Catalyst™ Cortisol: ein genauer und zuverlassiger
praxisinterner Test zur Beurteilung der
Cortisolkonzentration bei Hunden

Einleitung

Hypoadrenokortizismus und das Cushing-Syndrom
(Hypercortisolismus) sind relativ seltene endokrine Stérungen bei
Hunden. Eine genaue Diagnose und wirksame Behandlung sind jedoch
von entscheidender Bedeutung.™ Im Fall des Hypoadrenokortizismus
kann rechtzeitiges Eingreifen lebensrettend sein, wahrend eine
angemessene Behandlung des Cushing-Syndroms die Lebensqualitat
des Tieres erheblich verbessern und die Belastung fiir Tierhalter/innen
verringern kann.

Obwohl es seit geraumer Zeit praxisinterne Tests fiir Cortisol gibt,
verlassen sich viele Tierdrzte/innen bei der Cortisolmessung auf
veterinarmedizinische Labore, da eine hohe analytische Genauigkeit
und Prazision erforderlich sind.® Ein praxisinterner Test, der eine
Leistung auf dem Niveau eines externen Labors bietet, wiirde jedoch
mehrere klinische Vorteile bieten. Ein einzelner Basal-Cortisolwert
von 22,00 pg/dl (55,2 nmol/l) ist beispielsweise ein praktisches und
effizientes Instrument zum Ausschluss eines Hypoadrenokortizismus
bei Hunden - insbesondere bei Vorliegen typischer klinischer
Symptome oder auffélliger Laborbefunde wie chronischen
gastrointestinalen Beschwerden, akutem Erbrechen oder

Durchfall, Hypalbumindmie oder Elektrolytstorungen.**

Die Verfiligbarkeit zuverlassiger Cortisol-Ergebnisse wahrend des
Termins ermoglicht eine zeitnahe persénliche Kommunikation mit
den Tierhalter/innen. Dies unterstitzt nicht nur die gemeinsame
Entscheidungsfindung, sondern kann auch das Verstandnis der
Tierhalter/innen fiir Empfehlungen zur weiteren Diagnostik und
Therapie verbessern.

In dieser Studie wird die analytische Leistung eines praxisinternen
Immunoassays, des Catalyst™ Cortisol-Tests, zur Quantifizierung
der Cortisolkonzentration in Hundeserum bewertet.

Materialien und Methoden
Methodenvergleich

Im Rahmen einer Methodenvergleichsstudie wurde die Genauigkeit
des Catalyst-Cortisol-Tests unter klinischen Bedingungen anhand
von 705 Serum- und Plasmaproben von Hunden getestet die
urspriinglich zu diagnostischen Zwecken entnommen worden waren.
Diese Proben wurden mit Catalyst Blutchemie-Analysegeraten in 18
Tierarztpraxen in den USA analysiert. Das verbliebene Serum bzw.
Plasma jedes Patienten wurde an ein Labor von IDEXX geschickt, wo
die Cortisolkonzentrationen mit dem IMMULITE™ Veterinary Cortisol-
Assay* auf dem IMMULITE™ 2000 Immunassay-System ermittelt
wurden. Der Mittelwert von zwei IMMULITE Veterinary Cortisol
Messungen diente als Referenzstandard fiir den Vergleich.

Korrelation (R) und Verzerrung zwischen dem Catalyst Cortisol-Test
und der Referenzmethode wurden anhand einer Passing-Bablok-

Regression bewertet. Alle Analysen zum Methodenvergleich wurden
gemaR den CLSI EP09c-Richtlinien durchgefiihrt."

Prazision

Die analytische Prézision wurde anhand von gepoolten
Hundeserumproben mit drei Cortisolkonzentrationen (siehe

Tabelle 1) bewertet. Die Tests wurden an 10 aufeinanderfolgenden
Tagen mit zwei Catalyst Dx™ und zwei Catalyst One™ Blutchemie-
Analysegeraten durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Variabilitat am
gleichen Tag und zwischen mehreren Tagen wurden jeden Tag mit
jedem Analysegerat sowohl vormittags als auch nachmittags vier
Wiederholungsmessungen durchgefiihrt. Alle Prézisionsanalysen
wurden unter Einhaltung der CLSI EP05-A3-Richtlinien durchgefiihrt.”

Kreuzreaktivitat

Die Kenntnis der Kreuzreaktivitat von Antikorpern mit anderen
Steroidhormonen ist bei der Bewertung von Cortisol-Assays

von entscheidender Bedeutung, da die Kreuzreaktivitét den

klinischen Nutzen des Assays beeintrachtigen kann. Um dies zu
beurteilen, wurden gepoolte Serumproben von Hunden mit zwei
Cortisolkonzentrationen (2,10 pg/dl [57,9 nmol/I]) und 25,00 pg/

dl [689,7 nmol/I]) aliquotiert und mit 13 natirlich vorkommenden
Steroidhormonen und haufig verabreichten Corticosteroid-
Medikamenten versetzt (siehe Tabelle 2). Jede dotierte Probe wurde in
12 Wiederholungen mit Catalyst Blutchemie-Analysegeraten analysiert,
und die Mittelwerte wurden zur Berechnung der prozentualen
Kreuzreaktivitdat nach der folgenden Formel herangezogen:

Prozentuale Kreuzreaktivitat = [(Ergebnis der dotierten Probe —
tatsachliches Ergebnis) / Steroidkonzentration] x 100

Interferierende Substanzen

Gepoolte Hundeserumproben mit hohen (31,2 pg/dl [860,7 nmol/I])
und niedrigen (2,1 pg/dl [57,9 nmol/I]) Cortisolkonzentrationen,

die visuell frei von interferierenden Substanzen waren, wurden

fuir den Interferenztest vorbereitet. Zur Bewertung potenzieller
Auswirkungen géngiger Storfaktoren — Hamolyse, Lipamie und Ikterus
- wurden jeweils Hunde-Erythrozytenh@molysat', Intralipid™+ und
Ditaurobilirubins verwendet. Aliquote des gepoolten Serums wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Stérsubstanzen
dotiert (siehe Tabelle 3). Zur Bewertung der Robustheit des Assays
gegeniiber diesen Substanzen wurden alle Proben dann sowohl| mit
einem Catalyst One als auch mit einem Catalyst Dx Analysegerat
analysiert. Die prozentuale mittlere Verzerrung wurde anhand der
folgenden Formel berechnet:

Prozentuale mittlere Verzerrung = (Ergebnis der dotierten Probe —
tatséchliches Ergebnis) / tatsachliches Ergebnis x 100

Alle Intereferenzanalysen wurden unter Einhaltung der CLSI EP07-
Richtlinien durchgefiihrt.™
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Ergebnisse

Methodenvergleich

Abbildung 1 zeigt ein Regressionsdiagramm zur Beurteilung der
Korrelation tiber den dynamischen Testbereich hinweg. Der Catalyst
Cortisol-Test weist eine ausgezeichnete Korrelation (R = 0,95) mit der
Referenzmethode mit minimaler bis keiner Abweichung (Anstieg 1,06)

auf.
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Abbildung 1. Korrelationsdiagramm (Passing-Bablok-Regression)

der paarweisen Vergleiche des Catalyst™ Cortisol-Tests und des
IMMULITE™ Veterinary Cortisol-Assays in Hundeproben iber den
Messbereich hinweg. Die optimalste Anpassungslinie (lineare
Regression) ist im Diagramm (durchgehend blau) dargestellt, mit
95 % Standardabweichung (schattierte Flache) und X = Y (grau-
gestrichelte Linie).

Prazision

Die Ergebnisse der Prazisionsstudie sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Der Assay wies fiir klinisch relevante
Cortisolkonzentrationen (2,1 mg/dl [57,9 nmol/I]-20,4 pg/dl

[562,8 nmol/I]) einen Gesamtvariationskoeffizienten (%VK) von

unter 10 % auf, was auf ausgezeichnete analytische Prézision fiir den
Einsatz in der Veterindrmedizin hinweist.

Kreuzreaktivitat

Das Kreuzreaktivitatsprofil fir den Catalyst Cortisol-Test ist in Tabelle 2
dargestellt. Eine Beeintrachtigung der klinischen Interpretation durch
Kreuzreaktivitdten mit natiirlich vorkommenden Steroidhormonen

ist nicht zu erwarten. Die Kreuzreaktivitat des Tests mit gangigen
Glucocorticoid-Medikamenten ist vergleichbar mit denen anderer
handelsiblicher Cortisol-Tests. So kdnnen beispielsweise Proben

von Tieren, die Prednison oder Prednisolon erhalten, falsch-hohe
Cortisolkonzentrationen aufweisen, wahrend Dexamethason nur

einen minimalen Effekt hat.

Interferierende Substanzen

Die Ergebnisse der Interferenzstudie sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Bei lipdmischen Proben wurde keine Interferenz
festgestellt. Ikterus sowie eine méaRige bis starke Hamolyse
beeintrachtigten jedoch die Ergebnisse. Proben mit diesen

Storsubstanzen diirfen bei diesem Test nicht verwendet werden.

Zusammenfassung

Der Catalyst Cortisol-Test weist minimale Verzerrung, ausgezeichnete
Prazision und starke Korrelation mit dem IMMULITE Veterinary
Cortisol-Assay auf, was seine Genauigkeit und Zuverlassigkeit fiir

die praxisinterne Bestimmung der Cortisolkonzentration bei Hunden
unterstreicht.

Ikterische oder méaRig bis stark hdmolytische Proben sind zu
vermeiden, da diese Substanzen den Test beeintrachtigen knnen.

Corticosteroid-Medikamente wie Prednison und Prednisolon
kreuzreagieren mit dem Assay und kdnnen zu falsch-hohen Cortisol-
Konzentrationen fiihren. Bei Tieren, die Corticosteroid-Medikamente
erhalten, darf der Test erst nach einer angemessenen Absetzphase
durchgefiihrt werden; diese hdangt vom verabreichten Medikament,
der Dosierung und der Anwendungsdauer ab.

Obwohl Dexamethason nicht mit dem Catalyst Cortisol-Test
kreuzreagiert, verandert seine Verabreichung die Hypophysen-
Nebennierenfunktion. Daher wird bei Tieren mit Verdacht auf
Hypoadrenokortizismus empfohlen, vor der Gabe von Dexamethason
einen Cortisol-Test durchzufiihren.

Durchschnittliche | Standardabwei-

Anzahl der
Wiederholungen

Variationskoeffi-

Konzentration, )
zient (%)

Hg/dl (nmol/l)

chung,
Hg/dl (nmol/l)

2,10 (57,9) 0,14 (3,9) 7,75 320
6,30 (173,8) 0,29 (8) 5,39 320
20,40 (562,8) 1,11 (20,3) 6,81 320

Tabelle 1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Prazisionsstudie.



Art der
Substanz

Corticosteron

Cortison
Natiirlich
vorkommende
Hormone

11-Desoxycortisol
17-alpha-Hydroxyprogesteron
Aldosteron
Progesteron
Methylprednisolon
Desoxycorticosteronpivalat (DOCP)
Dexamethason (1)
Dexamethason (2)
Medikament
Fludrocortison
Prednisolon
Prednison

Triamcinolon

Konzentration der
Substanz, pg/di
(nmol/l)

400 (11034,5)
400 (11034,5)
100 (2758,6)
400 (11034,5)
1.000 (27586,2)
400 (11034,5)
200 (5517,2)
400 (11034,5)
400 (11034,5)
4.000 (110344)
1.000 (27586,2)
8(220,7)

16 (441,4)
5.000 (137931)

Prozentuale Kreuzreaktivitat des

Catalyst™ Cortisol-Tests

(Basiscortisol-Konzentration 2,10 pg/dl)

Prozentuale Kreuzreaktivitit des
Catalyst Cortisol-Tests
(Basiscortisol-Konzentration 25,00 pg/dl)

712 518
11,24 8,56
10,27 2,93

0,05 0,11

0,13 0,15

0,03 0,23

0,10 0,57

0,03 0,28

0,02 0,51

0,01 0,04

4,09 2,75
23,87 15,56

1,51 1,51
<0,01 0,02

Tabelle 2. Zusammenfassung der Kreuzreaktivitatsstudie mit berechneten Kreuzreaktivitaten.

Interferenzniveau

Interferierende Substanz

Kontrolle/nicht dotiert 2,15 (59,3)
25 2,28 (62,9)
Erythrozytenhamolysat 150 2,55 (70,3)
250 2,53 (69,8)
500 2,37 (65,4)
Kontrolle/nicht dotiert 2,18 (60,1)
125 2,12 (58,5)
Intralipid
250 2,12 (58,5)
500 2,12 (58,5)
Kontrolle/nicht dotiert 2,07 (57,1)
0,5 2,14 (59)
Bilirubin
1,0 2,24 (61,8)
2,0 2,40 (66,2)

Konzentration im Catalyst Cortisol-Test, pg/dl (nmol/I)

Prozentuale mittl. Verzerrung

30,29 (835,6) - -
31,08 (857,4) 6,0 2,6
31,02 (855,7) 18,6 24
30,55 (842,8) 17,7 09
28,29 (780,4) 10,2 -6,6
31,49 (868,7) - -
31,05 (856,6) 2,8 1,4
31,05 (856,6) -3,0 1,4
30,67 (846,1) 2,7 -2,6
31,77 (876,4) - -
29,88 (824,3) 33 -5,4
28,36 (782,3) 83 -10,7
25,42 (701,2) 15,8 -20,0

Tabelle 3. Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie zu interferierenden Substanzen mit berechneter Verzerrung.
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"Lysat aus Erythrozyten von Hunden, die in Kochsalzlosung gewaschen und in Wasser ohne Tensid lysiert wurden
HIntralipid™ (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, USA) ist ein Phospholipid-stabilisiertes Sojabohnendl
sBilirubin conjugate (Scripps Laboratories, San Diego, Kalifornien, USA; Katalognummer: B0114) ist ein
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