Catalyst® Progesterone zur praxisinternen Messung
von Progesteron im Plasma von Hundinnen

Von Graham Bilbrough, MA, VetMB, CertVA, MRCVS und Tiffany Glavan, PhD

EinfUhrung

Progesteron ist ein weibliches Fortpflanzungshormon. Die
Bestimmung von Progesteron im Blut (Plasma oder Serum)
einer Hundin ist ein wichtiger Bestandteil fur folgende
Beurteilungen:

* Einschatzung des optimalen Deckzeitpunktes und
Verbesserung der Fertilitat durch die Vorhersage und
die Bestatigung der Ovulation’

* Vorhersage des Geburtstermins?

* Untersuchung von Fortpflanzungsanomalien?

Als neuer Immunoassay von IDEXX ermdglicht Catalyst®
Progesterone eine schnelle und zuverlassige praxisinterne
Messung von Progesteron bei Hunden. Er kann mit den
Chemieanalysegeraten IDEXX Catalyst One® und IDEXX
Catalyst Dx® verwendet werden. Der Messbereich liegt
zwischen 0,6 und 36,6 nmol/L.

Es existieren verschiedene Nachweismethoden,

die eine Messung des Progesteron-Spiegels bei
Hundinnen ermaglichen. Uber viele Jahrzehnte galt der
Radioimmunassay* (RIA) als Goldstandard, doch der
urspruinglich validierte Assay wurde 2014 eingestellt*. Als
neuer Goldstandard wird die Flissigkeitschromatografie-
Massenspektrometrier (LC-MS) angesehen.®

Die LC-MS ist in veterimarmedizinischen Laboratorien
allerdings nur selten verfugbar, so dass meistens ein
Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA) auf IMMULITE®
Analysegeraten' durchgefuhrt wird.* Trotz einer hohen
Korrelation zwischen CLIA und den Referenzmethoden,®
konnte ein klinisch relevanter und signifikanter Bias
zwischen verschiedenen Nachweismethoden ausgemacht
werden.* Die Situation wird weiterhin verkompliziert, da
man vergleichend in Wiederholungsdurchlaufen bei
Anwendung der CLIA-Methode eine sehr unterschiedlich
gute Performance beobachtet.”

Canine Progesteron-Assays sollten vor allem in dem
Messbereich sehr genau und prazise sein, der mit dem
Ovulationszeitpunkt der Hindin (9,5 — 31,2 nmol/L)
assoziiert wird und im niedrigen Bereich.*Fur diese
Studie wurde der Bereich des klinischen Interesses auf
0-32 nmol/L festgelegt.

Die Ziele der Studie waren:

* Beurteilung der Leistungsfahigkeit von Catalyst
Progesterone anhand eines Methodenvergleichs mit
LC-MS (Referenzmethode)®

* Beurteilung von zwei Wiederholungsdurchlaufen der
CLIA-Methode im Methodenvergleich zur LC-MS

* Beurteilung der Prazision von Catalyst Progesterone
anhand von Kontrollflissigkeiten (Prazisionsstudie)

Materialien und Methoden

Die Daten wurden in Microsoft Office Excel 2016

gebundelt, bevor sie (bei Eignung) zur statistischen
Analyse mithilfe des Add-Ins fur Methodenvergleich
vom SAS Institute zu JMP® 14.0.0 exportiert wurden.

Methodenvergleichsstudie

Es wurden Blutproben von 60 Hindinnen entnommen, die
im September und Oktober 2018 zum Zuchtmanagement

in zwei verschiedenen Tierkliniken vorgestellt wurden. Alle
Proben wurden in der periovulatorischen Phase entnommen.
Von einigen Probanden wurden Proben an mehreren Tagen
entnommen (1-7 Blutentnahmen), sodass 101 Vergleiche
durchgefuhrt werden konnten. Details finden Sie in Tabelle 1.

Nach jeder Blutentnahme wurden innerhalb von
30 Minuten die folgenden MaBBnahmen getroffen:

1.Aus dem abgenommenen Blut in Rohrchen ohne
Antikoagulans wurde Serum gewonnen.

2.Das Lithiumheparinplasma wurde von den Erythrozyten
getrennt und auf zwei Aliquote aufgeteilt.
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Catalyst® Progesterone

A 32 Hiindinnen;
52 Vergleiche

CLIAT

« Serum (gemdh entsprechender
Packungsbeilage)

* Es wurden keine Testréhrchen mit Trenngel
verwendet, da in der Packungsbeilage
angegeben ist, dass sich die Progesteronspiegel
damit Uber die Zeit verringern.

 IMMULITE®/IMMULITE 1000 Progesterone
(Katalognummer: LKPW1) wird bei IDEXX
Reference Laboratories von Fachkraften mit
IMMULITE 1 verwendet.

« Analyse innerhalb von 24 Stunden
nach Probennahme

B 28 Hiindinnen;
49 Vergleiche

CLIA2000

* Serum (gemdh entsprechender
Packungsbeilage)

* Es wurden keine Testréhrchen mit Trenngel
verwendet, da in der Packungsbeilage
angegeben ist, dass sich die Progesteronspiegel
damit tiber die Zeit verringern.

* IMMULITE® 2000 Progesterone
(Katalognummer: L2KPW6) wird bei IDEXX
Reference Laboratories von Fachkraften mit
IMMULITE 2000 verwendet.

* Analyse innerhalb von 24 Stunden
nach Probennahme

e Lithiumheparinplasma

* Entsprechend der Bedienungsanleitung
wurden keine Testrohrchen mit Trenngel
verwendet, da diese ungeeignet sind.

* Catalyst Dx® Chemieanalysegerat in der
Klinik, Durchfihrung von Fachkréften

« Analyse innerhalb von 4 Stunden nach
Probennahme

e Lithiumheparinplasma

* Entsprechend der Bedienungsanleitung
wurden keine Testrohrchen mit Trenngel
verwendet, da diese ungeeignet sind.

* Catalyst Dx® Chemieanalysegerdt
bei IDEXX R&D, Durchfiihrung von
Fachkréften

* Lagerung der Proben bei 4 °C und
Analyse innerhalb von 48 Stunden
nach Probenahme

* Lithiumheparinplasma
 LC-MS® bei IDEXX R&D

* Lagerung der Proben bei
4 °C und chargenweise
Analyse innerhalb
von 1 Woche nach
Probenahme

e Lithiumheparinplasma
e | C-MS® bei IDEXX R&D

* lagerung der Proben bei
4.°C und chargenweise
Analyse innerhalb
von 1 Woche nach
Probenahme

Tabelle 1. Arten der Proben und Vorbereitung fir die Progesteron-Assays

Keine Proben wurden ausgeschlossen. Keines der
Ergebnisse lag Uber dem dynamischen Messbereich.
Einige Ergebnisse lagen unterhalb des dynamischen
Messbereiches. Diesen wurde der untere Cut-Off
(0,6 nmol/L) zugeordnet.

Far mehrere Methodenpaare wurde die lineare
Regressionsanalyse nach Passing und Bablok
herangezogen. Die Korrelationskoeffizienten wurden wie
folgt interpretiert: r = 0,90-1,0 als sehr hohe Korrelation;
0,70-0,89 als hohe Korrelation; 0,50-0,69 als mittlere
Korrelation; 0,30-0,49 als geringe Korrelation; und 0-0,29
als sehr geringe, falls vorhandene, Korrelation.®

Die Regressionsanalyse wurde weiterhin fur die
statistische Auswertung maoglicher systematischer Fehler
verwendet (konstantes und/oder proportionales Bias).
95%ige-Konfidenzintervalle fur den y-Achsenabschnitt
ohne Nullwert wurden als Nachweis fur konstante
Verzerrung betrachtet. 95%ige-Konfidenzintervalle fur die
Steigung ohne den Wert 1,0 wurden als Nachweis fur
proportionale Verzerrung betrachtet.

Prazisionsstudie

Die Prazision wurde anhand wiederholter Analysen

zweier Kontrollflissigkeiten im Bereich des klinischen
Interesses beurteilt: Jede Flussigkeit wurde 8-mal téglich
(4-mal morgens, 4-mal abends) Uber 10 Tage analysiert,
was insgesamt 80 Durchlaufe ergab. Der prozentuale
Gesamt-Variationskoeffizient (VK) wurde als das Verhaltnis
der Standardabweichung zur mittleren Konzentration
berechnet. Je gréBer der VK ist, desto groBer ist die
Streuung der Ergebnisse um den Mittelwert.



Ergebnisse
Methodenvergleichsstudie

Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 zusammengefasst.
CLIA1, CLIA2000 und Catalyst® Progesterone wiesen
alle eine sehr starke Korrelation zur Referenzmethode
auf. Fur Catalyst Progesterone wurde dies in beiden
Probengruppen beobachtet.

a. Klinik A: Vergleich von Catalyst Progesterone
und der Referenzmethode (LC-MS)
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c. Klinik A: Vergleich von CLIAT und der Referenzmethode (LC-MS)
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Es gab keine Nachweise fUr ein konstantes oder
proportionales Bias fur CLIAT und Catalyst Progesterone.
Fur CLIA2000 wurde sowohl ein kostantes Bias
(Schnittpunkt = 0,54 nmol/L; Konfidenzgrenzen von

0,38 - 0,86 nmol/L) als auch ein proportionales Bias
(Steigung = 0,75; Konfidenzgrenzen von 0,70 - 0,80).

b. Klinik B: Vergleich von Catalyst Progesterone
und der Referenzmethode (LC-MS)
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d. Klinik B: Vergleich von CLIA2000 und der Referenzmethode (LC-MS)
60

50
40
30 .

20 2

Progesteron mit CLIA2000 (nmol/L)

> n=149
10 {' r =0,99

0 10 20 30 40 50 BC
Progesteron mit LC-MS (nmol/L)

Abbildung 1. Punkidiagramm nach Passing und Bablok. Dargestellt wird die Ubereinstimmung beider Nachweismethoden fir Progesteronwerte aus der
praovulatorischen Phase der Hindinnen. Die gestrichelte Linie entspricht der Kennlinie (x = y) und die durchgezogene
blaue Linie der Regressionsgeraden. Der blaue Bereich entspricht dem Konfidenzintervall fr die Regressionsgerade.



Prazisionsstudie

Die Ergebnisse der Prazisionsanalyse sind in Tabelle 2 dargestellt. Die neue Methode mit Catalyst®
Progesterone hatte in beiden Konzentrationsbereichen einen Gesamt-VK von < 10 %. Im Vergleich gibt
die Packungsbeilage’ fur die CLIA-Methode einen Gesamt-VK von 21,7 %, 12,5 %, 10,5 % bzw. 10,6 %
bei einer mittleren Konzentration von 1,5 nmol/L, 4,4 nmol/L, 12,5 nmol/L bzw. 36,9 nmol/L an.

Flussigkeit Catalyst Dx Mittleres Beobachtungen Standard-
Progesteron Abweichung
(nmol/L) (nmol/L)
X 3,5 80 0,4
A Y 3.4 80 0,3
VA 3,5 80 0,2
X 18,4 80 1,3
B Y 17,2 80 1,8
Z 19,1 80 1,8

Der durchschnittliche Gesamt-VK fiir Flssigkeit A betrug 9,6 %. Der durchschnittliche Gesamt-VK fir Fliissigkeit B betrug 9,1 %.

Tabelle 2. Ergebnisse der Prézisionsstudie zu Catalyst Progesterone
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Immunoassay ermdglicht eine zuverlassige und praktikable \J/\;ﬁ}gfyr? Sgovrgbs'te' www.westgard.comylesson42.tm. Accessed

Messung von Progesteron bei Hunden.

*125-|-Radioimmunassay (Coat-A-Count® Radioimmunoassay; Siemens Health Care Diagnostics Inc., Los Angeles,
California, USA)

TSiemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, California, USA.

¥CLIA wird bei IDEXX Reference Laboratories fiir Proben von Hunden verwendet

Spie LC-Trennung wurde folgendermaBen erzielt: Acquity UPLC BEH300 C4 (1,7 um, Saule 2,1 x 100 mm) mit Gradient

in der mobilen Phase A (0,1 % Ameisensaure in Wasser) und mobilen Phase B (0,1 % Ameisensaure in Methanol). Der
dreifach vierpolige Massenspektrometer API 4000 (Applied Biosystems/MDS Sciex) wurde im MRM(Multiple Reaction
Monitoring)-Modus mit einer positiven Elektrospray-Schnittstelle betrieben. Die MRM-Ubergange fur Progesteron wurden an
folgenden Punkten beobachtet: m/z 315,2 » 109,1 (Quantifikator) und m/z 315,2 » 97,2 (Qualifikator).

IIMMULITE 2000 Progesterone (PIL2KPW-21, 2013-12-17).
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