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U ovom radu prikazani su rezultati primene naseg novog enzim-
skog imunosorbent testa (EIA) za direktno odredivanje koncentracije
progesterona u punom mleku krava.

Testom su potvrdene visoke koncentracije u mleku kod steonih
krava (13,16=13,29 ng/ml; n=10) i niske koncentracije kod nesteonih
krava (1,35+0,98 ng/ml; n=8).

Ovim progesteronskim testom se u uzorcima mleka mogu pouz-
dano pratiti variranja u koncentraciji progesterona po danima ciklusa
krava, ako se uzorci uzimaju svakog drugog dana. U radu su prikazani i
progesteronski profili steonih i nesteonih krava, kao i profili onih sa
poremecenim ciklusom i sa greskom u osemenjavanju. Rezultati do-
bijeni EIA testom su uporedivani sa rezultatima dobijenim komercijal-
nim RIA-progesteronskim setom iz uzoraka krvnog seruma.

Razlike u koncentraciji progesterona u 15 uzoraka mleka krava no-
voproizvedenim EIA testom i koncentraciji odredivanoj komercijalnim
EIA testom nisu bile statistiCki znaCajne (t-test: t-0,1144; p-0,9097).

U uzorcima mleka &uvanim na temperaturi frizidera (+4°C) konz-
ervisanim kalijum bihromatom (do 28. dana nakon muZe) ustanovljene
su niZze koncentracije progesterona za 25,90+15,47% (4,69+
2,90 ng/ml) u odnosu na koncentraciju na dan muZe, Sto u krajnjem is-
hodu ipak nije uticalo na dobijene kliniCke rezultate. Za primenu u EIA
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testu uzorci mleka sa konzervansom mogu se skladistiti Cetiri nedelje u
frizideru.

Kljucne reci: progesteron, EIA, mleko, krave

Uvod / Introduction

Uspeh u reprodukciji zavisi od niza Cinilaca koji, na kraju mogu da
imaju dva moguca izlazna rezultata: uspeh — steona ili neuspeh — nesteona plot-
kinja. Reprodukcija u stadu zavisi od niza Cinilaca, kao Sto su koli¢ine proizvede-
nog mleka, ocene telesne kondicije, ishrane, uslova smestaja, nacina drzanja,
postupaka u otkrivanju estrusa i poremecenih ciklusa, greSaka u rukovanju seme-
nom, tehnike osemenjavanja, vodenja puerpuerijuma, stepena angazovanosti
radne snage itd. Pri tome, svaka, pa Cak i mala greska, moze da ima kumulativni
efekat na celokupnu reprodukciju stada. Zbog toga, Sto ranija, pouzdana dijag-
noza steonosti, moze znatno da doprinese poboljSanju reproduktivnih poka-
zatelja (Braun, 1986; Butler, 2001; JovicCin i sar., 2003; Shresta i sar., 2004).

Odredivanje koncentracije progesterona u krvnoj plazmi ljudi i Zivoti-
nja zapoceli su 1957. godine Short i saradnici (1957), a Robertson i Sarda (1971)
su detaljno analizirali promene u koncentaciji ovog hormona kod viSe vrsta do-
macih zivotinja. Iste godine, Laing i Heap (1971) su dokazali da koncentracija pro-
gesterona u mleku proporcionalno sledi njegovu koncentraciju u krvnoj plazmi.
Od tada, brojni autori ukazuju na prednosti merenja koncentracije progesterona u
mleku u cilju monitoringa reproduktivhog statusa krava (Nakao i sar., 1983;
Wimpy i sar., 1986; Shrestha i sar., 2004).

Kontrola plodnosti krava i junica EIA testom za direktno odredivanje
koncentracije progesterona iz punog mleka i krvnog seruma je vrlo osetljiv i
praktiCan nac¢in monitoringa reprodukcije krava. Kontrola plodnosti krava na ovaj
nacin je privilegija samo malog broja razvijenih zemalja, upravo zbog poteskoc¢a u
proizvodnji komponenata EIA testa dovoljne specificnosti i osetljivosti. Prema
dosadasnjim rezultatima, institucije koje su u prilici da organizuju ispitivanja ove
vrste, uspesnije se nose sa problemima steriliteta, naro€ito na farmama sa velikim
brojem mlec¢nih krava.

Usluzne komercijalne laboratorije u kojima se odreduje koncentracija
progesterona najpre su zapocele sa radom sedamdesetih godina u Zapadnoj
Nemackoj (Hoffman, 1976) i Velikoj Britaniji (Booth, 1979) formiranjem centralnih
laboratorija u koje su pristizale na desetine hiljada uzoraka mleka godisnje.

U naSoj zemlji objavljeno je nekoliko radova o odredivanju koncentra-
cije progesterona kod krava. Uglavnom je koris¢en radioimunoloski test (RIA)
(Kuzmanov i sar., 1981; Kovacevic¢ i sar., 1988; Vucko i PotoCnjak, 1988; Burdevic i
sar., 1990), a u manjoj meri enzimski test (EIA) (Burdevi¢isar., 1990; Vukovici sar.,
1991). lako je RIA metod pouzdan i tacan, postoji niz ogranic¢enja usled koriS¢enja
radioaktivnih izotopa, cene uredaja i problema odlaganja radioaktivhog otpada.
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Zbog toga se RIA metod koristi samo u institucijama koje ispunjavaju stroge nor-
mative bezbednosti, opremljenosti i kadrova.

Kvantitativni testov bazirani na EIA metodi pokazali su razli¢ite i neko-
herentne rezultate (Burdevi¢ i sar., 1990). U nasim uslovima, njihova upotreba je
ostala u domenu kontrole kvaliteta drugih komercijalnih semikvantitativnih testova
ili u sklopu kratkoro€nih projekata, bez tendencije da se progesteronski test
uvede kao redovna mera kontrole u reprodukciji krava. Komercijalno odredivanje
koncentracije progesterona u mleku krava uz formiranje centralne laboratorije u
koju bi se usmeravao veci broj uzoraka do sada nije zazivelo u nasoj zemlji.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Cilj naSeg rada je bio ispitivanje moguénosti proizvodnje, uvodenja i
komercijalng koriS¢enja EIA testa (u daljem tekstu EIA-PRG) za direktno odredi-
vanje koncentracije progesterona u punom mleku krava. Tehnika proizvodnje pro-
gesteronsog testa je savladavana u saradnji sa istrazivacima iz Japana (Depart-
man veterinarske medicine, Laboratorija za reprodukciju Poljoprivrednog fakul-
teta, Jamagudi Univerzitet, Japan). Istrazivanja su izvr§ena u dve faze u periodu
od januara 2005. godine do decembra 2007. godine.

| faza — terenski rad

1. Jednokratno uzorkovanje mleka i krvi krava od definisanih grupa
plotkinja (pouzdano steone i pouzdano nesteone krave u estrusu) (farme Ai B).

2. Uzorkovanje mleka i krvi svakog drugog dana (13 uzoraka) u cilju
praéenja polnog ciklusa i utvrdivanja rezultata osemenjavanja — od 0. do 25. dana
ciklusa i definisanje grupa (steona/nesteona) (farma B).

Il faza — laboratorijski rad

1. Formiranje EIA-PRG testa.

2. Merenje koncentracije progesterona u uzorcima mleka i seruma de-
finisanih grupa krava (pouzdano steone i pouzdano nesteone).

3. Provera EIA-PRG testa u uzorcima mleka i seruma krava uzetih sva-
kog drugog dana u cilju prac¢enja polnog ciklusa i rezultata osemenjavanja. Rezul-
tati su uporedivani sa rezultatima dobijenim RIA-PRG (RIA-progesteronskim tes-
tom proizvedenim u INEP-u, Zemun) iz uzoraka krvnog seruma.

Kontrola stabilnosti progesterona u mleku konzervisanog kalijum bi-
hromatom nakon 28 dana od uzimanja uzoraka, testiranjem sa EIA-PRG i kon-
trolom komercijalnim EIA OvuCheck® Milk testom (Biovet Inc., Kanada).
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Ogledne Zivotinje | Experimental animals

Ogled je sproveden na dve komercijalne farme u okolini Novog Sada
(farma A sa 200 krava na muzi; farma B sa 150 krava na muzi). Krave u ogledu su
drzane u vezanom sistemu i hranjene senom lucerke, silazom kukuruza uz doda-
tak 5-7 kg koncentrata sa 16% sirovih proteina. Krave su bile u laktaciji od 60 do
180. dana i muzene su dva puta dnevno. Prosecna proizvodnja mleka na obe
farme, obracunata na 305 dana laktacije, iznosila je oko 6500 kg. Na farmi A es-
trus je detektovan na osnovu spoljasnjih znakova estrusa, dok je na farmi B estrus
otkrivan i rektalnim pregledom.

Klini¢ka ispitivanja krava | Clinical examinations of cows

Pre uzimanja uzoraka krave u estrusu su rektalno pregledane radi
eliminacije plotkinja sa klini¢kim znacima endometritisa. Provera steonosti izvrse-
na je ultrazvuénim aparatom Siui, Shantou, Kina upotrebom rektalne sonde od
7,5 MHz, 27-35. dana nakon osemenjavanja. Ovaj nalaz je ponovo potvrden rek-
talnim pregledom 60. dana posle osemenjavanja.

Prikupljanje uzoraka mleka i krvnog seruma | Collecting samples of milk and blood serum

Na farmi A uzeto je 18 uzoraka punog mleka, pri Cemu je 10 krava bilo
steono (potvrdeno rektalnim pregledom sa > 60 dana steonosti), a od 8 krava
uzorci su uzimani na dan osemenjavanja (1. dan ciklusa), pre ve€ernje muze.
Uzorkovano je oko 8 ml mleka iz klini¢ki zdravih Cetvrti u plastiCne epruvete zapre-
mine 10 ml (Spektar, Cagak). Kao konzervans kori§¢ene su tablete sa 3,3 mg kali-
jum-bihromata (Merck, Darmstadt, Nemacka). Prvi mlazevi mleka iz svake Cetvrti
su odbaceni, a potom je namuzena priblizno jednaka koli¢ina mleka iz svake
zdrave Cetvrti. Uzorci su ¢uvani u frizideru na +4°C do momenta izvodenja anali-
za.

Na farmi B, uzorci punog mleka uzimani su na pocetku vecernje muze
od 10 krava na dan osemenjavanja (1. dan ciklusa), a zatim svaki drugi dan jo$§ 12
puta. Tako je poslednji uzorak uzet 25. dana od osemenjavanja. Uzorkovanje
mleka, njegovo konzervisanje i skladiStenje je bilo istovetno kao sa uzorcima sa
farme A.

Uzorci krvi za odredivanje koncentracije progesterona takode su uzi-
mani 13 puta i to svaki drugi dan, zajedno sa uzimanjem mleka (neposredno po-
sle jutarnje muze) punkcijom v. coccigealis u vakutajnere zapremine 10 ml (BD
Vacutainer, Plymouth, UK). Sutradan, nakon izdvajanja seruma, odlivano je po
1 ml krvnog seruma u plasti¢ne ependorf epruvete zapremine 1,5 ml, a uzorci su
¢uvani na -20 °C do momenta izvodenja analiza.

U drugom delu ogleda na farmi B, koncentracije progesterona u 15
uzoraka mleka paralelno je odredena sa EIA-PRG testom i komercijalnim EIA
OvuCheck® Milk testom (Kanada).
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Nakon 28 dana od prvog merenja, uradena je ponovna analiza istih
uzoraka istim testovima radi utvrdivanja stabilnosti progesterona u uzorcima
mleka konzervisanih na temperaturi od +4 °C.

Izvodenje enzimskog testa | Applying enzyme test

Priprema uzoraka: Uzorci mleka su zagrevani na temperaturi od 45°C
tokom 20 minuta u suvom termostatu, a zatim su homogenizovani pomocu vor-
teks mesalice (EV-102, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) tokom 30 sekundi. Iz tako
pripremljenih uzoraka, odlivano je po 20 ul u ependorf epruvete od 1,5 ml. Ova
koli¢ina je razblazena sa po 780 ul fosfatnog pufera koji je sadrzavao 0,1%
govedeg serum albumina, frakcija V (Sigma-Aldrich, Sent Louis, SAD). Na ovaj
nacin, uzorci mleka su bili ukupno razblaZzeni 40 puta ¢ime je neutralisan nepovo-
ljan uticaj mle¢ne masti koja otezava ocitavanje reakcije. Ovim postupkom se
izbegava procedura obiranja mleka, test je tehnicki jednostaviji i proceduralno
brzi, sto je bitno radi blagovremenog slanja rezultata na farmu.

Oblaganje ploca: Mikrotitarske plo¢e (Maxi-Sorb, Nunc, Roskilde,
Danska) su oblagane anti-kuni¢ IgG antitelima (MP Biomedicals Inc, Ohio, SAD) u
koncentraciji od 4 ug/ml sa po 100 ul po otvoru. Antitela su prethodno razblazena
u karbonatnom puferu (pH = 9,7). Mikrotitar ploCe pokrivene su lepljivom folijom i
inkubirane sa rastvorom antitela tokom 48 sati na sobnoj temperaturi, uz blago
mesSanje na 300 obrtaja u minuti pomoc¢u termomiksera (Thermomixer comfort,
Eppendorf, Nemacka).

PlocCe su zatim ispirane tri puta sa po 300 ul 0,9% rastvora NaCl po ot-
voru, pomocu automatskog ispiraca ploca (Assys Hitech, Austrija) i dobro su is-
tresene radi uklanjanja zaostale te¢nosti iz otvora.

Blokiranje ploca: Blokiranje nezasi¢enih mesta na povrsini otvora
ploca je izvr§eno inkubiranjem sa 200yl rastvora za blokiranje po otvoru, tokom 2
sata na sobnoj temperaturi uz blago mesanje na 300 obrtaja u minuti.

Rastvor za blokiranje bio je 3% rastvor saharoze i 0,1% govedeg se-
rum albumin u 0,05 M fosfatnom puferu pH 7,4. Zatim su ploce ispirane 3 puta sa
po 300 ul fosfatnog pufera po komorici i ostavljene da se osu$e preko noci. Uko-
liko ploCe nisu koriS¢ene istog dana, bile su zapakovane u vakuumirane plasti¢ne
folije i uvane u frizideru.

Testiranje uzoraka: U jedan niz otvora oblozene plo¢e dodavano je po
50 ul rastvora standarda progesterona u koncentracijama od 0; 0,03; 0,1;0,3; 1; 3
i 30 ng/ml. Rastvaranje je vrSeno u mleku krave koja je pouzdano bila u estrusu i
koje je imalo nisku koncentraciju progesterona.

U sledece redove otvora dodavano je po 50 ul pripremljenih uzoraka
mleka. Zatim je u svaki koriS¢eni otvor dodato po 50 ul razblazen progesteron
obelezen peroksidazom HRP (HRP-P4), a zatim po 50 ul rastvorenih antipro-
gesteronskih antitela (konacno razblazenje HRP-obelezenog progesterona je bilo

49



Vet. glasnik 63 (1-2) 45 - 59 (2009) A. Milovanovi¢ i sar.: Primena enzimskog imunotesta
za odredivanje koncentracije progesterona u punom kravljem mleku

50.000 x, a antiprogesteronskih antitela 100.000 X u odnosu na dobijene kon-
centrate*.

PloCe su pokrivane lepljivom folijom da bi se sprecilo isparavanje
sadrzaja i inkubirane su Cetiri sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mik-
rotitarske ploCe su ispirane fosfatnim puferom 3 puta. Kao supstrat i hromogen za
razvijanje bojene reakcije kori¢eni su rastvori vodonik-peroksida i tetrametilben-
zidina — TMB (INEP, Zemun).

Inkubacija se odvijala u mraku, tokom 20 minuta i na sobnoj tempera-
turi. Reakcija je zaustavljana sa 50 ul prekidaca reakcije (2M rastvor H,SO,) po ot-
VOru.

Ocitavanje rezultata: optiCka gustina je merena na CitaCu plo¢a
(Multiscan MCC/340, Finska), na 450 nm.

Za preracunavanje dobijenih vrednosti opticke gustine u vrednosti
progesterona u punomasnom mleku (ng/ml) u odnosu na dobijenu standardnu
krivu koriS¢en je softver GraphPad Prism, Verzija 3.02 (Graph Pad Software, Inc.,
SAD).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

| Standardizacija | I Standardization

Na Grafikonima 1ai 1b prikazane su standardne krive za progesteron-
ski EIA-PRG test proizveden u laboratoriji NIV-NS i za komercijalni OvuCheck test.
Standardna kriva je izradena upotrebom standardnih rastvora progesterona
sledecih koncentracija: 0; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 30 ng/ml.

Na Grafikonu 1a i 1b prikazane su standardne krive za EIA-PRG test i
OvuCheck EIA konstruisane sa poznatim koncentracijama progesterona. Na os-
novu vrednosti apsorbanci uzoraka progesterona preracunavaju se dobijene
vrednosti koncentracija progesterona. Da bi u kompetitivnoj EIA bio merljiv §to
veci raspon koncentracija progesterona, neophodan je visok signal (apsorbanca
izmedu 1,5i 2,0) za standardne rastvore, $to je i ostvareno na Grafikonima 1ai 1b.
Time se dobija dovoljno strma standardna kriva sa koje je moguce preciznije
odrediti koncentracije progesterona u uzorcima.

Za grani¢nu vrednost koncentracije progesterona u mleku koja pred-
stavlja lutealnu fazu ciklusa, uzeta je koncentracija od 2,0 ng/ml progesterona
(Larson i sar., 1987; Samad i sar., 2004). Tako je za krave sa viSe od 2 ng proges-
terona /ml mleka smatrano da se nalaze u lutealnoj fazi. Uzorci koji su uzeti od 19.
do 23. dana ciklusa, a koji su imali nivo progesterona ispod 2 ng/ml verovatno
poti¢u od krava koje nisu steone, a oni sa 2 ng/ml i viSe, od steonih plotkinja (od-
nosno plotkinja koje su u lutealnoj fazi).

* HRP-obelezen progesteron kao i antiprogesteronska antitela su u vidu koncentrata; dobijena su
ljubaznos¢u prof. dr ToSihiko Nakao, sa Univeziteta u Jamaguciju iz Japana.
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Grafikon 1a. Ekstinkciona standardna kriva za progesteron (NIV-NS)
Graph 1a. Extinction standard curve for progesterone (NIV-NS)
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Grafikon 1b. Ekstinkciona standardna kriva za progesteron (OvuCheck)
Graph 1b. Extinction standard curve for progesterone (OvuCheck)

Il Farma A: Komparabilnost odredivanja progesterona u serumu i mleku /
II Farm A: Comparability of progesterone determination in serum and milk

Poredenje koncentracija progesterona u punomasnom mileku iz-
merenih EIA testom sa odgovarajuéim koncentracijama progesterona u serumu
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izmerenih RIA testom pokazalo je relevantnost odredivanaja progesterona u
mleku kao uzorku. Istovremeno je pokazana i relevantnost EIA metode, koja je
korisS¢ena za odredivanje progesterona u mleku.

U tabeli 1 su prikazane dobijene vrednosti (x, SD) u uzorcima mileka i
seruma steonih i nesteonih krava.

Tabela 1. Statisti¢ke vrednosti koncentracija progesterona u mleku krava izmerenih
EIA-PRG testom i koncentracije progesterona u krvnom serumu izmerene RIA testom /
Table 1. Statistical values of progesterone concentration in cow s milk measured using the EIA-PRG test

and progesterone concentrations in blood serum measured using the RIA test

gsgoc:[igtlzt,i:;i;ttl;astus/ n x (ng/ml) | SD (ng/ml) Sx V. (ng/ml)
B, Jieons (2;5‘0’2';1?;;5”) / 10 13,16 13,30 421 | 2,70-40,20
E,ﬁ'_??{% SGtZ?/;‘{e (I(n'TI?]'ISKO) / 10 12,92 6,94 219 |7,0029,20
davesecnatemsenm | | o | s | om | o | omem
Gurchestoe e |5 | im | owr | oz | oots

Razlika nije signifikantna kada se poredi koncentracija PRG u punomasnom mleku izmerenih EIA tes-
tom u gupi steonih krava sa odgovarajué¢im koncentracijama PRG u serumu izmerenih RIA testom u
gupi steonih krava (p=0,9602). Sli¢ni rezultati dobijeni su prilikom poredenja grupa nesteonih krava
(0=0,5418). /

The difference is not significant when PRG concentrations in whole cow s milk measuring using the EIA test in
the group of gravid cows are compared with corresponding PRG concentrations in serum measured using the RIA
test in the group of gravid cows (p=0.9602). Similar results were obtained during a comparison of groups of non-
gravid cows (p=0.5418).

Dobijeni rezultati ukazuju da se merenjem progesterona pomocu EIA-
PRG testa iz neobranog, punomasnog mleka krava pouzdano mogu otkriti ne-
steone krave i potvrditi visoke koncentracije progesterona kod steonih krava.

Il Farma B: promene koncentracije progesterona po danima ciklusa /
Il Farm B: Changes in progesterone concentration according to days of cycle

Progesteronskim testom se precizno mogu pratiti variranja u koncen-
traciji progesterona u uzorcima mleka po danima ciklusa kod krava od kojih su
uzimani uzorci krvi i mleka svaki drugi dan (ukupno 13 puta). Period aktivnosti
zutog tela (lutealna faza) traje od 3. dana od osemenjavanja i kod steonih krava
nivo progesterona ostaje visok i 16-17. dana ciklusa (Grafikoni 2a i 2b). Kod nes-
teonih krava sa pravilnim ciklusom, 16-17. dana dolazi do pada koncentracije pro-
gesterona (Grafikon 3). Osim toga, test omogucava otkrivanje poremecenih cik-
lusa (Grafikon 4a) i greSaka u osemenjavanju (Grafikon 4b). Istovremeno,
uporedivanje rezultata dobijenih RIA iz uzoraka krvi sa EIA-PRG iz uzoraka mleka
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potvrduju da koncentracija progesterona u mleku proporcionalno sledi koncen-
traciju progesterona u serumu.

Na grafikonima 2a i 2b su prikazane koncentracije progesterona u krvi
odredene RIA testom i u mleku odredene EIA-PRG testom kod steonih krava (teto-
vir broj 3619 3712). Krave su osemenjene 1. dana ciklusa; progesteron ostaje vi-
sok nakon 18. dana ciklusa.

A VRGN /.
—s—serum | / serum
5 /\./.W —u— mleko | / milk

(ng/ml)
o

T
1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25
Dani ciklusa / Days of cycle

Progesteron / Progesterone

Grafikon 2a. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3619 koja je ostala
steona nakon v.o. /

Graph 2a. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.3619 which became gravid following artificial
Insemination

4 5
—s—serum | / serum
) W —=mleko | / milk

0 T T T T T T T T T T T T
13 5 7 9 1 131517 19 21 283 25

Dani ciklusa / Days of cycle

Progesteron / Progesterone

Grafikon 2b. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3752 koja je ostala
steona nakon v.o. /

Graph 2b. PRG concentrations per days of cycle for cow t.no.37562 which became gravid following artifical
Insemination

Na grafikonu 3. su prikazane promene u koncentraciji progesterona u
krvnom serumu krave odredene RIA testom i koncentracije progesterona u mleku
odredene EIA-PRG testom kod nesteone krave (tetovir broj 4861) sa pravilnim cik-
lusom. Krava je osemenjena 1. i 21. dana ciklusa. Prema Opsomeru i sar. (1988),
normalni ciklusi nakon 50. dana od teljenja odvijaju se kod 53,5% sluCajeva, a -
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ciklusi sa kratkom lutealnom fazom (<10 dana) mogu se ocekivati kod svega
0,5% slucajeva.

4 - —+_serum | / serum
5 N M | —=—mleko | / milk

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25
Dani ciklusa / Days of cycle

Progesteron / Progesterone

Grafikon 3. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 4861 (krava nije steona) /
Graph 8. PRG concentration per days of cycle for cow t.no.4861 (cow is not gravid)

Na grafikonima 4a. i 4b. su ilustrovane moguc¢nosti testa za otkrivanje
poremecenih ciklusa. Krava tetovir broj 3258 ima niske koncentracije proges-
terona 1. dana, 9-13. i od 25. dana. Opsomer i sar. (1988) nalaze da se ciklusi sa
kratkom lutealnom fazom (<10 dana) mogu ocekivati kod svega 0,5% slucajeva.

2
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=
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=
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o 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Dani ciklusa / Days of cycle

Grafikon 4a. Koncentracije PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 3258 (krava sa
poremecenim ciklusom) /
Graph 4a. PRG concentration per days of cycle for cow t.n0.3258 (cow with irregular cycle)

Na grafikonu 4b. je prikazano koris¢enje testa za utvrdivanje nepra-
vovremenog vestatkog osemenjavanja. Krava tetovir broj 4861 je osemenjenai 1.
i 21. dana, kada je nivo progesterona bio visok. Prema istrazivanju Reimers i sar.
(1985), Sturmana i sar. (2000), od 5,1% do 19% krava se osemeni u lutealnoj fazi
ciklusa.
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Grafikon 4b. Koncentracija PRG po danima ciklusa za kravu tet. br. 4862 (krava je oseme-
njena u lutealnoj fazi) |
Graph 4b. PRG concentration per days of cycle for cow t.n0.4862 (cow inseminated in luteal phase)

IV Uporedenje EIA-PRG testa proizvedenog u NIV-NS i komercijalnog Ovu Check®
testa | IV Comparison of EIA-PRG test produced by NIV-NS and commercial OvuCheck test

U drugom delu ogleda na farmi B merene su koncentracije proges-
terona u 15 uzoraka mleka krava EIA-PRG testom formiranim u NIV-NS i uporede-
ne su sa vrednostima progesterona dobijenim komercijalnim testom (Ovu
Check® Milk test, Kanada). Rezultati merenja prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Deskriptivne statistiCke vrednosti izmerenih koncentracija progesterona EIA-
PRG testom NIV-NS i komercijalnim testom /
Table 2. Descriptive statistical values of progesterone concentrations measured using the EIA-PRG test of
NIV-NS and the commercial test

Izmerene koncentracije progesterona (ng/ml) /
Measured progesterone concentrations (ng/ml)
Progsierone et _| Nmper | S SE_| cvs | W
NIV-NS 15 8,42 5,99 1,55 71,14 2,21-23,87
Ovu-Check 15 8,66 5,46 1,41 63,05 3,14-21,77
Razlika / Difference — -0,24 0,53 0,14 8,09 0,08-2,10

Razlike izmedu vrednosti koncentracija progesterona dobijenih tes-
tom pomoéu seta proizvedenog u NIV-NS i komercijalnim testom iznosila je
6,75+9,00% (0,24+0,68 ng/ml). Primenom t-testa nisu uo¢ene statistic¢ki znacaj-
ne razlike (t = 0,1144; p = 0,9097).

U analizi istih 15 uzoraka mleka komercijalnim testom nakon 28. dana
skladistenja, koncentracija progesterona je bila smanjena za 25,90+15,47%
(4,69+2,90 ng/ml) u odnosu na koncentracije na dan muze, $to u krajnjem ishodu
nema znacaja za procenu hormonskog statusa. To govori u prilog tome da se
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uzorci mleka konzervisani kalijum-bihromatom mogu skladistiti Cetiri nedelje u
frizideru u slu€aju sprovodenja ogleda koji ne zahtevaju brze povratne informacije
za korisnike rezultata.

Zakljucak / Conclusion

Progesteronski kit proizveden u NIV-NS u saradniji sa istraziva¢ima iz
INEP-a i Japana ima osobine brzog, pouzdanog i visoko osetljivog testa za mere-
nje progesterona.

Testom su potvrdene visoke koncentracije u mleku kod steonih krava
(18,16+13,29 ng/ml; n=10) i niske koncentracije kod nesteonih krava (1,35
0,98 ng/ml; n = 8).

U uzorcima mleka koji su uzimani svakog drugog dana mogu se
pozdano pratiti variranja u koncentraciji progesterona po danima ciklusa krava.
Tako su prikazani profili progesterona steonih i nesteonih krava, kao i kod
poremecenih ciklusa i greSaka u osemenjavanju.

Razlike u koncentraciji progesterona u 15 uzoraka mleka krava novo-
proizvedenim EIA testom komercijalnim EIA testom nisu bile statisti¢ki znacajne.

U uzorcima mleka ¢uvanim na +4°C do 28. dana nakon muze kon-
centracija progesterona je za 25,90+15,47% (4,69+2,90 ng/ml) niza nego u
sveze uzetim uzorcima.
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ENGLISH

APPLYING ENZYME IMMUNOTEST FOR DETERMINATION OF PROGESTERONE
CONCENTRATION IN WHOLE COW’S MILK

A. Milovanovi¢, M. Jovicin, T. Barna, Snezana Golubovié, V. Resanovié, V. Rodi¢,
Smiljka Kitanovié¢, M. Lazarevi¢

In this work the possibility of producing and using our new EIA (enzyme immu-
nosorbent test) set for direct determination of progesterone concentration in whole milk
was analyzed.

The test confirmed high values in milk of confirmed gravid cows (13,16=+
13,29 ng/ml; n=10) and confirmed non-gravid cows (1,35+0,98 ng/ml; n=8).

This progesterone test helps following variations of progesterone concentra-
tion in blood and milk cow samples taken every second day. The progesterone concentra-
tion of gravid and low values of non-gravid cows are displayed, as well as errors in cycles
and mistakes in insemination. The results were compared to the results obtained by the RIA
progesterone test done on blood sera samples.

Progesterone concentration measured with EIA test in 15 milk samples was
compared to the values of progesterone obtained by a commercial EIA test. The differen-
ces were not statistically significant (t-test, t-0.1144; p-0.9097).

After milking, the samples were stored for 28 days at 4°C, conserved by potas-
sium dichromate, and a loss of progesterone activity by 25,90+15,47% (4,69=2,90 ng/ml)
was noticed, but in the final outcome this did not influence the clinical results. Accordingly,
milk samples with preservative may be stored in a refrigerator for four weeks.

Key words: progesterone, EIA, milk, cows

PYCCKUN

NMPUMEHEHME SH3UMHOIO MMMYHOTECTA A1 ONPEAENUHUA
KOHLUEHTPALUN NPOIrECTPOHA B LIEJIbHOM KOPOBbLEM MOJIOKE

A. MunosaHoBuuy, M. MoBuuuH, T. BapHa, CHexxaHa Fony6oBuu, B. PecaHoBuy,
B. Pogu4, CMmunbka KutaHoBuy, M. Jlazapesuy

B aTon paboTe nokasaHbl pe3ynbTaTbl MPUMEHEHNS HALLEro HOBOrO 9H3UM-
HOro UMMyHocopbeHT Tecta (QUT) Ana npsmMoro onepaenvHs KOHUEHTpauun nporec-
TepoHa B LieSlbHOM MOSIOKEe KOPOB.

TecToM NOATBEPXAEHbI BbICOKME KOHLEHTpauuMm B MOSIOKE Y CTeNbHbIX
kopoB (13,16+13,29 Hr/mn; H=10) N HU3KME KOHLUEHTPauuUM Yy HeCTEeNIbHbIX KOPOB
(1,35+0,98 Hr/mn; H=8).

OTUM TecTOM MporecTepoHa, B 06pasymkax Mofoka, MoryT HagéxHo cre-
OVTbCSA BapbMpOBaHUS B KOHLEHTPaLMM MporectepoHa mo AHSAM LMKNa KOpoB, ecnv
06pasymnkmn 6epyTcs KaxxAaoro BTOporo AHsA. B paboTe nokasaHbl npodunmn nporectepoHa
CTerbHbIX Y HECTESbHbIX KOPOB, CIOBHO M MPOMUIN Y HapYLLEHHbIX LIMKII0B 1Y OLLMOOK B
ocemMeHeHun. PesynbTtaTbl, nony4veHHole OUT TecToM cpaBHMBaHbI C pesyrbTartamu,
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nosy4eHHbIMM Kommepyecknmmn PUA-ceTom nporectepoHa n3 06pa34ymkoB KPOBSAHOIO ce-
pyma.

PasHuubl B KOHUEHTpauumn nporectepoHa B 15 obpasdnkax Mosioka KopoB
HoBoMNpon3BeA&HHbIM SUT TecToOM 1 KOHUEHTpauun, onpeaeniuBaHHON KOMMEPYECKM
OUT TecTom He bl CTaTUCTUHECKM 3HaYNTENbHbIE (T-TecT:T-0,1144; n-0,9097).

B o6pasumkax Mosioka, XxpaHeHHbIX Ha TeMnepaType xonoaunbHuka (+4°C),
KOHCEpPBMPOBaHHbLIM Kanus buxpomar (4o 28 AHew nocrne [OWKKU) yCTaHOBIeHbl 6onee
HM3KMe KOHLEeHTpaummn nporectepoHa 3a 25,90+15.47% (4,69+2,90 Hr/m1) B OTHOLLEHWM
KOHUEHTpauum B AeHb JOVKW, YTO B KPaHEM UCXOoAe BCE Taku He BMMSANO Ha nosnyye-
HHble KNUHMYeckme pesynbTaTtbl. [na npumeHenns B QUT TecTe 06pasymku Monoka ¢
KOHCepBaHTOM MOTyT CKNlagnpoBaTbCA YeTbipe Hegenn B XonogunbHUKe.

KntoueBble cnoea: nporectepoH, AT, MONOKO, KOPOBbI
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