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Aus dem Institut fiir Zuchthygiene der Universitit Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. K. Zerobin)

Radioimmunologische Progesteronbestimmung in der Milch zur
Trichtigkeits-Friihdiagnose beim Rind

von G. Jutz und E. Eggenberger!

Einleitung

Seit man Progesteron in der Milch bestimmen und als frithe Trachtigkeitskon-
trolle beim Rind anwenden kann (Heap et al., 1973; Hoffmann und Hamburger,
1973), wurde iiber dieses Verfahren in zahlreichen Arbeiten berichtet (Hoffmann et
al., 1974; Giinzler et al., 1975; Pennington et al., 1976; Débeli, 1976; Braun, 1978).
Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Progesteronbestimmung aus der
Milch ist zwar fiir das Labor ein eher aufwendigeres Verfahren als jene aus dem
Blutplasma; die Milchentnahme ist aber — im Gegensatz zur Blutplasma-Gewin-
nung — wesentlich leichter durchzufiihren. In all jenen Fillen, in denen eine Proge-
steronbestimmung wiinschenswert wire, aber bis anhin wegen der komplizierten
Blutentnahme und Plasmagewinnung nicht vorgenommen wurde, ist die Milchpro-
gesteronbestimmung eine echte Alternative.

Wichtigster Grund der Milchprogesteronbestimmung in unserem Labor ist die
Trichtigkeits-Friihdiagnose beim Rind. Ihr Prinzip besteht darin, dass der Progeste-
rongehalt am 20.Tag nach der Belegung hoch ist, falls sich eine Zygote im Uterus-
lumen eingenistet hat, bzw. dass er niedrig ist, wenn die von der Zygote ausgeldsten
luteotropen Wirkungen fehlen. In der Praxis heisst das, dass wir aufgrund der Proge-
Steronkonzentration im Nachgemelk vom 20.Tag p.c. eine Aussage dariiber
machen konnen, ob der gefundene Progesteronwert einem Prodstrus oder einer
Trachtigkeit entspricht. Als Beurteilungskriterien stehen uns Grenzwerte zur Verfii-
gung, die wir wihrend einer ersten Experimentierphase ermittelt haben. Dartiber
Wurde von Dobeli [1976] und Braun [1978] eingehend berichtet. Um die Benutzer
dieser von uns zur Verfiigung gestellten Dienstleistung mit mdglichst zuverldssigen
Ipterpretationen bedienen zu konnen, ist es vorderhand unerlésslich, die interpre-
tierten Fille bis zu dem durch den Tierarzt erhobenen rektalen Befund zu verfolgen
und derart retrospektiv die Laborbeurteilungen zu verifizieren.

Material und Methoden

a) Untersuchungsmaterial
In der Zeit zwischen Januar 1977 und Mirz 1978 wurden unserem Labor total 595 Milchproben
(fettreiches Endgemelk) aus verschiedenen Teilen der Schweiz zur Friihtrachtigkeitskontrolle einge-
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sandt (Tabelle 1). Etwa 3 Tage spiter wurde zu Handen des Tierarztes und Tierbesitzers je eine Kopic
des Befundes versandt. Ungefahr 4 Monate spater wurde der rektale Trachtigkeitsbefund erfragt. Falls
die Kuh nicht konzipiert hatte, versuchten wir die Ursache des Umrinderns zu erfragen.

Tabelle 1 Umfang der Milchprogesteronbestimmungen

- Total der eingesandten Milchproben 595
— Keine Bestimmung wegen gebrochener Milch 6
— Keine Interpretation wegen
— falschen Entnahmetermins 25
— zu geringen Fettgehaltes (<4 %) 36
— Keine tierédrztliche Kontrolle 112
— Nach tierdrztlicher Kontrolle verifiziert 416

b) Milchprogesteronbestimmung

Die Progesteronbestimmungen wurden mittels Radioimmunoassay nach den von Hoffmann und
Hamburger (1973), Hamburger (1974) sowie Heap et al. (1973) beschriebenen Methoden durchge-
fithrt. Von jeder Milchprobe wurde der Fettgehalt nach Gerber bestimmt, anhand dessen die im Assay
ermittelten Progesteronwerte (Progesteron absolut) auf 10% Fett proportional korrigiert wurden
(Progesteron korrigiert). Die Interpretationen wurden aufgrund der korrigierten Werte vorgenommen.
Wir verwendeten einen in unserem Labor hergestellten Antikorper gegen 11 «-Hydroxy-Progesteron-
Succinyl-HSA; die Synthese und Charakterisierung sollen an anderer Stelle beschrieben werden.

c) Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte am Rechenzentrum der Universitdt Zirich unter Anwen-
dung der Statistikprogramme BMDPS5D und BMDP7D (Dixon and Brown, 1977).

Ergebnisse

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass bis Juli 1978 von den 595 eingesandten Milch-
proben zur Trichtigkeits-Friihdiagnose 416 nach rektaler Kontrolle auf deren Rich-
tigkeit verifiziert und fiir die Auswertung herangezogen werden konnten.

Ein Anteil von 67 Fillen (11,3%) konnte aus folgenden Griinden nicht
bestimmt oder nicht interpretiert werden:

— Einige Milchproben (n = 6) waren nicht in einwandfreiem Zustand in unseren
Labor eingetroffen und konnten somit nicht verwertet werden. Vor allem in der
wirmeren Jahreszeit ist es moglich, dass ohne vorhergehende Zugabe von Anti
biotika die Milch durch Milchsdureproduktion bricht. Es sollen daher nur
Milchréhrchen verwendet werden, die durch unser Labor bezogen werden
konnen.

— Weitere Milchproben (n = 25), die vor dem 18.Tag oder nach dem 23. Tag pos!
inseminationem entnommen wurden, konnten wegen falschen Entnahme-
termins nicht interpretiert werden.

— Progesteronwerte von Milchproben mit weniger als 4% Gesamtfett (n = 36)
waren infolge Ungenauigkeit der proportionalen Fettkorrektur in diesem
Bereich nicht interpretierbar.

a) Interpretation der Milchprogesteronwerte
Tabelle 2 zeigt die Interpretationen A, B und C, die aufgrund der festgelegteﬂ
Progesterongrenzwerte vorgenommen wurden. Von den 416 Fillen wurden 77 als
nicht trichtig, 47 als fraglich und 292 mit spricht fiir Trdchtigkeit beurteilt.
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Tabelle 2 Tréchtigkeitsdiagnosen aufgrund der Progesteronwerte
A =< 7,0ng/ml nichs trichtig 77 (18,5%)

B 7,0-10,0 ng/ml fraglich 47 (11,3%)
C >10,0 ng/ml  spricht fiir Trachtigkeir 292 (70,2%)
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Abl_?ﬂdung 1 Haufigkeitsverteilung der Progesteronwerte mit Interpretationsbereichen und Verifi-
kationsklassen.

b) Verifikation der Trichtigkeitsdiagnosen

In Abbildung 1 ist die Haufigkeitsverteilung der Progesteronwerte mit den
Interpretationsbereichen A, B und C und der Gliederung nach den Verifikations-
klassen trichtig, nicht trichtig und Umrindern nach dem 30. Tag (Uso) dargestellt.
~ Die Beurteilung #réichtig erfolgte nach rektaler Kontrolle, wihrend nicht trich-
ige Tiere vor dem 30.Tag nach der Belegung umrinderten oder eine pathologische
Verénderung wie Ovarialzysten oder Endometritiden aufwiesen. Die Gruppe
l_]mrindem umfasst Tiere, die erwiesenermassen rnach dem 30.Tag post insemina-
tionem umrinderten und somit zum Zeitpunkt der Milchentnahme (also am 20. Tag
nach der Belegung) trachtig waren.

In den Tabellen 3 und 4 sind die Trichtigkeitsdiagnosen des Labors den klini-
Schen Kontrollbefunden des Tierarztes gegeniibergestellt. In Tabelle 3 sind die fiir
die Praxis relevanten Richtigbeurteilungen und die aufgrund umgerinderter Tiere
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korrigierten Richtigklassifikationen aus der Sicht des Labors besonders hervorgeho-
ben.

Tabelle 4 zeigt Mittelwerte und Variationsbereiche der Progesteronwerte inner-
halb der einzelnen Klassen.

Tabelle 3 Klassifikationshdufigkeiten aufgrund von Trichtigkeitsdiagnose und klinischem Kon-
trollbefund

Trichtigkeitsdiagnose A B Cc

Klinischer Nicht Fraglich Spricht fiir Total
Kontrollbefund trachtig Trichtigkeit
Trdchtig 4 22 , 233 259
5% (1-13)* 47% (32-62) |80% (75-84)
Nicht trdchtig 73 25 ‘ 59 157
95% (87-99)] 53% (38-68) 20% (16-25)
Total 77 47 292 416
Umrindern (Uso) - 17 26 43
Trdchrig + Uy - 39 259 268
83% (69-92) [89% (86-93)
Nicht tréichtig —Usq = 8 33 41
17% (8-31) 11% (7-14)

* 95% -Vertrauensgrenzen fiir die prozentuale Héufigkeit,
Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit erreichten Richtigkeitsprozentzahlen der Labor
diagnose (Tabelle 3) liegen im Rahmen der von anderen Autoren beschriebent
Werte (Hoffmann et al., 1977; Giinzler et al., 1975). In unserem Fall stammt d#
Untersuchungsmaterial von Problemtieren und somit von einem priselektionierte?
Patientengut. Es ist nicht anzunehmen, dass die Milchprogesteronbestimmung b4
Kiihen vorgenommen wird, die nie Anlass zur Vermutung eines vemind§ﬂ5ﬂ§
Konzeptionserfolges gaben. Dementsprechend hoch ist auch der Anteil der nlfiht"
trichtigen Tiere (ca. 38% aller belegten Tiere). Auffallend viele der nichttrichtig?
Kiihe hatten nach dem 30.Tag (Ujo) umgerindert. Die Haufigkeitsverteilung ¥
Abbildung 1 zeigt, dass die Gruppe der U;, vor allem im fraglichen Bereid
(7,0-10,0 ng/ml) und im unteren Trichtigkeitsbereich (10,0—ca. 13,0 ng/ml) pr*
zentual stark vertreten sind. Diese Beobachtung lsst darauf schliessen, dass berel
zur Zeit der Milchentnahme am 20.Tag nach der Belegung infolge einer verm®
derten Progesteronsekretion des Corpus luteum eine labile Trichtigkeit bestand und
somit das Risiko eines Abortes stark erhoht sein musste (Débeli und Wetli, 197)
Zahlt man namlich die Anzahl der trichtigen Tiere und die Ujo zusammen, i
kommt unser Labor auf eine Richtigkeitsbeurteilung von 89%.
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Vier der als nichttrachtig interpretierten Tiere waren nach der klinischen Nach-
kontrolle trachtig. Davon lag ein Wert zwischen 2 und 3 ng Progesteron pro ml
Milch. In einem solchen Fall muss eine Verwechslung der Probe bei der Milchent-
nahme oder ein Messfehler im Labor vorliegen, da bei einem derart tiefen Wert eine
Trachtigkeit erfahrungsgemass auszuschliessen ist.

Anders verhilt es sich bei den drei iibrigen Progesteronwerten, die alle im
Bereich zwischen 6 und 7 ng pro ml liegen. Hier liesse sich eher vermuten, dass der
willkiirlich gewdhlte Bereich fiir die Interpretationen nichttrdchtig zu gross
bemessen ist. Eine Versetzung der oberen Grenze des Nichttrachtig-Bereiches nach
unten wiirde zwangsldaufig das Risiko von Falschinterpretationen reduzieren.
Anderseits wiirden aber der fragliche Bereich und somit die Anzahl der als fraglich
interpretierten Falle vergrossert.

Kiirzlich wurde von Hoffmann et al. (1977) eine Methode publiziert, mit der
dieses Problem anscheinend umgangen werden kann, indem das Progesteron nicht
wie bei uns in der Gesamtmilch, sondern im Milchfett bestimmt wurde. Hoffrmann
et al. erreichten eine Richtigkeitsbeurteilung von iiber 95% aller Fille, ohne einen
fraglichen Bereich zu verwenden. Es ist sicher nur zu begriissen, wenn in Zukunft
nicht mehr die Methode der limitierende Faktor einer modernen Trichtigkeits-
Frilhdiagnose beim Rind ist.

Tabelle4 Beschreibung der Progesteronwerte gegliedert nach Trichtigkeitsdiagnose und klinischem
Kontrollbefund

Tréchtigkeits- A B C
diagnose

Klinischer Nicht Fraglich Spricht fiir Total

Kontrollbefund trachtig Trichtigkeit

Triichtig n 4 22 233 259

(ng/m1) X 5,50 8,43 17,73 16,75
s 1,82 0,83 6,18 6,57
min 2,80 7,20 10,10 2,80
max 6,80 9,80 38,80 38,80

Nicht triicheig n 73 25 59 157

(ng/mI) X 3,20 8,26 15,87 8,76
s 1,57 0,80 4,88 6,61
min 0,60 7,10 10,10 0,60
max 6,40 9,70 29.20 29.20

‘\

Total i 77 47 292 416

(ng/mi) % 331 8,34 17,35 13,74
s 1,66 0,81 5,98 7,64
min 0,60 7,10 10,10 0,60
max 6,80 9,80 38,80 38,80
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Zusammenfassung

Die mittels Radioimmunoassay durchgefiihrten Milchprogesteronbestimmungen zur Trachtiy
keits-Friihdiagnose beim Rind werden den klinischen Kontrollbefunden gegeniibergestellt. Von 55
eingesandten Milchproben konnten 416 Tréachtigkeitsdiagnosen verifiziert werden. 95 % der negativer
und 80% der positiven Interpretationen erweisen sich aufgrund der rektalen Kontrolle als richtig. Der
Gesamtprozentsatz der Richtigbeurteilungen ist neben der Genauigkeit der Bestimmungsmethod:
auch vom fraglichen Progesteronbereich und vom Umrinderungsanteil abhingig.

Résumé

La détermination de la teneur du lait en progestérone en vue du diagnostic précoce de la gestatin
chez le bovin a été réalisée par des essais immunologiques a radioéléments solides et les résultats on
été comparés aux examens cliniques. Sur 595 échantillons de lait on a vérifié 416 diagnostics de gests
tion. 95% des réponses négatives et 80% des réponses positives se sont avérées étre justes par 'explo
ration rectale. Le pourcentage total des interprétations justes ne dépend pas seulement de I’exactitud:
de la méthode de détermination mais aussi des limites appliquées du taux de progestérone et du pour
centage de retour des chaleurs.

Riassunto

Per mezzo del radioimmunoassay ¢ stato dosato il tasso di progesterone nel latte al fine di giu-
gere ad una diagnosi precoce di gravidanza nel bovino. I valori ottenuti vengono confrontati coni
reperti clinici di controlle. In 416 campioni, su un totale di 595 inviati, sono stati ottenuti valori ti
daindurre ad una diagnosi di gravidanza. 1195% delle interpretazioni negative e '80% di quelle pos:
tive si & rivelato giusto sulla base del controllo rettale. La percentuale generale delle valutazioni giust
dipende non solo dalla precisione del metodo di dosaggio, ma anche dai limiti stabiliti per il livelt
di progesterone e dal numero di soggetti con interruzione precoce della gravidanza.

Summary

In order to provide early pregnancy diagnoses in cattle the results of determining the milk-prog-
steron by means of radio-immunoassay are compared with clinical control tests. From 595 mik
samples which had been sent in it was possible to verify 416 pregnancy diagnoses. 95% of the negatm:
findings and 80% of the positive proved to be correct when checked by rectal examination. The tott
percentage of correct diagnoses depends not only on the accuracy of the determining method butall
on the progesteron range in question and the proportion of repeat breeders.
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