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ERHOBENE BEFUNDE IN VERSCIUEDENEN ZYKLUSSTADIEN UND
KORRESPONDIERENDE PROGESTERONWERTE (RIA, MAGERMlLCH;

EIA, VOLLMlLCH)

Seliın Aslan ı

De~şik ııiklus döneın1erindeelde edllen bulgular ve karşılaştırılan Progeııteron
değerleri (RIA.Yağııu süt; EIA Yağlı ııüt)

Özet: Bu fatışmada, progesteron ölfüm yöntemleri olan Enzimimmuno-
assay (EIA,. semiquantitativ) ve Radioimmunoassay (RIA,. quantitativ)
testleri karşılaştırılmış ve kullanılan test yöntemlerinin alman sonuçlar bakımın-
dan birbirine eşdeğer olup olmadığı araşlmlmıştır; qyrıca bu progesteron
ölfüm yöntemleri ve ultrasonografi ile desteklenmiş olan rektal palpaSYf}n
bulguları arasındaki uygunluk ıaptanmaya çalışılmıştır.

Bu amafla 75 inekten (Alaca) toplam 312 süt örneği alınmış (RIA =
136, EIA = 176) ve değerlendirilmiştir. Örnekler, folliküler dönemde, corpus
luteum peryodunda, ilk tohumlama zamanında ve tohumlamadan sonra gebeliğin
saptanması amacıyla alınmıştır. RIA testi radyo immunolojik olarak değerlen-
dirilmiştir. EfA Ovucheck (R) tt!sti iu sarı tonun farklılığına bağlı olarak
< 5 ile > 10 arasında değişen 7 tD'rı Progesteron değerine t!yrılmıştır.

Jinekolojik kontroller doğumdan sonra 12. gün başlayıp, 1-3 günlük
aralarla folliküler aktivite saptanıncaya değin devam t!tmiştir. 2 günlük kont-
rol ritminin sürdürülmesiyle corpus luteum (Cl) ve ilk tohumlama peryodu iz-
lenmiştir. Gebeliğin saptanması ise 40.-45. Ve 60.-70. günler arasında ya-
pılmıştır. Sonuçlar ultrasonograri desteği ile kontrol edilmiştir.

Elde edilen sonuflar, saptanan progesteron değerleri ve ııltrasonografi
ile desteklenmiş rektal palpasyon arasında % 90,1 uyumluluk olduğunu göster-
miştir. Iki ölçüm _yöntemi olan RIA ve EfA arasınadaki farklıi çok az olduğu
saptanmıştır (r=0,962).

Semiquantitativ test olan Ovucheck'ten çabuk sonuf alındığından dolqyı
pratikte avantaj oluşturmaktadır.

1 Dr.Araş.Gör., A.ü. Veteriner Fakültesi, Doğum ve Reprod. Hast. B.D.
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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wurde uııtersucht,ob
mit den beiden zur Verfügung stfhenden Progesleronme{Jverfahren-En:çymim-
ml/ntest (FJA; Semiquantitativ) und Radioimmuntest (RIA; OJıantitativ)-
vergleichbare Ergebrdsse zu erzielen sind. Andererseits wurde überprüft, ob
zwischen, mit Ultraschalluntersuchungen untermauerten, Ergebnissen der rek-
talen p alpation und beiden Pıogesteronverfahren eine Kongruenz besteht. Mit
diesem <weck wurden von 75 Kühen (Braunvieh) insgesamt 312 Milchpro-
ben entııommen (RIA = 136, EfA = 176) und ausgewertet. Die Entnahme
erfolgte zu folgenden <eitpunkten: Fqllikelphase, Gelbköıperperiode, 1. K. LL.
(ersle Kfinstliche Besamung), naelı der K.B. (zur Triichtigkeitsfeststellung).
Die Aumertung der Ergebnisse des RIA-- Tests erfolgle radioimmunologisch, die
Ergebnisse des EfA.- Tests wurden anhand unterschiedlicher Gelbfiirbungen
auf 7 Progesteronwerte zwischen <.5 und> 10 ng ımı geschiitzt. Die gynii-
kologischen Kontrollen erfolgten ab 12. Tag p. p. his zur Feststfllung der
ersten Follikuliiraktivitiil in l-bis 3-tiigigen Intervallen. Mit der Fortsetzung
des 2 - liigigen .Untersuchungsrhythmus wurde auelı die Gelbkörper- und
die 1. K.B -Periode überwacht. Die Triichtigkeitsfeststellung wurde
zu den Terminen 40. - 45. Tag p. ins. und 60.-70. Tag p. ins.
durch rektale Untersuchung erhoben. Die Bdunde wurden mit intergrierten
Ultraschalluntersuchungen übe~prüft.

Die er:delten Ergebnisse zeigten, da{J zwischen den erhobenen Progeste-
ronwerten eineıseits, und den mil Ultraschall geslüt;:.ten, konsequent duı'ch-
gcführten reklalen ExploraliolıCll anderaseUs, eine gute (90, 1 %) Kongrtlen.;.
besteht. .

Es stellte sich heraus, da{J?.wischen den. Eıgebnissen aus heiden l1fe{Jı'er-
fahren (RfA, EIA) ein geringer Unlerschied besland (Der Korrelationskref-
fi,~ienl betru/!. r ==0,962). Die selınelle Anwendungsmöglichkeit des Semiquan-
titalivtests (Du/check (R)) bıingt mr die Pra-tis einen Vr;rteil.

Einleitung

Die in den letztcnJahren durehgcführten Untcrsuehungen haben
gezeigt, da~ das Gelbkörperhormon Progesteron in dcr Regulation
des Sexualzyklus und für die Aufreclıterhaltung der Trachtigkeit
cine zentralle Stellung eİnnimmt (3,7). Es konnte festgestellt werden,
da~ die Ikstimmung von Progestcron (P4) öfters Beweise über die
Ovarfunktion bringt (4.,5,8).

Fruehtbarkeitsanalysen mittels des MiIChprogcstcrontcsts sİnd
İnzwisehen zur Routine geworden. Anhand der Progesteronbefunde
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können die klinischen Bdunde korrigiert, die erhobenen Overbefun-
de überprüft werden (2,3,9).

In dieser Arbeit war zu überprüfcn, ob mit zwei unterschiedliclıen
Milchprogesterontestverfahren, dem Enzymimmuntest (EIA; Se-
miquantitativ) und dem Radioimmuntest (RIA; Quantitativ) Vl'r-
gleichbare Ergebnisse zu erzielen sind. Au ~erdem wurde überprüft,
inwieweit zwischcn den Rektalbefunden und den objektivierten Be-
funden der Progesteronbestimmung cine übereinstimmung besteht.
Ausserdem wurde in Vorversuchen durch lJltraschalluntersucht.n-
gcn überprüft (Fa. Pic Medical, Linearrektalsehalkopf, 5 Mhz)),
inwieweit cine übereinstimmung zwischen Vergleichsmessung unu
tatsachlichen Werten (integricrtc Mcssung im Ultraschall-scanner)
besteht.

Material und Methode

Die Untersuchungcn zu vorliegeıder Arbcit wurucn in dcr Zeit
von Novcmbcr 1987 bis l'\ovcmber 1989 auf dem Lehr- und For-
schungsgut Merkenstein dcr Universitat Wien durchgeführt.

Das Kollektiv bestand durchwegs aus 75 österreichischen Bra-
unviehrindern im Durchschnittsalter von 4,6 :t:: 2,2 Jahren. Als
Versuch~tierc dienten c.usschlie~lich Kühe, die sich zu Versuchsbe-
ginn am 15. Tag nach dcr Erstkalbung befanden.

Die Fütterung bestar.d im Sommer aus Luzernegras, Maissilage
und Heu, im Winter aus Maissilage und Heu. Durch Zugabe von
Mineralstoffen und Kraftfutter erfolgte eine leistungsgerechte Er-
ganzung der Ration. Gemolken wurden die Tiere 2 x pro Tag. Über
eine Rohmrmelkanlage wurde die Milch in eine vom StaIl gecrennte
Milchkammer geleitet. Die Jahresmilchmenge pro Kuh lag im Durch-
schnitt zwischen 3500 und 6500 Liter bci einem mittleren Fettge-
halt von 3,5 bis 4,5 % . Im Durschschnitt hatten die Kühe nach einer
Gravidiüitsdauer von 278,3 *- 5,7 Tagen abgekalbt.

Die Tiere wurden bis zum Nachweis eines Follikcls in 1- bis 3-
üi.gigen-Intervallen ab 12. Tag p.p. untersueht. Kach der Feststellung
des Follikcls wurde im 2-tagigen Ryhthmus die rek~ale Palpation
durchgeführt, und dadur:h war es möglich, die überwachung der
Gelbkörperpcriode fortzusetzen. Bei eingetretener Konzeption wurde
zu den Terminen 40.- 45. Tag nach dcr Besamung (p. ins.) und 60.-
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70. Tag p. ins. der Trachtigkeitsbefund dur ch die rektale Untersuch-
ung erhoben. Die rektale Exploration wurde auch durch intergrierte
Ultraschalluntersuchungen überprüft und mit der Bestimmung des
Progesterongehaltes in dcr 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. Für die Pro-
gesteronbestimmung stand bei 45 Tieren cin Schnelltest (Avucheck)
der Fa. Cambridge life science zur Verfügung. Die restliehen Proben
(30 Tiere) wurden am Institut für Biochemie der Veterinarmedizini-
schen {Tniversitat Wien nach der Methode von Möstl (6) radioim-
munologisch bestimmt.

Das Ovucheck-Reaktionsprinzip beruht darauf, da~ sie das freİe
Progesteron in der Standardlösung und in dcr Probe sowie eine bes-
timmte zugezetzte Progesteronmenge (markiert durch das Enzym
Alkalische Phosphatase =AP) kompetitiv an einen in hegrenzter Men-
ge vorhandenen Progesteron -spczifischen Antikörper binden. [)ie
gebundene, durch AP markierte Progesteronmenge, ist umgekehrt
proportional zum Progesteron in der Probe. Nach Substratzugabe
und Inkubation erfolgt der Farbverglcich (viseull oder mittels Spek-
trophotometer) mit den 4. Standartlösungen (1,5,10 und 30 ng ımı),
die sich in der Intensitat ihrerGclbmrbung unterscheiden. Nach un-
şerer Unterteilung, basierte die Mengenangabe beim Avucheck (R)
auf Zuordnungen von Gelbnuancen zu 7 Progesteronwerten, die von
<5 bis > 10 ng/ml reichten. Die Schatzung erforderte eine Gewöh-
nung: Um den bei diesem Verfahren möglichen Fehler gering zu hal-
ten, wurde jede Probe doppelt angesetzt und beurteİlt.

Ergebnisse

Bei 75 Kühen wurden insgesamt 312 Milchproben (RIA = 136;
EIA = 176) wahrend der Follikelphase (n =97), der Gclbkörperperiode
(n = 67), der Zystendiagnose (n = 11), zum Zeitpunkt der LK.B.
(n=84), und na ch dcr K.B. zur Trachtigkeitsfeststellung (n=64)
enmommen.

Parallel zum Follike1befund am Ovar crbrachte die semiquanti-
tative Messung des P4-Gehaltes (EIA) in je 24,5 % (n =11 + 11) der
Falle P4-.Konzentrationen <5 und ::;;5 .Progesteronwcrt = 5 wur-
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de in 44,4 % (n=3I) der Proben gemessen. 2 Kühe (4,4 %) hatten
in der Follikelperiode cine n Wert P4 = > 5 <10, und ein Tier (2,2 %)
P4=1O ng/mI. Die Gelbkörperperiode wurde in 66,6 % (n=2I)
dcr Fiille von einem P4- Wert 10 bis > 10 ng ımı beglcitet. 7 Tiere (16,7
%) hatten einen P4 Wert der> 5 <10 zeigte. 11,9 % (n =5) zeigten
den wert P4 = 5 ng ımı. Der niedrigste Me~bereieh (P4 <5 ng i
ml) wurde bei einem Tier (2,4 %) in dicser Periode notiert. Vnter
den 34. Probanden fanden sieh 6 (14,3 %) mit niedrigem P4-Gehalt
in dcr Milch (>5, =5) aber die Gelbkörperu an den Ovarium hatten.
Zum Zeitpunkt der ı. K.B. erbrachte die P4 - Messung in 97, 6 %
(n =58) dcr Fiille P4-Werte bis zu 5 ng/mI (23,8 = P4<5 ng/ml;
19,0 % = P4<5 ng/mI; 54,8 % = 5 rtgjml). Ein Proband (2,4 %)
hatte bei dcr ersten Besamung einen Wert von LOng/mI (Abb.; 1 und
3).

19-21 Tage naeh dcr Besamung entnommene Proben bei 21
Tieren nahmen einen Wert zwisehen LOund> 10 an. 6 Ticre, bei
denen zu dieser Zeit \Verte von <5 und = 5 erzielt wurden, waren
nieht triiehtig.

Allerdings erreiehten aueh diese Tierc naeh der zur Traehtigkeit
führenden Besamung Werte von 10 oder > 10 ng ımı. Somit war der
Rektalbefund trachtig zu 100 % von erhöhten Progesteronwerten
begleitet.
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Abb. 1. Progesteronwcrtc (EIA) in verschiedenen Zyklusstadien
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Abb. 2. Prog~ıeronwerle (RIA) in verschierlenen Zyklussıadieıı
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Abb. 3. Erlıobcnc Befunde in dcr Follikcl-Cclbkiirpcr.uncl i. Besarnungsplıası: und
korrcspondiaende Progcsı~ronwerle (EIAfVOLI.MILCH)

Die in der Magermilch mittcls RI.'\. gcmc~;scnen Progcstcr<ınwerte
wahrcnd der Follikclphasc (n =4.1), dcr Gelbkörperpcriodc (n =33)
und dcr i. K.B. (n =25) sim! in den Abblildungcn 2 und 4 gr;ıphisch
dargesteıı t.
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In 87,8 % (n =36) der Proben konnte beim N~chweis eİnes Fol-
likels kein Progesteron festgesteııt werden (O n3 ımı). Eİn Ticr (2, 4
%) h::ı.ttecine P4-Konzentration z"ischen O und 0,05 ng ImL. Bei 9,8
% (n =1-) der Probanden mit Eiblaschen cnthielt die Mİlchprobe
einen P<l.-Wert im Ikreich von 0,21-0,13 ng/mL. Die klİnischen Be-
funde faw1cn im nierdrigen ProgesteronspiegeI İnsofern cine Bestatig-
uİlg, als aus:;cblie~lieh follikel versehiedener Reircstadien an den
Eicrstöckcn dominİerten.

\Vahrmd der Gelbkörpcrperiode errcichten 48 % (n =12) der
Tiere P4-Werte von 1,22-1,92 ng ImI. 12 % (n =-,1'1)der Kühe wiesen
höhere P4.-Konzentrationen "'.uf (8 % =2,08-2,19 ng Im]; 4 % =

>2,50 n5/ml), 4:0 % (n =10) niedrigere. Von diesen 40 % waren
bei 24. % die P4-Gehalte zwisehcn 0,4.8 - 0,91 ng/ml und bei den
restliehen 16 % (n =4) kein Progesteron na.chweİsbar. Der bei 4
Rindern nachgewiesene ?\lilchprogestcrongehalt von O ng fml bes-
üitigte das Vorliegen \'on Follikdn ,mstaH cines Gdbköq"ers. Diese
HesLitigung wurde mit CltraseLallbildcrn befestigt. Zum Zcitpunkt
dcr 1. K.B. hctnıg dcr Frozentsatz O.n Ticren ahne p!j.-Geh?1t. in
dcr Milch 80% (n =20). 20 % (ne 5) wurden bei eim'm P4 \Yerı
\'on 0,21--0,4.3 ng/ml und bei 1,22-1,92 ng!ml bcsamt.

19-21 Ta~c nach dcr ı.k.B. \Ylirde hei 25 Kühcn ein P4---\Vert von
2,2 -9,6 ng /ml festgcstellt. Bei Küherı. die cine 2. ımd 3. Besaintmg
bcni)tiçı,ten (n~' i2:' bgen die M( ~wene ne.eh erfolgrcicher k.B.
ebenfalls in dicscın Bereich (2,2--9,6 ng ImI). Dil' ;:mh2.nd von Trüch-
tigkciısgelbkörpern g(~stdıtc Diagnmc ging clllrclıweg~ mit erhöhlcn
l'\'lildıprogc~t:eronwertcn cinher; die übcreinstimmung betrug ICO %.

Von den i i mit ZY:iten bchafteten Ticren \ıurde die l\filc!ı eben-
faııs auf elen Progcsterongdı<"l.lthin un fcrsuch t. Es ste1lte sidı 'hera~ıs,
da~ sidı die Mcngen \volıl in weiten Grenzen bev.'cgten, mit 0,75 :.:.:
0,8 ng /ml jecloch cinen }-!in"'eis "Lif cine Lutc2.L1.ktivitat lidertcn,
der auch mittds Ultrasonografie fcstgesıcllt \\ erden konnle.

Die Gcgen'ibcrstclh.ıııg dcr erl1(lbcn(n Proge~tcronkonzcntr,'.tio-
ncn zcigtc einr~ gute übereinsıimmı'n~ z,;,isdwn Eli\. und RIA. ])('1'

Korrelc.tionskacffizient betrug r ==0,952. Diese Gegenüberstcllung
zeigte nun auf, da~ sowohl zwischen cI\'n palpicrten F01likeln und
den niedrigcn Progestcronwcrtcn einerseits, und dcr cindeutigen
C. I.-Struktur und dcn hnhen Progesteronspiegeln andercrseits, cine
gutc übcreinstimmung bestand (Abb.; 5).



162

<%L!
GO

o
"g/ml

FoUilwl
(j\;tlbkörpur
I.BtlııamUnlil

o -O.Ob

fl7.8 2•.••
16 O
80 O

SELİM ASLAN

12

i ~ Folllkel ~..a Geibkörpor
.-----l

LJ I.BtlSlimung J._-_._------
Ab':>. 4. Erhobenc Befunde in der FoIlikcl-Cclbkörpcr-und ı. Bcsamungsphase und

korresponrlicrcnde Progesteronwcrte (R ii\ i :\1AC ERl'vlI LCH)

Die Untersuchungen zeigten, da~ zwischen geschatzten und
mittels Ultrascha11 gemeSSl'.nen Ovarbcfunden durch einen Korre-
lationskoeffizienten von r =0,930 cine gute übereinstimmung beider
Bcstimmungsverfahrcn ermittelt werden konnte.

Diskussion

Durch den Milchprogcsterontcst (RIA = 136; EIA = 176)
am Tage der AppJikation (wahrend der Follike1phase = 97 Proben)
und 7-9 Tage danach (Ge1bkörperperiode = 67 Proben) sol1ten die
zyk1ischen Vorgange am Oyar objektiviert wcrden . Auch bei nach
der Medikation entstandenen Gynakopathien(Zysten; n =11 Proben)
wurde der Milchprogesteronwert bestimmt. Weiters erfolgte ein
Verg1eich der Rekta1beflınde der besamten (n =84 Proben) und
trachtigen Kühe (n =64 Proben) mit den Progesteronergebnisscn.
Dcr Nachweis der Progesterongehalte in der Milch ermöglicht
indirekt die Ovarfunktion zll überwachen. Ein nicdrigcr Wert wcist
auf das Vorhandensein cines Rciffo11ikc1shin, wahrend ein inkretak-
tiver Geibkörper sich durch entsprechend höhere Progesterongeha1te
in der Milch zu erkenncn gibt. Der bei Eierstocksdysfunktion niedrİ-
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gere P4--Wert kann nur dureh cine klinische Untersuehung riehtig
interpretiert werden.

Die \Vene der Milchprogesteronkonzentrationen dcr Tiere ga-
ben aufschlu~reiehe Informationen. So konnte bei 88 % dcr 164
Progesteronbcstimmungen (RIA -!.. EIA) der vorhcr klinisch diagnos-
tizierte Zyklusstand bzw. Ovarbefund (Foilikcl, Gelbkörper)weit-
gehend bestatigt werden; 12 % der Milchproben wiesen auf Feh1cr
in der Diagnose oder interpretation dcr erhobencn Befunde hin. Bei
diesen 17 Fehldiagnosen wurde kliniseh cin FoIlikcl diagnostiziert
(7 Mal), obwohl es sieh aufgrund dcr Progcsteronbestimmungen um
Anbildungsfoımen des Corpus luteum im frühen Funktions~tadium
handelte. Bei den 10 falsehen Diagnosen der Gclbkörper handelte es
sieh naeh Messungen des Progesteronspiegels (O ng ImI bzw. =5
ng ımı) um Follikeln. Die retrospektive überprüfung der falsehen
Aussagen über Funktionskörper mit den Ultraschallbildern haben
gezeigt, da~ die Progesteronergebnisse mit den Bildem 100 % über-
einstimmten. Das Ausma~ fehlerhafter Diagnosen bei transrektalcr
Palpation gebe n Berger (I) und Hoeke (4) mit 21,6 %) bis 25 % an.

Eine besondere praktische Bedeutuı:g hat die Kontrolle der Besa-
mung dureh glciehzeitige P4-1\lcmıngen.

Anhand der Progesteronergebnisse steIlte sieh heraus, da~ 8,9
% der Tiere (n =6) zum falsehen Zeitpuıtkt besamt wurden. Bei 90,1
% (n =16) der Kühe [and die Besamung zum optimalen ZeiqJunkt
stact.

Günzler (3), Hoeke (4), Schopper (7) stcIlten in ihren Untersuch-
ungen einen noch wcit höheren Antcil falseher Be~amungstermine
fest (15 %, 21,7 % bzw. 22,3 %).

Die niedrigen Progesteronresultate stimmtcn retrcspektiv het-
rachtet mit den traehtig gewordenen Ticren 100 % - gig überiein.

Die erzielten Ergcbnisse wiesen da rauf hin, da zwischen den
bestimmten Progesteronproben einerseits und den mit UltrasehaIl-
gestützten konsequent durehgeführten Rekta!palpationcn anderer-
seits cine gute (90, 1 %) Kongruenz besteht. Dcr Vergleich zwisehen
EIA - und RIA-Testverfahtrcn hat gezeigt, da~ die Unterschiede
sehr gering sind. Dcr Korrelationskoeffizicnt betrug r =0 ,962. Es
İst anzunehmen, da~ der Semiquantitativtest wegen der sehneIleren
Auswertungsmög1iehkciten in der Praxis mit Sieherheit anwendbar
ist. Damit können Befıındfchler raseh korregiert werden.
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