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Aus dem Institut für Physiologie der Süddeutschen Versuchs -und Forschungsanstalt für Milchwirtschaft,
Technische Universität München (Direktor: Prof. Dr. H. Karg)

Möglichkeiten der Progesteronbestimmung mit Hilfe eines Enzym-
Immuntests (E l A)

Von K.-I. Arnstadt

Ein relativ einfach auszuführender, kompetitiver Im-
muntest zur Bestimmung von Progesteron wurde auf
der Basis eines homologen Systems entwickelt. Progeste-
ron wurde über die 11-ß-OH-Gruppe an das Enzym
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, und das Antiserum
wurde an Zellulose gebunden. Der Meßbereich des Tests
beträgt 0,03—3 pmol/Testansatz (9,44—944 pg). Als Va-
riationskoeffizienten wurden gemessen: a) Milch fett-
extrakte (Kuhmilch): intra-assay 4,8—7,7°/o (n = 30),
inter-assay 7,4—9,2% (n = 44), Korrelation zum RIA
r = 0,98 (n = 25); b) Serumextrakte (Rind): intra-assay
4,3—7,9% (n = 76), inter-assay 4,9°/o (n - 64), Korre-
lation zum RIA r = 0,994 (n = 132). Das Testsystem
und die Reagenzien sind in rekonstituierbarer, stabiler
Form als Testkit im Handel erhältlich (Fa. Biolab, Mün-
chen).

Unter Beibehaltung dieses Testsystems und der Konzen-
trationen der Reagenzien wurde durch veränderte Aus-
führung des Tests (sequentielle Inkubation) seine Empfind-
lichkeit erhöht, um eine Direktbestimmung mit Milch
(15 \\l) zu ermöglichen. Den Standards zur Messung einer
Eichkurve werden 15 µl Brunst- oder Post-partum-Milch
(Tag 8—10 pp) zugesetzt. Dadurch wird die unspezifi-
sche Beeinträchtigung des EIA durch Milchbestandteile
abgeglichen, die bei einem Volumen > 15 µl zu einem
Verlust der Empfindlichkeit führt. Wenn Messungen mit
Haupt-, Gesamt- oder Nachgemelk durchgeführt werden,
verfälscht der unterschiedliche Fettgehalt nicht die phy-
siologische Aussage hinsichtlich Corpus-luteum-Aktivität.
Als (arbeitshypothetische) Grenze wird hierfür 4—5 ng/
ml festgelegt. Die Variationskoeffizienten sind intra-
assay 8,3%, inter-assay 14,1%. Orientierende Versuche
zeigen, daß Direktbestimmungen ebenfalls mit Stuten-
milch, Stuten- und Humanserum möglich sind.

Für die wichtigsten Indikationen der Progesteronbe-
stimmung bei Kühen würden sich durch Anwendung des

Direkttests Extraktionsschritte mit organischen Lösungs-
mitteln erübrigen. Das Meßergebnis liegt innerhalb eines
Tages vor. Die Vorteile für die Praxis würden durch
kurze Transportwege der Milchproben begünstigt, z. B.
durch Einrichtung von Progesteronmeßplätzen bei Besa-
mungsstationen, Molkereien, Untersuchungsanstalten etc.
Der EIA, d. h. die isotopenfreie Meßmöglichkeit bietet
dafür die technische Voraussetzung. In Zusammenarbeit
mit der Besamungsstation Herbertingen wurde in einem
Versuch (n = 300 Kühe) geprüft, ob die Kombination
von schnellem Probentransport mit schneller Meßmethode
so frühzeitig Analysenergebnisse liefert, daß die Pro-
gesteronmessung in der Milch vom Tag 19 oder 20 erst-
mals eine Brunstvorhersage unter praktischen Bedingun-
gungen ermöglicht.

Ausgewertet wurden 290 Erstbesamungen (105 Be-
triebe, Kuhzahl 6—38, mittlere Kuhzahl 14). Die Er-
gebnisse zeigen an, daß die Direktbestimmung in der
Milch (EIA) für den Einsatz in der Praxis geeignet ist
und eine wertvolle Hilfe auf breiter Basis sein könnte
für:
a) die Erhebung und tierärztliche Behandlung von Ferti-

litätsstörungen;
b) die Brunstvoraussage („Stille Brunst");
c) die Ermittlung von objektivierbaren Befruchtungser-

folgen für die Zuchtwertschätzungen von Besamungs-
bullen.

Summary
Arnstadt, K.-L: Possibilities of Progesterone Determination

Using Enzyme Immuno Assay (EIA).
Progesterone concentration was determined in 15µl milk

samples without extraction. This rapid method enables the
prediction of oestrus.

Anschrift des Verfassers: Dr. K.-I. Arnstadt, D-8050 Frei-
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