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ABSTRACT

Comparison of Progesterone concentration in milk, serum of dairy cattle using EIA with different sample
treatment methods

This study was conducted to compare the effectiveness of the methods determining P4 concentration in
milk and blood serum with different treatments. The results showed that there was a different P4 concentration in
whole milk and skim milk, but there was no differrent in two types of blood serum treatments. In conclusion,
both two methods of sample treatment can be used for early prenancy diagnosis in cattle.
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DAT VAN DE

Mot trong cac bién phap ky thuat dé gop phan kiém tra va danh gia thuc trang tinh hinh
sinh san cta dan bo sira da va dang duoc 4p dung ¢ nhiéu nudc trén thé gisi 1a ki thuat EIA
dé dinh luong Progesterone (EIA-P,) trong sita hodc huyét twong. Day 1a k¥ thuat co thé xac
dinh nhanh, chinh xéc tinh trang hoat dong ciia budng tring va cac truong hop cham sinh do
budng trimg gy ra: budng tring kém phét trién (Nakao va cs., 1983), budng trimg cé thé
vang, u nang (Phan Vin Kiém va Nguyén Quy Quynh Hoa (2003). Ngoai ra ky thuat EIA- P4
con c6 thé tién hanh trén phan. (Isobe va cs., 2005). Py 1a co s¢ dé dua ra cac bién phap xir
1y ¢6 hiéu qua, gop phan ning cao ning suit sinh san & bo sita. Nhim tim ra phuwong phap
dinh luong P4 c6 d6 chinh xac cao, dé ap dung phu hop véi diéu kién chan nudi ¢ Viét Nam,
dé tai tién hanh v6i muc dich tim ra phuong phép xir Iy mau thich hop trén sita va huyét twong
trong viéc dinh lugng P4 ¢ bo sita

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

Thi nghiém tién hanh trén bo lai huéng sira Fy, F3 c6 khoi lugng trén 300kg, da dé 1-2 lira
va khong mac bénh duong sinh duc
Phwong phdp ldy méu

Céac mau mau va sira lay vao ngdy: dong duc & phdi gidng (ngay 0), cac mau sau lay vao
ngay 3,6,9, 12, 15, 18, 21 va 24 sau phoi.
~ +Cach 14y mau mau (huyét twong): Cac mau mau duoc ldy tir tinh mach gé hoéq duoi vao
ong nghiém c6 trang Heparine, ly tdm 3000 vong/phut trong 15 phut va tach lay huyét tuong.

+ Céach ldy mau sita: Cac mau sita dugc bao quan bang Kali Dichromate, duoc chia thanh
2 nhom:

- Nhom sita khong tach bo

- Nhom sita tach bo: sita dugce ly tdam 3000 vong/phtt trong 15 phut va tach bd bo

Phuong phap dinh luwogng hormone P4

Doi voi mau stia



. -Nhom mau sita khong tach bo (phuong phap truc tiép): Cac rpﬁu stta duoc pha loang 5
lan bang dung dich dém Assay Buffer (AB), sau d6 dugc u trong bé nuéc am 70 do trong 30
phut trudce khi phan tich.

- Nhém stra tach bo (phuong phap gian tiép): xtr 1y mau sira bang Petroleum Ete trong
con lanh
Péi véi mau huyét tiwong

- Nhom méu huyét trong khong xir Iy Petroleum Ete: Cac mau dugc pha lodng 5 lan bang
dung dich dém Assay Buffer (AB). Sau d6 dugc u trong bé nudéc am 70 d6 trong 30 phut
trude khi phan tich.

- Nhom mau huyét tuong xur ly Petroleum Ete trong con lanh
Phan tich mau

Theo k§ thuat mién dich Enzyme Immuno Assay (EIA) trén may doc Opsys MR-
DYNEX (USA), theo Isobe & Nakao (2003)
Xir Iy s6 liéu

S6 liéu duoc xir 1y bang Excel va phan mém Minitab 12
Dia diém nghién civu

Thi nghi€ém duoc tién hanh tai:

- Trai nghién ctru thyc nghiém thie an gia stic Vién Chan nudi

- Trung tdm NC bo va dong c6 Ba Vi, Ha Tay.

- Phong thi nghiém bd mon SS & TTNT Vién Chan nubi

KET QUA VA THAO LUAN
Két qud dinh lwong Py trén siva theo phwong phdp tich chiét va khéng tich chiét méu
360 mau sira va huyét thanh bo lai F,, F5 duoc thu thap, sau khi phén tich ham lugng P4
theo phuong phap sira tach bo (phuong phap gian ti€p) va khong tach bo (phuong phap truc
tiep) bang k¥ thuat EIA, két qua duoc trinh bay ¢ Bang 1.

Bang 1: Két qua dinh lugng Py trong sita & bo sita

Mau sita tach bo Mau sita khong tach bo
Ham lugng (ng/ml) Ham lugng (ng/ml)
Ngay Mean SD CV (%) Mean SD CV (%)
bD 0,17 0,07 41,18 0,38 0,15 39,47
3 0,41 0,04 9,76 0,77 0,12 15,58
6 1,14 0,06 5,26 1,65 0,10 6,06
9 1,55 0,03 1,94 2,79 0,16 5,73
12 2,25 0,05 2,22 3,35 0,13 3,88
15 2,52 0,02 0,79 3,89 0,17 4,37
18 1,13 0,06 5,31 1,79 0,11 6,15
21 0,32 0,03 9,38 0,85 0,15 17,65
24 0,28 0,04 14,29 0,57 0,12 21,05

Ham luong P4 vao cac ngay: Dong duc va phéi giéng, ngay 3-6-9-12-15-18-21 va 24 sau
pho1 gidng twong tng la: 0.17 - 0.41 - 1.14 -1.55 - 2.25 - 2.52 - 1.13 - 0.32 va 0.28 ng/ml ¢
mau sira tach bo. O cic mau sira khong tach bo két qua twong tngla: 0.38 - 0.77 - 1.65 - 2.79
-3.35-3.89-1.79 - 0.85 - 0.57 ng/ml. Tir két qua trén nhan thay do bién dong cua 2 phuong
phap xtr Iy mau trong k¥ thuat EIA: Phuong phap sita di tach bo so voi phuong phép sita
khong tach bo 1a twong duong nhau. Tuy nhién mirc d6 bién dong & phuong phap tach chiét it



hon so v&i phuong phap khong tach chiét. Do vay dé xac dinh ham lugng P4 trong sita nén
mg dung phuong phéap tach chiét mau (xem Biéu do 1). Két qua trén phi hop véi cac tac gia:
Homeida va Nakao (2002); Phan Vin Kiém va Nguyén Qui Quynh Hoa (2003) tién hanh
phan tich P4 trén sita tach bo va YoShida va Nakao (2003) trén sita chua tach bo.
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Biéu db 1: Két qua dinh luong P4 trong sita & bo sira

Két qua dinh  lwgng Py trong huyét twong ¢ bo sita theo phwong phdp tich chiét va khong
tich chiét miu

Ham lugng P, trén huyét twong & phuong phap tach chiét miu bang Petroleum Ete nhu
sau: vao cac ngay dong duc va phdi gidng, ngay 3-6-9-12-15-18-21 va 24 sau pho1 gidng
tuong ung 1a: 0.32 - 0.86 - 1.78 - 2.75 - 3,04 - 3,48 - 2.40 - 0,35 va 0,56 ng/ml. O phuwong
phap khong tach chiét mau két qua twong tmg 1a: 0.40 - 0.95 - 1.86 - 2,83 - 3,.23 - 3,52 - 2,34
- 0,41 va 0,59 ng/ml. Ching t6i nhan thiy d6 bién dong ¢ phuwong phap tach chiét va khong
tach chiét huyét twong khac nhau khong rd rét ( p > 0,05) (xem Biéu do 2). Do vay, khi dinh
luong P4 trén mau 1 huyét trong c6 thé ding 1 trong 2 phuong phap trén.

Béng 2: Ham luong P4 trén huyét tuong & bo sira

Mau xir 1y Petroleum Ete Mau khong xir 1y Petroleum Ete
Ham lugng (ng/ml) Ham lugng (ng/ml)
Ngay Mean SD CV (%) Mean SD CV (%)

bD 0,32 0,02 6,25 0,40 0,03 7,50
3 0,86 0,05 5,81 0,95 0,04 4,21
6 1,78 0,04 2,25 1,86 0,02 1,08
9 2,75 0,07 2,55 2,83 0,05 1,77
12 3,04 0,02 0,66 3,23 0,04 1,24
15 3,48 0,03 0,86 3,52 0,06 1,70
18 2,40 0,07 2,92 2,34 0,05 2,14
21 0,35 0,02 5,71 0,41 0,05 12,20
24 0,56 0,07 12,50 0,59 0,04 6,78
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Biéu db 2 : Ham luong P4 trén huyét twong ¢ bo sira

Két qua dinh lwong P, trén sita theo phwong phdp tich chiét va khong tich chiét méu 6 bo
lai hwéng sita sau phoi giong

12 bo sau phdi gidng duogc tién hanh 1iy mau sira va huyét tuong dé kiém chimg mirc do
bién dong ctia phuong phap tach chiét va khong tach chiét mau nhim chan doan c6 thai som,
két qua duogc trinh bay & Bang 3 va Biéu do 3.

Khi dinh luong Py trén sita theo phuong phép tach chiét nhan thiy: sy bién dong vé ham
lwong P4 nho hon so v6i phuong phap khong tach chiét mau, & bo c6 chira, trong khi & bo
khong c6 chtra sy bién dong kha cao. Trong 12 bo sau 24 ngay sau phdi dd phat hién 8 bo
chan doan 1a da co thai (8/12 = 66,66%), va bo khong co thai (4/12 = 33,33%). Két qua nay
phu hop véi két qua da cong bd cua Nosier va cs (1992) khi dinh lugng P4 bang EIA trén sira
tach bo.

Béng 3: Ham luong P4 trén sita 6 bo lai huéng sita sau phoi gidng

Ham lugng mau sita tach bo (ng/ml) Ham luong mAu sita khong tach bo (ng/ml)

Bo khong chura

B0 c6 chira (n=8) Bo khong chira (n=4) B0 c6 chira (n=8) (n=4)

Ngay | Mean| SD | CV (%) |Mean| SD | CV (%)| Mean| SD |CV (%)| Mean| SD |CV (%)

0 |013]0,06 | 46,15 |0,14 0,04 | 28,57 | 0,35 | 0,15 | 42,86 | 0,33 | 0,15 | 45,45

0,37 | 0,01 2,70 10,39 | 0,02 5,13 0,74 | 0,12 | 16,22 | 0,76 | 0,12 | 15,79

3
6 1,05 | 0,01 0,95 | 1,09 | 0,01 0,92 1,55 |1 0,10 | 6,45 | 1,65 | 0,10 | 6,06
9 1,45 | 0,03 | 2,07 |1,280,05 3,91 2,59 | 0,16 | 6,18 | 2,39 | 0,16 | 6,69

12 222005 | 225 |2,05]|0,03 1,46 | 3,15 | 0,13 | 4,13 | 332 | 0,13 | 3,92

15 (238002 | 084 |1,98]0,04 2,02 | 3,67 | 0,17 | 4,63 | 3,49 | 0,17 | 4,87

18 | 243007 | 288 |1,08]|0,05 4,63 3,79 1 0,11 | 2,90 | 1,79 | 0,11 | 6,15

21 | 251002 080 |0,33/0,02 6,06 | 3,85 | 0,15 | 3,90 | 0,65 0,15 | 23,08

24 | 2,67 | 0,03 1,12 | 0,41 | 0,01 244 | 3,87 | 0,12 | 3,10 | 0,57 | 0,12 | 21,05
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Bidu 3: Hm Ing P4 trn sa 4 b lai hing sa sau phéi giéng

Két qua dinh lwong P, trén hz,lyé't twong theo phwong phdp tich chiét va khéng tich chiét é
bo lai hwong siva sau phoi giong

Sau khi phan tich cac két qua thu duoc thé hién ¢ Béng 4.

Ham luong P4 vao cic ngdy: dong duc va phdi glong ham lugng P4 thip nhét (0,37 ng/ml)
sau do tang 1,74 ng/ml vao ngay thir 6, sau d6 tang va 6n dinh tir ngay thir 12 dén ngay thir 24
(3,44 - 3,66 ng/ml) theo phuong phap mau duoc xir Iy bang Petroleum Ete. O phuong phap
khong tach chiét twong ung 1a: 0, 40 - 1,89; 3,.58 — 3,89 ng/ml. Chung t61 nhan thay do bién
dong ctia hai phuong phap xir Iy mau dao dong khong dang ké (p > 0,05) va c6 thé ung dung
moét trong hai phuong phap dé xét nghiém P, dé chan doan c6 thai som. Két qua cua ching toi
phu hop véi két qua ctia Nakao va cs (1983 ) dugc minh hoa ¢ biéu d6 4.

Bang 4: Ham luong P, trén huyét trong 6 bo lai hudng sita sau phdi giong

Ham lugng mau xir ly Petroleum Ete (ng/ml)

Ham luong mau khong xtr 1y Petroleum Ete
(ng/ml)

B0 c6 chura (n=8)

B0 khong chura (n=4)

B0 c6 chira (n=8)

B0 khong chua (n=4)

Ngay ([Mean | SD |CV (%) |Mean | SD |CV (%) |Mean| SD |CV (%) |Mean| SD |CV (%)
0 1037|002 | 541 |034 |0,04 | 11,76 |0,40 | 0,03 | 7,50 |0,43 | 0,05 | 11,63
3 0,85 | 0,09 | 10,59 | 0,73 [0,07 | 9,59 [0,93 | 0,06 | 6,45 |0,95 | 0,03 | 3,16
6 1,74 | 0,06 | 3,45 | 1,35 (0,10 | 741 |1,89 | 0,04 | 2,12 |1,91 | 0,07 | 3,66
9 |2,78 | 0,07 | 2,52 {227 {0,05| 2,20 [292 |0,05 | 1,71 |2,85 | 0,04 | 1,40
12 | 3,44 | 0,05 1,45 |3,14 | 0,07 | 2,23 |3,58 | 0,07 | 1,96 |3,47 | 0,10 | 2,88
15 3,50 | 0,09 | 2,57 |325 (0,03 | 092 |3,65]|0,14 | 3,84 |3,52 0,06 | 1,70
18 3,53 |0,13 | 368 |194 (0,10 | 515 |3,77 | 0,16 | 424 |2,10 | 0,02 | 0,95
21 |3,57 | 0,12 | 336 |037 (0,02 | 541 |[3,82|0,14 | 3,66 |0,50 | 0,04 | 8,00
24 13,66 | 0,17 | 464 |048 |0,03 | 6,225 (3,89 | 0,12 | 3,08 |0,58 | 0,03 | 5,17
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Biéu d6 4: Ham lugng Py trén huyét twong 0 bo lai huéng sita sau phdi gidng

Khi so sanh voi két qua siéu am & 35 ngay sau khi phdi giéng cho két qua cé thai va kham
thai sau 55 ngay qua truc trang xac nhan bo da co chua.

KET LUAN VA PE NGHI

Két lugn

Tir két qua nghién ctru trén, ching t6i c6 mot sd nhan xét sau:

- Ham luong P4 & phuong phap tach chiét mau so v&i phuong phap khong tach chiét mau
trén sira la ¢6 su sai khac

- Ham luong P4 & phuong phap tach chiét mau so véi phuong phap khong tach chiét mau
trén huyét tuong la twong duong nhau

-Co ‘ghé dung mdt trong hai phuong phép - tach chiét hodc khong tach chiét mau trén sira
hodc huyet twong dé chan doan co thai sém & bo sira
Dé nghi

Cho phép thir nghiém k¥ thuat EIA-P, trong san xuat dé chan doan c6 thai sém & bo sira.
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