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UNTERISUCHUNGEN UEBER DEN EİNFLUSS VON 
KALİUMDİCHROMAT UND PROBENLAGERUNG AUF DİE 
RADİOİMMUNOLOGİSCH GEMESSENE PROGESTERON

KONZENTRıATİON İN DER KUHMİLCH 

Potasyıımdikromat ilave edilerek ya da edilmeksizin saklanan sığır 
sütle1·indeki prog'esteron konsantrasyonlarına saklama süresinin ve 

ısısının etkileri üzerinde araştırmalar. 

Behiç SERPEK1 

Max DÖBELİ2 

Özet : Süt örnekleri, laboratuvatlara getirilme ve işlenme sırasında 
değişik ısılarda ve farklı sürelerde bekletilrnek zorunda kalınabilir. Bu 
çalışmada tablet formunda süte ilave edilen potasyumdikromat'ın depo
lama ısısı ve zamanına bağımlı olarak radyoimmunolojik metodla ölçü
len progesteron konsantrasyonlarında sapmalara neden olmadığı araştı
rıldı. 

Taze süte katılan potasyumdikromat tabietleri (33 mg potasyum
dikromat 67 mg potasyumklorid) ölçüm değerlerini değiştirmedi. Pratik 
koşullarda ilk sırayı alan oda ısısında bekletmede ve potasyumdikromat 
ilave edilmeyen sütlerde zamanın ilerlemesi ile progesteron değerlerinin 
düştüğü saptandı. Bu nedenle teşhiste oluşabilecek hatalardan kaçmabil
mek için süt örneklerine potasyumdikromat ilavesi önerildL Buna karşın 
+37°C'Iik ısıda 168 saat bekletUmeden sonra ölçülen değer bir sıçrama 
yaparak başlangıç değerinin dört katına ulaştı. Bu olgu proteolotik olu
şumlar nedeniyle antikarlara zarar veren maddelerin ortaya çıkmasına 
bağlana;bilir. 

Artı 4 ve - 20°C'lik ısılarda bekletilen potasyumdikromatlı ve potas
yumdikromatsız süt örneklerinde istatistik açıdan önemsiz hafif bir düş
me görüldü. Uzun zamanlı depolamalar için konservatif madde ilave e
dilmeksizin +4 ve - 20°C'lerin uygun depolama ısıları olduğu gözlendi. 

(1) Yrd. Doç. Dr., S. ü. Veteriner Fakültesi, Biyokimya- Fizyoloji Anabilim 
Dalı, Konya. 

(2) Dr. Oberass., Institut für zuchthygiene, Winterthurerstrasse 260, CH-8057 
Zürich. 
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Altı kez dondurma ve çözme progesteron konsantrasyonları üzerinde öl
çi.'ıl~bilir derecede bir etki göstermedi. 

Zusanınıenfassung : Da Milchproben zwischen Gewinnung und 
Verarbeitung in spezialierten Labors unterschiedlichen Temparaturen 
und Transportzeiten ausgesetzt sind, wurde in dieser Arbeit akgeklaert. 
ob der einfache Zusatz von Kaliumdichromat in Tabiettenform in Abhaen
gigkeit von Dauer und Temparatur der Lagerung zu Abweichungen 
der radioimmunologisch ermittelten Progesteronkonzentrationen vom 
Anfansgehalt führt. 

Kaliumdichromat per se veraenderte das Messergebnis nicht. Nach 
Aufbewahrung bei Raumtemparatur, die den praktischen Verhaeltnissen 
am naechsten kommt, wurden in Milchen ohne Kaliumdichromat mit 
fortscnreitender Lagerdauer abnehmende Progesteronwerte, so dass sich 
ein Zusatz von Kaliumdichromat empfiehlt, um Fehlinterpretation in 
der Diagnostik zu vermeiden. Demgegenüber erreichten die Messwerte 
bei einer Aufbewahrungstemparatur von 37°C nach 168 Stunden sprung
haft das Vierfache der Ausgangskonzentration, was auf die Bildung pro
teolytischer und darnit den Antikörper schaedigender Substanzen selılie
ssen liess. 

Aufbewahrungstemparaturen von +4 und- 20oC führten in Milchen 
mit und ahne Kaliumdichromat zu einer leichten, aber nicht signifikan
ten Abnahme der Progesteronkonzentration, so class 4°C für Proben, die 
kein konservierendes Agens en thalten dürfen, und - 20°C für Langzeit
lagerung als geeignete Aufbewahrungstemparaturen betrachtet werden 
dürfen. 6 maliges Einfrieren und Auftauen blieb ahne messbaren Einfluss 
auf die Progesteronkonzentration. 

Einleitung 

Die Progesteronbestimmung in der Milch zur Brunsterkennung, 
Traechtigkeitsdiagnose und Beanrtwortung tieraertzlicher Fragestellun
gen hat in den letzten Jahren im In- und Ausland eine breite Anw~n·· 
dung gefunden (2, 6, ll, 12, 14). Die dazu benützten Enzym-oder Radioim
munoassays setzen vorlaeufig unter anderem teure Geraete für die End
punktbestimmung voraus, so dass die Analysen immer noch auf beson
ders ausgerüstete Diagnostiklabors beschraenkt bleiben. Daraus ergibt 

sich die Notwendigkeit, dass die Milchproben in der Regel von ihrem 

laendlichen Herkunfstort in ein Zentral gelegerres Labor transpartiert 

werden müssen. 

In der Zeit zwischen Probengewinnung und Verarbeitung können 
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patho-und apathogene Keime Ausfaellungen in der Milch verursachen, 
die ein exaktes Pipettieren verhindern. Zudem ist es denkbar, dass 
Enzymaktivitaeten der Mikroorganismen das Progesteronmolekül dena
tuieren, was Fehlinterpretationen nach sich ziehen könnte. Zur Verhin
derung des Keimwachstums werden deshalb den Milchproben bereits bei 
der Gewinnung konservierende Agenzien zugegeben: Chloramphenicol 
(3, 20), Kaliumdichromat (ı, 5, 6, ı6, ı8) und Natriumazid allein, (8, ı5) 

oder in Korobination mit Thiomeral (ı9). Ueberdies werden die Proben 
nach Ankunft im Labor (sofern sie nicht sofort analysiert werden) bei 
verschiedenen Temparaturen aufbewahrt: Im Kühlschrank bei 4°C (ı, 

7, ı6, 20) sowie im Gefrierschrank bei - ıooc (9), -ı8oC (ı O) ~nd bei 
- 2ooc (ı3, ı7, 2ı). 

Ueber mögliche Auswirkungen konservierender Agentien und der 
Lagertemparatur auf den Progesterongehalt in der Milch liegen unseres 
Wissens nur wenige Untersuchungen vor. Taubert et al. (ı9) gaben ca. 
5 mg eines Pulvergemisches aus Natriumazid und Thiomeral im Verha
eltnis ı: ıo in die Milchtransport benützten Gefaesse und beobachteten 
in keinem Fall Makroskopische Veraenderungen der Milch; über mehr 
als ıoo Tage bei 4 oder - 20°C gelagerte Proben behielten ihre radioim
munologisch gemessenen Progesteronwerte bei. Allerdings muss darauf 
hingewiesen werden, dass in dieser Studie einenteils Milchproben von 
niedrigem Progesterongehalt (0.35- 4.2 ng/ml) und andernteils eine Ak
tivkohletrennung verwendet wurden, die insbesondere im unteren Kon
zentrationbereich mit nichtimmunologischen Interferenzen behaftet ist 
(5). Bei enzymimmunologischen Analysen von Milchproben ohne Zusatz 
konservierender Agenzien haben Yasura und Kleeberg- Ruppert (2ı) 
gefunden, dass die Progesteronkonzentrationen bei einer Lagertempara
tur von 20°C nach 3 Tagen und bei einer Lagertemparatur von 4°C nach 1 
Woche deutlich niedriger waren als bei Proben - 20°C gelagert oder 
sofort analysiert worden waren. 

Obwohl in unserem Labor seit Jahren ausschliesslich Milchproben 
untersucht werden, die bereits bei der Gewinnung (ıO ml Endgemelk) 
mit ı Kaliumchromat-Tablette (siehe 3.1.) versetzt werden, gaben die 
dargelegte, wenig erhellte situation sowie die Aussicht auf Einführung 
der Progesteronbestimmung in der Milch in einem Land mit anders 
gearteten Transport und Klimaverhaeltnissen Aniass zur Bearbeitung 
dieser Propleme. 

Fragestellung 

Im Routinebetrieb eines Diagnostiklabors kommt eine Langzeitlage
rung der Milchen kaum in Betracht, weil die anfallenden Proben vor-
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wiegenıd zur Traechtigkeitsdiagnose und Brunsterkennung bestimmt 
sind und_ deshal b verzugslos untersucht werden müssen .. Immeı'hin mus-; 

.. daınit gerechnet werden, dass un ter .. Praxisbedingungen . (besondere 
.Transportverhaeltnisse, Festtage, Pannen im. U:ntersuchungsgang) 2- 5 

.· Tage zwischen der Gewinnung der Probe und ihrer Verarbeitung liegen 
können. 

Die ermittelten Messresultate fallen in Konzentratiohberiche, die 
anhand- von Erfahrungswerten eine entsprechende Interpretation der 

.. Befunde zulcı.ssen; in unserem La bor lauten die Uriterscheidungskriterien 

. wie folgt: O- 6.0 ng/ml=spricht nicht für Traechtigkeit: 6.1- 9.0 rig/ml= 
··liegt im · fraglichen Bereich; 9.0 ng/ml=spricht für Traechtigkeit. Im 
Hinblickt darauf, dass die Befundinterpretation für das Tier und für deıı 

. Besitzer von weitreichender Bedeutung sein kann, stellt sich die alge

. meine Frage, ob das Messresultat lediglich durch die physiologischsn 
Gegebenheiten im Tier ader auch durch andere Fa:ktoren, irisbesondere 
die Zeitspanne zwischen Eritmihme und Analyse der Milchprobe sowie 

. die Temparatur waehrend dieser Phase bedingt ist. 
.:: ~ :.-- ,, 

Zur Beantwortung waren die falgenden Einzelfragen bei Milch mit 

·hohem Progesterongehalt abzuklaeren: 
~ ·. '·. ,· 

.-1 

J) Veraendert der Zusatz von Kaliumdichromat das Messresultat? 

2). Veraendert sich das Messresultat in Milcthen mit und ahne Ka-.. 
Jiumdichromat in Abhaengigkeit von der Zeit innerhalb einer Woche? 

3). Veraendert sich. das Messresultat iri Cilchen mit und ahne Ka-. . . 

, li~-imdfchromat in Ab,haengigkeit von der Lagertemparatur? 
,_ ~ . .1. ll 

Material und methodı:m 

· A)isgaiıgs111dterial, Gruppeı:;--cinteilung: Von einer traechtigen Kuh 

, . .(7. Trae~htigkeitswoche) y.rerden am Schluss eines morgendlichen Melk

';\aktes 200 ··ını· MilCh gewinnen und s of ort ins La bor ge bracht. Die Milch 

: wi:r~d iri 42 Pcirtionen zu 5 ml in Polystyrolröhrchen1 aufgeteilt, von de

~Hiirt12l-'je :±ahlettB:ı :ınıi 33 mg Kaliumdichromat und 67 mg Kaliumchlorid 

en thal ten. 

<p . .Firma. Milian S. A., CH- 1.228 Plan- le s- Oııates/Geneve. 

('2) K_a]iu,mdichromat- TabZetten lVIerek - Nr. 4858. 

i 

·~ 
ı 
ı 
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Tabelle ı: Gr u ppenein t~ilung 

Kalium-
Gruppe dichromat Lagertemp~ratur 

ı oh ne · Raumteinparatur ca 2ooc 
2 init 

3 ahne W aermeschrank 37°C 
4 mit 

5 oh ne Kühlschrank 4°C 
6 mit 

7 oh ne Gefrierschrank -20°C 
8 . mit 

9 ahne Gefrierschra'iık -20°C 
ı o mit 

Die Gruppen ı- 8 urufassen je q Portionen, ~die Gruppen 9 und ıo nur 
je Röhrchen. 

Versuchspları 

ı) Bei Gruppe ı wird die Progesteronkonzentration safort (Zeit
punkt O) sowie bei saemtlichen Gruppen nach ı2, 24, 48, 72 und ı68 Stun
den gemessen. 

2) Die Arbeitsdosis (25 ı.ıl) wird in den Gruppen ı - 8 jedes mal je 
einem neuen Röhrchen, in den Gruppen 9 ~nd ıo jedoch immer dem 
gleichen Röhrchen entnommen, · dessen Inhalt zwischen den Entnahmen 
stets wieder eingefroren wird. · 

3) Unmittelbar var der Entnahme werden die Eöhrchen aus jeder 
Gruppe waehrend ı5 Minuten in ein Wasserbad zu 37°C gestellt und 
anschliesend auf einem Rolmixer grundlich durchgemischt. 

Progesteronbestimmung: Die Progesteronkonzeiı.trationen werden 
durch Direktinkubation von 25 ul Milch in 500 ul PES- Gel mit einem 
1251 - Radioimmu~oassay gemessen (5). Freies und: anükörper gebundenes 
Hormon werden: durch Immuppraezipitation \voneinander getrennt. 

Datenverarbeitung: Die Rolıdaten werden unter Anwendung der 
Statistikprogram1ne BMDP ı D und BMDP D 7 (4) am Rechnenzentrum 
der Universitaet Zürizh bearbeitet3

• 

(3) Herm Dr. E. Eggenberger, Fakultaetsstelle für: Biometrte, Veteri
naer - med}?inische Fakultaet Zürich, danken wirfür seine hilfreiche 
Beratung. 



Tab. 2. Statistische Masszahlen der Progesteronkonzentrationen nach Lagerung bei Raumtemperatur 

#============--=================================--==================================--========~ 
:: . ·. ·] Gruppe 1: ohne Kaliurndichromat Gruppe 2:. mit Kaliurndichromat :: 
ıı Zeıt 
11 n · 11 
11 - X -X t - X -X t t ll 

============= i=====J=====J=======================i========================~J==========i==========ıı ::. [Std. J x s min max 1 . x s . min max 2 3 :: 

ll ' ll 
ll o 20 14.7 1.1 12.4 16.6 ll 

~ 12 10 13.3 2.6 10.8 17.8 1.53 16.2 2.0 13.8 20.2 1.69 2.78 ~ 
~: 2 4 1 o 1 s· • s 1 • 1 1 3 • 1 1 1 . 1 o • 8 2 1 1 • 8 1 • 2 1 s • 1 1 9 • 1 3 • 1 9 2 • o s :: 
~ 48 10 13.8 1.0 12.7 15.5 1.13 "17.3 1.7 9.9 20.9 3.26 3.81* ll 

~ 72 10 12.5 0.8 11.4 13.5 3.10 16.9 1.4 15.0 19.4 3.24 5.50***~ 
:: 1-6 8 1 o 1 2 • 7 1 • 7 9 • 6 1 4 • 7 1 • 91 11 • 6 1 . 2 9 • 3 1 3 • 1 3 • o o o • 9 4 ~: 
~============--=================================--=====-============================--========~ 

t1 

t2 

:t3 

Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 
~ 

Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 2 . 
Vergleich der Ergebnisse nach verschiedenen Lagerzeiten zwischen Gruppe 1 und 2 

~ 
-1' 
0>-

1:01 
ct> 
::ı.o· 
U2 
ct> .a 
~ 

~ 
:><: 

t:1 o o 
O'" 

~ 



Tab. 3: Statistische Masszahlen der Progesteronkonzentrationen nach Lagerunq bei 37 °C 

~=======r=====--=================================--==~===============================-r~=======~ 

:: Zei t Gruppe 3: ahne Kaliurndichromat Gruppe 4: mit Kaliumdichromat :: 
11 n 
11 r"-ı-,:ı ı - · - · ll 

=====--========================-==--==--, ----- -------~---------- ---------
:: o 2 o 1 4 • 7 1 • 1 1 2 • 4 1 6 • 6 l 
:: 1 2 1 o 1 4. 5 2. 5 11 • 2 1 8. 2 o • 2 5 1 8 • 2 2. 4 1 5. 1 2 2. 5 3 • 9 7 * * ı 3 • 6 6 * 
1 24 10 20.5 7.4 15.0 38.2 6.03°00 17.1 1.7 15.0 20.6 2.51 l 3.06 

i=:~~====i~===-~~;~===~;~===;!;;==~~:!===;;~~:::J_=i~:~-==~;;===i~~~==l~~~-=-~~~~:::J_:~:~~~~~-
t1 = Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 3 

t
2 

= Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 4 

t = vergleich der Ergebnisse nach verschiedenen Lagerzeiten zwischen Gruppe 3 und 4 
3 
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Tab. 4. Statistische Masszahlen der Progest.eronkonzentrationen nach Lagerung bei + 4 uc 

F======-=====-===================================~-=~~~~~=~~~=======================--========~ :: . l ı Gruppe. 5: ohne Kaliurndichromat Gruppe 6: mit Kaliurndichromat :: 
11 Zeıt 
11 n _ _ · . 11 

\l~~~i:~\r= l.~~x~~L~~~= ·~~~~~.~~~~.,,:~::::., 1:.8 2 ~B .:~~::·~~~:~.,:~~:·.,ı·:~:~==J 
24 10 12.7 1.6 10.4 14.7 2.11 17.8 1.2 15.8 19.4 3.23 4.62*** 
48 10 12.1 1.2 9.9 13.3 3.26 13.9 1.4 11.8 16.2 1.01 1.94 
72 10 13.6 1.4 11.5 16.0 1.57 12.8. 1.4 9.7 14.3 2.79 1.06 

168 10 13.1 2.0 11.1 16.7 1.50 12.3 o:1 11.4 13.3 2.33 o.n ı 

lk======d=====d'======l======:!============l======--===d'======l======='============l=========dh========:!l 
t 1 =.Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 5 
-t:: 2 = Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 6 
t 3 = Vergleich der Ergebnisse nach verschiedenen Lagerzeiten zwischen Gruppe 5 und 6 
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Tab. 5 ~ ·statistische ·Masszahlen der Progesteronkonzentrationen nach Lagerung be i - 20 °C 

~======-=====~-==========~====~=~=~=~==~~~=~~=~===r-=========================.========--========· 
:: Z . t Gruppe 7: ohne Kaliumdichromat Gruppe 8: mit Kaliumdichromat :: 
ll eı . n ~·-------r--------r---------------r-~----------~------,-------~r-----r-------~,-----------~----------~ 
ll - - ll 

\i [Std.] x. s xmin- xmax .... ~1. . . . . . . . x_ .... s ... _xmin ~xmax . t2 t3 ii 

:: o 2 o 1 4 • 7 1 • 1 1 2 • 4 1 6 • 6 . :: 
:: 1 2 1 o 1 2 • 1 3 • 1 8 • 7 1 9 • o 3 • o o 1 1 • 4 2 • 1 5 • o 1 5 • o 3 . 72 * * o • 6 2 :: 
~ 24 10 14.8 1.6 12.9 17.1 0.08 14.0 1.2 12.4 16.1 0~71 0.69 : 
ll 4 8 1 o 1 3 . 8 1 • 5 1 1 • 6 1 6 • 5 1 • 1 6 1 2 • 9 1 • 1 11 ~ 1 1 4 • 5 2 • 2 7 l o • 9 6 ll 

:: 72 1 o 1 3. 8 1 • 4 1 2. 2 1 6. 6 1 • 2 8 1 2 • 7 1 • 4 1 o. 4 1 5 • o 2. 9 3 1 • 4 3 :: 
:: 1 6 8 1 o 1 4. 2 1 • 6 J 11. 6 1 6 • 3 o. 4 5 1 3 . 1 1. 6 1 o. 5 1 5. 2 1. 5 3 1. 6 3 :: 
~============-============-========~=============-~===========-=====================--========~ 

"'-' 

~i 
1:2 
t3 

Vergleich 
Vergleich 
Vergleich 

des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 7 
des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 8 
der Ergebnisse nach verschiedenen Lagerzeiten zwischen Gruppe 7 und 8 
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Tab 6. Statistische Masszahlen der Progesteronkonzentrationen nacn menrrnaligem Eintrieren aur 

- 20 °c und Auftauen wahrend 6 Tagen 

~======ı-====ı--==================================--=================================--==========9ı 
:: . Gruppe 9: ohne Kaliumdichromat Gruppe 1 O: mit Kaliumdichromat :: 
11 Zeıt n 1 
ll - - ll ~: ~ ~~: ~ . . . . [. :.1.: .... : ::~ ~.: :~ .... ~: ........ : ...... :. J: ::~ ~. ::::L ~= ......... ~: .... .Ji 
:: o 2 o 1 4 . 7 1. 1 1 2 • 4 1 6 . 6 :: 
:: 1 2 1 o 1 2 . 1 3 . 1 8 • 6 1 9 . o 3 . o o 11 • 4 2 • 1 9 • 3 1 4 • 9 3 . 7 2 * o • 6 2 :: 
:: 2 4 1 o 1 4 . 8 1 . 5 1 2. 9 1 7. 1 o . o 8 1 4 . o 1 . 2 1 2. 4 1 6 . 1 o. 71 o. 6 9 :: 
ll 48 10 12.7 1.8 10.8 15.7 2.44 13.2 1.0 11.5 14.6 1.92 0.45 ll 
ll ll 
Ll 7 2 1 o 1 3. 3 3. o 1 o. o 1 8. 8 1 • 9 8 1 3. 7 2 . 2 9. 8 1 5 . 6 1 • 4 8 o. 4 3 ll 

·:: 1 6 8 1 o 11. 4 2 . 1 7 • 7 1 5 . o 3 . 2 o 1 4 • 7 2 • 8 1 o . 7 1 8 • 2 o . o 4 2 • 81 :: 
a======-====--====-======-===========-================-=======-===========-========--==========~ı 

t 1. = Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 9 
t 2 = Vergleich des Ausgangswertes mit den Ergebnissen innerhalb der Gruppe 10 
t 3 = Vergleich der Ergebnisse nach verschiedenen Lagerzeiten zwischen Gruppe 9 und 10 

Allgemeine Indices in den Tabellen 2 - 7: 

Werte mit * 
** 

unterscheiden sich mit P<0.05 
unterscheiden sich mit P<0.01 

*** unterscheiden sich mit P<O.o~· 
vum jeweiligen Vergleichswert. 
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Tab. 7. Vergleich der durchschnittlichen Progesteronkonzentrationen nach verschiedenen Lagerzeiten 
bei Milchen mit und ohne Zusatz von Kaliumdichromat 

;==========f-===_ ==ı--===================--============o=======--=========0==========-==========o=====~==TI 
ı Raumtemperatur + 37 C + 4 C - 20 C :: 
: Zeit 

1 : Zusatz [ng/ml] 1 [ng/ml] [ng/ml] 1 [ng/ml] 
,: [Std.] t t t 
il 

ll 1F= 1 =1 1F= 1 f= \!~~~;======-==~=== =~~~;= =~~~=========== F==================== JJ =~=~ J==== J==~===::~ JJ ==== J=====J ========r: 
11 Kalıum- 12 13.3 2.6 1.53 14.5 2.5 0.25 11 ıu.L 1 ı.L 1 ::ı. ıL 
~dichromat 24 15.5 1.1 0.82 20.5 7.4 6.03 12.7 1.6 2.11 
11 48 13.8 1.0 1.13 15.2 2.3 o.59 12.1 1.2 3.26 
ll . 
ll 72 12.5 0.8 3.10 17.7 2.7 4.27 13.6 1.4 1.57 

'ı 1 2. 1 3. 1 3.00 
ı 1 4. 8 1 . 6 0.08 

13.8 1.5 1.16 
113.8 1 . 4 1.28 

14.2 1 . 6 1 0.45 :: 1 6 8 1 2 . 7 1. 7 1. 91 5 5 . o 7 . 6 3 8 . 9 5 1 3 - 1 ? - o 1. s o ll 1 1 
" ıl ll 

ll ll ı ı ll ll Mit O 11 
ll ll 
11Kalium- 12 16.2 2.0 1.69 18.2 2.4 3.97** 
ll " ' ' " ' 
11 dichromat 24 17.8 1.2 3.19 17.1 1.7 [ 2.51 
~ 48 17.~ 1.7 ~-~6 19.8 S.4 6.~4*** 

:: 7 2 Illi ·j 6 • 9 ll ·ı • 4 l .:l • 2 4 ll i 3 • 6 l 2 , 4 l j , 6 3 
168 11.6 1.2 3.00 11.7 0.8 2.92 " ' ' " ' 

ıı n 
ll 

Vergleich 12 J 2.78 3.66* ~.57 0.62 : 
zwischen 24 2.05 3.06 4.62*** 0.69 11 
Proben mit 48 3.81* 4.98*** 1.94 0.96 : 
und ohne 7 2 5. 5 O*** 5 . 11 * * * 1 . O 6 1 . 4 3 :: .~===~=-===-!!~----=========--=~:!! ________________ ~!:~! .... _l ____________ ~:!~-~---=========-=!:!~---~ 
t = Vergleich (Student's-Test) des Ausgangswertes mit den Ergebnissen nach verschiedenen Lagerzeiten 

und zwischen Milchen mit und ohne zusatz von Kaliumdichromat. 
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Abb. 1. Mittelw'erte und Standardfehler der Progesteron

konzentrationen nach Lagerung bei Raumtemperatur 
(Gruppen 1 und 2) 
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Abb. 2. Mittelwerte und Standardfehler der Progesteron
konzentrationen nach Lagerung bei 37°C 

(Gruppen 3 un:d 4) 
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Abb. 3. Mittelwerte und Standardfehler der Progesteron
konzentrationen nach Lagerung bei + 4°C 

(Gruppen 5 und 6) 
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Abb. 4. Mittelwerte und Standardfehler der Progesteron
lwnzentrationen nach Lagerung bei- 20°C 

(Gruppen 7 und 8) 
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Ab h. 5. Mittelwerte und Standa:rdfehler der.Progesterçni
konzentrationen nach mehrmaligem Einfrieren auf 

- 20°C und Auftauen ((}ruppen 9 und lO) 
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Diskusion 

Da der Progesterongehalt in der Milch zur Zeit nur in spezialisi~rten 
L~bors bestimmt werden kann, sin:d die Mikhpr~ben zwis~hen Gewiiı-

. ııung und Verarbeitung unterschiedlichen Temperature und Transpor.t
zeiten ausgesetzt. Obwohl die Zugabe konservierender Agenzien. mak
roskopische Veranderungen des Probenmaterials in der Regel verhindert, 
blieb bislang die Frage weitgehend offen, ob ein sokhes Agens neben der 
beabsichtigten Hemmwirkung auf Mikroorganismen möglicherweise per 
se das Messresultat beeintrachtigen könnte. Die voı%~gende Arbelt sollte 
deshalb abklaren, oh der einfach durchzuführende Zusatz von Ka'lium
dichromat in Tabiettenform bei verschiedenen Lagertemperatur€m zu 
Abweichungen der Messergebnisse vom anfanglich vorhaırdenen Proges-

. terongehal t führt. 

Dle Bestimmung des Progesterongehaltes in der Nativmilch wenige 
Minuten nach Entnahme lieferte eine Konzentration von 14.7 (12.4 -16.6) 
ng/ml, der vorbehaltlos bei einer Triichtigkeitsdauer von 2 Monaten. er
wartet werden darf. Die nachfolgenden Vergleiche beziehen sich, sofern 
nichts anderes vermerkt wird, auf diesen Ausgangswert. 

Die Lagerung der Mikhen bei Raumtemperatur (Tab .. 2, Abb. 1) 
kommt den Verhaltnissen unter Praxisbedingungen am nachsten. In den 
unbehandelten Proben stellten wir eine abnehmende, aber nicht signifi
kante Tendenz mit fortschreitenıder Lagerdauer fest. Im Hinblick auf die 
laborintern gebriiuchlichen UnterscheidungSikriterien für die Befundin
terpretation (siehe 2). könnte die beobachtete Abnahme allerdings in 
jenen Fallen bedeutsam werden, in denen der ursprüngliche Gehalt an 
.der unteren Grenze eines Konzentrationsbereiches liegt, und zwar in qer 
Weise, dass die gemessene Konzentration dem unteren Bereiçh zugeord~et 
und demzufolge falschlicherweise als <<fraglich» oder «nicht trachtig» 
beurteilt werden müsste. Zudem darf angenommen werden, dass die Ab
nahme des Progesterongehaltes umso starker ausfallen dürfte, je massi
ver die Milch von progesteronabbauenden Mikroorganismen .befallen ist. 

Unsere Edunde decken sich mit jenen von Yasalıura und Kleeberg
RUPPERT (21) insofern, als diese Autoren nach Lagerung bei 20°C e ben
falls einen deutlichen Progesteronabfall, jedoch erst nach 3 Tagen mitteil
ten. Dass sich dort die Abnahme nicht schon früher einstellte, köiınte 
- neben der Verschiedenheit im Bestimmungsverfahren - darnit erklart 
werden, dass die erwahnten Autoren ihre Milchproben his zur Erfassung 
des Ausgangswertes wahrend maximal 8 Stundeiı bei 4°C gelagert hat
ten, wahrend linsere Mikhen ab Entnahme bei Rauniterriperatur aufbe
wahrt wurden. 
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Im Gegensantz zu den Nativproben lagen in Milchen mit Zusatz von 
Kaliumdichromat nach Lagerung bei Raumtemperatur die Progesteron
konzentrationen geringgradig, aber wiederum nicht signifikant üıber dem 
Ausgangswert, der erst nach 6 Tagen unterschritten wurıde. Die Gegenü
berstellung der Befunde aus nativen und behandelten Mikhen weist 
darauf hin, dass ein Zusatz von Kaliumdichromat beim routinemiissigen 
Versand von Milchroben durchaus angezeigt ist. Daınit dürfte ein Abbau 
des Progesteronmoleküls durch Mikroorganismen mindestens wiihrend 
der normalerweise zu erwartenden Transportzeiten verhindert werden. 

Bei einer Aufbewahrungstemperatur von 37°C (Thb. 3, A!bb. 2) lagen 
die Progesteronkonzentrationen bei behandelten Proben in den erstea 
48 Stunden zum Teil signifikant über dem Ausgangswert, der aber nach 
72 und 168 Stunden unterschritten wurde. Nach liingerer Aufbewahrungs
dauer - bei Raumtemperatur wie insbesondere bei 37°C - scheint Proges
teron trotz Kaliumdichromat abgebaut zu werden. Unter extrem hohen 
Temperaturen und bei langen Transportzeiten könnte dies möglicher
weise dadurch verhindert werden, dass die Kaliumdichromatkonzentra
tion erhöht wiııd, indem 1 Tablette in einem kleineren Milchvolumeıı 

aufgelöst bzw. in einem kleineren Entnahmeröhrchen an den Tierbesit
zer abgegeben wird. 

Nativmilchen zeigten durchwegs erhöhte Durchschnittskonzentra
tionen; nach 168 Stunden unterschieden sich alle 10 Einzelwerte hochsig
nifikant vom Ausgangsgehalt. Dieses Phiinomen könnte einerseits mit 
einer temperaturabhiingigen Aenderung in der physi'kalischen Erschei
nungsform der Fetttröpfchen begründert werden: Als Folge ihrer Grössen · 
zunahme wird das Aufrahmen beschleunigt und daınit die angewandte 
Durchmischung des Röhrcheninhaltes wi&ungslos, so dass beim Weg
pipettieren der Arbeitsıdosis vorwiegend Fettanteile mit grösseren Men
gen des fettlöslichen Progesteronmoleküls entnommen werden. Da sich 
dieselben Vorgiinge auch in Kaliumdichromat - Milchen abspielen wür
den, dort jedoch entsprechende Fo'lgen nicht beobachtet wurden, muss 
diese Erkliirung fallen gelassen werden. Andererseits kann bei Nativmileh · 
en, die bei 37°C geradezu bebrütet werden, ein massives Keimwachstum 
angenommen werden. Dabei entstehen zweifelsohne auch proteolytische 
Substanzen, die den 1. wie den 2. Antikörper zerstören, oder es bildsn 
sich Substanzen, welche die Reaktion zwischen (markiertem und unmar
kiertem) Progesteron und seinem Antikörper verhindern. Unter beiden 
Bedingungen kiime es zu einer unspezifisch erniedrigten Bindung des 
Tracers an den Antikörper, der dessen ungeachtet oder auch unvollstiin
dig priizipitiert wird und nachfolgend mit seiner tiefen Rak:lioaktivitiit 
eine hohe Progesteronkonzentration vortiiı,ıscht. 
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Nach Aufbewahrung bei + 4°C (Tab. 4, hbb. 3) wurden sowohl bei 
Nativ- wie auch bei Kaliumdichromat- Milchen gegenüber dem Am
gangswert leicht erniedrigte Konzentrationen gemessen, die über 6 Tage 
hinweg auf der gleichen Höhe blieben. Demnach scheint eine niedrige 
Teroperatur für die Unterdrückung des Progesteronabbaus, zumindest in 
Milchen ahne massiven Keimgehalt auszureichen. Dies dürfte vor a'llem 
für jene Bestimmungsverfahren bedeutungsvoll sein, bei denen die Milc
hen frei von unspezifischen Far'bstoffen dder Enzymhemmern sein 
müssen, weil die Endbestimmung nach einer enzymatischen FArbreaktion 
erfolgt. 

Bei - 20°C eingefrorenen Milchen (Tab. 5, Ab b. 4) waren wiederum 
in beiden Gruppen die Progesteronkonzentrationen gegenüber dem Aus
gangswert erniedrigt. Die Differenz war noch kleiner als bei der Lagerung 
knapp über dem Nullpunkt, was ciarauf hinweist, dass das Einfrieren den 
Progesteronabbau nachhaltig unterdrück und sornit eine ideale Kon
seTvierungsart für Langzeitlag·erung darstellt. 

Ueberraschend war die Beobachtung, dass sich in den Gruppen 9 und 
10 (Tab. 6, Abb. 5) die Progesteronkonzentrationen trotz mehrmaligen 
Einfrierens und Auftauens nur unwesentlich vom Ausgangswert unter
schieden. Die Messwerte lagen zwar geringfügig tiefer, 1iessen aber weder 
eine z·eitabhangige Tendenz noch einen quantitativen Unterschied zu 
den bloss 1 Mal eingefrorenen und aufgetauten Milchen in den Gruppen 
7 und 8 erkennen. Die erwartete Ausfallung von Proteinen als Folge 
wiederholter Konzentrationsanderungen im Mikrobereich trat nicht ader 
nich~ in einem sich manifestierenden Ausmass auf. Ob sich diese 
Beobachtung auch nach mehr als 6- maligem Einfrieren und Auftauen 
machen lasst, bleibt offen. 

Zusammenfassend können aus den erwahnten Daten (siehe auch 
Tab. 7) die vorgegebenen Fragen wie folgt beantwortet und die entspe
chenden Schlussfolgerungen für die praktische Anwendun:g der Proges
teronbestimmung in der Milch gezogen werden: 

1. Der Zusatz von Kaliumdichromat verandert per se den Progesteron
gehalt nicht. 

2. Wahrend der untersuchten Lagerdauer von 6 Tagen Hessen sich 
zeitabhangige Veran:derungen nur bei Mikhen ahne Kaliumdichromat 
beobachten: Bei Raumtemperatur aufbewahrte Proben zeigten schon 
sinnig fortsetzte. Bei 37°C aufbewahrten Milchen erreichte die Pro
gesteronkonzentration, der sich mit zunehmender Lagerdauer gleich-

sinnig fortsetzte. Bei 37°C aufbewahrten Mikhen erreichte die Pro
gesteronkonzentration nach 168 Stunden sprunghaft das Vierfache 
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des Ausgangswertes, was auf die Bildung proteolytischer Substanzen 
mit denaturierender Wirkung auf die Antikörper im lukubat zurück
geführt wurde. 

Lagertemperaturen von + 4 und - 20°C liessen keine zeitbedingten 
Abweichungen vom Ausgangswert erkennen. 

3. Veranderu:ngen der Messresultate in A:bhangigkeit von der Terope
ratur fan'den sich insbesondere nach Aufbewahrung bei Raumtempe
ratur, die. den praktischen Gegebenheiten am nachsten kommt, sowie 
bei 37°C. Die bei Raumtemperatur mit fortschreitender Lagerdauer 
abnehmenden . Proges:teronkonzentmtionen könnten zu Fehlinter
pretationen in der Diagnostilk führen, so dass ein Zusatz von Kalium
dichromat empfehlenswert ist. 

Bei + 4 und bei - 20°C gelagerten Proben waren die Progesteron
ıkonzentrationen in Proben mit und ahne Kaliumdichromat leicht, 
aber nicht signifikant erniedrigt gegenüber dem Ausgangswert, so 
da;ss 4°C für Proben, die kein konservierendes Agens enthaHen dür
fen, und - 20°C für Langzeitlagerung geeignete Aufbewahrungtcm
peraturen darstellen. 6- maliges Einfrieren und Auftauen blieb alım~ 
messbaren Einfluss auf die Prog,esteronkonzentration. 
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