasvasisalduse mojust progesteroonisisaldusele niitavad, et piimarasv mojutab
erinevaid médiramismeetodeid erinevalt. Arvatavasti meetodid, mille puhul jarelliipsipiima
progesteroonisisaldus ei erine kannuliipsipiima omast, méairavad pohiliselt rasvaga
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seondumata progesterooni ja on seega rasva suhtes vdhem tundlikud kui need meetodid,
millega méaérates jarelliipsipiima progesteroonisisaldus on suurem kannuliipsipiima omast.
Progesteroonisisalduse erinevus eelllipsi- ja kannuliipsipiima vahel (méédratud rasva suhtes
vdhetundlike meetoditega) ei ole tingitud vastavate piimafraktsioonide erinevast
rasvasisaldusest, vaid piimaproovi péritolust (tsisternaalne piim vs. alveolaarne piim)
(Waldmann, avaldamata andmed). Seda kinnitavad Nachreineri jt. (1992) andmed, kes
nditasid, et ka kooritud piima progesteroonisisaldus on eelliipsipiimas oluliselt madalam kui
lipsi keskel vdetud piimas.

Erinevad tulemused piimaproovi votmise aja ning rasvasisalduse mojust progesterooni-
sisaldusele niitavad, et iga uue médramismeetodi kasutuselevdtul on otstarbekas selgitada
piima rasvasisalduse ning piimaproovi votmise aja mdju progesteroonisisaldusele.

EIA ja RIA-ga maéadratud piima progesteroonisisaldus korrelleerus lehmade repro-
duktiivse staatusega, olles suur luteaalfaasis ja tiinuse ajal ning véike follikulaarfaasis (joon.
2A ja 2B). Mdddetud ovariaaltsiiklid olid veidi pikemad (22,4+1,8 ja 22,7+1,8 pieva
vastavalt RIA ja EIA-ga mddtes) enamiku autorite poolt saadud tulemustest (keskmine 21
pdeva) (Asdell jt., 1949; Olds, Seath, 1951; Morrow jt., 1969). Viimasel ajal kirjanduses
avaldatud andmed progesteroonisisalduse modtmise alusel saadud ovariaaltsiiklite pikkuse
kohta on vasturddkivad. Savio jt. (1990) mddtsid poegimisjargselt esimesele ovariaaltsiiklile
jargnenud innatsiiklite keskmiseks pikkuseks 23+2,1 pideva. Rajamahendrani jt. (1990) jargi
oli poegimisjirgselt teise ovariaaltsiikli keskmiseks pikkuseks 24+6 pideva. Seevastu on
Eldoni (1991) andmetel Islandi piimalehmadel poegimisjdrgselt teise ovariaaltsiikli pikkus
20,1+2,8 pédeva ning poegimisjargselt kolmanda ovariaaltsiikli pikkus 20,9+2,5 péeva.
Eespoolnimetatud autorite poolt saadud ovariaaltsiiklite pikkuste keskmiste erinevuste
analiiis nditas, et [slandi lehmade ovariaaltsiiklid olid lithemad lirimaal peetavate friisi tdugu
lehmade kui ka Kanadas (British Columbia) peetavate holsteini ja #d&drSiri tdugu lehmade
ovarialtsiiklitest (P<0,05). Eesti punast tougu lehmade ovariaaltsiiklid on eelmiste-ga
vorreldes vahepealse pikkusega. Nendele andmetele toetudes vdib véita, et ovariaaltsiikli
pikkus voib olla erinevates populatsioonides erinev.

Molema meetodiga moddetud progesteroonisisaldus korrelleerus omavahel hésti

(tabel 4, joon. 3), kuid EIA mdddab progesterooni vdartusi moneti kdrgemalt kui RIA. Selline
erinevus voib olla tingitud standardite valmistamise erinevusest (Stanley jt., 1986; Kistler jt.,
1987; Waldmann, 1993), erinevusest antikehade spetsiifikas (Stanley jt., 1986; Waldmann,
1993) voi meetodi tiiibist (tahkefaasi meetod vs. vedelfaasi meetod) (Stanley, jt., 1986).
Olenemata progesteroonisisalduste absoluutvddrtuste erinevuse pdhjustest, vdimaldab
absoluutvadrtuste suurem vahe EIA puhul madalaid progesteroonisisaldusi kdrgetest paremini
diferentseerida.

Lehmade tiinestumist diagnoositi karja reproduktsiooni seisukohalt halbades tingi-
mustes. Vaatamata véiga halvale tiinestumisele (21,9 %) oli mittetiinete lehmade avastamise
tdpsus ithe piimaproovi alusel nii RIA kui ka EIA puhul 100 %, kuid tiinete loomade
avastamise tidpsus (58,3 % ja 70 % vastavalt RIA ja EIA puhul) on kirjanduses avaldatud
(Miiller, 1987) keskmistest tulemustest (umbes 80 %, ulatus 45...100 %) véiksem.
Valediagnoosi pdhjustena on nimetatud embriionaalset suremust, mida erinevate autorite jargi
esineb pidrast 24. seemendusjdrgset pdeva 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 vd&i lihemaid innatsiikleid
(Pope jt., 1976). Paarisproovide analiiiis suurendas nii RIA kui ka EIA puhul tunduvalt
mittetiinete lehmade avastamist ja tiinuse diagnoosimise tdpsust. EIA puhul védhenes ka
kahtlase diagnoosiga lehmade arv. Uhe piimaproovi progesteroonisisalduse alusel teostatud
tiinuse diagnoosimise suhteliselt tagasihoidlik tdpsus ning selle oluline suurenemine
paarisproovide analiilisi korral on arvatavasti tingitud lehmade mittedige-aegsest
seemendamisest. Seda oletust kinnitab ka vdga madal tiinestumise protsent (21,9).
Progesteroonitesti kasutamise véidrtus mittetiinestunud lehmade avastamise seisukohalt oli
jargmine: progesteroonitestiga diagnoositi paarisproovide alusel mittetiineks 20 resp. 23
(RIA ja EIA-ga mootes) lehma. Tegelikult avastati ja seemendati jirgneva inna ajal imber 9
lehma. Progesteroonitesti kasutamine véimaldas kdesolevas katses lisaks {imberseemendatud
9 lehmale varakult avastada veel 11 resp. 14 (RIA resp. EIA) mittetiinet looma.
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Jireldused

1. Kédesolevas to0s kasutatud RIA ja EIA meetodid sobivad modlemad piima
progesteroonisisalduse kvantitatiivseks madramiseks.

2. EIA on RIA-st vihem toomahukas ja kiirem, iihtlasi on see kasutamiseks mugavam.

3. Piimaproovi vOtmise aeg ja piima rasvasisaldus mojutavad nii RIA kui ka EIA-ga
moddetud progesteroonisisaldust tihtemoodi, mdlema meetodi puhul sobib analiiiisimiseks nii
kannu- kui ka jérelliipsipiim.

4. Iga uue piimaprogesterooni méidramismeetodi kasutuselevdtul on otstarbekas selgi-
tada piima rasvasisalduse ning piimaproovi vdtmise aja moju progesteroonisisaldusele.

5. Paarisproovide analiiiis suurendab nii RIA kui ka EIA puhul oluliselt tiinuse
diagnoosimise tépsust.

6. Lehmade ovariaaltsiiklid vdivad 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.

CPABHEHUE PAJIMONMMYHOJIOT'MYECKOTI'O 1 UMMYHO® EPMEHTHOT'O
METOJ10B ONPEAEJEHUA COAEPAKAHNA TPOIECTEPOHA B MOJIOKE U
[MPUMEHEHWE NX JIJI HABJTIO TEHUS 3A BOCHPOU3BOINTEJIHBIM
CTATYCOM KOPOB

A. Baasamvan, B. [laccen

Pesome

buiia uszydyena HpUroIHOCTL M BO3MOZKHOCTL IPAKTHYECKOIO NPUMEHEHUS MPAMOIO
(6esakcrpaunonnoro) ummynodpepmentnoro amnaausa (MMA), Gasupyiomwero ma mono-
KJIOHAILHOM aHTUTENe, [0 CPaBHEHUI0O C KOMMEPYECKUM PalvMoOUMMYHOJIOIHYECKUM
meronom (PUA) nis nabmoaenua BoCnponsBoIMTENHONR aKTUBHOCTH Y KopoB. [lonyuenunie
pe3yabTaThl CBUAETEILCTBYIOT O TOM, 4ro MeronoM WMA xon amanumza 3HaYMTENLHO
NpoLe U Pe3yabTaThl NOJAyualoTca ObicTpee B reuenue 1,5 waca. Bausuue tuna (ppakumun)
MOJIOKA WU MOJIOUHOT'O KUpPA HA KOHIEHTPAIMIO POTecTepPOHa ObIJI0 CXOMHbIM HPU 000UX
Mmeronax onpenenenus. Konnenrpauuu nporecrepona B npo6ax MOI0Ka, B3ATLIX U3 MEPBLIX
CTpPYyeK, U3 OCHOBHOW IHOMKU U U3 HOCJIAEIONKM, KOppeauposBaauch soicoko (r=0,85...0,93;
P<0.,001 n r=0.90..0.97: P<0,001) npu onpenenennn coorsercrsenno meroramu PUA n
NDA. Kouuenrpauus nporecrepona Ooina uuxe (P<0,001) B mepsbix crpyek, uem B
MOJIOKE OT OCHOBHOW [OKM W OT 1nocjaenoiiku. AGCOMOTHbIE KOHUEHT-paLlun
nporecrepona B npod6ax OT OPHOBHOW NOWKM WM OT HOCHEIONKM HE OTAMYAIUCh, XOTA
KOHLEHTPALUA MOJOUYHOIO XKMpa B 3TUX (pakuuax moJoka Obina paszanunoi (P<0,001).
Conepxaunue nporecrepona, exeanesno omnpeneiennoe 'y 11 kopos, xopowo
KOPPEJIUPOBAIOCH C PENPOLYKTUBHLIM CTATYCOM KaK[I0I0 KMBOTHOTO, fIBJISAACL HU3KO I B
GoNnuKyIApHoil  paze M BLICOKOW B TedyeHue JIOTeaNbHOil (aszbl U CTEeNbLHOCTH.
[oayuennpie KOIPOUIMEHTH KOPPETALUN CBUIETEILCTBOBAIM O Tecnoil cpizu UMA u
PUA naa xaxiaoro xusornoro, koaebascr or 0,82 (P<0,001) no 0,98 (P<0,001) no
oraebibiM kopopaM. Kondduuuenr koppensunn pesyabraros or Bcex 11 kopos cocrasui
0,89 (P<0,001), no UDA nan Gonee BLICOKKME OKA3ATENN HPOreCTEPOHA 10 CPABHEHUIO C
PUA. Cpeansas  1auTeabHOCThH  OBApUAIbLHONO  HUKJIA  cocTBiasina  (cpennaa£SD)
coorsercrenno 22,4+1,75 n 22,66+1,84 nua upu onpegenennun PUA u UDA. Kax PUA,
tak u UDA nossomasin ¢ 100 % TOYHOCTBIO ONPENENUTh HECTEAbHBIA CTATYC KUBOTHOIO,
IPOrecTepona NpuMeHas MoOJOKo, coOpannoe na 19..24-ii geun mnocie oceMmeHnenus.
Haiigbician rounocrs onpenenenus creavnoctu (58,3 % n 70 % coorsercrenno nins PUA
u UDA) Guiia nocrurnyra ananuszamu npod Mojoka, coOpamnbix na 23 uan 24-it gennb
nocie ocemenenus g PUA w na 22-it newn ana UDA. Yayumenue onpenenenus
creapioctu 10 70 % u 87,5 % coorsercrenno aas PUA u MDA Guino nocrurnyro
ompeneaenueM porecTepoHa B MOBTOPHBLIX MOJIOUHBIX Mpo0ax, B3ATLIX Ha 19 u 23-ii neub,
wan Ha 19 u 24-ii neus nocie oceMenenus.
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