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ERHOBENE BEFUNDE IN VERSCHIEDENEN ZYKLUSSTADIEN UND
KORRESPONDIERENDE PROGESTERONWERTE (RIA, MAGERMILCH ;
EIA, VOLLMILCH)

Selim Aslan!

Degigik siklus dénemlerinde elde edilen bulgular ve karsilagtirilan Progesteron
degerleri (RIA, Yagsiz siit; EIA Yagh siit)

Ozet: Bu galismada, progesteron ilgim yintemleri olan Enzimimmuno-
assay (EIA; semiguantitativ) ve Radioimmunoassay (RIA; quantitativ)
testleri kargilagtinlmeg ve kullamlan test yontemlerinin alinan sonuglar bakimin-
dan birbirine egdeder olup olmadigr aragtinlmistir; ayrica bu  progesteron
olgim yintemleri ve ultrasonografi ile desteklenmis olan rektal palpasyon
bulgular: arasindaki uygunluk saptanmaya ¢alhsimigstir.

Bu amagla 75 inckten (Alaca) toplam 312 siit drnedi alinmiy (RIA =
136, EIA=176) ve degerlendirilmistir. Ornekler, follikiller dinemde, corpus
luteum peryodunda, ilk tohumlama zamaninda ve tohumlamadan sonra gebeligin
saptanmas: amacyyla alinmigtr. RIA testi radyo immunolojik olarak degerlen-
dirilmistir. ETA Qvucheck (R) testi ise sarr tonun farkliigina bagly olarak
< 5 ile>10 arasinda degisen 7 ayrr Progesteron deferine avrilmastar.

Finekolojik kontroller dogumdan sonra 12. gin baglayip, 1-3 ginlik
aralarla follikiiler aktivite saptanincaya defin devam ctmigtir. 2 giinliik kont-
rol ritminin siirdiriilmesiyle corpus luteum (Cl) ve ilk tohumlama peryodu iz-
lenmistir. Gebeligin saptanmast ise 40.—45. ve 60.-70. ginler arasinda ya-
pmigtir. Sonuglar ultrasonografi destegi ile kontrol edilmigtir.

Elde edilen sonuglar, saptanan progesteron deferleri ve ultrasonografi
ile desteklenmis rektal palpasyon arasinda % 90,1 uyumluluk oldugunu goster-
migtir. ki olgiim yontemi olan RIA ve EIA arasinadaki farkw ¢ok az oldugu
saptanmighr (r=0,962).

Semiquantitativ test olan Ovucheck’ten ¢abuk sonu¢ alindifindan dolay
pratikte avantaj olusturmaktadr.

1 Dr.Aras.Gor., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Reprod. Hast. B.D.
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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob
mit den beiden zur Verfiigung stehenden Progesteronmefuerfahien—Enzymim-
muntest (FIA; Semiquantitativ) und Radioimmuntest (RIA; Quantitativ)-
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen sind. Andererseits wurde iiberpriift, ob
zwischen, mit Ultraschalluntersuchungen untermauerten, Ergebnissen der rek-
talen P alpation und beiden Progesteronverfakren eine Kongruenz besteht. Mit
diesem Jweck wurden von 75 Kiihen (Braunvieh) insgesamt 312 Milchpro-
ben entnommen (RIA =136, EIA=176) und ausgewertet. Die Entnahme
erfolgte zu folgenden Zeitpunkten : Follikelphase, Gelbkirperperiode, 1. K .B.
(erste Kiinstliche Besamung), nach der K.B. (zur Trichtigkeitsfeststellung).
Die Auswertung der Ergebnisse des RIA-Tests erfolgte radioimmunologisch, die
Ergebnisse des EIA-Tests wurden anhand unterschiedlicher Gelbfirbungen
auf 7 Progesteronwerte zwischen <5 und > 10 ng|ml geschitzt. Die gynd-
kologischen Kontrollen erfolgten ab 12. Tag p. p. bis zur Feststellung der
ersten Follikularaktivitit in 1-bis 3—tigigen Intervallen. Mit der Fortsetzung
des 2 — tigigen Untersuchungsrhythmus wurde auch die Gelbkorper— und
die 1. K.B -Periode iiberwacht., Die Trichtigkeitsfeststellung wurde
zu den Terminen 40. - 45. Tag p. ins. und 60.-70, Tag p. ins.
durch rektale Untersuchung erhoben. Die Befunde wurden mit intergrierten
Ultraschalluntersuchungen iiberprift.

Dic erzielten Ergebnisse zeigten, daf zwischen den crhobenen Progeste-
ronwerten einerseits, und den mit Ultraschall gestiitzten, konsequent durch-
gefiihrten rektalen Explorationen andererseits, eine gute (90, 1 %,) Kongruenz
besteht. '

Es stellte sich heraus, daf zwischen den Ergebnissen aus beiden Mefrer-
fahren (RIA, FEIA) ein geringer Unterschied bestand (Der Korrelationskeef-
fizient betrug r =0,962). Die schnelle Anwendungsmiglichkeéit des Semiquan-
titativtests (Ovucheck (R)) bringt fiir die Praxis einen Vorteil.

Einleitung

Die in den letzten Jahren durchgefihrten Untersuchungen haben
gezeigt, daB das Gelbkorperhormon Progesteron in der Rcegulation
des Sexualzyklus und fiir dic Aufrechterhaltung der Trichtigkeit
eine zentralle Stellung einnimmt (3,7). Es konnte festgestellt werden,
daB dic Bestimmung von Progesteron (P4) 6fters Bewcise ber die
Ovarfunktion bringt (4,5,8). :

Fruchtbarkeitsanalysen mittels des Milchprogesterontests sind
inzwischen zur Routine geworden. Anhand der Progestcronbefunde
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kénnen die klinischen Befunde korrigiert, die erhobenen Overbefun-
de tuberprift werden (2,3,9).

In dieser Arbeit war zu iiberpriifcn, ob mit zwei unterschiedlichen
Milchprogesterontestverfahren, dem Enzymimmuntest (EIA; Se-
miquantitativ) und dem Radioimmuntest (RIA; Quantitativ) ver-
gleichbare Ergebnisse zu crzielen sind. AuBerdem wurde iiberpriift,
inwieweit zwischen den Rektalbefunden und den objektivierten Be-
funden der Progesteronbestimmung cine Ubercinstimmung besteht.
Ausserdem wurde in Vorversuchen durch Ultraschalluntersuchun-
gen iberpriift (Fa. Pic Mecdical, Linearrektalschalkopf, 5 Mhz)),
Inwicweit cine iibereinstimmung zwischen Vergleichsmessung und
tatsdchlichen Werten (integrierte Messung im. Ultraschall-scanner)
besteht.

Material und Methode

Die Untersuchungen zu vorlicgender Arbeit wurden in der Zeit
von November 1987 bis November 1989 auf dem Lehr— und For-
schungsgut Merkenstein der Universitdt Wien durchgefiihrt.

Das Kollektiv bestand durchwegs aus 75 osterreichischen Bra-
unvichrindern im Durchschnittsalter von 4,6 + 2,2 Jahren. Als
Versuchstiere dienten ausschlieBlich Kiihe, die sich zu Versuchsbe-
ginn am 15. Tag nach der Erstkalbung befanden.

Dic TFiitterung bestard im Sommer aus Luzcrnegras, Maissilage
und Heu, im Winter aus Maissilage und Heu. Durch Zugabe von
Mineralstoffen und Kraftfutter erfolgte eine leistungsgerechte Er-
gdnzung der Ration. Gemolken wurden die Ticre 2 x pro Tag. Uber
einc Rohmrmelkanlage wurde die Milch in eine vom Stall gewennte
Milchkammer geleitet. Die Jahresmilchmenge pro Kuh lag im Durch-
schnitt zwischerr 3500 und 6500 Liter bei einem mittleren Fettge-
halt von 3,5 bis 4,5 %, . Im Durschschnitt hatten die Kiihe nach einer
Gravidititsdauer von 278,3 4 5,7 Tagen abgekalbt.

Die Tiere wurden bis zum Nachweis eines Follikels in 1- bis 3—
tigigen—Intervallen ab 12. Tag p.p. untersucht. Nach der Feststellung
des Follikels wurde im 2-tigigen Ryhthmus die rektale Palpation
durchgefiihrt, und dadurch war es maéglich, die Uberwachung der
Gelbkorperperiode fortzusctzen. Bei eingetretener Konzeption wurde
zu den Terminen 40.- 45. Tag nach der Besamung (p. ins.) und 60.-
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70. Tag p. ins. der Trichtigkeitsbefund durch dic rektale Untersuch-
ung erhoben. Die rcktale Exploration wurde auch durch intergrierte
Ultraschalluntersuchungen iiberpriift und mit der Bestimmung des
Progesterongehaltes in der Milch wurden die klinischen Befunde
erganzt.

Die Messung des Milchprogesterongehaltes erfolgte aus dem
Nachgemelk der Kuh. Die Proben wurden mit Natriumazid konser-
viert und bis zur Aufarbcitung bei ~18°C aufbewahrt. Fir die Pro-
gesteronbestimmung stand bei 45 Tieren ein Schnelltest (Ovucheck)
der Fa. Cambridge life science zur Verfiigung. Die restlichen Proben
(30 Tiere) wurden am Institut fiir Biochemie der Veterindrmedizini-
schen Universitit Wien nach der Mcthode von Méstl (6) radioim-
munologisch bestimmt. :

Das Ovucheck-Reaktionsprinzip heruht darauf, daf sie das {reie
Progesteron in der Standardlésung und in der Probe sowie eine bes-
timmte zugezetzte Progesteronmenge (markiert durch das Enzym
Alkaliscke Phosphatase =AP) kompetitiv an einen in hegrenzter Men-
ge vorhandenen Progesteron -spezifischen Antikérper binden. Die
gebundene, durch AP markierte Progesteronmenge, ist umgekehrt
proportional zum Progesteron in der Probe. Nach Substratzugabe
und Inkubation erfolgt der Farbvergleich (viseull oder mittels Spek-
trophotometer) mit den 4 Standartlésungen (1,5,10 und 30 ng/ml),
die sich in der Intensitit ihrer Gelbfirbung unterscheiden. Nach un-
serer Unterteilung, basierte die Mengenangabe beim Ovucheck (R)
auf Zuordnungen von Gelbnuancen zu 7 Progesteronwerten, die von
<5 bis > 10 ng/ml reichten. Die Schitzung erforderte eine Gewdh-
nung. Um den bei diesem Verfahren moglichen Fehler gering zu hal-
ten, wurde jede Probe doppelt angesctzt und beurteilt.

Ergebnisse

Bei 75 Kithen wurden insgesamt 312 Milchproben (RIA = 136;
EIA =176) wihrend der Follikelphase (n=97), der Gelbkorperperiode
(n =67), der Zystendiagnose (n = 11), zum Zeitpunkt der 1.K.B.
(n=84), und nach der K.B. zur Trichtigkeitsfeststellung (n =64)
entnommen.

Parallel zum Follikelbefund am Ovar crbrachte die semiquanti-

tative Messung des P4-Gehaltes (EIA) in je 24,5 % (n=11+11) der
Fille P4-Konzentrationen <5 und <5 .Progesteronwert = 5 wur-
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de in 44,4 %, (n:=31) der Proben gemcssen. 2 Kiihe (4,4 9,) hatten
in der Follikelperiode cincn Wert P4 = > 5 <10, und ein Tier (2,2 %)
P4=10 ng/ml. Die Gelbkérperperiode wurde in 66,6 % (n=21)
der Fille von einem P4-Wert 10 bis > 10 ng /ml begleitet. 7 Ticre (16,7
9 hatten einen P4 Wert der > 5<10 zcigte. 11,9 9% (n=5) zcigten
den wert P4 = 5 ng/ml. Der niedrigste MeBbereich (P4 <5 ng/
ml) wurde bei einem Tier (2,4 9,) in dicser Periode notiert. Unter
den 34 Probanden fanden sich 6 (14,3 9/) mit niedrigem P4-Gehalt
in der Milch (>5, =5) aber dic Gelbkérpern an den Ovarium hatten.
Zum Zeitpunkt der 1. K.B. erbrachte die P4 — Messung in 97, 6 9,
(n=>58) der Fille P4-Werte bis zu 5 ng/ml (23,8 = P4<5 ng/ml;
19,0 % = P4<5 ng/ml; 54 ,8 9, = 5 ng/ml). Ein Proband (2,4 %)
hatte bei der crsten Besamung einen Wert von 10 ng/ml (Abb.; 1 und
3).

19-21 Tage nach der Besamung cntnommene Proben bei 21
Tieren nahmen einen Wert zwischen 10 und > 10 an. 6 Tiere, bei
denen zu dieser Zeit Werte von <5 und = 5 erzielt wurden, waren
nicht trachtig.

Allerdings crreichten auch diese Tiere nach der zur Triachtigkeit
fiihrenden Besamung Werte von 10 oder > 10 ng/ml. Somit war der
Rektalbefund triachtig zu 100 9, von erhdhten Progestcronwerten
begleitet.
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Abb. 1. Progesteronwerte (EIA) in verschiedenen Zyklusstadien
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Abb. 3. Erhobene Befunde in der Follikel-Gelbkorper-und 1. Besamungsphase und
korrespondicrende Progestzronwerte (BIA/VOLLMILCH)

Dic in der Magermilch mittels RIA gemcssenen Progesteronwerte
wihrend der Follikelphase (n =41), der Gelbkorperperiode (n =33)
und der 1. K.B. (n =25) sind in den Abblildungen 2 und 4 graphisch
dargestellt.
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In 87,8 % (n==36) der Proben konntc beim Nachweis eines Fol-
likels kein Progesteron festgestellt werden (0 ng/ml). Ein Tier (2, 4
%) hatte cine P4-Konzentration zwischen 0 und 0,05 ng/ml. Bei 9,8
% (n=4) der Probanden mit Eibldaschen cnthielt die Milchprobe
einen P4-Wert im Bereich von 0.21-0,43 ng/ml. Die klinischen Be-
funde fanden im nierdrigen Progesteronspicgel insofern cinc Bestétig-
ung, als ausschlicflich Follikel verschicdener Reifestadien an den
Eierstdcken dominierten.

Wihrend der Gelbkérperperiode crreichten 48 9%, (n=12) der
Ticre P4-Werte von 1,22-1,92 ng/ml. 12 % (n =I'1) der Kithe wiescn
hohere P4-Konzentrationen auf (8 9, =2,08-2,19 ng/ml; 4 % =
>2,50 ng/ml), 40 9, (n=10) niedrigere. Von diesen 40 9/ waren
bet 24 94 die P4-Gehalte zwischen 0,48 — 0,91 ng/ml und bei den
restlichen 16 9, (n=4) kein Progestcron nachweisbar. Der bei 4
Rindern nachgewiesene Milchprogesterongehalt von 0 ng/ml bes-
tatigte das Vorliegen von Follikeln anstatt cines Gelbkorpers. Diese
Bestitigung warde mit Ultraschallbildern befestigt. Zum Zeitpunke
der 1. K.B. betrug der Prozentsatz en Tieren ohne P4-Gehelt in
der Milch 809, (n=-20). 20 9, (n=5) wurden bei cinem P4 Wert
von 0,21-0,43 ng/ml und bei 1,22-1,52 ng/ml besamt.

19-21 Tage nach der 1.k.B. wurde ket 25 Kthen cin P4-Wert von
2,2-9,6 ng/ml festgestellt. Bei Kiken, die cine 2. und 3. Besamung
benstigten (n =212}, lagen dic M Bwerie nach erfolgreicher k.B.
cbenfalls in diescin Bereich (2,2--9,6 ng/ml). Dic anhand von Trich-
tigkcitsgelbkorpern gestellte Diagnose ging durchwegs mit erhdhten
Milchprogesteronwerten einher; dic tibereinstimmung betrug 160 9.

Von den 11 mit Zysten behafteten Tieren wurde die Milch cben-
falls auf den Progesterongehalt hin untersucht. Es stellte sich heraus,
dap sich diec Mengen woll in weiten Grenzen bewegten, mit 0,75 -
0,8 ng/ml jedoch cinen Hinweis anf cine Lutcalaktivitat licferten,
der auch mittels Ultrasonografic festgestellt werden konnte.

Die Gegeniiberstellung der erhobenen Progesteronkonzentratio-
nen zeigte cine gute ibereinstimmunge zwischen EIA und RIA. Der
Korrclationskoeffizient  betrug r==0.952. Diese Gegeniiberstellung
zeigte nun auf, da? sowohl zwischen den palpierten Follikeln und
den nicdrigen Progestcronwerten einerseits, und der cindeutigen
C.1.-Struktur und den hohen Progesteronspiegeln andererseits, einc
gute Ubereinstimmung bestand (Abb.; 5.
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Ab%. 4. Erhobene Befunde in der Follikcl-Gelbkérper-und 1. Besamungsphase und
korrespondierende Progesteronwerte (RIA/MAGERMILCH)

Dic Untersuchungen zcigten, daf zwischen geschitzten und
mittels Ultraschall gemessenen Ovarbefunden durch cinen Korre-
lationskoeffizienten von r=0,930 cine gute iibereinstimmung beider
Bestimmungsverfahren ermittelt werden konnte.

Diskussion

Durch den Milchprogesterontest (RIA = 136; EIA = 176)
am Tage der Applikation (wihrend der Follikelphase = 97 Proben)
und 7-9 Tage danach (Gelbkérperperiode == 67 Proben) sollten die
zyklischen Vorginge am Ovar objektiviert werden . Auch bei nach
der Mecdikation entstandenen Gynikopathien(Zysten; n =11 Proben)
wurde der Milchprogesteronwert bestimmt. Weiters erfolgte ein
Vergleich der Rektalbcfunde der besamten (n=84 Proben) und
trachtigen Kiithe (n=64 Proben) mit den Progesteroncrgebnissen.
Der Nachweis der Progesterongchalte in der Milch ermoglicht
indirekt die Ovarfunktion zu iiberwachen. Ein niedriger Wert weist
auf das Vorhandensein eines Reiffollikels hin, wihrend ein inkretak-
tiver Gelbkorper sich durch entsprechend hohere Progesterongehalte
in der Milch zu erkennen gibt. Der bei Eierstocksdysfunktion niedri-
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Abb. 5. Vergleich der Rektalbefunde mit den Milch-Progesteronwerten
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gerc P4—Wert kann nur durch einec klinische Untersuchung richtig
interpretiert werden.

Die Werte der Milchprogesteronkonzentrationen der Tiere ga-
ben aufschlufreichc Informationen. So konnte bei 88 o/ der 164
Progesteronbestimmungen (RIA + EIA) der vorher klinisch diagnos-
tizierte Zyklusstand bzw. Ovarbefund (Follikel, Gelbkorper)weit-
gehend bestitigt werden; 12 9, der Milchproben wicsen auf Fehler
in der Diagnose oder Interpretation der erhobenen Befunde hin. Bei
diesen 17 Fehldiagnosen wurde klinisch ein Follikel diagnostiziert
(7 Mal), obwohl es sich aufgrund der Progesteronbestimmungen um
Anbildungsformen des Corpus lutcum im frithen Funktionsstadium
handelte. Bei den 10 falschen Diagnosen der Gelbkorper handelte cs
sich nach Messungen des Progesteronspiegels (0 ng/ml bzw. =5
ng/ml) um Follikeln. Die retrospektive tiberprifung der falschen
Aussagen tiber Funktionskérper mit den Ultraschallbildern haben
gezeigt, daf die Progesteronergebnisse mit den Bildern 100 9, iiber-
einstimmten. Das Ausma8 fchlerhafter Diagnosen bei transrektaler
Palpation geben Berger (1) und Hocke {4) mit 21,6 %, bis 25 9, an.

Eine besondere praktische Bedeutuiig hat die Kontrolle der Besa-
mung durch gleichzeitige P4-Messungen.

Anhand der Progcsteronergebnisse stellte sich heraus, dap 8,9
% der Tiere (n =6) zum falschen Zeitpurtkt besamt wurden. Bei 90,1
% (n=16) der Kiihe fand dic Besamung zum optimalen Zeitpunkt
stact.

Giinzler (3), Hocke (4), Schopper (7) stellten in ihren Untersuch-
ungen einen noch weit héheren Anteil falscher Besamungstermine
fest (15 %, 21,7 9, bzw. 22,3 9%).

Die niedrigen Progesteronresultate stimmten rctrespektiv bet-
rachtet mit den triachtig gewordenen Tiercn 100 9%, - gig tiberiein.

Dic erzielten Ergebnissc wiesen darauf hin, da zwischen den
bestimmten Progesteronproben eincrseits und den mit Ultraschall-
gestiitzten konsequent durchgefiihrten Rektalpalpationen anderer-
seits cine gute (90, 1 %) Kongruenz besteht. Der Vergleich zwischen
EIA - und RIA-Testverfahtren hat gezeigt, daf dic Unterschiede
sehr gering sind. Der Korrelationskoeffizient betrug r=0,962. Es
ist anzunehmen, daB der Semiquantitativtest wegen der schnclleren
Auswertungsmoglichkeiten in der Praxis mit Sicherheit anwendbar
ist. Damit kénnen Befundfchler rasch korregiert werden.
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