CATALYST-TEST ZUR BESTIMMUNG VON PANKREASSPEZIFISCHER LIPASE

Catalyst® Pancreatic Lipase Test:
ein Test zur Bestimmung der Pankreaslipase
bei Hunden und Katzen in der Praxis.

Einleitung

Die Diagnose einer Pankreatitis bei Hunden und Katzen kann aufgrund
der unspezifischen und manchmal subtilen klinischen Symptome,

die mit dieser Erkrankung einhergehen, recht schwierig sein. Tierarzte/
innen miissen sich auf eine Kombination aus Anamnese, klinischen
Symptomen, Laborbefunden und bildgebenden Verfahren bei der
Diagnosefindung verlassen."? Die Verdauungsenzyme Amylase und
allgemeine Lipase wurden in der Vergangenheit als Biomarker fiir

eine Pankreatitis verwendet, ihre diagnostische Aussagekraft wird
jedoch durch den Einfluss nicht-pankreatischer Quellen dieser Enzyme
(z. B. aus dem Magen oder der Leber) beeintréachtigt. Die Tests Spec
cPL® und Spec fPL® (IDEXX Labore) sind immunologische Assays,

die spezifisch die Lipase ausschlieBlich pankreatischen Ursprungs
messen und in der Literatur validiert wurden.3#

Der Catalyst® Pancreatic Lipase Test ist ein Aktivitdtsassay*, der
speziell auf die Spec cPL- und Spec fPL-Assays abgestimmt ist

und quantitative Ergebnisse fiir die Pankreaslipase fiir Hunde und
Katzen liefert. Der Catalyst® Pancreatic Lipase Test hat einen weiten
dynamischen MeRbereich (Hund 30-2000 U/L; Katze 0,5-50 U/L)
und liefert Resultate innerhalb von 10 Minuten aus Serum- oder
Lithiumplasmaproben (oder Vollblut unter Verwendung des Vollblut
mit dem Lithium-Heparin-Vollblutseparator).

Ziel dieser Studie war es, die Performance des Catalyst® Pankreatic
Lipase Tests zu evaluieren und mit den Spec cPL- und Spec fPL-
Testresultaten zu vergleichen. Hierzu wurde die Prazision des Tests,
der Einflusses ublicher Storsubstanzen und die Spezifitat des Catalyst®
Pankreatic Lipase Assays anhand der Bestimmung der Catalyst®
Pancreatic Lipase in einer Population Deutscher Schéferhunde mit
exokriner Pankreasinsuffizienz (EPI) bestimmt.

Materialien und Methoden

Methodenvergleich

Serumproben von 193 Hunden und 216 Katzen, die urspriinglich zu
klinschen Zwecken bei IDEXX Laboren eingereicht wurden, wurden
gemal den Nutzungsbedingungen des Labors fiir die Untersuchung
verwendet. Die Proben wurden einmal mit dem Catalyst® Pancreatic
Lipase Test mit Hilfe eines Catalyst One® Analysegerats analysiert.
Zudem wurden sechs Replikate jeder Probe mit dem Spec cPL-
(Hundeproben) und dem Spec fPL-Test (Katzenproben) untersucht.
Die Ergebnisse aller Catalyst® Pancreatic Lipase Tests wurden mit dem
Mittelwert der Spec cPL- und Spec fPL-Replikate der jeweiligen Proben
kombiniert. Es wurden Korrelationsdiagramme erstellt mit Berechnung
des r-Wertes und der Steigung. Die Ergebnisse jeder Methode wurden
auf der Grundlage der fiir die medizinische Interpretation verwendeten

Grenzwerte in eine von drei Gruppen eingeteilt (siehe Tabellen 1 und 2).

Anschlielend wurden die Klassifikationen in einer Kontingenztabelle
fiir die jeweilige Tierart verglichen.

Prazision

Die Prazision wurde durch wiederholte Analyse von Kontrollfliissig-
keiten, die jeweils eine hohe, mittlere und niedrige Konzentration
pankreatischer Lipase fiir beide Spezies repréasentieren., ermittelt.
Alle Konzentrationen wurden 10 Tage lang achtmal pro Tag mit
jedem der beiden Catalyst One® und der beiden Catalyst Dx® Blut-
chemie-Analysegeréte analysiert. Die Ergebnisse einer Katzenprobe
wurde herausgenommen, da das Ergebnis aufgrund eines Gerate-
fehlers nicht giiltig war. Der prozentuale Variationskoeffizient (CV)
wurde aus dem Verhaltnis der Standardabweichung zum Mittelwert
der Konzentration berechnet.

Interferierende Substanzen

Die Inferferenz durch Hamoglobin, Lipid oder Bilirubin wurde ent-
sprechend der Leitlinien der CLSI EP07-A2-Methode ermittelt.’
Serumproben von Hunden und Katzen, die offensichtlich frei von
torfaktoren waren, wurden gesammelt, gepoolt und mit unterschied-
lichen Konzentrationen rekombinanter pankreasspezifischer Lipase
von Hunden oder Katzen angereichert. Fiir die Untersuchung des
potenziellen Einflusses durch Hamolyse, Lipamie und Ikterus wurden
jeweils Hamolysat der roten Blutkdrperchen ¥, Intralipid* und Ditauro-
bilirubinS verwendet. Die Aliquote der gepoolten Proben wurden
vorbereitet und mit verschiedenen Konzentrationen der Interferenz-
substanzen angereichert (siehe Tabellen 3 und 4). Sechzehn

der sechsunddreillig Replikate jeder einzelnen Aliquote wurden
anschlieBend auf einem Catalyst One® Analysegerat analysiert.

Evaluation der Spezifitdt mit Hilfe einer Population an
EPI erkrankten Hunden

Ein Verfahren zur Beurteilung der Spezifitat eines Assays zur
Messung der pankreatischen Lipase ist die Messung von Lipase

in einer Population von Tieren, die erwartungsgemal extrem
niedrige Konzentrationen von Pankreaslipase aufweisen, wie z. B.
Deutsche Schéaferhunde mit exokriner Pankreasinsuffizienz (EPI).
Eine EPI verursacht eine verminderte Produktion und Sekretion von
Verdauungsenzymen durch das exokrine Pankreas. Einige Deutsche
Schéferhunde weisen eine vererbare Erkrankung auf, die Atrophie der
Pankreas-Azinuszellen, die zu EPI fiihrt.¢ Der Nachweis signifikanter
Mengen an Lipase in dieser Population deutet darauf hin, dass die
gemessene Lipase aus einer nicht pankreatischen Quelle stammt.
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Es wurden vierzig Proben von Deutschen Schaferhunden mit einem Testergebnis fiir trypsindhnliche Immunreaktivitat (TLI) im Serum
von weniger als 1 pg/I gesammelt, die urspriinglich fiir klinische Zwecke an IDEXX Labore gesendet wurden. Die Proben wurden mit dem
Catalyst® Pancreatic Lipase Test (4 Replikate), dem Spec cPL® Test (6 Replikate) und einem 1,2-Diglyceride-Lipase-Assay (2 Replikate)
analysiert.! Fiir die Analyse wurde der Mittelwert der Replikate der einzelnen Proben verwendet.

Ergebnisse

Methodenvergleich

Die Studie zum Methodenvergleich bei Hunden und Katzen wies eine hervorragende Korrelation zwischen dem Catalyst® Pancreatic Lipase Test
und den Spec cPL®- und Spec fPL® Tests auf. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 und 2 zusammengefasst. Bei der Klassifizierung der Ergebnisse

zeigte sich eine starke Ubereinstimmung beider Methoden.

r=0,94
Steigung = 0,87
n=193

Abbildung 1: Korrelationsdiagramm des paarweisen Vergleichs der Catalyst
Pancreatic Lipase (PL)- und Spec cPL-Konzentrationen in Hundeproben. Die
Linie der besten Ubereinstimmung (lineare Regression) fiir die Daten ist in der
Grafik (durchgéngige Linie) mit der Steigung und dem r-Wert angegeben. x =y
ist als gestrichelte Linie in der Kurve ausgewiesen.

r=0,96
Steigung = 0,97
n=216

Abbildung 2: Korrelationsdiagramm des paarweisen Vergleichs der Catalyst
Pancreatic Lipase (PL)- und Spec cPL-Konzentrationen in Katzenproben. Die
Linie der besten Ubereinstimmung (lineare Regression) fiir die Daten ist in der
Grafik (durchgangige Linie) mit der Steigung und dem r-Wert angegeben. x =y
ist als gestrichelte Linie in der Kurve ausgewiesen.

Spec cPL

<200 pg/l 201-399 pg/I <400 pg/l
<200 pg/l 51.4% 6.2% 0.0%
Catalyst PL
201-399 U/I 1.8% 13.0% 2.8%
<400 pg/I 0.0% 4.5% 20.4%

Tabelle 1: Kontingenztabelle bei Hunden. n = 193; Gesamtkonkordanz = 84,8 %.
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Spec fPL

Catalyst PL

<4,4 pg/l 4,5-8,7 pg/l > 8,8 ug/l
<4,4U/ 52.7% 8.1% 0.0%
4,5-8,7 U/ 2.7% 14.2% 0.4%
28,8 U/ 0.0% 1.4% 20.5%

Tabelle 2: Kontingenztabelle bei Katzen n = 216; Gesamtkonkordanz = 87,5 %.

Prazision

Die Ergebnisse der Prézisionsanalyse sind in den Tabellen 3 und 4 dargestellt. Der Catalyst® Pancreatic Lipase Test hatte bei allen Konzentrationen
beider Tierarten einen Variationskoeffienzten (CV) von < 10 %, was auf eine hervorragende Prazision des Assays hinweist.

Tierarten

Hunde

Gerat Mittlere Catalyst PL-Konzentration (U/l) Standardabweichung (U/I) Beobachtungen
249 11 4.4 160
®
Catalyst Dx 580 24 42 160
Chemieanalysegerat
1339 118 8.8 160
239 9 3.9 160
talyst @
CatalystOne® =1 ¢, 19 3.4 160
Chemieanalysegerat
1338 38 2.8 160

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Préazisionsstudie bei Hunden.

Tierarten

Katzen

Gerat Mittlere Catalyst PL-Konzentration (U/I) Standardabweichung (U/I) Beobachtungen
3.9 0.3 6.6 160
Catalyst Dx 53 0.4 8.5 159
Chemieanalysegerét
14.0 0.9 6.5 160
3.7 0.2 5.9 160
Catalyst One®
ataystone™ 5.1 0.3 6.0 160
Chemieanalysegerat
13.9 0.7 5.0 160

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Prézisionsstudie bei Katzen.
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Interferierende Substanzen

Bei lipdmischen oder ikterischen Proben konnten keine Interferenzen nachgewiesen werden. Interferierende Substanzen, die
zu einer reduzierten Catalyst® PL-Konzentration fiihren, kdnnten in Proben mit maRiger bis starker Hamolyse (= 250 mg/dl)
beobachtet werden. Die Ergebnisse der Studie zu Interferenzsubstanzen sind in den Tabellen 5 und 6 dargestellt.

Interferenzen bei Hunden

Hamolyse Lipamie lkterus
Mittlere Catalyst PL- | Intralipid® Mittlere Catalyst PL- | Ditaurobilirubin- Mittlere Catalyst PL-

Hamoglobinkonzentration | Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
(mg/dl) (7)) (mg/dl) (7)) (mg/dl) (7))

21 500 0 536 0 491

193 467 125 537 2 492

256 450 250 527 5 490

559 399 500 482 15 502

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie zu interferierenden Substanzen.

Interferenzen bei Katzen

Hamolyse Lipamie lkterus
Mittlere Catalyst Intralipid® Mittlere Catalyst PL- | Ditaurobilirubin- Mittlere Catalyst PL-

Hamoglobinkonzentration | PL-Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
(mgy/dI) ()] (mg/dl) ()] (mg/dl) wn

34 77 0 7.7 0 7.8

165 6.8 125 7.2 2 8.3

290 6.5 250 7.5 5 8.1

584 5.8 500 7.0 15 8.1

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie zu interferierenden Substanzen.

Beurteilung der Spezifitat einer Population von an EPI erkrankten Hunden

Die Messergebnisse der Probenanalysen von Deutschen Schaferhunden mit EPI mit dem Catalyst® Pancreatic LipaseTest und dem Spec cPL®
Test waren niedrig; wobei die meisten Proben an oder unter der unteren Bestimmungsgrenze (Catalyst PL < 30 U/I; Spec cPL < 30 pg/l) der
Assays lagen. Die anhand des 1,2-Diglyceride-Verfahrens gemessene Lipaseaktivitat wies Werte auf, die zum Teil Giber dem Referenzintervall
lagen, was wahrscheinlich auf die Messung der Lipaseaktivitédt aus nicht-pankreatischen Quellen zuriickzufiihren ist.

N
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3a

Catalyst PL

Abbildung 3a: Ergebnisse des Catalyst® Pancreatic
Lipase Test mit Proben von Deutschen Schaferhunden
mit EPI. 100 % der Proben lagen in den unteren 25 %
des Referenzintervalls. Die rote Linie markiert 25 % des

3b

Spec cPL

Abbildung 3b: Ergebnisse des Spec cPL® Test mit
Proben von Deutschen Schaferhunden mit EPI.
700 % der Proben lagen in den unteren 25 % des
Referenzintervalls. Die rote Linie markiert 25 % des

3c

1,2-Diglycerid

Abbildung 3c: Ergebnisse des 1,2-Diglyceride-
Lipase-Verfahrens mit Proben von Deutschen
Schéferhunden mit EPI. 62,5 % der Proben lagen
in den unteren 25 % des Referenzintervalls. Die

Referenzintervalls (Rl < 200 U/I). rote Linie markiert 25 % des Referenzintervalls

(R1 2002800 U/I).#

Referenzintervalls (Rl = 200 pg/I).

Schlussfolgerung

Der Catalyst® Pankreatic Lipase Test bietet Tierdrzten/innen einen quantitativen Pankreaslipasetest fir den Einsatz in der Praxis,
der prézise ist und gut mit den Spec cPL®- und Spec fPL®-Tests korreliert. Bei der Uberwachung der Prankreaslipase iiber einen
langeren Zeitraum wird empfohlen, die selbe Methode zu verwenden, um eine mdglichst genaue Bewertung zu erhalten. Basierend
auf Labortests von Proben mit kiinstlicher Hdmolyse kdnnen die Ergebnisse des Catalyst® Pancreatic Lipase Test durch Proben
mit méaRiger bis starker Hdmolyse beeinflusst werden. Basierend auf der Auswertung der Lipase-Ergebnisse mit 3 verschiedenen
Messmethoden, scheint der Catalyst®-Test zur Bestimmung pankreasspezifischer Lipase in einer Population von Deutschen
Schaferhunden mit EPI ebenso spezifisch zu sein wie der Spec cPL®-Test.

*lm Catalyst® Pancreatic Lipase Test wird 1,2-o-gilauryl-rac-glycero-3-glutaric-acid-(6' -methylresorufin)-Ester (DGGR) als Substrat verwendet.

fLysat von roten Blutkérperchen von Hunden, die in Kochsalzlésung gewaschen und in Wasser lysiert wurden.

*Intralipid® (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, USA) ist ein Phospholipid-stabilisiertes Sojabohnendl.

SBilirubin-Konjugat (Scripps Laboratories, San Diego, Kalifornien, USA; Katalognummer: BO114) ist ein synthetisiertes Ditaurobilirubin

WVitros® Blutchemie-Lipase-Testplattchen Referenznummer 166 8409, durchgefihrt auf dem Vitros® 350 Blutchemiesystem, QuidelOrtho Corporation, San Diego, Kalifornien USA
#1,2-Diglyceride-Lipase-Referenzintervall fir den Catalyst® Pancreatic Lipase Test.
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