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Non-invasive rnonitoring of the reproductive function in 
anirnals is possible by rneasuring steroid metabolites in the 
faeces. After infusion of 14c-steroids, differences between 
species concerning both the percentage and the delay of faecal 
excretion can be observed. In dornestic livestock alrnost all 
faecal 14c-rnetabolites are found in an unconjugated form. The 
airn of this study was to characterize the rnain rnetabolites 
present in faecal sarnples of sheep, ponies and pigs after 
infusion of '4~-progesterone and to evaluate different extrac- 
tion procedures. This should help to standardize and improve 
faecal steroid analysis. Faeces containing peak radioactivity 
were suspended in rnethanollwater and Sep-PakR C18 car- 
tridges cornbined with Sephadex " LH-20 colurnns were 
applied to clean up the sarnples. Fractions were subjected to 
straight phase high pressure liquid chrornatography (HPLC) 
and thin layer chrornatography (TLC). Metabolites were 
classified by cornparison with the elution Patterns of steroid 
reference standards and by testing their irnrnunoreactivity in 
different enzyrne-irnmunoassays (EIAs). The results revealed 
considerable differences in the pattern of faecal progesterone 
rnetabolites between species. A great nurnber of rnetabolites 
(rnainly mono- and di-hydroxylated pregnanes as well as 
pregnanediones) was found and progesterone barely, if at all. In 
sheep, pregnanes containing a 20a-hydroxy (OH) group 
dominated (about 45%), whereas in ponies rnetabolites with a 
20ß-OH group (about 44%; rnainly one 5a-pregnanediol), and 
in pigs progestagens with a 20-0x0 group ( 4 6 5 8 % )  predorni- 
nated. Suspending the faeces with a high percentage of 
rnethanol, ethanol or iso-propanol yielded the best recoveries 
and enabled a practicable extraction, without an evaporation 
step. As a wide range of metabolites was forrnedi group- 
specific irnrnunoassays using antibodies with high cross- 
reactions with pregnanes sharing a similar C-20 group should 
be used for rneasuring faecal metabolites. To verify the data of 
the 14c-experiments, various progesterone rnetabolites were 
rneasured in faecal sarnples of superovulated ewes. In 
accordance with the results of the characterized progesterone 
rnetabolites, an EIA rneasuring 20a-OH-pregnanes proved rnost 
suitable for non-invasive rnonitoring of the corpus luteurn 
function in sheep. 
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Metaboliten von verabreichtem 14c-~roges te ron  im Kot  
von Schafen, Ponys und Schweinen 
Eine nicht invasive ~berwachung  der Fortpflanzung kann bei 
Tieren mittels Steroidbestirnrnungen irn Kot erfolgen. Nach 
Verabreichung von 14c-~teroiden können tierartliche Unter- 
schiede bezüglich Ausscheidungsgrad und Verzögerung irn Kot 
festgestellt werden, wobei bei Huftieren nahezu alle Metabo- 
liten in nicht konjugiert Form vorliegen. Ziel unserer Arbeit 
war es, die Hauptrnetaboliten von infundiertern "C-~ro~es te r -  
on irn Kot von Schafen, Ponys und Schweinen zu charakter- 
isieren und verschiedene Extraktionsverfahren zu vergleichen. 
Dies sollte zu einer Standardisierung bzw. Verbesserung der 

Steroidanalytik im Kot führen. Kotproben, die maximale 
Konzentrationen von 14c-~teroiden enthielten, wurden in 
Methanol aufgeschlämmt. Zwecks Vorreinigung wurden Sep- 
Paka C18 Kartuschen und Sephadex" LH-20 Säulen ange- 
wendet und entsprechende Fraktionen anschließend chrornato- 
graphisch (HPLC und DC) aufgetrennt. Eine Zuordnung der 
Metaboliten erfolgte durch Vergleich des Laufverhaltens mit 
entsprechenden Standards und durch Bestimmung ihrer Re- 
aktivität in verschiedenen Enzymirnrnunoassays (EIAs). Dabei 
wurden erhebliche tierartliche Unterschiede der Metaboliten- 
rnuster irn Kot festgestellt. Es wurde eine große Anzahl von 
Metaboliten (hauptsachlich mono- und dihydroxylierte Preg- 
nane, sowie Pregnandione) jedoch nahezu kein Progesteron 
ausgeschieden. Beim Schaf herrschten Pregnane mit einer 20a- 
Hydroxygruppe vor (cirka 45%), beim Pony hingegen solche 
mit einer 20ß-Hydroxygruppe (ungefähr 44%; überwiegend ein 
5a-Pregnandiol) und beim Schwein solche mit einer 20- 
Oxogruppe (46-58%). Eine Suspension der Kotproben in 
hochkonzentriertem Methanol bzw. Ethanol oder lsopropanol 
lieferte gute Ausbeuten und ermöglicht eine praktikable 
Extraktion ohne Eindarnpfschritt. Da eine weite Palette von 
Metaboliten gebildet wurde, sollten gruppenspezifische Irn- 
rnunoassays mit Antikörpern zur Erfassung von Pregnanen mit 
gleicher C-20 Gruppe zur Messung der Kotgestagene ver- 
wendet werden. Zur Bestätigung der Ergebnisse der 14c- 
Experimente wurden Progesteronrnetaboliten irn Kot von 
superovulierten Schafen gemessen. Wie aufgrund obiger 
Ergebnisse zu erwarten, erwies sich ein EIA zur Bestimmung 
von 20a-Hydroxypregnanen als arn Besten geeignet, um die 
Gelbkörperfunktion beim Schaf durch Messung der Progester- 
onrnetaboliten irn Kot zu untersuchen. 

Introduction 
Monitoring of  the reproductive function in animals is 
possible b y  measuring steroid metabolites i n  the faeces. 
Faecal samples can  be  easily collected, an advantage 
which is especially useful in  zoo and wildlife animals. 
Although faecal progestagens have been measured in a 
variety of species (for review See Schwarzenberger et  al. 
1996a), characterization of  faecal metabolites after 
infusion of  radio-labelled progesterone has  not  yet been 
reported in domest ic  livestock. After  infusion of 14c- 

steroids in a recent study, differences between species 
were  observed concerning both the percentage and  the 
delay of  faecal radioactivity (Palme et  al. 1996). Large 
amounts  of administered progesterone were excreted via  
the faeces in e w e s  and  mares (about 75%) but only 33% 
in sows  (Palme et  al. 1996). Although steroid metabolites 
are excreted into the bile a s  conjugates (Taylor 1971), in 
ungulates, faecal 14~-metabol i t es  were  found mainly i n  
a n  unconjugated form (Palme et  al. 1996). 

Currently it is difficult to  compare the values of  faecal 
progesterone metabolites among laboratories d u e  to  
differences in  the extraction procedures and  in the 
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