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Zusammenfassung:

Gegenstand und Ziel der vorliegenden klinischen Studie
war, die Anwendungsfreundlichkeit und diagnostische
Aussagekraft semiquantitativer Progesteronbestimmungs-
methoden bei gynakologischen Fragestellungen der Hiindin
zu uberpriifen. Probanden und Methoden: Anhand der
Untersuchung von 32 Hiindinnen zu 52 unterschiedlichen
Untersuchungsterminen wurden die Ergebnisse zweier
kommerziell erhaltlicher Enzymimmunoassays (Hormonost®
=Test 1 und Target® = Test 2) hinsichtlich ihrer Uberein-
stimmung mit der exfoliativen Vaginalzytologie (n = 25) und
den Resultaten einer laborgebundenen Chemilumineszenz-
methode zur Progesteronbestimmung (n = 45) verglichen
(Prufreihe 1). In einer zweiten Prufreihe an weiteren 25
Hindinnen unterschiedlichen Zyklusstandes kamen fiir den
Vergleich von semiquantitativ bestimmten Progesteronwer-
ten mit denen der laborgebundenen Methode andere Char-
gen der beiden Tests zum Einsatz. Ergebnisse: Beide Test-
verfahren zeigten eine ausreichende Ubereinstimmung mit
der exfoliativen Vaginalzytologie (Test 1:92%; Test 2:80%).
Erhebliche Unterschiede ergaben sich bei der Betrachtung
der Messgenauigkeit insgesamt und bei differenzierter
Betrachtung in einzelnen Zyklusphasen: Test 1 war in der
ersten Prufreihe mit insgesamt 84% richtigen Zuordnungen
der semiquantitativen Ergebnisse zu den Resultaten der
Chemilumineszenz mehr als doppelt so genau wie Test 2
(40%). In Prifreihe 2 mit anderen Chargen der Kits erzielten
beide Tests mit nur geringen Unterschieden gute Ergebnis-
se (Test 1: 96%; Test 2:88%). Die Anwendungsfreundlichkeit
war aufgrund der besser gestalteten Anleitung bei Test 2
als vorteilhaft anzusehen. Schlussfolgerung: Der Einsatz von
Progesteron-Schnelltests stellt ein klinisch relevantes
Verfahren in der Gynédkologie des Hundes dar, doch sollte
die Beurteilung immer in Kombination mit der exfoliativen
Vaginalzytologie erfolgen.

Einleitung

Be der klinisch-gynakologischen Untersuchung der Hindin
gellt sich die eindeutige Interpretation der Vaginabefunde hau-
fig ds schwierig heraus. Zur Sicherung der Diagnose sind oft-
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Summary:

Investigations on the reliability of commercial rapid blood
progesterone assays in canine gynaecological diagnostics
Objective of the clinical study presented was the evaluation
of two current commercially available rapid progesterone
assays (Hormonost®; test No. 1 and Target®; test No. 2) for
dogs concerning their practicability and accuracy. Material
and methods: In 32 bitches examined at 52 different dates
the semiquantitative progesterone values were compared
with the gynaecological Status and vaginal cytology (n = 25)
on the one hand and with the progesterone concentration
measured by an approved quantitative laboratory-bound
chemiluminescence System on the other hand (test-row 1).
A second test-row for comparison of semiguantitative and
guantitative progesterone concentrations was conducted
using new probands (n = 25) and other charges of both
tests. Results: Both tests showed acceptable accordance
with cytological findings in vaginal smears (test 1:92%;

test 2:80%). Major differences were observed in the accu-
racy of the tests in general and by special evaluation of dif-
ferent cycle-phases in this first test-row. A high accordance
of the semiquantitative levels and the quantitative concen-
trations of progesterone was found in 84% of the samples
for test 1, but only in 40% for test 2. In the second test-row
with other charges of both tests, results improved (test

No. 1:96%; test No. 2:88%). The practicability was stated to
be better in test 2 due to a more Professional and illustrated
instruction booklet. Conclusion:Rapid progesterone assays
can be considered &s valuable and clinical relevant meth-
ods of diagnosis in canine gynaecology, but Interpretation
of results should always be combined with cytological find-
ings in vaginal smears.

mals weiterflihrende Mal3nahmen, wie der Einsatz bildgebender
Verfahren oder labordiagnostische Untersuchungen, notwendig.
Neben der klinisch-gynakologischen Diagnostik und den weiter-
flihrenden Untersuchungen der exfoliativen Vaginazytologie
und der sonographischen Ovardarstellung (5, 6) kommt insbe-
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Abb. 1 Testanleitung und Ergebnisse des Tests 2 (Target®,
BioMetallics Inc., Princeton, USA; Vertrieb: WDT, Garbsen)

sondere der in praxi durchfiihrbaren Progesteronbestimmung
mittels handelgliblicher Schnelltestverfahren auf enzymimmuno-
logischer Grundiage Bedeutung zu (2-4). Von hoher diagnoti-
scher Aussagekraft kann die Hormonbestimmung aus einer peri-
pher entnommenen vendsen Blutprobe san. Im ‘Rahmen der
Determination des Zyklusstandes zur Bestimmung des idedlen
Deckzeitpunktes von Zuchthiindinnen, bel der Abkl&rung ovaria-
ler Dysfunktionen, aber auch im Vorfeld einer geplanten medika-
mentdsen tempor&en Unterbrechung des Sexuazyklus oder
anes Tréchtigkeitsabbruchs sowie vor abdominalchirurgischen
Eingriffen hat sich die Schnelltestdiagnostik s praktikable Me-
thode erwiesen. Da in der gynakologischen Praxis der akiuelle
Blut-Progesteronwert haufig das letztendlich bestimmende Kri-
terium zur Festlegung eines zielgerichteten Thergpie- oder Mal-
nahmenplanes darstellt, erschien eine Uberprifung der Anwen-
dungssicherheit und -freundlichkeit kommerziell erhdtlicher
Progesteron-Schnelltests angezeigt.

Probanden, Material und Methoden

Probanden, Untersuchungsdesign
und Blutprobenentnahme

In Prifreihe | wurden 32 Hiindinnen verschiedener Rassen aus dem Patien-
tengut der Klinik in die Untersuchung einbezogen. Zur Bestimmung des L&u-
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figkeitsstatus und des idedlen Deckzeitpunktes wurden 11 Zuchthiindinnen im
Verlauf der Hitze poliklinisch mehrfach vorgestellt. Bel den dbrigen 21 Hin-
dinnen handelte es Sch um Petienten, bel denen unterschiedliche Griinde fur
eine engehende gyngkologische Diagnodtik vorlagen, wie beispidsveise
Zuchttauglichkeitsuntersuchung, unerwiinschte Bedeckung, Léufigkeitsunter-
driickung oder Zyklusaberration und andere Gynéakopathien. Insgesamt wurden
bei den 32 Patienten 52 gynakologische Untersuchungen durchgefiihrt.

Nach eingehender anamnestischer Befragung der Besitzer erfolgte zu
jedem Vorgellungstermin eine klimsch-gyngkologische Befunderhebung, die
neben der Adspektion des Vulvabereichs regedmédiig ene Vaginoskopie mit
einem Spreizspekulum beinhaltete. Zur Beurteilung der exfoliativen Vagina-
epithelzdlen wurde im Verlauf der Vaginoskopie mithilfe enes derilen Watte-
tupfers @n Abstrich vom Vaginadach entnommen, auf einen entfetteten
Objekttréger verbracht (4-6) und nach Lufttrocknung sowie Fixierung mittels
ener Schnelimethode (Hemacolor®; Merck, Darmstadt) angeférht.

Aus der V. cephdica oder der V. sgphena wurden mittels einer derilen
V,A-Kaniile Blutproben in heparinbeschichtete Probenréhrchen entnommen,
diese fiir 10 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und das
Blutplasma parallel mit zwe unterschiedlichen Schnelltestverfahren unter-
sucht.

Bei 45 der 52 Blutproben reichte die gewonnene Menge aus, um einen An-
teil dem laborgebundenen Kontrollverfahren ener quantitativen Progesteron-
bestimmung (automatisertes Chemilumineszenz-Systems) zuzuftihren.

Nach Auswertung der Ergebnisse der Priifrethe | wurde ene Priifrehe 2
mit Blutproben von 25 weiteren Hindinnen unterschiedlichen Zyklusstandes
unter Verwendung jewells anderer Chargen der beiden Schnelltests und des
automatisierten Chemilumineszenz-Systems durchgefiihrt.

Testkits und Testdurchfiihrung

Beide angewandten semiquantitativen Schnelltests basieren auf dem Prinzip
des Enzymimmunoassays. Die Tedergebnisse (verschiedene Blaustufen bis
farblos) werden anhand von Vergleichsseren (Standards) und/oder Farbtabellen
einer entsprechenden Progesteronkonzentration zugeordnet.

Bei Ted | (Priifreihe | und 2: Hormonost®, Biolab, Miinchen) werden be
jeder Messung zwel Standardseren (Standard 1: Prodstrus, Standard 2; Ovula
tion) mitgeflihrt. Zusétzlich stehen zwei Farbtabellen auf der Verpackung des
Testkits zur Verfligung. Mit diesem Test kdnnen bis zu vier Proben gleichzei-
tig untersucht werden. Der Tegt 2 (Prifreihe 1. Target®, BioMetalics, Prince-
ton, USA, Vertrieb: Albrecht, Aulendorf; Priffreihe 2; Target®, BioMetlics,
Princeton, USA, Vertrieh: WDT, Garbsen) verwendet eine vierteilige Farbska
la zum Vergleich mit der Verfarbung auf der Resktionsoberfléche des fiir jede
Probe einzeln zu beschickenden Testgefées (Abb. 1)

Die Testdurchfiihrung wurde anhand der mitgelieferten Ausfihrungsbe-
simmungen von in die Methoden eingearbeitetem Laborpersond oder Tierdrz-
ten vorgenommen, die Tedtinterpretation (Tab. 1) erfolgte ausschliefdich durch
Tierdrzte.

Fiir die laborgebundene quantitative Bestimmung des Progesterongehaltes
sand en automatisiertes Chemilumineszenz-System (ACS:180; Chiron Diag-
nogtics, Fernwald) zur Verfligung.

Tab. 1 Interpretation der

Hormonost* dunkler/gleich heller als Standard 1, | gleich Standard 2 | heller als Standard 2

(Testl) Standard 1 dunkler als Standard 2 Farbwerte der Schnelltestver-
Interpretation | keine C.I.-Aktivitat, | Beginn C.l.-Aktivitét, Ovulation Konzeptions- fahren nach Herstellerangaben

Prodstrus LH-Peak zeitraum (C.l.=Corpusluteum;
P,= Progesteron)

Target® C1: kréftig blau C2: hellblau C3: schwachblau C4:weild

(Test2) P,: 0-1 ng/ml P4: 1-2,5 ng/ml P4:2,5-5ng/ml P4 >5ng/ml
Interpretation Prodstrus Beginn Progesteron- oOstrus, post ovulationem

Anstieg, vor LH-Peak nach LH-Peak
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Ergebnisse

Anwendungsfreundlichkeit

Die Ubersichtlichkeit und der Informationsgehat der Ge-
brauchsinformationen stdlen maligebliche Kriterien beziiglich
der Anwendungsfreundlichkeit eines Schnelltests dar. Bel beiden
gepriiften Testverfahren sind die Anleitungen zu einer schnellen
und sicheren Testdurchfiihrung, auch fiir in Labormethoden we-
nig gelibte Personen, ausreichend informativ und tbersichtlich
gegliedert. Die Anleitung zu Test | beleuchtet vornehmlich
Aspekte der Durchfiihrung und bietet ausfiihrliche Interpreta:
tionszuordnungen zu den mdglichen Ergebnissen. Dagegen er-
|&utert die Gebrauchsinformation zu Test 2 in vereinfachter Form
die physiologischen Hormonmuster in der L &ufigkeit der Hindin
unter besonderer Bezugnahme auf die Deckzeitpunktbestim-
mung. Sie bedient sichin Ergénzung des Textes graphischer Dar-
sellungen der einzelnen Verfahrensschritte, was die Testdurch-
flihrung gegentiber Tegt |, der ausschliefdich in Textform be-
schrieben wird, wesentlich erleichtert. Bel Test | Snd der An-
hang zur schnellen Erkennung mdglicher Fehler und deren Ver-
meidung sowie die Sicherheitshinweise bezliglich der Anwen-
dung und der Entsorgung benutzter Reagenzien positiv zu be-
werten.

Beide Testkits miissen im Kihlschrank aufbewahrt werden.
Da die Hormonbestimmung erst erfolgen kann, wenn die Rea
genzien Raumtemperatur erreicht haben, ist ein Vorlauf von etwa
zZwei Stunden einzuplanen.

Die Dauer der reinen Testdurchfiihrung mit den auf Raum-
temperatur aufgewarmten Reagenzien betrégt bel beiden Verfah-
renetwa 15 Minuten. Dartiber hinausliefert Test | durchAblesen
der fortschreitenden Enzymreaktion nach weiteren 10 bis 15 Mi-
nuten detallliertere Angaben zum Progesteronwert insbesondere
bei Proben, die nach erfolgter Ovulation gewonnen wurden.

Vergleich der Schnelltestergebnisse
mit denen der exfoliativen Vaginalzytologie

Die Ergebnisse der Progesteron-Schnelltests wurden in 25 F&-
len, vornehmlich bel Huindinnen, die zur Deckzeitpunktbestim-
mung vorgestelIt worden waren, mit den Resultaten der lichtmik-
roskopischen Auswertung der exfoliativen Vagindepithelzelen

R.Hospes, B. R. Richter, A. Riesenbeck, H. Bostedt

Abb. 2 Exfoliative Vaginalzytologie einer Hindin im spaten Pro-
ostrus. Vereinzelte Erythrozyten (E); grof3e Superfizialzellen (gSp)
mit Zellkernpyknose, teilweise im Ubergang in das Schollensta-
dium (S). Schorr-Féarbung, 25fache Vergroéf3erung.

Abb. 3 Exfoliative Vaginalzytologie einer Hiindin im Ostrus. Ver-
einzelte groRe Superfizialzellen (gSp) mit Zellkernpyknose; Schol-
len (S), teilweise Zusammenlagerung in Nestern (N). Pappenheim-
Farbung, 25fache VergroRerung.

(Abb. 2,3) verglichen. Die Ubereingtimmung des vaginalzytolo-
gischen Bildes mit dem ermittelten Progesteronwertbereich be-
trug bel Test | 92%, bel Test 2 dagegen nur 80%.

65/249

LABOR

Tab.2 Ubereinstimmung der

Kriterium Progesteron- Initialer Ovulations- Lutealphase Gesamt
Ergebnisse der Schnelltestver- basisniveau Progesteron- zeitraum
fahren mitden Resultaten der anstieg
laborgebundenenChemilumi- Probenanzahl n=13 n=16 n=3 Testl:n=13 n=45
neszenz (Priifreihe 1;Angaben *Test2:n=0 *Test2:n =16
in Prozent) in unterschiedlichen Testl 93_;3 62,5 190 100 84
Zyklusphasen Test2 62,5 61,6 40

* Test (Target®, BioMetallics Inc., Princeton, USA; Vertrieb: Albrecht, Aulendorf) sieht keine direkte Differen-

zierung von »Ovulationszeitraum« und »Lutealphase« vor.

** Test (Target* BioMetallics Inc., Princeton, USA; Vertrieb: Albrecht, Aulendorf) zeigte stets unterschiedliche
Farbungen zwischen »hellblau« und »weil3« und somit regelméRig zu hohe Progesteronwerte an.
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Kriterium Progesteron- Initialer Ovulations- Luteal- Gesamt Tab. 3 Ubereinstimmung der
basisniveau Progesteron- zeitraum phase ErgebnissederSchnelltestver-
anstieg fahren mit den Resultaten der
Probenanzahl n=10 n=6 n=3 Testl:n=6 n=25 laborgebundenen Chemilumi-
“Test2:n=0 | Test2:n=9 neszenz (Priifreihe 2; Angaben
Testl 100 833 100 100 96 in Prozent) in unterschiedlichen
Test 2 90 66,6 K 100 88 Zyklusphasen

* Testkit (Target®, BioMetaliics Inc., Princeton, USA; Vertrieb: WDT, Garbsen) sieht keine direkte Differen-

zierung von »Ovulationszeitraum« und »Lutealphase« vor.

Vergleich der Schnelltestergebnisse
mit denen der Chemilumineszenz

Der Vergleich der Ergebnisse der semiquantitativ-enzymimmu-
nologisch ermittelten Progesteronwerte mit denen der [aborge-
bundenen Progesteronanayse in Priifrehe | fid Uberraschend
unterschiedlich aus. Die Schnelltestresultate wurden in vier Zyk-
lusphasen  (Progesteronbasisniveau, initider  préovul atorischer
Progesteronangtieg, Ovulationszeitraum, Lutealphase) den Che-
milumineszenzergebnissen zugeordnet (Tab. 2). In der Gesamt-
betrachtung Uber dle Zyklusphasen hinweg ergaben sich deutli-
che Unterschiede zwischen den Schnelltestverfahren und eindeu-
tige Vortelle des Tests | (Hormonost®, Biolab, Miinchen), der in
insgesamt 84% der Fdle mit der Chemilumineszenz Uberein-
simmende Wertebereiche erbrachte. Dagegen erreichte Test 2
(Target®, BioMetdlics, Princeton, USA, Vertrieb: Albrecht, Au-
lendorf) nur eine Ubereingtimmung von 40%. In der Einzdaus-
wertung der in praxi zwingend notwendig zu unterscheidenden
Zyklusabschnitte (I, 7, 8) zeigten beide Tedts die Phasen des
initiden Progesteronangtiegs und der postovulatorischen Cor-
pus-luteum-Aktivité im Konzeptionszeitraum mit ausreichender
Sicherheit an. Die Differenzierung des Ovulationszeitraums auf-
grund der Beurtellung der Blauférbung des Testreagenz i, in
Abhéngigkeit vom Design des Verfahrens, lediglich bel Test |
maglich. Test 2 wies deutliche Schwéchen in der Detektion des
Progesteronbasisniveaus auf: Angtelle einer fiir Basawerte von
weniger ds | ng/ml charakteristischen kréftigen Blauférbung
(CI) waren unterschiedlich hellblaue Férbungen (entsprechend
C2, C3) his hin zu WeR (farblos; entsprechend C4) zu beobach-
ten.

Aufgrund der nicht unerheblichen Abweichungen der mit
dem Test 2 in Priifreihe | erzieten Resultate im Vergleich zu den
Ergebnissen der laborgebundenen Referenzmethode wurden die
Progesteronmessungen aus Blutproben einer neuen Probanden-
gruppe (n=25) und unter Verwendung anderer Lieferchargen der
Schndlltests(Honnonost®, Biolab, Mlinchen; Target®, BioMetal-
lics, Princeton, USA, Vertrieh: WDT, Garbsen) in Priifrehe 2
dner weiteren Uberpriifung unterzogen. Die Ubereingtimmung
der Werte des Tests | war ds gleich bleibend sehr gut zu be-
zeichnen. Die Resultate des Tedts 2 zeigten eine deutliche Ver-
besserung in einen ebenfals ds hervorragend zu charakterisie-
renden Bereich (Tab. 3).

Diskussion

Die gepriiften Schnelltestverfahren zur semiquantitativen Be-
simmung der Progesteronkonzentration in Blutproben von
Hiindinnen stellen unter Praxisbedingungen wertvolle Hilfsmit-
tel zur Determination des Laufigkeitsstadiums dar. Die Anwen-
dungsfreundlichkeit ist bei beiden Tedts ds gut zu bewerten, wo-
be die Ergénzung der Testanleitung durch instruktive Illugtratio-
nen bel Test 2 ds vortellhaft angesehen wird. Auch die Aus-
flihrungen zu den endokrinologischen Grundlagen des Zyklus
der Huindin und den potenziellen Einsatzgebieten der Testmetho-
de miissen positiv Erwahnung finden.

Hinsichtlich der Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden
Enzymimmunoassays mit dem »Bio-Assay« der exfoliativenVa
ginazytologie ergab schfir Test | einegute, fiir Test 2 eine aus-
reichende Ubereingtimmung, sodass in der praktischen Anwen-
dung be Kombination der Schnelltests mit dem Vaginaabstrich
eine anndhernd sichere Aussage (iber den Zyklusstand der unter-
suchten Hiindin méglich ist. Dies gilt fiir beide enzymimmuno-
logischen Kits vor dlem fir dieinpraxi diagnostisch wichtigsten
Phasen des préovulatorischen Progesteronanstiegs und des Ovu-
lationszeitraums, der von Test | deutlich angezeigt wird (F&-
bung wie Standard 2). Wéhrend Test 2 im postovulatorischen
Zatabschnitt keine weitere Differenzierung zuldsst (C4; Férbung
welf3), erlaubt Test | durch erneute Ablesung nach 10 bis 15 Mi-
nuten die Erfassung von Progesteronkonzentrationen, die das bei
der Ovulation bestehende Niveau Ubersteigen und daher fiir das
Vorhandensein aktiver Gelbkdrper sprechen.

Hingchtlich der Determination basaler Blut-Progesteronwer-
te im Basaniveau von weniger ds | ng/ml war der Test 2 in der
ersten Priifreihe (Target®, BioMetallics Inc., Princeton, USA;
Vertrigo: Albrecht, Aulendorf) unzuverlassig. In einer zweiten
Prifreihe wurde, nach Anderung der Vertriebsorganisation fir
Test 2, eine andere Charge des Tedts | (Hormonost®, Biolab,
Minchen) und eine neue Charge des Tests 2 (Target®, BioMetdl-
lics Inc., Princeton, USA; Vertrieh: WDT, Garbsen) verwendet.
Dabei ergab sich auch fiir Test 2 eine gute Ubereingimmung der
Resultate mit denen der laborgebundenen Chemilumineszenz,
bei gleich blebend guten Ergebnissen des Tests 1. Die wenn
auch im ureigensten Interesse und Bestreben der Hersteller mini-
mierte, aber dennoch in der vorliegenden Studie festgestellte
Qualitétsschwankung einzelner Chargen desselben Produktes
unterstreicht die Bedeutung der exfoliativen Vagindzytologie,



68/251

LABOR

R. Hospes, B. R. Richter, A. Riesenbeck, H. Bostedt

auf deren Durchfihrung zur Vermeidung von Fehlinterpretatio-
nen grundsétzlich nicht verzichtet werden solite.

Fazit fir die Praxis

Zur semiquantitativen Bestimmung der Progesteronkonzentra:
tion in Blutproben von Hiindinnen sind, unter Berticksichtigung
der genannten Einschrankungen, diebeiden tberpriiften Schnell-
tests ds geeignet zu bezeichnen. Se dellen eine wertvolle, in
praxi durchfuihrbare Ergénzung der klinischen Befunderhebung
und der vaginalzytologischen Diagnostik dar, dieihre Bedeutung
insbesondereim Rahmen der Betreuung von Zuchthlindinnenim
ovulationsnahen Zeitraum hat. In Félen von gynékologischen
oder geburtshilflichen Indikationen (7, 8), bel denen eine exakte
Bestimmung des Verlaufs der peripher messbaren Progesteron-
konzentration im Sinne einer Profilerstellung notwendigist, soll-
tejedoch auf |aborgebundene Anayseverfahren wie die Chemi-
lumineszenz zurlickgegriffen werden.
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