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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Diabetes mellitus (DM) ist eine der haufigsten Endokrinopathien bei Katzen
(PANCIERA et al., 1990; RAND & MARSHALL, 2005; SIEBER-RUCKSTUHL
et al.,, 2008). Die diabetische Ketoazidose (DKA) stellt eine schwere
Komplikation dieser Erkrankung dar, deren schnelle Diagnose und intensives
Monitoring wichtig fiur die Prognose sind (BRUSKIEWICZ et al.,, 1997;
CONNALLY, 2002). Der in der Veterinarmedizin heutzutage noch standardmagig
zur Diagnose verwendete Nitroprussid-Urinteststreifen zum Ketonkorpernachweis
ist fehleranfallig und kann sowohl falsch positive, als auch falsch negative
Ergebnisse liefern (CSAKO, 1987b). Laut der American Diabetes Association ist
der Test nicht verlasslich (GOLDSTEIN et al., 2004). Dagegen haben sich
portable Ketonkorpermessgerdte zur Messung von B-Hydroxybutyrat (BHB) in
Kapillarblut bewahrt (BYRNE et al., 2000; NAUNHEIM et al., 2006; ARORA et
al., 2011). Auch veterinarmedizinische Studien belegen, dass diese Geréte bei der
Katze eingesetzt werden kdnnen (WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012). In bisherigen Studien wurden zwei portable Ketonometer aus
der Humanmedizin fir den Einsatz bei Katzen validiert (HOENIG et al., 2008;
WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Das Ziel der
vorliegenden Studie war die Validierung eines weiteren humanmedizinischen
Ketonometers fur den Einsatz bei Katzen. Dieses ben6tigt weniger Probenmaterial
als die beiden bisher getesteten. Die Validierung sollte im Vergleich mit den
Ergebnissen, die mittels einer standardisierten Referenzmethode gemessen
wurden, unter  Beriicksichtigung mdglicher  Einflisse durch  andere
Laborparameter, erfolgen. Zusétzlich sollte ein Cut-off-Wert fiir BHB zur
Diagnose einer DKA und zur Differenzierung zwischen einem gut und einem
schlecht eingestellten DM ermittelt werden. Schlielflich sollte die
Ubereinstimmung der Ergebnisse der PHB-Messung mittels Ketonometer
(Vollblut) und Referenzmethode (Serum) mit den Ergebnissen des
Ketonkorpernachweises mittels Nitroprussidteststreifen aus Urin verglichen

werden.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Bedeutung der Ketonkdrpermessung bei der Katze

Diabetes mellitus (DM) ist eine der haufigsten Endokrinopathien der Katze mit
steigender Inzidenz (PANCIERA et al., 1990; RAND, 1999; PRAHL et al., 2007,
SIEBER-RUCKSTUHL et al., 2008). Die diabetische Ketoazidose (DKA) stellt
eine Komplikation des DM dar und kann bei Katzen mit einer hohen Mortalitat
einhergehen (BRUSKIEWICZ et al., 1997; CONNALLY, 2002). Die Diagnose
der DKA erfolgt in der Veterindrmedizin standardmaRig durch den
Ketonkorpernachweis mittels Urinteststreifen (BRADY et al., 2003; FELDMAN
& NELSON, 2004; BARSANTI, 2011). Doch auch aus der Humanmedizin
stammende portable Ketonometer zur Bestimmung des Ketonkorpers J3-
Hydroxybutyrat (BHB) aus Kapillarblut werden heutzutage zunehmend genutzt.
(WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Die Vorteile
bestehen darin, dass mittels dieser portablen Geréte die PHB-Konzentration aus
Voll- oder Kapillarblut bestimmt werden kann (ZEUGSWETTER et al., 2010;
AROCH et al., 2012; WEINGART et al., 2012b, 2012a; ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012). Der Nachweis von PBHB, des priméren Ketonkorpers bei
Vorliegen einer DKA, ist dem Nachweis des Ketonkdrpers Acetoacetat (ACAC) in
der Diagnose vorzuziehen (LAFFEL, 1999; HOENIG et al., 2008;
ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009; ZEUGSWETTER et al., 2010; WEINGART
etal., 2012b).

1.1. Ursachen und Regulation der Ketonkdrperbildung

Die Produktion der Ketonkorper Aceton, AcAc und BHB, die sogenannte
Ketogenese, ist essenziell, um dem Organismus in Zeiten eines Glukosemangels
eine alternative Energiequelle bereitzustellen. Die Synthese der Ketonkorper
erfolgt aus aktivierten Fettsduren, in Form von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA),
in den Mitochondrien der Hepatozyten, und, zu einer geringen Menge auch aus
sogenannten ,.ketogenen® Aminosauren (FINK et al., 1988; FUKAO et al., 2004;
BERG et al., 2014). Die Kontrolle der Ketogenese erfolgt durch das Hormon
Insulin sowie seine Gegenspieler Glukagon, Cortisol, Somatotropin und die
Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin, die die Inhibition und Stimulation
der beteiligten Enzyme steuern (MCGARRY & FOSTER, 1976; MCGARRY &
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BROWN, 1997; LAFFEL, 1999). Der Ablauf und das Ausmal} der Ketogenese
héngen von einem ausgeglichenen Verhéltnis dieser Hormone ab, insbesondere
dem Verhéltnis von Glukagon zu Insulin (MCGARRY & FOSTER, 1976;
MCGARRY & BROWN, 1997; LAFFEL, 1999).

Acetyl-CoA dient somit als Ausgangsstoff der Ketonkoper. Es entsteht wéhrend
der B-Oxidation, dem Abbau der Fettsduren, oder wird aus dem Glykolyseprodukt
Pyruvat gebildet (BERG et al., 2014). Die weiteren Reaktionsschritte der Acetyl-
CoA-Molekule (im Zitratzyklus oder in der Ketogenese) sind abhéngig von der
zur Verfligung stehenden Menge an Oxalacetat, da Acetyl-CoA und Oxalacetat
zuerst miteinander zum Zitrat kondensieren mussen, um in den Zitratzyklus
eingehen zu kénnen (KREBS, 1966; LAFFEL, 1999; BERG et al., 2014). Die
Menge an Oxalacetat ist jedoch gekoppelt an die Glukoseverfligbarkeit und den -
bedarf des Korpers (KREBS, 1966; BERG et al., 2014). Bei erhohtem
Glukosebedarf wird Oxalacetat zur Glukoneogenese verwendet, wodurch der
Reaktionspartner fur den Zitratzyklus fehlt und Acetyl-CoA in die Ketogenese
eingeht (KREBS, 1966) (Abbildung 1).

In der Ketogenese wird aus 2 Molekilen Acetyl-CoA ein Molekil Acetoacetyl-
CoA gebildet, aus dem im néchsten Schritt mittels B-Hydroxy-p-Methylglutaryl-
CoA-Synthase (HMG-CoA-Synthase) ein Molekll B-Hydroxy-p-Methylglutaryl-
CoA (HMG-CoA) entsteht. Dieses wird anschliefend durch Abspaltung von
Acetyl-CoA zu Acetoacetat umgesetzt. Alternativ kann Acetoacetyl-CoA mittels
der Acetoacetyl-CoA-Hydrolase direkt zu AcAc umgesetzt werden (BERG et al.,
2014). Die Reaktionsschritte der Ketogenese sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 1: Vereinfachtes Schema der Ketogenese mit Darstellung der
Strukturformeln der Ketonkorper. Im Falle eines Glukosemangels fuhrt der
Oxalacetatmangel dazu, dass Acetyl-CoA nicht in den Zitratzyklus eingeht, sondern in
erster Linie in der Ketogenese genutzt wird (BHBDH = [-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase, CO, = Kohlenstoffdioxid, DKA = diabetische Ketoazidose, HSL =
hormonsensitive Lipase, NAD* = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidiert), NADH/H*
= Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduziert)) (modifiziert nach WALLACE &
MATTHEWS, 2004).
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CoA

1. Acetyl-CoA + Acetyl-CoA 4 Acetoacetyl-CoA
Acetoacetyl-CoA-Transferase

Acetyl-CoA + H,O CoA

7

. - ————————
2. Acetoacetyl-CoA MG Consynthase

B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA

Acetyl-CoA
3. B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA —_}’ Acetoacetat
HMG-CoA-Lyase

Abbildung 2: Reaktionsschritte der Ketogenese (CoA = Coenzym A, H,O = Wasser,
HMG-CoA-Lyase = B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA-Lyase, HMG-CoA-Synthase = 3-
Hydroxy-p-Methylglutaryl-CoA-Synthase) (modifiziert nach BERG et al., 2014).

Beta-Hydroxybutyrat entsteht schlie3lich durch die reversible Reduktion von
AcAc, die durch die B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (BHBDH) vermittelt wird
(BERG et al.,, 2014) (Abbildung 1). Diese Reaktion ist abhangig von
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH/NAD™*) und folgt dem jeweiligen
Redoxpotential (NADH-NAD*-Verhéltnis) in den hepatischen Mitochondrien
(LAFFEL, 1999). Aceton dagegen entsteht aus der spontanen
(enzymunabhéngigen) Decarboxylierung von AcAc (GUTHRIE & JORDAN,
1972; MITCHELL et al., 1995; LAFFEL, 1999). Es wird unverandert (ber die
Lungen abgeatmet, ohne den pH-Wert im Korper zu verédndern und ist
verantwortlich fir den bei einer Ketose oder Ketoazidose teilweise
wahrnehmbaren sii3lich aromatischen Geruch (LAFFEL, 1999).

Die direkte Kontrolle der Ketonkdrpersynthese erfolgt durch 3 Enzyme (Tabelle 1
und Abbildung 3). Hierzu gehoéren die hormonsensitive Lipase (HSL) in den
Adipoyzten des Fettgewebes, die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und die B-
Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA-Synthase (HMG-CoA-Synthase), die beide in
den Mitochondrien der Hepatozyten vorhanden sind (LAFFEL, 1999).

Tabelle 1: Kontrollenzyme der Ketogenese und ihre Beeinflussung durch Insulin
und Glukagon (AcAc = Acetoacetat, ACC = Acetyl-CoA-Carboxylase, AcAc-CoA =
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Acetoacetyl-CoA, CoA = Coenzym A, FFS = freie Fettsduren, HMG-CoA-S = j-
Hydroxy-p-Methylglutaryl-CoA-Synthase, HSL = hormonsensitive Lipase, TAG =
Triacylglyzeride) (modifiziert nach LAFFEL, 1999).

Enzym Aufgabe und Insulinwirkung Glukagonwirkung

Lokalisation

— Ketonkorper | — Ketonkorper 1

HSL Abbau von TAG zu | Inhibition Stimulation

FFS:

Plasmakonzentration

FFS 1 (in

Adipozyten)
ACC Umwandlung von Stimulation Inhibition

Acetyl-CoA zu
Malonyl-CoA (in
Hepatozyten)

HMG-CoA-S Umwandlung von Inhibition Stimulation
AcAc-CoA zu AcAc

(in Mitochondrien)

Die HSL kontrolliert den ersten wichtigen Schritt in der Ketogenese. Das Enzym
katalysiert den Abbau von Triacylglyzeriden, und die dabei freigesetzten
Fettsauren liefern das Rohmaterial fiir die Synthese der Ketonkorper (BERG et
al.,, 2014). Insulin hemmt die Aktivitdt der HSL durch Dephosphorylierung
(DEGERMAN et al., 1997; HOLM et al., 2000), wahrend Adrenalin und
Glukagon das Enzym mittels Phosphorylierung aktivieren (HOLM et al., 2000;
KRAEMER & SHEN, 2002). Dabei wird zusétzlich das Oberflachenprotein
Perilipin, das die Fettzellen vor dem Abbau schiitzt, phosphoryliert, und
ermdoglicht so erst den Abbau durch die HSL (FUKAO et al., 2004). Die mittels
HSL freigesetzten Fettsduren kdnnen vielen Geweben, wie Leber, Herz, Nieren
und Skelettmuskulatur, als Energiequelle dienen oder als Substrat in der
Ketogenese genutzt werden (LAFFEL, 1999).

Die mitochondriale ACC ist ein weiteres wichtiges Enzym in der Ketogenese und
setzt am Transportmechanismus der Fettsduren zum Ort der -Oxidation an.
Dieses Enzym katalysiert die Decarboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-
CoA, das als hemmendes Substrat der Carnitin-Palmitoyl-Transferase |1 (CPT I)
eine zentrale Rolle in der Ketogenese spielt (LAFFEL, 1999; FUKAO et al.,
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2004; BERG et al., 2014). Die CPT | ist ndmlich fir den Transport von
Fettsauren, in Form von Acyl-CoA-Molekdlen, in das Mitochondrium zusténdig.
Ferner ist sie einer der limitierenden Faktoren der Ketogenese, da alle Fetts&uren,
die in die Mitochondrien transportiert werden, in die f-Oxidation eingehen. Bei
einer verstarkten Zufuhr von Fettsauren entsteht ein Uberschuss an Acetyl-CoA,
das dann in die Ketogenese eingeht (KREISBERG, 1978; BERG et al., 2014).
Insulin aktiviert die ACC mittels Dephosphorylierung und fiihrt so zu einem
Anstieg der Malonyl-CoA-Konzentration. Dies hemmt wiederum den Transport
von Acyl-CoA in die Mitochondrien und damit die Zufuhr von Subtraten flr die
B-Oxidation. Dagegen hemmt Glukagon die ACC durch Phosphorylierung und
somit auch die Produktion von Malonyl-CoA. Dies ermoglicht den
Fettsaurentransport ins Mitochondrium, und es kann ausreichend Acetyl-CoA fir
die Ketogenese entstehen (KUDO et al., 1995; LAFFEL, 1999; FUKAO et al.,
2004).

Die HMG-CoA-Synthase katalysiert den letzten wichtigen Regulationsschritt der
Ketogenese. lhre Aktivitat wird durch eine reversible Succinylierung gesteuert,
die zu ihrer Deaktivierung fihrt (LOWE & TUBBS, 1985; QUANT et al., 1990).
Die Menge an Succinyl-CoA und damit das MaR der Succinylierung unterliegt der
Kontrolle von Glukagon (QUANT et al.,, 1989, 1990). Dieses bewirkt eine
Reduktion der Succinyl-CoA-Konzentration und flihrt so zur Aktivierung der
HMG-CoA-Synthase, wodurch die Ketonkdrpersynthese ermdglicht wird
(QUANT et al., 1989, 1990). Die folgende Abbildung zeigt die Regulation der
Ketogenese durch die o. g. Kontrollenzyme (Abbildung 3).
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Blutkreislauf Leber
Freie" Acyl-CoA IMalonyI-CoA AcC @ Acetyl-CoA
Fettsduren I CPTI - Hemmung
HSLD l
Acyl-CoA
L&. Acetyl-CoA

AcAc-CoA-T
Acetoacetyl-CoA
l HMG-CoA-s (3
HMG-CoA
l HMG-CoA-L

Aceton «——— AcAc
AcAc BHB -

BHB
Aceton

Mitochondrium

Abbildung 3: Schema der Ketogenese und ihrer Regulation mit den beteiligten
Enzymen. Durch die Aktivierung der HSL (1) kommt es zum Anstieg der freien
Fettsuren im Plasma, die in den Mitochondrien der Leber zu Acetyl-CoA umgesetzt
werden. Die ACC (2) katalysiert die Produktion von Malonyl-CoA, dem Substrat, das
den Transport der Fettsauren in die Mitochondrien hemmt. Der letzte Regulationsschritt
liegt bei der HMG-CoA-S (3). Insulin hemmt deren Aktivitat, wahrend Glukagon sie
fordert und somit zur Bildung der Ketonkorper fuhrt. Diese gelangen in den Blutkreislauf
und werden zu den Organen transportiert (AcAc = Acetoacetat, ACC = Acetyl-CoA-
Carboxylase, AcAc-CoA-T = Acetoacetyl-CoA-Transferase/Thiolase, PHB = f-
Hydroxybutyrat, CPT | = Carnitin-Palmitoyl-Transferase I, HMG-CoA-L = B-Hydroxy-
B-Methylglutaryl-CoA-Lyase, HMG-CoA-S = B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA-
Synthase, HSL = hormonsensitive Lipase, (1), (2), (3) = erster, zweiter und dritter
Kontrollschritt der Ketogenese) (modifiziert nach LAFFEL, 1999; STOJANOVIC &
IHLE, 2011)

1.1.1. Physiologische Ursachen und Bedeutung der Ketonkdrperbildung

Eine Produktion von Ketonkdrpern findet auch im gesunden Korper statt. Eine
Bildung der Ketonkdrper im Hungerzustand, wéhrend sportlicher Betétigung
(KOESLAG et al., 1980) und bei Neugeborenen oder in der Schwangerschaft ist
als ,,physiologische Form der Ketose* zu sehen (LAFFEL, 1999). Die
physiologische Ketonkérperbildung im Hungerzustand ist ein wichtiger VVorgang,
um die Energieversorgung des Korpers, insbesondere die des Nervensystems, zu
gewdhrleisten (OWEN et al., 1967; CAHILL & OWEN, 1968). Dieser
Mechanismus ermdglicht dem Korper auch langere Phasen des Hungerns zu
uberstehen und Kaérperfunktionen aufrechtzuerhalten (BESSON et al., 2006). Vor

allem das Gehirn ist bei Energiemangel von einer anderen Quelle, neben Glukose
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und Fettsauren, abhéngig (OWEN et al., 1967; OWEN & REICHARD, 1975),
denn aufgrund der fur Fettsduren undurchlassigen Blut-Hirn-Schranke kann das
Gehirn, im Gegensatz zu anderen Geweben, diese nicht direkt zur Deckung seines
Energiebedarfes nutzen (PARDRIDGE, 1991; LAFFEL, 1999; FUKAO et al.,
2004). Ketonkdrper dagegen sind wasserléslich und kénnen diese Schranke Uber
spezifische Transportproteine passieren (GJEDDE & CRONE, 1975; HAWKINS
& BIEBUYCK, 1979; CONN et al., 1983; RUDERMAN et al., 2005). Auf diese
Weise konnen in langeren Hungerphasen fast zwei Drittel der vom Gehirn
benodtigten Energie gedeckt werden (LAFFEL, 1999). AulRerdem konnen durch
die Verstoffwechselung von Ketonkorpern der Verbrauch der noch zur Verfigung
stehenden Glukose gesenkt und der Abbau von korpereigenem Protein, dessen
Aminosduren sonst in die Glukoneogenese eingehen wirden, reduziert werden
(SHERWIN et al., 1975; NAIR et al., 1988; BALASSE & FERY, 1989; LAFFEL,
1999).

Der Mechanismus hinter der Stimulation der Ketogenese ist in einer transienten
oder bleibenden Energiemangelsituation (Glukosemangel) des Korpers zu sehen
(LAFFEL, 1999). Auch sogenannte ,ketogene Didten mit hohem Fett- und
niedrigem Kohlenhydratanteil kénnen zur Bildung einer Hyperketondmie fuhren
(LAFFEL, 1999; FUKAO et al., 2004). Die o. g. physiologischen Formen der
Ketose zeichnen sich normalerweise durch eine milde bis moderate
Hyperketonamie und einen normalen pH-Wert aus (ausgenommen davon sind
schwerere Formen der Schwangerschaftsketose) (LAFFEL, 1999; WYCKOFF &
ABRAHAMSON, 2005). Die Anpassung des Stoffwechsels wird nicht nur durch
Insulin und seine Gegenspieler (Glukagon, Adrenalin, Noradreanlin, Cortisol,
Somatotropin), sondern auch durch weitere Hormone reguliert. Studien deuten
darauf hin, dass es im Hungerzustand zum einen zu einer Abnahme der
Schilddriisenhormonaktivitdt kommt (GOODMAN et al., 1980; EVINGER &
NELSON, 1984). Aber auch Leptin, das dem Fettgewebe entstammt, scheint eine
Rolle bei der Adaption des Stoffwechsels an eine dauerhaft erniedrigte
Kalorienzufuhr zu spielen (AHIMA et al., 1996; SPIEGELMAN & FLIER, 2001;
RUDERMAN et al., 2005).

Menschen zeigen eine relativ starke Neigung zur Ketonkorperbildung (OWEN et
al., 1967). Wiéhrend langerer Nahrungskarenz konnten
Ketonkdorperkonzentrationen von 7-12 mmol/l gemessen werden (OWEN et al.,
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1969; FERY & BALASSE, 1985). Dagegen scheinen Katzen eine weniger stark
ausgepragte Ketonkorperbildung in Hungerphasen zu zeigen (BIOURGE et al.,
1994b; DOBENECKER et al, 1998; BLANCHARD et al, 2002;
ZEUGSWETTER et al., 2010). Nach mehrstiindigem Fasten uber Nacht (bis max.
16 Stunden) ergaben sich bei gesunden adulten Katzen in unterschiedlichen
Studien PHB-Werte von 0-0,49 mmol/l (PAZAK et al., 1998; ZEUGSWETTER
et al., 2010; AROCH et al., 2012; WEINGART et al., 2012a). Deutlich hthere
BHB-Werte wurden in diesen Studien nur bei kranken Tieren gemessen. Es
wurden jedoch zum Teil keine Angaben gemacht, ob oder wie lange eine
Anorexie bei den kranken Katzen vorlag oder wie lange die Katzen gefastet hatten
(PAZAK et al., 1998; ZEUGSWETTER et al., 2010; WEINGART et al., 2012a;
GORMAN et al., 2016).

Waéhrend langerer Hungerphasen steigt die Ketonkorperkonzentration auch bei
Katzen zunehmend an (BIOURGE et al., 1994b; BLANCHARD et al., 2002),
erreicht jedoch nicht die Ketogeneserate, die beim Menschen in dieser Zeitspanne
(5-6 Wochen) zu verzeichnen ist (OWEN et al., 1969; FERY & BALASSE,
1985). In einem Versuchsvorhaben zur experimentellen Induktion einer
Hepatolipidose (HL), bei dem Katzen nach einer gewiinschten Gewichtszunahme
einer mehrwochigen Reduktionsdidt ausgesetzt waren, die zu einem
Energiemangel der Tiere flhrte, waren nach 3 Wochen HB-Konzentrationen von
1,7 £ 0,7 mmol/l zu messen (BLANCHARD et al., 2002). Nach Manifestation
einer HL stiegen die Werte auf 3,1 £ 0,5 mmol/l an (BLANCHARD et al., 2002).
In einem Versuch von BIOURGE et al. (1994b) wurden nach funf- bis
sechswochigem Fasten von Ubergewichtigen Katzen mit Entwicklung einer HL
geringere BHB-Werte von maximal 1,6 mmol/l gemessen. Eine Ubersicht der

Studien und der jeweils ermittelten BHB-Werte ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht der in Studien ermittelten pHB-Konzentration im Plasma von
gesunden gefasteten sowie anorektischen kranken Katzen (BHB = p-Hydroxybutyrat,
CNE = chronische Nierenerkrankung, DM = Diabetes mellitus, DK = diabetische Ketose,
DKA = diabetische Ketoazidose, et al. = et alii, h = Stunden, HL = Hepatolipidose, HT =
Hyperthyreose, k. A. = keine Angabe, mmol/l = Millimol pro Liter, n = Anzahl der Tiere,
NDM = kein Diabetes mellitus, NKDM = nicht-ketotischer Diabetes mellitus, SD =
Standardabweichung, Wo = Wochen).

Literaturangabe

BHB-
Konzentrationsbereich
mit Median/Mittelwert

und SD

gesund
(mmol/l)

BHB-Konzentrationsbereich mit
Median/Mittelwert und SD
krank

(mmol/l)

BIOURGE et al.,
1994a

0,1 + 0,1 (Versuchsgruppe
initial, k. A. ob gefastet)
(n=8)

1,6 £ 0,3 (Versuchsgruppe 5-6 Wo
gefastet mit Entwicklung einer HL)
(n=8)

PAZAK et al., 1998

0,2 £ 0,0 (Kontrollgruppe,
16 h gefastet)
(n=16)

0,9 £ 0,1 (idiopathische HL)
(n=10)

BLANCHARD et al.,
2002

0,2 £ 0,0 (Versuchsgruppe
initial, K. A. ob gefastet)
(n=7)

1,7 £ 0,7 (Versuchsgruppe 3 Wo gefastet)
(n=7)

31 £ 05
Entwicklung einer HL) (n=7)

(Versuchsgruppe  nach

ZEUGSWETTER et
al., 2010

0(0-0,1)
(Kontrollgruppe, 16 h

1,5 (0,1-17,0) (DM, n = 37)
(k. A. ob gefastet)

gefastet) 0,1 (0,0-0,8) (NDM, n = 85)
(n=25) (k. A. ob gefastet)
WEINGART et al., | 0(0-0,1) 0,1 (0-0,9) (NKDM, n = 19)
2012a (k. A. ob gefastet) (k. A. ob gefastet)
(n=11) 1,7 (0,6-6,8) (DK, n = 11)
(k. A. ob gefastet)
7,9 (3,8-12,2) (DKA, n = 21)
(k. A. ob gefastet)
GORMAN etal., 2016 | k. A. (0-0,1) 0,1 (k. A.) (CNE, n = 28)
(Kontrollgruppe, k. A. ob | (k. A. ob gefastet)
gefastet) 0,1 (k. A) (HT,n=34)
(n=43) (k. A. ob gefastet)

0,2 (k. A) (HL,n=15)
(k. A. ob gefastet)
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1.1.2. Pathologische Ursachen der Ketonkorperbildung

Die Ketonkorperbildung aufgrund pathologischer Ursachen, darunter die DKA,
die toxische Ketoazidose (alkoholische Ketoazidose, Salizylatintoxikation) oder
die Ketose aufgrund angeborener Stoérungen im Metabolismus, sollte von den
physiologischen Ketoseformen abgegrenzt werden (MITCHELL et al., 1995;
LAFFEL, 1999; FUKAO et al., 2014). In diesen Fallen kommt es zu einer
unverhéltnismaRigen Ketonkorperproduktion, die von einem erniedrigten pH-
Wert begleitet wird (LAFFEL, 1999; WYCKOFF & ABRAHAMSON, 2005;
FUKAO et al., 2014). Dies ist besonders beim DM von Bedeutung. Die DKA ist
eine  lebensgefahrliche  durch  Insulinmangel ausgeloste  metabolische
Komplikation eines DM und ist gekennzeichnet durch eine Kombination aus
Hyperglykamie, Hyperketondmie und metabolischer Azidose mit erhohter
Anionenliicke (AG) (FELDMAN & NELSON, 2004). Diese Azidose ist in erster
Linie bedingt durch die Ketonkdrper BHB und AcAc, die kurzkettige Fettsduren
sind und bei physiologischem pH-Wert dissoziieren (STOCKHAM & SCOTT,
2008). Die dabei freiwerdenden Protonen kénnen die Pufferkapazitat des Korpers
Ubersteigen und damit zu einer metabolischen Azidose fiihren, die ein
wesentlicher Bestandteil des Krankheitsbildes ist (KREISBERG, 1978; LAFFEL,
1999; FELDMAN & NELSON, 2004; DIBARTOLA, 2011).

Die Ursache dieser Stoffwechselentgleisung liegt auf hormoneller Ebene und ist
charakterisiert durch einen relativen oder absoluten Mangel an Insulin mit
gleichzeitiger Erh6hung der gegenregulatorisch wirksamen Hormone Glukagon,
Cortisol, Somatotropin und der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin
(SCHADE & EATON, 1979a; FELDMAN & NELSON, 2004). Zwei wesentliche
Veranderungen im Stoffwechsel bedingen eine gesteigerte Ketogenese: (1) die
verstarkte Mobilisierung von Fettsduren aus dem Fettgewebe und (2) das
Umschalten des Leberstoffwechsels von der Fettsynthese auf die Fettoxidation
und Ketogenese (MCGARRY et al., 1989; KITABCHI et al., 2001; FELDMAN
& NELSON, 2004). Der Mangel an Insulin ist VVoraussetzung, damit es zu einer
DKA kommt, ist aber nicht der alleinige Ausloser fir eine metabolische
Entgleisung (MCGARRY et al., 1989; KITABCHI et al., 2001; FELDMAN &
NELSON, 2004). Ein erhohtes Glukagon-Insulin-Verhaltnis ist dariiber hinaus ein
Charakteristikum der DKA (FOSTER & MCGARRY, 1983) und initial der
wesentliche Faktor, der zu Hyperketondmie und -glykdmie fiihrt (ALBERTI,
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1975; GERICH et al., 1975). MILES und Mitarbeiter (1980) konnten zeigen, dass
beim Menschen einerseits eine Koinzidenz zwischen dem Anstieg der Glukose-
und der Ketonkdrperkonzentration sowie dem Anstieg der Glukagonkonzentration
besteht, und andererseits jedoch keine gleichzeitige Erhéhung anderer
gegenregulatorischer Hormone erkennbar war (MILES et al., 1980). Ahnliches
konnten DUROCHER und Mitarbeiter (2008) bei diabetischen Hunden
nachweisen. Die Autoren zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Glukagon-
Insulin-Verhaltnis und dem Auftreten einer Ketose (DUROCHER et al., 2008).

Dieses hormonelle Ungleichgewicht wird zusatzlich verstarkt durch die
sogenannten ,,Stresshormone” (FLECKMAN, 1993; KITABCHI et al., 2001). Zu
diesen zdhlen die Katecholamine sowie Cortisol und Somatotropin, deren
Konzentrationen bei vielen Erkrankungen, die haufig im Zusammenhang mit einer
DKA auftreten, erhoht sind (BEISEL et al., 1967; ALBERTI & HOCKADAY,
1973; GERICH et al.,, 1973; SCHADE & EATON, 1979b; KANDEL &
ABERMAN, 1983; CRENSHAW & PETERSON, 1996; BRUSKIEWICZ et al.,
1997; FELDMAN & NELSON, 2004) und die auch bei einer DKA per se in
erhohter Konzentration messbar sind (MULLER et al., 1971; GERICH et al.,
1975; WALDHAUSL et al., 1979; LUZI et al., 1988). Diese Insulinantagonisten
haben eine potenzierende Wirkung (KREISBERG, 1978; KANDEL &
ABERMAN, 1983) und zeigen zusammen synergistische Effekte (SHERWIN et
al., 1980; SHAMOON et al., 1981; KITABCHI et al., 2001). Wahrend Glukagon
einen direkten stimulierenden Effekt auf die Ketonkdrpersynthese hat
(MCGARRY et al., 1975; MCGARRY et al., 1976), ist die Wirkung der anderen
Hormone vor allem in der Lipolyse und in der forcierten Zufuhr von Fettsauren
fir die Leber zu sehen (FELDMAN & NELSON, 2004). Die Stresshormone
blockieren zudem die periphere Insulinwirkung (BRATUSCH-MARRAIN et al.,
1982; RAFACHO et al., 2014). Sie verstarken die Hyperglykdmie und sorgen
durch Aktivierung der HSL fiir eine gesteigerte Lipolyse im Fettgewebe
(SHERWIN et al.,, 1980; KELLER et al., 1984; ARNER et al., 1990;
CONNOLLY et al., 1991; AVOGARO et al., 1992; AVOGARO et al., 1993).
Zusétzlich fordern sie die Glukagon- (GERICH et al., 1973; SCHADE &
EATON, 1977) und hemmen die Insulinsekretion (PORTE et al., 1966; PORTE,
1967). Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der beteiligten Hormone und ihre Wirkung

auf den Glukosestoffwechsel und die Ketogenese.



I1. Literaturlibersicht 14

Tabelle 3: Ubersicht der am Glukosestoffwechsel und an der Ketogenese beteiligten
Hormone und ihre Wirkung (1 = Stimulation, | = Inhibition) (modifiziert nach
KREISBERG, 1990).

Hormon Glukoneo- Glykogen- Glykogen- Ketogenese
genese olyse synthese
Glukagon 1 1 ! i
Insulin ! l 1 1
Katecholamine 1 T ! 1
Cortisol 1 T ! 1
Somatotropin 1 1 ! 1

Bei einem unbehandelten, sogenanntem ,,unkompliziertem*“ DM kommt es
aufgrund des Insulinmangels zur Ausbildung einer leichten Ketose, die
normalerweise jedoch nicht zu einer Azidose fuhrt (RAND, 2012). Katzen mit
manifester DKA weisen jedoch oftmals gleichzeitig noch andere Stérungen auf
(FELDMAN & NELSON, 2004). Studien, die retrospektiv Patientendaten von
Katzen mit DM und DKA untersuchten, zeigten, dass in vielen Fallen eine weitere
Erkrankung bei den Katzen mit DKA diagnostiziert werden konnte (NICHOLS &
CRENSHAW, 1995; CRENSHAW & PETERSON, 1996; BRUSKIEWICZ et al.,
1997). Beispielsweise konnte bei der von BRUSKIEWICZ und Mitarbeitern
(1997) untersuchten Population von 42 Katzen mit DKA bei 39 Tieren eine
Begleiterkrankung identifiziert werden (BRUSKIEWICZ et al., 1997).

Die UbermaRige Produktion von Glukose und Ketonkorpern stellt das
Hauptproblem einer DKA dar (MILES et al., 1980; BALASSE & FERY, 1989).
Im weiteren Verlauf spielt jedoch auch die Nutzungsrate der Ketonkdrper eine
Rolle. Der Ablauf von Ketonkorpersynthese und -abbau im Zustand der DKA
unterscheidet sich grundsatzlich nicht von den Vorgédngen im Hungerzustand
(BALASSE & FERY, 1989). Eine mit zunehmender Plasmakonzentration
eintretende Sattigung der Aufnahmemechanismen in der Skelettmuskulatur l&sst
sich auch bei gesunden, langer fastenden Individuen beobachten (GARBER et al.,
1974; FERY & BALASSE, 1985; BALASSE & FERY, 1989). Jedoch konnten
Studien demonstrieren, dass die periphere Ketonkorperverwertung bei einem
Insulindefizit signifikant schlechter ist. Ferner ist die Nutzungsrate von HB und
AcAc in der Skelettmuskulatur, die aufgrund ihrer Masse eine wichtige Stellung
bei deren Verwertung einnimmt (BALASSE & FERY, 1989; LAFFEL, 1999), bei
DM und DKA reduziert (BALASSE & HAVEL, 1971; RUDERMAN &
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GOODMAN, 1974; SHERWIN et al., 1976; IKEDA et al., 1991; OKUDA et al.,
1991). Die verminderte Verwertung der Ketonkdrper tragt zur Progression des
Krankheitsbildes bei (BATES et al., 1968; RUDERMAN & GOODMAN, 1974;
IKEDA et al.,, 1991) und flihrt zusammen mit der verstarkten Produktion

schlielich zur Entwicklung einer metabolischen Azidose.

Neben dem Anstieg der AcAc- und BHB-Konzentrationen im Plasma ist wahrend
der DKA auch eine Verschiebung des Verhéltnisses der beiden Metabolite
zueinander zu beobachten (LAFFEL, 1999). Das BHB-AcAc-Verhéltnis steigt
dabei von 1 : 1 unter Normalbedingungen auf bis zu durchschnittlich 3 : 1 (bis 10
: 1) an. (MARLISS et al., 1970; STEPHENS et al.,, 1971; LAFFEL, 1999;
UMPIERREZ et al., 2000). Dies ist bedingt durch den ,,reduzierten Zustand* in
den hepatischen Mitochondrien mit dem vorliegenden Uberschuss an NADH/H*
(STEPHENS et al., 1971). Die Menge an verfiigharen Reduktionsdquivalenten
sorgt fur die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes zugunsten von PHB
(BERG et al., 2014). Uber das genaue Verhiltnis von BHB zu AcAc im Falle
einer DKA bei Katzen liegen keine genauen Daten vor (GORMAN; 2016). Jedoch
deuten die Ergebnisse verschiedener Studien daraufhin, dass PHB auch den
uberwiegenden Ketonkdrper einer DKA bei Katzen darstellt (ZEUGSWETTER &
PAGITZ, 2009; ZEUGSWETTER et al.,, 2010; WEINGART et al., 2012b,
2012a).

Zuletzt ist zu erwdhnen, dass auch andere Krankheiten bei Katzen, wie
Nierenerkrankungen, Kardiomyopathien oder hochgradige
Leberfunktionsstérungen, die im Zusammenhang mit einer negativen
Stoffwechselbilanz auftreten, zZu einer unphysiologisch hohen
Ketonkorperkonzentration fuhren koénnen (ZEUGSWETTER et al., 2010;
AROCH et al., 2012; GORMAN et al., 2016). Besonders hervorzuheben ist hier
die HL, die haufig bei Katzen auftritt. Sie neigen namlich dazu, bereits im
anorektischen Zustand Lipide in die Leber einzulagern (CENTER et al., 1993). In
Studien an Katzen konnte ein moderater Anstieg der Ketonkorperkonzentration
bei experimentell induzierter oder idiopathischer HL verzeichnet werden
(BIOURGE et al., 1994a; PAZAK et al., 1998; GORMAN et al., 2016). In einer
retrospektiven Studie mit 215 kranken Katzen wurden, verglichen mit Tieren, die
an anderen Krankheiten litten, die hochsten BHB-Werte bei Katzen mit DKA, DM

oder HL gemessen. Die Tiere mit DM und DKA zeigten im Vergleich zu den an
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HL erkrankten Tieren jedoch signifikant hhere Werte (p < 0,001) (Tabelle 2)
(AROCH et al., 2012).

1.2. Abbau und Exkretion der Ketonkorper

Der Abbau und die Umwandlung der Ketonkorper in nutzbare Energie erfolgt in
der Ketolyse, die in den Mitochondrien extrahepatischer Gewebe stattfindet. Die
Leber selbst ist aufgrund ihrer Enzymausstattung nicht fahig, Ketonkorper
abzubauen und als Brennstoff zu nutzen (BERG et al., 2014).

Die Ketolyse erfolgt in 2 reversiblen Schritten. Im ersten Schritt wird AcAc durch
Ubertragung eines Succinyl-CoA-Molekiils aktiviert. AnschlieRend wird das
dabei entstandene Acetoacetyl-CoA in zwei Molekile Acetyl-CoA gespalten
(LAFFEL, 1999; BERG et al., 2014). Dieses wiederum geht in den Zitratzyklus
ein und stellt Energie fir die Atmungskette bereit (BERG et al., 2014). Beta-
Hydroxybutyrat muss zuvor zu AcAc oxidiert werden, um abgebaut werden zu
konnen. Dabei entsteht pro Molekiil BHB ein Molekiil NADH/H™. Diese Reaktion
wird vermittelt durch die BHBDH, die auch bei der Ketogenese die Reduktion von
AcAc zu BHB katalysiert (BERG et al., 2014).

SucCoA Suc

Acetoacetat < Acetoacetyl-CoA
scoT

CoA
NADH/H*

HagHd
IVIN

NAD*

B-Hydroxybutyrat 2 Acetyl-CoA

v
Zitratzyklus

Abbildung 4: Reaktionsschritte der Ketolyse (BHBDH = p-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase, CoA = Coenzym A, MAT = methylacetoacetyl CoA thiolase
(Acetoacetyl-CoA-Transferase/Thiolase), NAD*® = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
(oxidiert), NADH/H* = Nikotinamid-Dinukleotid (reduziert), SCOT = succinyl CoA
oxoacid transferase (p-Ketoacyl-CoA-Transferase), Suc = Succinat, SucCoA = Succinyl-
CoA) modifiziert nach FUKAO et al., 2004).

Fur die Kontrolle der Ketolyse sind 2 Enzyme bedeutend: die 3-Ketoacyl-CoA-
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Transferase (SCOT: succinyl CoA oxoacid transferase) und die Acetoacetyl-CoA-
Transferase, auch Acetoacetyl-CoA-Thiolase genannt (MAT: methylacetoacetyl
CoA thiolase). Die SCOT aktiviert AcAc durch die Ubertragung der CoA-Gruppe
eines Succinyl-CoA-Molekiils zu Acetoacetyl-CoA. Dieses Enzym ist der
geschwindigkeitsbestimmende Faktor der Ketolyse (LAFFEL, 1999) und die
Ketolysekapazitat der Gewebe variiert in Abhéngigkeit von seiner Aktivitat
(FUKAO et al., 2004). Die groRte Aktivitdt wurde in Herzmuskel und Niere,
gefolgt von Gehirn und Skelettmuskulatur, nachgewiesen (WILLIAMSON &
THORNTON, 2011). Die intrazellulare AcAc-Konzentration reguliert dabei die
Aktivitat der SCOT (FENSELAU & WALLIS, 1974). Die MAT Katalysiert
anschlieBend die Spaltung von Acetoacetyl-CoA. Dabei entstehen, wie oben
beschrieben, zwei Molekule Acetyl-CoA, die der energiebringenden Oxidation im
Zitratzyklus zugefuhrt werden kénnen (LAFFEL, 1999; BERG et al., 2014). Die
MAT nimmt eine Sonderposition ein, da sie auch in der Leber vorkommt und den
ersten Schritt der Ketogenese katalysiert. Die MAT sorgt dort fir die Bildung von
Acetoacetyl-CoA, dem Substrat fir die HMG-CoA-Lyase (siehe auch Kapitel
11.1.1.) (LAFFEL, 1999; FUKAO et al., 2004; NELSON & COX, 2009).

Die Verstoffwechselung der Ketonkdrper unterliegt einem zuvor bereits
erwahnten S&ttigungsmechanismus, der vor allem durch die abnehmende
Aufnahme in die Skelettmuskulatur bedingt ist (BALASSE & FERY, 1989;
LAFFEL, 1999). Die Reduktion der Ketonkdrpernutzungsrate in der Muskulatur
ist ein sinnvoller Vorgang, damit dem Gehirn bei langerer Nahrungskarenz genug
Energie zur Verfiugung steht (OWEN et al., 1967; OWEN, 2005).

Waihrend einer anhaltenden Hungerphase stellt sich eine gleichbleibende
Ketonkorperkonzentration ein. Dies wird nicht nur durch die Anpassung der
Ketonkdrperverwertung an die steigende Produktionsrate, sondern zum Teil auch
durch einen Feedback-Mechanismus der Ketonkorper selbst ermoglicht
(MADISON et al., 1964; OWEN et al., 1973). Dies scheint zum einen auf einem
insulinogenen Effekt der Ketonkorper zu beruhen, der so zu einer verminderten
Freisetzung von Fettsauren fihrt (MADISON et al., 1964; HAWKINS et al.,
1971; OWEN et al., 1973). Zum anderen konnte auch ein direkter modulierender
Effekt von AcAc und BHB auf die Fettsdurenmobilisierung, und damit dem
Ausgangsstoff fur die Ketogenese, nachgewiesen werden, ohne dass ein
gleichzeitiger Insulinanstieg messbar war (BJORNTORP, 1966b, 1966a;
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HELLMAN et al., 1969; HAWKINS et al., 1971; FREDHOLM, 1972; BALASSE
& NEEF, 1975).

Die Verstoffwechselung von Ketonkorpern bei der DKA unterliegt grundsatzlich
den gleichen Regulationen, die im Hungerzustand wirksam sind (BALASSE &
FERY, 1989). Die hochgradige Hyperketondmie fihrt jedoch zu einer relativ
schnellen Sattigung der Aufnahmemechanismen der Skelettmuskulatur (BATES
et al., 1968; RUDERMAN & GOODMAN, 1974; IKEDA et al., 1991), und der
Insulinmangel hat einen zusatzlichen Einfluss auf die Nutzung von AcAc und
BHB (BALASSE & HAVEL, 1971; MILES et al., 1980). In Studien wurde
ndmlich demonstriert, dass die Nutzungsrate von PHB oder AcAc in der
Skelettmuskulatur bei einer DK oder DKA reduziert zu sein scheint
(RUDERMAN & GOODMAN, 1974; IKEDA et al., 1991; OKUDA et al., 1991),
was auch nicht mittels physiologischer Insulindosis korrigiert werden kann
(IKEDA et al., 1991). Zur Wirkung von Insulin auf die Ketonkdrpernutzung in
der Peripherie liegen unterschiedliche Ergebnisse vor. In den meisten In-vitro-
und In-vivo-Studien bei unterschiedlichen Spezies wurde jedoch demonstriert,
dass Insulin einen positiven Effekt hat, indem es unter anderem zu einer
verbesserten Ketonkorperclearance fuhrt (BEATTY et al., 1960; BALASSE &
HAVEL, 1971; RUDERMAN & GOODMAN, 1974). Einen weiteren Beweis flr
die Wirkung von Insulin zeigten die Ergebnisse von KELLER und Mitarbeitern
(1988). Sie konnten nachweisen, dass die Gabe einer therapeutischen Insulindosis
nicht nur zur Suppression der Ketonkorperproduktion, sondern auch zu einer
verstarkten Gesamtketonkorperclearance fiihrt. Dabei ist die genaue Wirkung von
Insulin auf die Aufnahme von BHB in die Zellen nicht gekldrt, basiert aber
vermutlich auf einer insulininduzierten verstirkten Aktivitit der HBDH und
einer darauffolgenden Beschleunigung der Verstoffwechselung von AcAc im
Zitratzyklus (IKEDA et al., 1991).

Die sich in der Blutzirkulation befindlichen Ketonkorper unterliegen der
Exkretion und partiellen Riickresorption tber die Nieren (CHAMBERLIN et al.,
1937; GALVIN et al., 1968; COMSTOCK & GARBER, 1990). Ihre
Ausscheidung ist demnach abhéngig wvon der Nierenfunktion und der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) (BRADY et al., 2003).

Ketonkdrper werden nicht an Plasmaproteine gebunden und sind frei filtrierbare

Solute, die Gber das Glomerulum in der Nierenrinde in den Primarharn gelangen
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(WILDENHOFF, 1972; COMSTOCK & GARBER, 1990). Zum Erhalt der
Elektroneutralitat des Urins muss zusammen mit den Ketonkdrpern als Anionen
ein aquimolarer Anteil an Kationen ausgeschieden werden (OWEN et al., 1969;
SAPIR & OWEN, 1975). Dieser Ausgleich erfolgt hauptséchlich tber die
Exkretion von Natrium, Kalium sowie von Ammonium aus dem Proteinabbau und
fihrt zu Elektrolyt- und Stickstoffverlusten des Korpers (OWEN et al., 1969;
SAPIR et al., 1972; SAPIR & OWEN, 1975). Da Ketonkorper jedoch im renalen
Tubulussystem wieder resorbiert werden koénnen (GALVIN et al.,, 1968),
ermoglicht dieser Prozess, Elektrolytverluste Uber den Urin zu minimieren, und
die Verluste von korpereigenem Protein und Stickstoff wéhrend langerer
Hungerphasen zu reduzieren (SAPIR & OWEN, 1975).

Die Exkretion der Ketonkdrper bei Vorliegen einer DKA ist v. a. diagnostisch
bedeutsam. Sobald die Nierenschwelle, d. h. die Resorptionskapazitit der Niere
flr ein filtriertes Substrat, Uberschritten wurde, zeigt sich eine lineare Beziehung
zwischen Plasmakonzentration und Exkretion (COMSTOCK & GARBER, 1990).
Bei niedrigen Plasmakonzentrationen kommt es also zur kompletten
Rickresorption der ausgeschiedenen Ketonkdrper, doch mit steigenden
Ketonkdorperkonzentrationen im Blut und erhohter Filtrationslast nimmt der
Verlust Gber den Urin zu, und es kommt zu einer signifikanten Ketonurie
(COMSTOCK & GARBER, 1990). Im Falle einer hochgradigen Hyperketonamie
erfolgt jedoch nur eine geringe Reduktion der Plasmaketonkdrperkonzentration
mittels renaler Exkretion. Der mit einer erhohten Plasmakonzentration
einhergehenden Filtrationslast folgt namlich eine stark erhdhte Reabsorption im
Tubulussystem, und ein grofRer Teil der Ketonkorper gelangt auf diese Weise
wieder in den Kreislauf (COMSTOCK & GARBER, 1990). Die Nierenschwelle
scheint fir Ketonkorper bei Katzen relativ niedrig zu sein, da bereits bei leicht
erhéhten Plasmakonzentrationen messbare Mengen ausgeschieden werden kdnnen
(FELDMAN & NELSON, 2004). Basierend auf den Ergebnissen ihrer Studie
vermuteten ZEUGSWETTER und PAGITZ (2009) dagegen, dass AcAc-
Plasmakonzentrationen ber 4 mmol/l n6tig sind, um konstant eine ausreichende
Ausscheidung von Ketonkdrpern im Urin auszultsen, die mittels Urinteststreifen

auch nachgewiesen werden kénnen.
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2. Technische Mdoglichkeiten der Ketonkdrpermessung

Seit den 90er Jahren des vorherigen Jahrhunderts, in denen die heutzutage noch
zur Blutglukosemessung verwendeten portablen Blutglukosemessgerate (PBGM)
eingefihrt wurden (LAFFEL, 1999), konnten in der Humanmedizin auf dem
Gebiet der Ketonkorpermessung groRRe Fortschritte erzielt werden. Heute bieten
sich mehrere Maglichkeiten an, die Ketonkdrperkonzentration im Harn oder Blut
zu quantifizieren. Neben der klassischen Methode, die Ketonkorper mittels
Nitroprussidreaktion semiquantitativ im Urin, Plasma oder Serum zu bestimmen,
kann eine genauere quantitative Messung aus Serum und/ oder Plasma per PBGM
oder vollautomatischen Analysegeréten erfolgen (LAFFEL, 1999; SACKS et al.,
2011). Diese Methoden stehen seit einigen Jahren auch in der Veterindrmedizin
zur Verfigung (DUARTE et al., 2002; DI TOMMASO et al., 2009;
ZEUGSWETTER et al, 2010; WEINGART et al., 2012b, 2012a;
ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012).

2.1. Ketonkdrpermessung im Urin

Die Ketonkorpermessung in Urinproben stellt die klassische Nachweismethode
einer Ketose dar. Sie wurde in der Humanmedizin noch in den 90er Jahren
routinemaBig zur Selbstkontrolle von Diabetikern verwendet, wahrend die
Bestimmung der Blutketonkérperkonzentration vorwiegend stationdr zur
Diagnose und zum Management einer DKA durchgefiihrt wurde (LAFFEL,
1999).

Die Nitroprussidreaktion, deren Basisreaktionsmechanismus bereits 1882 von
Legal entdeckt wurde (LEGAL, 1882), bildet noch heute, in modifizierter Form,
als Tabletten oder Teststreifen die Grundlage der kommerziellen Tests (CSAKO,
1987a). Sie dient dem semiquantitativen kolorimetrischen Nachweis von AcAc
und je nach Reaktionsgemisch auch von Aceton (LEGAL, 1882; SACKS et al.,
2011). Das Vorhandensein dieser Metabolite im Urin spricht fur das Vorliegen
einer Ketondmie und ist in Kombination mit Hyperglykédmie, Glukosurie und
metabolischer Azidose diagnostisch fir eine DKA (CONNALLY, 2002;
FELDMAN & NELSON, 2004). Bei diesem Nachweis von Ketonkdrpern reagiert
in alkalischem Milieu Nitroprussidnatrium (Na-Nitroferricyanid) mit AcAc und
bildet einen violettfarbenen Komplex (SACKS et al., 2011). Bei Zugabe von

Glycin kann auf diese Weise auch Aceton nachgewiesen werden (SACKS et al.,
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2011). Die Auspragung der Ketonurie ist anhand der Farbintensitdt auf dem
Ketonkorpertestfeld der Teststreifen abzulesen oder fuhrt im Falle der
Verwendung von entsprechenden Testtabletten zu dem Farbumschlag der Probe
(SACKS et al., 2011). Die Nachweisgrenze fiir AcAc liegt bei 5-10 mg/dl (0,5—
1,0 mmol/l) (COMSTOCK & GARBER, 1990). Die Bestimmung von BHB ist
aufgrund der fehlenden Ketogruppe nur durch Modifikation des Tests moglich
und kann durch Zugabe von Wasserstoffperoxid, das PHB in AcAc umwandelt,
erfolgen (SMITH et al., 2008). Da ein Nachweis jedoch erst bei sehr hohen fHB-
Konzentrationen maglich ist, hat diese Modifizierung keinen klinischen Nutzen
(SMITH et al., 2008).

Der Test zeigt Schwachstellen, die bei dessen Einsatz bertcksichtigt werden
missen und vor allem in seiner Rolle als DKA-Diagnostikum bedeutend sind. Die
Einschéatzung des Ergebnisses anhand einer Farbskala ist untersucherabhangig und
subjektiv (BRADY et al., 2003). Es besteht demnach ein signifikantes Risiko,
falsch positive und falsch negative Ergebnisse zu erhalten (LAFFEL, 1999). Die
Anwesenheit freier Sulfhydrilgruppen (-SH) in Medikamenten, wie dem ACE-
Hemmer (ACE: angiotensin converting enzyme) Captopril, Mesna (2-
Mercaptoethansulfonat-Natrium) (GORDON-SMITH et al., 1982; CANTWELL
et al., 1986), N-Acetylcystein (POON et al., 1990; HOLCOMBE et al., 1994),
Dimercaprol oder Penicillamin, kann in Abhéngigkeit der jeweiligen
pharmakokinetischen Eigenschaften und der verabreichten Konzentration der
jeweiligen Medikamente zu falsch positiven Ergebnissen fuhren (CSAKO, 1987a;
LAFFEL, 1999). Der bei der jeweiligen Reaktion entstehende Farbton variiert
zwar leicht, kann jedoch von automatischen Analysegerdten und ungeiibtem
Personal nicht immer unterschieden werden (CSAKO, 1987a). Ein zusatzlicher
Arbeitsschritt ermdglicht es aber, ein falsch positives Ergebnis von einem richtig
positiven abzugrenzen. Durch Zugabe einiger Tropfen Eisessig auf das
Ketonkorpertestfeld des Teststreifens kommt es in Abhéngigkeit von der
Konzentration storender Substanzen zum Verblassen der Farbe (GORDON-
SMITH et al., 1982; CSAKO, 1987a; POON & HINBERG, 1990). Zu bedenken
ist ferner, dass auch stark pigmentierter Urin (Urochrome: H&moglobin,
Myoglobin u. a.) zu einem Farbumschlag fuhren kann (COMSTOCK &
GARBER, 1990; SACKS et al., 2011). Fehlinterpretationen des Tests kdnnen

besonders bei Patienten mit Hyperglykdmie zu falschen Therapieentscheidungen
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fihren und unter Umstédnden in bedrohlichen Situationen enden (VIAR et al.,
1987; CSAKO, 1990).

Falsch negative Testergebnisse sind ebenfalls mdglich, wenn die Teststreifen flr
ldngere Zeit der Luft ausgesetzt waren oder die Urinproben stark sauer sind, was
z. B. nach der Aufnahme grof3er Mengen von Ascorbinsdure zu beobachten ist
(LAFFEL, 1999; SACKS et al.,, 2011). In einer Studie enthielten 9 von 11
Behaltnisse flr Urinteststreifen, die vor weniger als 3 Monaten gedffnet worden
waren, reaktionsunféhige Teststreifen (ROSENBLOOM & MALONE, 1978). Ein
weiterer Faktor, der zu falsch negativen Ergebnissen fihren kann, ist das
Vorliegen einer bakteriellen Harnwegsinfektion, da es unter der mikrobiellen
Aktivitat zum Abbau von Ketonkdrpern kommen kann (SACKS et al., 2011).

Zusatzlich ist beim Nachweis von Ketonkdrpern im Urin auch die Nierenfunktion
ein wichtiger Faktor, der das Testergebnis beeinflussen kann, da die Exkretion der
Ketonkorper von der GFR abhéangig ist (COMSTOCK & GARBER, 1990;
FELDMAN & NELSON, 2004). So kann das Vorliegen einer
Nierenfunktionsstérung zu nicht verlasslichen Ergebnissen fihren (BRADY et al.,
2003). Ein nicht zu unterschatzendes Problem fir die Bestimmung aus Urin kann
zudem ein dehydratationsbedingter Urinmangel darstellen, da bei einer minimal
gefiillten Harnblase die sonographiegestiitzte Zystozentese nicht oder nur schwer
durchfuhrbar ist (BRADY et al., 2003; ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009).

Der Einsatz von Eisen(lll)-chlorid bietet eine weitere Mdglichkeit die AcAc-
Konzentration im Urin semiquantitativ. zu bestimmen (COMSTOCK &
GARBER, 1990). Hierbei werden einige Tropfen der zu testenden Probe zu einer
10%igen Eisen(lll)-chlorid-Ldsung gegeben, woraufhin sich ein Niederschlag
bildet, der sich unter weiterer Zugabe von Urin auflost (COMSTOCK &
GARBER, 1990). Dieses Verfahren hinterldsst einen burgunderroten
Farbumschlag, dessen Intensitdt mittels einer Farbskala bewertet wird
(COMSTOCK & GARBER, 1990). Auch bei dieser Methode sind bei
Anwesenheit unterschiedlicher Substanzen, wie Salizylate, Antipyrine, Phenole,
Acetate und Cyanate, falsch positive Ergebnisse moglich (COMSTOCK &
GARBER, 1990). Dem kann durch vorheriges Aufkochen der Probe vorgebeugt
werden (COMSTOCK & GARBER, 1990). Das Testverfahren mittels Eisen(l11)-
chlorid wird jedoch in den kommerziell erhdltlichen Tests nicht verwendet. Die

heutigen Urintestmethoden in der Human- und Veterindrmedizin basieren
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aufgrund der vorteilhafteren Handhabung und des schnell vorliegenden
Ergebnisses auf der Nitroprussidreaktion (FELDMAN & NELSON, 2004,
BARSANTI, 2011; SACKS et al., 2011).

Trotz der erwdhnten Nachteile werden die Nitroprussidteststreifen heutzutage
immer noch standardméBig zur Diagnose der DKA bei Katzen und Hunden
verwendet (BRADY et al, 2003; FELDMAN & NELSON, 2004;
ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). In der Humanmedizin gelten hingegen
bereits andere Empfehlungen. Die American Diabetes Association und andere
Experten sehen in der Nitroprussidreaktion lediglich einen zuséatzlichen Test, der
bei der Diagnose einer DKA nur begleitend zu anderen Verfahren eingesetzt wird
und ferner nicht geeignet ist, um den Therapieerfolg zu Uberwachen
(GOLDSTEIN et al., 2004; SACKS et al., 2011). Der Test wird in Bezug auf
Diagnose und Monitoring als nicht ausreichend verldsslich beurteilt
(GOLDSTEIN et al., 2004).

2.2. Ketonkdrpermessung im Plasma und Serum

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, Ketonkorper im Plasma oder Serum
nachzuweisen. Die meisten in der Praxis verfligbaren Diagnostika sind die bereits
vorgestellten  Teststreifen (siehe auch Kapitel 11.2.1.), die auf der
Nitroprussidreaktion basieren und nicht nur fur Urin- sondern auch fiir Plasma-
und Serumproben verwendet werden konnen (FRASER et al., 1965; BRADY et
al., 2003; ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). Der Einsatz von Urinteststreifen
bei Hunden und Katzen fir die Ketonkdrperbestimmung im Plasma wurde
erstmals von BRADY und Mitarbeitern (2003) untersucht. Sie demonstrierten,
dass die Teststreifen auch bei Untersuchung von Plasmaproben nutzbar sind, um
eine Ketose bei diabetischen Tieren nachzuweisen, und ermittelten eine 93%ige
Testeffizienz (100 % Sensitivitat und 83 % Spezifitat) fir den Einsatz bei Katzen
(BRADY et al., 2003). Als Goldstandard fiir diese Studie diente der
Ketonkorpernachweis im Urin mit den gleichen Teststreifen. In diesem
Zusammenhang wurde die Testeffizienz definiert als der prozentuale Anteil der
Plasmateststreifenergebnisse, die mit den Urinergebnissen ubereinstimmten
(BRADY et al., 2003). In einer weiteren Studie wurden ahnliche Ergebnisse
ermittelt, und es wurde gezeigt, dass die Teststreifen ein sinnvolles Instrument
darstellen, um eine DKA auszuschlieBen und dass, ganz im Gegensatz zu einer

negativen Urinprobe, ein negatives Ergebnis im Plasmatest keine weiteren
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Screeningtests erfordert (ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). Neben der
Ketonkoperbestimmung aus Plasmaproben mittels Teststreifen erfolgte in
derselben Studie die Verifizierung von Ketonkorpern in Urinproben im
Streifentest. Als Goldstandard fiir den Vergleich der Ergebnisse wurde hier die
enzymatisch spektrophotometrische Messung von BHB im Plasma gewdhlt
(ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). Urin- und Plasmaergebnisse zeigten zwar
eine positive Korrelation (r = 0,70; p < 0,001), dabei war aber eine signifikante
Abweichung der Ergebnisse erkennbar (ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). Es
ergab sich eine Sensitivitat und Spezifitat von 100 % bzw. 88 % fiir Plasma sowie
82 % bzw. 95 % fir Urin (ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009). Die zuvor bereits
erlauterten Nachteile der Teststreifen, wie potenziell falsch positive oder falsch
negative Resultate bei Anwendung bestimmter Medikamente sowie die
Empfindlichkeit der Teststreifen bezuglich der Lagerung, bleiben auch bei
Nutzung von Plasma bestehen. Ferner kann auch in diesem Testverfahren die
Bestimmung von BHB nicht durchgefiihrt werden. Damit ist auch dieser Test
unter Vorbehalt anzuwenden (BRADY et al., 2003; ZEUGSWETTER &
PAGITZ, 2009).

Die weitaus verlasslicheren Tests messen mittels verschiedener Methoden
spezifisch  die  PHB-Konzentration im  Blut. Darunter sind die
Gaschromatographie, die Kapillarelektrophorese und der kolorimetrische oder
enzymatische Nachweis zu nennen (SACKS et al., 2011). Die heutzutage am
weitesten verbreitete und in der Routinediagnostik verwendete Messmethode
basiert auf der enzymatischen BHBDH-Methode. Sie wird sowohl im Labor, als
auch in modifizierter Form bei den portablen Ketonkdrpermessgeraten verwendet
(MCMURRAY et al., 1984; KOCH & FELDBRUEGGE, 1987; PORTER et al.,
1997; BYRNE et al., 2000). Diese Methode zeichnet sich im Vergleich zu den
anderen Verfahren durch eine vereinfachte und schnellere Technik aus
(MCMURRAY et al., 1984; KOCH & FELDBRUEGGE, 1987; PORTER et al.,
1997).

Dem Hauptketonkdrper BHB kommt eine wichtige diagnostische Bedeutung zu
(LAFFEL, 1999; WEINGART et al., 2012a). Er hat im Gegensatz zu AcAc den
Vorteil, relativ stabil zu sein (FRITZSCHE et al., 2001) und ist bei 4°C in
Vollblutproben bis zu 24 Stunden, in Serum oder Plasma bis zu einer Woche und
bei -20°C sogar fir mehrere Wochen stabil (SACKS et al., 2011).
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2.2.1. Goldstandard der B-Hydroxybutyratmessung

Die enzymatische Methode zur Messung von BHB wurde erst mit den technischen
Moglichkeiten, BHBDH isolieren zu kdnnen, realisierbar. Sie stellt eine sensitive
und hochspezifische Messmethode dar (COMSTOCK & GARBER, 1990). Sie
wurde 1962 von WILLIAMSON und Mitarbeitern (1962) eingefuhrt und wurde
im Laufe der Zeit immer weiter modifiziert (WILLIAMSON et al.,, 1962,
CUTHBERT & ALBERTI, 1978; LI et al., 1980; MOORE et al.,, 1982;
MCMURRAY et al., 1984; KOCH & FELDBRUEGGE, 1987). Die Methode
kann heute in der Kinetischen spektrophotometrischen Messung als der
Goldstandard der PHB-Messung angesehen werden, die routinemé&Rig in den
meisten Labors verwendet wird (SACKS et al., 2011). Sie basiert auf der in
alkalischem Milieu (pH 8,5-9,5) ablaufenden Umsetzung von BHB zu AcAc
mittels BHBDH und dem dabei beteiligten Coenzym NAD* (SACKS et al., 2011).
NAD* dient als Oxidationsmittel der Reaktion und nimmt das Elektron von fHB
auf, wobei AcAc und NADH + Wasserstoff (H*) entstehen.

Die Messung der umgesetzten NAD*- und BHB-Menge erfolgt im automatischen
Analysegerat mittels Spektralphotometrie (LI et al., 1980; KOCH &
FELDBRUEGGE, 1987). Dies ist eine besondere Art der Photometrie, bei der die
Probe mit monochromatischem Licht einer festgelegten Wellenldnge
(NAD*/NADH: 260 oder 340 nm) durchleuchtet und die Transmission dieses
Lichts mittels einer Photozelle gemessen wird, die an eine Intensititsanzeige
angeschlossen ist. NAD* und NADH zeigen beide ein Absorptionsmaximum bei
einer Wellenldnge von 260 nm. Durch Unterschiede im Nikotinamidring der
oxidierten im Vergleich zur reduzierten Form zeigt jedoch nur NADH ein
zusatzliches Absorptionsmaximum bei 340 nm. Die Zunahme der Absorption ist
direkt proportional zu der Menge an NADH. Diese ist &quivalent zu der
umgesetzten Konzentration an BHB in der Probe (SCHWEDT, 2007; HARRIS,
2014). Je nach verwendetem Analysesystem kann die Messung aus Vollblut,
Serum- oder Plasmaproben erfolgen (SACKS et al., 2011).

2.2.2. Portable Ketonkdrpermessgeréate
Die zu den In-vitro-Diagnostika z&hlenden portablen Ketonkorpermessgeréte sind
sowohl im Heimgebrauch als auch im klinischen Bereich einsetzbar (SACKS et

al., 2011). Die meisten Geréte verfiuigen ber eine duale Funktion und kdnnen
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zusatzlich zur Blutglukose- auch die Ketonkdrperkonzentration mittels
substratspezifischer elektrochemischer (amperometrischer) Sensorstreifen messen
(BYRNE et al, 2000). Der dieser Sensorik zugrunde liegende
Reaktionsmechanismus basiert wie der Laborstandard auf der enzymatischen
BHBDH-Methode und ermdglicht die quantitative Bestimmung der kapillaren
oder venosen PHB-Konzentration (BYRNE et al., 2000). Nach dem Aufbringen
des bendtigten Blutprobenvolumens erfolgt in mehreren aufeinanderfolgenden
Reaktionsschritten die Oxidation von BHB zu AcAc mit paralleler Reduktion von
NAD* zu NADH und der anschlielenden Reoxidation von NADH zu NAD*
mithilfe eines Redoxmediators (BYRNE et al., 2000). Der Redoxmediator wird
im letzten Schritt selbst oxidiert und der durch den dabei stattfindenden
Elektronentransport erzeugte elektrische Strom, der von der Arbeitselektrode des
Gerites gemessen wird, ist proportional zu der in der Probe befindlichen fHB-

Konzentration (BYRNE et al., 2000) (Abbildung 5).

1. BHB + NAD* «——— AcAc + NADH + H*

2. NADH + Redoxmediator (ox.) ——— NAD"* + Redoxmediator (red.)

3. Redoxmediator (red.) ——— Redoxmediator (ox.)

Abbildung 5: Reaktionsschritte der PHB-Bestimmung aus Blut mittels portablem
Ketonkorpermessgerat (AcAc = Acetoacetat, BHB = p-Hydroxybutyrat, H* =
Wasserstoff, NAD* = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidiert)) NADH =
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduziert), ox. = oxidiert, red. = reduziert) (modifiziert
nach ABBOTT DIABETES CARE INC., 2006).

Alle fir die Messung benétigten Substanzen sind auf einer Arbeitselektrode
aufgebracht. Zusatzliche Elektroden arbeiten als Referenzelektroden oder dienen
der Erkennung des aufgebrachten Probenvolumens. Das Anlegen eines konstanten
geringen elektrischen Stromes sorgt dafiir, dass potenzielle Interferenzen durch
reduzierende Stoffe, wie z. B. Vitamin C, Harnsidure oder Acetaminophen,
minimiert werden (ABBOTT DIABETES CARE INC., 2006).
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2.2.2.1. Portable Ketonkdrpermessgerate in der Humanmedizin

Portable Ketonkdrpermessgerate zur Messung von BHB aus Kapillarblut werden
in der Humanmedizin bereits seit den 90er Jahren genutzt (LAFFEL, 1999). Diese
Ketonometer liefern im Vergleich mit Labor- und Referenzmethoden prazise und
valide Messwerte (BYRNE et al., 2000; NOYES et al., 2007; JANSSEN et al.,
2010). In verschiedenen Studien konnten die Vorteile von Ketonometern
gegenuiber den Nitroprussid-Urinteststreifen aufgezeigt werden (GUERCI et al.,
2003; TABOULET et al., 2004; GUERCI et al., 2005; HARRIS et al., 2005;
LAFFEL et al., 2006; KLOCKER et al., 2013). Die portablen Ketonometer waren
vor allem in Notfallambulanzen von groRem Nutzen. lhr Einsatz ersetzt
zeitintensivere Diagnostik und kann im Falle einer DKA zum fruhestmdglichen
Beginn der notwendigen Therapie fihren (HAM et al., 2004; TABOULET et al.,
2004; HARRIS et al., 2005; NAUNHEIM et al., 2006; CHARLES et al., 2007;
ARORA et al., 2011). Eine weitere Einsatzmdglichkeit liegt im Bereich des
Monitorings der DKA-Therapie, da sowohl die Auspragung der Ketonurie, als
auch die Hohe der Blutglukose keine zuverlassigen Parameter zur Kontrolle des
Therapieerfolges sind (UMPIERREZ et al., 1995; WIGGAM et al., 1997;
LAFFEL, 1999). Die Echtzeit-Kontrolle der BHB-Konzentration aus Blutproben
mithilfe eines Ketonometers ermdglicht dagegen eine verlassliche und angepasste
Insulintherapie, wodurch Behandlungszeiten verkdrzt werden kénnen (WIGGAM
et al, 1997; NOYES et al, 2007). So wird das Risiko einer
insulintherapiebedingten Hypoglykamie reduziert, und unnétige Kosten kénnen
vermieden werden (VANELLI et al., 2003).

Auch bei der Selbstkontrolle von Patienten mit DM erweisen sich die Geréte als
natzlich und werden von der American Diabetes Association und anderen
Experten empfohlen (GOLDSTEIN et al., 2004; LAFFEL et al., 2006). Der
direkte Nachweis von BHB aus Kapillarblut oder Serum ist ein guter Indikator fr
die aktuelle Stoffwechselsituation des Patienten (PRISCO et al., 2006) und ein
sensitiverer Nachweis fir eine Ketose als die Bestimmung der AcAc-
Konzentration mittels Urinteststreifen-Untersuchung (GORMAN et al.; 2016).
Die BHB-Konzentration sollte besonders beim Auftreten von Erkrankungen, bei
denen ein signifikantes Risiko einer ketotischen Dekompensation besteht,
regelméliig kontrolliert werden (GUERCI et al., 2005; LAFFEL et al., 2006).
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2.2.2.2. Portable Ketonkdrpermessgerate zum Einsatz bei Katzen

Portable Blutglukosemessgerdte werden schon seit vielen Jahren in der
Veterindrmedizin genutzt (WESS & REUSCH, 2000; VAN DE MAELE et al.,
2005) und bereits eigens fiir die Verwendung bei Tieren hergestellt (Wellion®Vet
GLUCO CALEA, Med Trust Handelsges.m.b.H., Marz, Osterreich;
AlphaTRAK™, Abbott Animal Health, Abbott Park, Illinois, Vereinigte Staaten
von Amerika). Dagegen ist der Einsatz von portablen Ketonometern noch
vergleichsweise selten (HOENIG et al., 2008; DI TOMMASO et al., 2009;
HENDERSON & SCHLESINGER, 2010; WEINGART et al, 2012b;
ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Die bislang in der Veterindrmedizin
eingesetzten Gerdte stammen aus der Humanmedizin. Da sie fur Menschen
konzipiert wurden und mit humanen Plasmaproben kalibriert werden, sind diese
vor der Anwendung in der Diagnostik bei Katzen erst fur den Einsatz bei dieser
Spezies zu validieren. Nur so koénnen verlassliche Messungen gewaéhrleistet
werden. Seit dem 2. Quartal 2016 wurde mit dem PBGM Wellion®Vet BELUA
(Wellion®Vet, Med Trust Handelsges.m.b.H., Marz, Osterreich) erstmals ein
veterindrmedizinisches Gerdt auf dem Markt gebracht, das sowohl fur die
Messung der Blutglukose-, als auch der Ketonkdrperkonzentration bei Katzen und
Hunden entwickelt wurde. Tierartspezifische Code-Chips, die bei jeder neuen
Teststreifenpackung zur Kalibrierung des Gerates verwendet werden mussen,
sollen genaue Messergebnisse fir die jeweilige Tierart gewahrleisten. Das Gerét
benétigt ein Blutvolumen von 0,8 ul. Es liegen jedoch keine Angaben zur
Richtigkeit und zur Préazision dieses Gerétes vor (WELLIONOVET MEDTRUST
HANDELSGES.M.B.H., 2016).

Es gibt aktuell 2 humanmedizinische Gerate, die in verschiedenen Studien fur den
Einsatz bei Katzen validiert wurden, und unter Beachtung der Einschrankungen
des Gerates verwendet werden kénnen (HOENIG et al., 2008; WEINGART et al.,
2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). HOENIG und Mitarbeiter (2008)
untersuchten mit dem Precision Xtra™ (Abbott Diabetes Ltd., Witney,
GroRbritannien) erstmals ein Ketonkorpermessgerét bei einer kleinen Gruppe von
Hunden (n = 17) und Katzen (n

3). Sie demonstrierten mittels
Regressionsanalyse einen starke Korrelation zwischen Referenzmethode und
Ketonometer-Messmethode (Steigung: 0,717 + 0,058; p < 0,001) mit

vergleichbaren Messwerten (ber einen weiten Messbereich. Die beim korrekten
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Vergleich von Messmethoden idealerweise einzusetzende graphische Darstellung
mittels Bland-Altman-Diagramm wurde in dieser Studie nicht durchgefihrt.
ZEUGSWETTER und REBUZZI (2012) bestatigten den Verdacht, dass das
Precision Xtra™ ein geeignetes diagnostisches Mittel darstellt, um die BHB-
Konzentration von Katzen zu messen. Sie untersuchten eine Gruppe von 43 an
DM erkankten Katzen. Das Gerat wies im Vergleich mit der Referenzmethode
mittels Streudiagramm nach Bland-Altman bei niedrigen bis mittleren
Konzentrationen  verldssliche Ergebnisse ~ sowie  eine  akzeptable
Reproduzierbarkeit auf (ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Bei hoéheren
BHB-Werten war jedoch ein negatives Bias von bis zu 9 mmol/l (median -3,3
mmol/l; 95 % CI. -0,78 bis -8,97 mmol/l) festzustellen. Der
Korrelationskoeffizient nach Spearman ergab insgesamt eine gute Korrelation
beider Methoden (r = 0,97; p < 0,001). Bei Werten > 6 mmol/l zeigte sich keine
Korrelation (r = -0,05; p = 0,898). Dies spiegelt wieder, dass das Gerat nur flr
einen BHB-Konzentrationsbereich bis 6 mmol/l konzipiert wurde. WEINGART
und Mitarbeiter (2012b) konnten beim Modell Precision Xceed (Abbott Diabetes
Ltd., Witney, Grof3britannien), das ein Probenvolumen von 1,5 pul bendtigt, eine
ahnliche Tendenz feststellen. Sie untersuchten eine Gruppe von insgesamt 62
Katzen (Kontrollgruppe gesund: n = 11, DM-Gruppe: n = 51) und zeigten mittels
Streudiagramm nach Bland-Altman, dass bei Werten < 4 mmol/l eine gute
Ubereinstimmung mit der Referenzmethode bestand. Bei Konzentrationen > 4
mmol/l nahm die Ubereinstimmung allerdings ab. Somit war klar, dass die Werte
vom Ketonometer in 83 % der Falle (20 von 24 Katzen) unterschétzt wurden. Der
Korrelationskoeffizient nach Pearson zeigte eine gute Gesamtkorrelation (r =
0,95; p < 0,01), aber deutliche Unterschiede bei getrennter Betrachtung der
Konzentrationsbereiche < und > 4 mmol/l (<4 mmol/l: r = 0,97; p < 0,01 und > 4
mmol/l: r = 0,32; p < 0,01). WEINGART und Mitarbeiter (2012b) untersuchten
zusétzlich  die  Verwendung von  Kapillarblut  (n = 17) und
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Blut (n = 11) als Probenmaterial fir das
Precision Xceed. Waéhrend die Ergebnisse der Kapillarblutproben eine gute
Ubereinstimmung mit denen der vendsen Blutproben zeigten (r = 0,999; p < 0,01),
war die Verwendung von EDTA-Blut nicht zu empfehlen (WEINGART et al.,
2012b). Hier traten signifikante Unterschiede zwischen Ketonometer und
Referenzmethode mit Abweichungen von -0,2 bis 5,3 mmol/l auf (r = 0,58; p <

0,01). Das Gerét zeigte im Vergleich zur Referenzmethode eine akzeptable Inter-
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Assay- und Intra-Assay-Prazision (Tabelle 5) (WEINGART et al., 2012b).

Trotz dieser Einschrankungen kdnnen beide Geréte zur Diagnostik einer DKA bei
der Katze verwendet werden (WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012). Besonders in den Féllen, in denen keine Blutgasanalyse
moglich ist, kann die BHB-Messung bei Kenntnis der spezifischen Cut-off-Werte
die Diagnose DKA ermdglichen (WEINGART et al., 2012b). In den Studien von
WEINGART und Mitarbeitern (2012b) und ZEUGSWETTER & REBUZZI
(2012) wurden ferner mittels ROC-Analyse (ROC: receiver operating
characteristic) pHB-Cut-off-Werte zur Diagnose einer DKA ermittelt. Der von
WEINGART und Mitarbeitern (2012b) bestimmte PBHB-Cut-off fir die
Referenzmethode im Labor lag bei 2,4 mmol/l (100 % Sensitivitat (95 % CI:
83,9-100 %) und 86,7 % Spezifitat (95 % CI: 69,3-96,2 %)). Bei einer BHB-
Konzentration unter diesem Wert ist eine DKA bei der Katze relativ
unwahrscheinlich (WEINGART et al., 2012a). ZEUGSWETTER und REBUZZI
(2012) ermittelten anhand der Daten von 138 diabetischen Katzen (217
Datensatze) fir das Precision Xtra™ einen Wert von 2,55 mmol/l (94 %
Sensitivitdt ( 95 % CI: 83-99 %) und 68 % Spezifitat (95 % Cl: 59-74 %)). Ein
BHB-Wert < 2,55 mmol/l erlaubt deren Ergebnis zufolge den Ausschluss einer
Ketoazidose und sollte weitere Diagnostik nach sich ziehen (ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012).

Die portablen Ketonkodrpermessgerate bieten damit eine sinnvolle Ergdnzung bei
der Diagnosestellung der DKA bei der Katze (WEINGART et al., 2012b;
ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Doch sollten bei Verdacht immer
zusatzliche diagnostische Malinahmen durchgefiihrt werden, da die Diagnose der
DKA auf der Basis mehrerer Testergebnisse erfolgen sollte (DUARTE et al.,
2002; WEINGART et al., 2012a). Tabelle 4 und 5 geben eine Ubersicht (iber die

bereits fur Katzen validierten Gerdte und die ermittelten Studienergebnisse.
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Tabelle 4: Fiur Katzen validierte humanmedizinische portable Ketonometer. Die Ketonometer stammen von der Firma Abbott Diabetes Ltd., Witney,
GroRbritannien (BHB = B-Hydroxybutyrat, EDTA = Ethylendiamintetraacetat, et al. = et alii, k. A. = keine Angabe, Li-Heparin = Lithium-Heparin, mmol/l =

Millimol pro Liter, pl = Mikroliter).

Literaturangabe Ketonometer | Messmethode | Probenvolumen Probenart Messmethode der Probenart Untersuchte
Ketonometer (un Ketonometer Referenzmethode Referenzmethode Parameter
und BHB- (Antikoagulans)
Messbereich
(mmol/l)
HOENIG et al., 2008 Precision enzymatisch, 10 vengdses Vollblut enzymatisch, vendses Plasma venose BHB-
Xtra™ amperometrisch 0,1-6,0 kinetisch, (k. A) Konzentration
spektrophotometrisch
WEINGART et al., Precision enzymatisch, 15 venoses Vollblut, enzymatisch, venodses Plasma vendse, kapillare und
2012 Xceed amperometrisch 0-8,0 Kapillarblut, EDTA- kinetisch, (Li-Heparin) EDTA-BHB-
Blut spektrophotometrisch, Konzentration
ZEUGSWETTER & Precision enzymatisch, 10 venodses Vollblut enzymatisch, vendses Plasma venose BHB-
REBUZZI, 2012 Xtra™ amperometrisch 0,1-6,0 Kinetisch, (k. A.) Konzentration
spektrophotometrisch
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Tabelle 5: Validierungsergebnisse der portablen Ketonometer. Die Ketonometer stammen von der Firma Abbott Diabetes Ltd., Witney, GroBbritannien (BHB =
B-Hydroxybutyrat, CV = Variationskoeffizient, EDTA = Ethylendiamintetraacetat, et al. = et alii, k. A. = keine Angabe, Konz. = Konzentration, mittl. = mittlere,
mmol/l = Millimol pro Liter, niedr. = niedrige, p = p-Wert, r = Korrelationskoeffizient, Ref. = Referenzmethode, Sens. = Sensitivitat, Spez. = Spezifitat).

Literaturangabe Ketonometer BHB-Messbereich Differenz Ketonometer | Inter-Assay-Prazision Intra-Assay-Prazision Inter-Assay- und
Ketonometer und und Referenzmethode Ketonometer CV (%) Ketonometer CV (%) Intra-Assay-
Referenzmethode (mmol/l) mit Prazision Referenz
(mmol/l) Korrelationskoeffizient CV (%)
und p-Wert

HOENIG et al., 2008 | Precision Xtra™ k. A k. A k. A k. A k. A

WEINGART et al., Precision Xceed 0-7,4 (Ketonometer) | -5,5-1,9 (> 4 mmol/l) niedr. Konz.: 8,1 niedr. Konz: 1,2 Inter-Assay: 3,7

2012 0-12,2 (Ref.) r (=4 mmol/l) = 0,32; hohe Konz.: 2,6 mittl. Konz.: 6,6 Intra-Assay: 8,8

p <0,01

-0,9-0,6 (< 4 mmol/l)
r (<4 mmol/l) =0,97;
p<0,01

r (gesamt) = 0,95;
p<0,01

hohe Konz.: 1,9

Gesamtprézision: 2,8

ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012

Precision Xtra™

0-6,0 (Ketonometer)
0,0-13,8 (Ref.)

-9,0-0,2

r (gesamt) = 0,97;

p < 0,001 (< 6 mmol/l)
r (> 6 mmol/l) = -0,05;
p =0,898

k. A.

niedr. Konz: 29,4
mittl. Konz.: 5,2
hohe Konz.: 6

k. A.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Studienziel und Material

In dieser Studie wurde das fur die Humanmedizin entwickelte portable
Blutglukose- und Ketonkorpermessgerat GlucoMen® LX PLUS (A. Menarini
Diagnostics GmbH, Florenz, Italien) zur Messung der ventdsen und kapillaren
BHB-Konzentration bei Katzen validiert und spezifische BHB-Cut-off-Werte
ermittelt, um zum einen eine diabetische Ketoazidose zu diagnostizieren und zum
anderen einen gut eingestellten diabetischen Patienten zu identifizieren. Das letzte
Studienziel bestand darin, die anhand eines Urinteststreifens gemessene Urin-
Ketonkorperkonzentration mit den mittels GlucoMen® LX PLUS und der
spektrophotometrischen Referenzmethode gemessenen BPHB-Konzentrationen aus

Vollblut und Serum zu vergleichen.

Im prospektiven Teil der Studie wurden insgesamt 80 Proben vendsen und 22
Proben kapillaren Blutes untersucht. Die Blutproben stammen von Katzen, die im
Zeitraum von Juli bis Dezember 2014 an der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen vorgestellt und bei denen im Rahmen
von Untersuchungen und Behandlungen aus anderen Griinden Blutentnahmen
durchgefuhrt wurden. Eine Teilmenge des entnommenen vendsen Blutes wurde
zur Validierung des GlucoMen® LX PLUS verwendet. Zur Ermittlung
spezifischer BHB-Cut-off-Werte wurden zusétzlich zu den prospektiv
gesammelten Proben 27 ventse Blutproben von Katzen retrospektiv analysiert.
Die Studie wurde als genehmigungspflichtiger Tierversuch mit der Nummer 55.2-

1-54-2532-2-2014 von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

1.1. Gruppenzuordnung

Zur Validierung des Messgerats wurden prospektiv Blutproben von 2
unterschiedlichen Gruppen untersucht. Die Patientengruppe (n = 26) umfasste an
DM erkrankte Tiere. Die Kontrollgruppe (n = 12) wurde von klinisch gesunden
Tieren gebildet. Ein DM wurde wie folgt definiert: das Vorhandensein klinischer
Symptome (Polyurie, Polydipsie, Polyphagie), persistierende Hyperglykdmie >
8,3 mmol/l (150 mg/dl), Glukosurie, und erhdhtes Fruktosamin >340 pumol/l. Die

klinisch gesunden Tiere wurden als gesund eingestuft, wenn sowohl in der
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klinischen Untersuchung, als auch in den Laboruntersuchungen keine Hinweise
auf eine Erkrankung bestanden. Eine diabetische Ketoazidose wurde wie folgt
definiert: das Vorhandensein Kklinischer Symptome (Apathie, Anorexie,
Erbrechen, Dehydratation), metabolische Azidose mit einem pH-Wert < 7,27 und/
oder einer Bikarbonatkonzentration (HCO3s) < 14 mmol/l und einer AG > 20, 6
mmol/l, Hyperglykdmie > 11,1 mmol/lI (200 mg/dl) mit oder ohne Ketonurie. Ein
Diabetiker wurde als gut eingestellt eingestuft, wenn nur geringe klinische
Symptome (Polyurie, Polydipsie, Polyphagie) auftraten; die Blutglukose im
Tagesprofil < 13,8 mmol/l (250 mg/dl) und/oder der Fruktosaminwert < 450

umol/l lag.

1.2.
Fir jedes Studienziel (1. Validierung des GlucoMen® LX PLUS; 2. Ermittlung
von BHB-Cut-off-Werten fir GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode; 3.
Vergleich des Nitroprussid-Urinteststreifen mit GlucoMen® LX PLUS und

Patientengut

Referenzmethode) wurde ein unterschiedliches Patientengut untersucht. Tabelle 6

gibt eine Ubersicht der unterschiedlichen Patientengruppen dieser Studie.

Tabelle 6: Ubersicht der Patientengruppen der jeweiligen Studienziele (BHB = B-
Hydroxybutyrat, DKA = diabetische Ketoazidose, DM = Diabetes mellitus, GM =
GlucoMen® LX PLUS, n = Patientenanzahl, Referenz = Referenzmethode).

Patientengut 1

Patientengut 2.1

Patientengut 2.2

Patientengut 3

DM (n = 26) DM (n =39) DM (n = 39) DM (n =32)
gesund (n =12) gesund (n =12)
Studienziel Validierung GM | BHB-Cut-off- BHB-Cut-off- Vergleich
Wert DKA- | Wert DM- | Nitroprussid-
Diagnose Einstellung Urinteststreifen
Anzahl der | 68 (GM) 43 (GM) 65 (GM) 35 (GM)
Werte 68 (Referenz) 18 (Referenz) 34 (Referen?) 18 (Referen?)

Patientengut 1
Zur Validierung des GlucoMen® LX PLUS wurden prospektiv die Daten von

Diabetikern (n = 26) und Kklinisch gesunden Tiere (n = 12) verwendet. Es wurden

insgesamt 80 Proben vendsen und 22 Proben kapilléren Blutes von 38 Katzen, die
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an der Medizinischen Kileintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen vorgestellt wurden, untersucht. In der Gruppe der diabetischen Katzen
waren stabile Diabetiker sowie Tiere, die sich in einem Kkritischen Zustand
befanden und Laborverédnderungen im Sinne einer DK (pH > 7,27; HCOs'; > 14
mmol/l; AG < 20, 6 mmol/l; Blutglukose > 11,1 mmol/l (200 mg/dl) und ggf.
Ketonurie) oder DKA (pH < 7,27; HCOz7; < 14 mmol/l; AG > 20, 6 mmol/I;
Blutglukose > 11,1 mmol/l (200 mg/dl); und/oder Ketonurie) aufwiesen. Unter
den Tieren befanden sich sowohl neu diagnostizierte Diabetiker als auch Tiere,
die bereits mit Insulin behandelt wurden. Die Gruppe der Klinisch gesunden Tiere
wurde von Katzen gebildet, die an der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen vorgestellt und denen im Rahmen einer
Gesundheitsvorsorge Blut enthnommen wurde. Das Alter der Katzen in der
Kontrollgruppe betrug zwischen 3 Monaten und 10 Jahren (Median 8 Monate). In
dieser Gruppe waren 9 Européisch Kurzhaar, ein Perser-Mischling, eine Maine
Coon, und eine Bengalkatze vertreten. Die Gruppe umfasste 6 ménnlich intakte, 2
weiblich intakte, 2 ménnlich kastrierte und 2 weiblich kastrierte Katzen. In der an
DM erkrankten Gruppe lag das Alter der Tiere zwischen 7 und 18 Jahren (Median
12 Jahre). In dieser Gruppe waren 19 Europdisch Kurzhaar, eine Norwegische
Waldkatze, eine Siamkatze, ein Siam-Mischling, eine Heilige Birma, eine
Russisch Blau, ein Européisch Langhaar-Mischling, und ein Angora-Mischling
vertreten. Es wurden Blutproben von 18 maénnlich kastrierten und 8 weiblich
kastrierten Katzen entnommen.

Zum Methodenvergleich wurden insgesamt 68 Messwerte der Diabetikergruppe
verwendet. Zur Berechnung der Variationskoeffizienten wurden jeweils 2 Proben

der Diabetiker und 2 Proben der Kontrollgruppe verwendet.

Patientengut 2
Das Patientengut 2 zur Ermittlung von BHB-Cut-off-Werten zur Diagnose einer

DKA oder zur Beurteilung der Einstellung des DM fiir GlucoMen® LX PLUS und
Referenzmethode wurde von 2 verschiedenen Gruppen gebildet. Mit den Daten
des Patientengutes 2.1 wurde der PHB-Cut-off-Wert zur Diagnose einer DKA
ermittelt. Mit den Daten des Patientengutes 2.2 der PHB-Cut-off-Wert zur

Beurteilung der Diabetes-mellitus-Einstellung.
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Patientenqut 2.1

Zur Ermittlung der PHB-Cut-off-Werte zur Diagnose einer DKA fiir GlucoMen®
LX PLUS und Referenzmethode wurden die Werte der in dieser Studie prospektiv
untersuchten Diabetiker (GlucoMen® LX PLUS n = 22; Referenzmethode n = 18)
verwendet. Die Daten wurden in die Untersuchung aufgenommen, wenn
zeitgleich mit der PHB-Bestimmung mittels GlucoMen® LX PLUS oder der
Blutprobenentnahme zur spiteren BHB-Referenzmessung eine Blutgasanalyse
durchgefiihrt wurde. Zur Ermittlung der BHB-Cut-off-Werte fir den GlucoMen®
LX PLUS wurden zusatzlich retrospektiv. Werte von Diabetikern (n = 21)
verwendet, die im Zeitraum von Marz 2012 bis September 2016 an der
Medizinischen Kileintierklinik vorgestellt und bei denen im Rahmen von
notwendigen Untersuchungen die BHB-Konzentration mittels GlucoMen® LX
PLUS im Blut bestimmt und eine Blutgasanalyse durchgefihrt wurde. 4 Tiere
waren sowohl in der retrospektiven als auch in der prospektiven Gruppe vertreten.
Die Tiere wurden basierend auf den Laborbefunden und den Klinischen
Symptomen in 2 Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 = DKA (pH < 7,27; HCOs; < 14
mmol/l; AG > 20, 6 mmol/I; Blutglukose > 11,1 mmol/l (200 mg/dl); und/oder
Ketonurie); Gruppe 2 = alle tbrigen Diabetiker. Die Katzen in der DKA-Gruppe
zeigten Symptome, die mit einer DKA vereinbar waren und verbesserten sich
unter Infusions- und Insulintherapie. Im Patientengut 2.1 lag das Alter der Tiere
zwischen 5 und 18 Jahren (Median 11 Jahre). Bei einer Katze lag keine
Altersangabe vor. In dieser Gruppe waren 30 Européisch Kurzhaar, 2
Norwegische Waldkatzen, ein Siam-Mischling, eine Heilige Birma, eine
Perserkatze, 2 Russisch Blau, ein Europdisch Langhaar-Mischling, und ein
Angora-Mischling vertreten. Es wurden Blutproben von 25 mannlich kastrierten
und 14 weiblich kastrierten Katzen entnommen.

Patienten konnten mehrfach verwendet werden, wenn sie zu verschiedenen
Zeitpunkten vorgestellt wurden. Firr den GlucoMen® LX PLUS wurden 43
Datensitze von 39 Katzen zur Ermittlung des BHB-Cut-off-Werts zur Diagnose
einer DKA analysiert. Fir die Referenzmethode konnten allerdings nur 18
Datensétze von 18 Katzen analysiert werden, da nicht bei allen Patienten, die flr
die Analyse mittels GlucoMen® LX PLUS verwendet wurden, Serum

zurtickgestellt wurde.



111. Material und Methoden 37

Patientenqut 2.2

Zur Ermittlung der pHB-Cut-off-Werte zur Beurteilung der Einstellung des DM
fir GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode wurden Werte (n = 26) der in
dieser Studie prospektiv untersuchten Diabetiker (n = 23) und die Werte (n = 12)
der gesunden Kontrollgruppe (n = 12) verwendet. Die Daten der Diabetiker
wurden in die Untersuchung aufgenommen, wenn zeitgleich mit der BHB-
Bestimmung mittels GlucoMen® LX PLUS oder der Blutprobenentnahme zur
spateren HB-Referenzmessung Informationen zu den klinischen Symptomen des
Patienten, ein Blutglukosetagesprofil und/oder eine Fruktosaminbestimmung
vorhanden waren. Die Daten der gesunden Kontrollgruppe wurden in die
Untersuchung aufgenommen und zusammen mit den gut eingestellten Diabetikern
einer Gruppe zugeordnet, da gut eingestellte Diabetiker, die keine Symptome des
DM zeigen, sich metabolisch gesehen nicht von gesunden Tieren unterscheiden
sollten. Zur Ermittlung der PHB-Cut-off-Werte fir den GlucoMen® LX PLUS
wurden zusétzlich zu den Werten der Diabetiker und der gesunden Kontrollgruppe
Werte der retrospektiv analysierten Daten (n = 27) von Diabetikern (n = 21), die
im Zeitraum von Marz 2012 bis September 2016 an der Medizinischen
Kleintierklinik vorgestellt und bei denen die PHB-Konzentration im Blut
gemessen wurde. Auch hier waren Informationen zu den klinischen Symptomen
des Patienten, ein Blutglukosetagesprofil und/ oder eine Fruktosaminbestimmung
vorhanden. Die Tiere wurden basierend auf den Laborbefunden und den
klinischen Symptomen in 2 Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 = gut eingestellter DM
(keine klinischen Symptome (Polyurie, Polydipsie, Polyphagie); Blutglukose im
Tagesprofil < 13,8 mmol/l (250 mg/dl) und/ oder Fruktosamin < 450 pumol/l) und
die gesunden Tiere; Gruppe 2 = schlecht eingestellte Diabetiker (stabil oder
bereits metabolisch entgleist). Im Patientengut 2.2 lag das Alter der Tiere
zwischen 3 Monaten und 18 Jahren (Median 10 Jahre). Bei einer Katze lag keine
Altersangabe vor. In dieser Gruppe waren 38 Européisch Kurzhaar, 2
Norwegische Waldkatzen, eine Siamkatze, ein Siammischling, eine Heilige
Birma, eine Perserkatze, ein Persermischling, 2 Russisch Blau, eine Bengalkatze,
eine Maine Coon, ein Européisch Langhaar-Mischling, und ein Angora-Mischling
vertreten. Es wurden Blutproben von 6 ménnlich intakten, 2 weiblich intakten, 28
mannlich kastrierten und 15 weiblich kastrierten Katzen entnommen.

Patienten konnten mehrfach verwendet werden, wenn sie zu verschiedenen

Kontrollzeitpunkten vorgestellt wurden. Fir den GlucoMen® LX PLUS wurden
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65 Datensdtze von 51 Katzen zur Ermittlung des PBHB-Cut-off-Werts zur
Diagnose einer DKA analysiert. Fur die Referenzmethode konnten 34 Datensétze
von 32 Katzen analysiert werden.

Patientengut 3
Zum Vergleich der Ergebnisse der Ketonkdrpermessung mittels Nitroprussid-

Teststreifen-Untersuchung aus Urin (Messung von Acetoacetat und Aceton) mit
den Ergebnissen der BHB-Konzentration der Referenzmethode (Serum) und des
GlucoMen® LX PLUS (Vollblut) wurden die Daten (GlucoMen® LX PLUS n =
21; Referenzmethode n = 18) der in dieser Studie prospektiv untersuchten
Diabetiker (n = 21) verwendet. Die Daten wurden in die Untersuchung
aufgenommen, wenn zeitgleich mit der BHB-Bestimmung mittels GlucoMen® LX
PLUS oder der Blutprobenentnahme zur spiteren PHB-Referenzmessung eine
Urinuntersuchung auf Ketonkdrper mittels Nitroprussid-Teststreifen durchgefiihrt
wurde. Bei einem der vorgestellten Patienten konnte aufgrund mangelnden
Urinvolumens in der Harnblase keine Urinprobe gewonnen werden. Bei einem
Patienten wurde aufgefangener Urin, bei allen (brigen Patienten wurde
Zystozentese-Urin  fir die Untersuchung verwendet. Zum Vergleich der
Ergebnisse der Nitroprussid-Teststreifen-Untersuchung aus Urin  mit den
Ergebnissen des GlucoMen® LX PLUS wurden zusétzlich retrospektiv analysierte
Werte (n = 14) von Diabetikern (n = 14) verwendet. Diese Tiere wurden im
Zeitraum von Marz 2012 bis September 2016 an der Medizinischen
Kleintierklinik vorgestellt und es wurde im Rahmen von notwendigen
Untersuchungen die pPHB-Konzentration im Blut bestimmt und zeitgleich eine
Urinuntersuchung  mittels  Nitroprussid-Urinteststreifen  durchgefiihrt.  Im
Patientengut 3 lag das Alter der Tiere zwischen 5 und 18 Jahren (Median 11
Jahre). Bei einer Katze lag keine Altersangabe vor. In dieser Gruppe waren 26
Europdisch Kurzhaar (ein Tier war mit 2 Untersuchungen vertreten), ein
Europdisch Langhaar-Mischling, eine Siamkatze, ein Siam-Mischling (mit 2
Untersuchungen vertreten) eine Norwegische Waldkatze, eine Russisch Blau (mit
2 Untersuchungen vertreten) und ein Angora-Mischling vertreten. Die Gruppe
bestand aus 20 mannlich kastrierten (ein Tier war mit 2 Untersuchungen
vertreten) und 12 weiblich Kkastrierten Tieren (2 Tiere waren mit 2
Untersuchungen vertreten).

Patienten konnten mehrfach verwendet werden, wenn sie zu verschiedenen
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Kontrollzeitpunkten vorgestellt wurden. Fir den GlucoMen® LX PLUS wurden
35 Ergebnisse von 32 Katzen fur den Vergleich mit den Ergebnissen der
Ketonkorpermessung aus Urin mittels Nitroprussid-Urinteststreifen analysiert. Fir

die Referenzmethode konnten 18 Ergebnisse von 18 Katzen analysiert werden.

2. Methoden

Die Evaluation der Richtigkeit der Messung von BHB aus vendsem und
kapillarem Blut mithilfe des in dieser Studie eingesetzten Ketonometers
GlucoMen® LX PLUS erfolgte durch den Vergleich der Messwerte mit denen der
Referenzmethode. Zum einen wurde dafuir Serum (vends) gewonnen, zum anderen
EDTA- und Kapillarblut. Um die Prazision des GlucoMen® LX PLUS und der
Referenzmethode zu beurteilen, wurden Wiederholungsmessungen (10
Messungen) aus je einer reprasentativen Probe mit zuvor bekannter niedriger und
hoher PHB-Konzentration mittels GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode
durchgefuhrt und miteinander verglichen. Um die entsprechenden Proben
auswahlen zu konnen, erfolgte die Bestimmung der BHB-Konzentration in der
jeweiligen Probe mittels GlucoMen® LX PLUS oder der Referenzmethode. Ferner
wurde der Einfluss der H&matokrit-, Triglyzerid-, Cholesterin-, Bilirubin-,
Albumin-, Totalprotein-, Harnstoff-, Kreatinin- und Fruktosaminkonzentration der
Proben des vendsen Blutes auf die Richtigkeit der Messergebnisse des
GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode untersucht. Die Untersuchung
der gewonnenen Urinproben auf Ketonkdrper erfolgte mittels Nitroprussid-

Urinteststreifen.

2.1. Probengewinnung

Die Blut- und die Urinprobenentnahme erfolgte aus dem oben genannten
Patientengut (siene Kapitel 111.1.2.) in der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen. Die Blut- und Urinproben wurden
nach der Entnahme unmittelbar im Labor der Medizinischen Kleintierklinik
bearbeitet und untersucht. Etwa 0,3 ml der Serumproben wurden anschlie3end bis
zur Referenzmessung der fHB-Konzentration fur maximal 3 Monate bei -20°C

aufbewahrt.

2.1.1. Blutproben

Zur Validierung des GlucoMen® LX PLUS wurden Proben venosen Vollblutes
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mit und ohne Antikoagulans sowie Proben kapillaren Blutes verwendet. Die
Proben vendsen Blutes wurden von den Katzen der Patientengruppe im Rahmen
von ohnehin notwendigen Laboruntersuchungen entnommen. Die Proben
kapillaren Blutes wurden im Rahmen der Studie zusatzlich gewonnen. Die
Blutproben der Kontrollgruppe wurden im Rahmen einer Gesundheitsvorsorge

entnommen.

2.1.1.1. Veno0se Blutproben

Die Gewinnung der Proben vendsen Blutes erfolgte durch Punktion der Vena (V.)
cephalica antebrachii oder der V. saphena medialis nach Rasur des Fells und
Desinfektion der Haut mit Kodan® Tinktur forte (Schillke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland) mit einer sterilen Einmalkaniile (BD Microlance™ 3,
20 G, 0,9 x 40 mm, Becton Dickinson GmbH, Fraga, Spanien). Es wurden jeweils
ca. 0,51 ml Blut frei tropfend in einem 1,1 ml Micro-Tube-Serum-Gel-Z-
Rohrchen (Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland) oder in einem 1,3 ml
Micro-Tube-K3-EDTA-Rd6hrchen (Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland)
aufgefangen. Fir die Blutgasmessung wurde die bendtigte Blutmenge vor dem
Befiillen der anderen Probenrohrchen in einer 2-ml-Blutgas-Monovette® mit
kalziumbalanciertem Lithium-Heparin (Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland) aufgefangen und diese unmittelbar verschlossen, um die Exposition
mit der Umgebungsluft méglichst gering zu halten. Die Blutgasmessung erfolgte
direkt im Anschluss an die Probengewinnung im Labor der Medizinischen

Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Mdnchen.

Die Blutprobe wurde nach der Entnahme umgehend in die jeweiligen
Probenrdhrchen uberfuhrt. Bei jeder Probenentnahme wurde zur Bestimmung der
BHB-Konzentration mittels des Ketonometers GlucoMen® LX PLUS ein Tropfen
Vollblut frei tropfend auf einem Objekttrager (Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co. KG, Sondheim, Deutschland) aufgefangen. Die PHB-Bestimmung aus dem
Tropfen vendsen Blutes erfolgte wahrend oder unmittelbar im Anschluss an die
Probengewinnung. Die Bestimmung der BHB-Konzentration mittels GlucoMen®
LX PLUS aus EDTA-Blut erfolgte ebenfalls unmittelbar nach der

Probengewinnung.

Die Proben ventsen Vollblutes wurden nach erfolgter Blutgerinnung im

Serumréhrchen im Labor der Medizinischen Kileintierklinik der Ludwig-
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Maximilians-Universitat Minchen mit der Zentrifuge Universal 32 R (Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) fur 5 Minuten bei 4000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert. Zur
Messung des PHB-Gehaltes der Proben mittels Referenzmethode wurden
mindestens 0,3 ml dieses Serums anschlieRend fur maximal 3 Monate bei -20 °C
eingefroren und erst unmittelbar vor der Referenzmessung in das Labor der Klinik
fir Wiederkduer der Ludwig-Maximilians-Universitat verbracht und dort
aufgetaut. Die Bestimmung der Triglyzerid-, Cholesterin-, Bilirubin-, Albumin-,
Totalprotein-, Harnstoff-, Kreatinin- und Fruktosaminkonzentration des vendsen
Blutes erfolgte umgehend nach der Blutentnahme und Bearbeitung der
Serumprobe im Labor der Medizinischen Kileintierklinik der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen.

2.1.1.2. Kapillare Blutproben

Bei 22 Katzen wurde zuséatzlich zur oben beschriebenen Blutentnahme
Kapillarblut entnommen. Dabei wurde die Ohrmuschel mit einem trockenen
Tupfer gereinigt und durch leichtes Reiben hyperamisiert. Mithilfe der Stechhilfe
Glucoject® Dual S (A. Menarini Diagnostics, Florenz, Italien), die mit einer
sterilen Einmallanzette (Glucoject® Lancets, A. Menarini Diagnostics, Florenz,
Italien) versehen ist, wurde anschlieBend die Innenseite der Ohrmuschel punktiert.
In Féllen, in denen das so generierte Blutprobenvolumen zu gering fir die
Messung mit dem Ketonometer war, wurde die Ohrmuschelbasis vorsichtig
massiert, um eine grofere Blutmenge zu gewinnen. Die Messung der BHB-
Konzentration mittels GlucoMen® LX PLUS erfolgte unmitteloar nach der
Probengewinnung durch Eintauchen des Messstreifens in den generierten

Blutstropfen.

2.1.2. Urinproben

Die Urinprobenentnahme erfolgte bei 20 Patienten durch ultraschallgefiihrte
Zystozentese mit dem Ultraschallgerat Logiq P6 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Grof3britannien). Dafiir wurde nach Rasur des Fells im Bereich
des hinteren ventralen Abdomens und Desinfektion der Haut mit einer 70%igen
Alkohollosung die Harnblase mittels einer sterilen Einmalkanile (BD
Microlance™ 3, 22 G, 0,7 x 30 mm, Becton Dickinson GmbH, Fraga, Spanien)
und aufgesetzter 10 ml Spritze (BD Discardit™ 11, Becton Dickinson GmbH,
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Fraga, Spanien) punktiert. Um eine Kontamination der Probe durch anhaftende
Hautkeime zu vermeiden, wurde die aufgesetzte Kanulle nach erfolgter
Urinentnahme durch eine neue sterile Einmalkanile ersetzt. Bei einem Patienten
konnte aufgrund mangelnder Kooperation nur aufgefangener Urin verwendet
werden. Bei einem weiteren Patienten konnte aufgrund der Dehydratation und des
damit einhergehenden fehlenden Urinvolumens keine Urinprobe gewonnen
werden. Die Entnahme der Urinproben erfolgte bei den verbliebenen Patienten
nicht zeitgleich mit der BHB-Messung. Die Ergebnisse gingen daher nicht in die
Untersuchung ein. Insgesamt konnten 21 Urinproben zur statistischen Auswertung
des GlucoMen® LX PLUS und 18 Urinproben zur Auswertung der
Referenzmethode genutzt werden. Die Proben wurden unmittelbar nach der
Entnahme im Labor der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat untersucht. Der Rest der mittels Zystozentese gewonnenen Urinprobe
wurde bis zur bakteriologischen Untersuchung bei 6 °C im Labor der

Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat gelagert.

2.2. Probenuntersuchung

Die Untersuchung der entnommenen Blutproben wurde in mehreren Schritten
vorgenommen. Die PHB-Messung mittels GlucoMen® LX PLUS erfolgte bei
venosem Vollblut wéhrend und im Fall von EDTA- und Kapillarblut unmittelbar
nach der Entnahme des Blutes. Die Blutgasmessung erfolgte unmittelbar nach der
Blutprobenentnahme im Labor der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen mit dem POC-System RAPIDPoint® 405
(Siemens AG Healthcare, Erlangen, Deutschland). Die Bestimmung des
Hématokrits und der Triglyzerid-, Cholesterin-, Bilirubin-, ~Albumin-,
Totalprotein-, Harnstoff-, Kreatinin- und Fruktosaminkonzentration des vendsen
Blutes wurde ebenfalls im Labor der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Munchen durchgefiihrt. Die Untersuchung der o. g.
Serumchemieparameter erfolgte per Absorptionsphotometrie mit dem Cobas
Integra® 400 PLUS (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Die
Bestimmung des Hamatokrits wurde mit dem Gerat Sysmex XT 2000i (Sysmex
Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) vorgenommen. Die Urinproben
wurden direkt nach der Entnahme im Labor der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen mittels Combur9-Test®-

Urinteststreifen (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) auf das
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Vorhandensein von Ketonkérpern untersucht. Die bakteriologische Untersuchung
des Urins erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Untersuchung im Labor des
Lehrstuhls fur Bakteriologie und Mykologie der Tierérztlichen Fakultit der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen. Die Bearbeitung der Proben und
Untersuchungen der Laborparameter der Patienten, deren Daten retrospektiv

ausgewertet wurden, erfolgten wie oben beschrieben.

2.2.1. Messung mittels der Referenzmethode

Zur Evaluation der Richtigkeit des GlucoMen® LX PLUS wurden die Messwerte
aus Proben vendsen Vollblutes mit und ohne EDTA sowie aus Kapillarblut mit
denen der Referenzmethode aus dem Serum der entsprechenden Blutproben
verglichen. Die Referenzmessung der fHB-Konzentration wurde mit dem Gerat
Cobas® ¢311 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) mittels der BHB-
Dehydrogenase-Methode mit dem Ranbut® Assay (Randox Laboratories Limited,
Crumlin, County Antrim, GroRbritannien) (Tabelle 7) im Labor der Klinik fur
Wiederkduer der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen durchgefiihrt. Das
Cobas® c311 ist ein vollautomatisches Analysesystem, das zur quantitativen
Bestimmung der Konzentrationen von Substraten, spezifischen Proteinen,
Enzymen, Elektrolyten, Medikamenten und Drogen in Serum, Plasma, Urin,
Liquor und Vollblut eingesetzt werden kann. Die Messung der PBHB-
Konzentration einer Probe erfolgt bei diesem Verfahren spektrophotometrisch.
Der Ranbut® Assay ist fiur ein breites Spektrum an automatischen
Analysesystemen geeignet. Der Test ermdglicht eine sensitive und lineare fHB-
Bestimmung aus Serum und Plasma. Bei einer BHB-Konzentration von 0,1-3,2
mmol/l ist eine lineare Messung maoglich. Proben mit héheren Konzentrationen
erfordern die Verdinnung der Probe nach Herstellerangaben. Die Kalibrierung
des Analysesystems erfolgt mit einer der Packung beiliegenden Standardldsung.
Die téaglichen Gerétekontrollen werden mittels einer auf humanem Serum

basierenden Multiserumkontrolle des Herstellers durchgefiihrt.
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Tabelle 7: Intra-Assay-Prazision (within run precision) des Ranbut® Assays zur
BHB-Bestimmung (Referenzmessung) (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l = Millimol
pro Liter) (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, County Antrim, GroR3britannien, 2007).

Intra-Assay-Préazision Kontrollldsung 1 Kontrollldsung 2 Kontrolllésung 3
Mittelwert gHB (mmol/l) | 0,32 1,27 2,41
Standardabweichung 0,01 0,01 0,01
Variationskoeffizient (%) | 2,87 0,57 0,54
Probenanzahl 20 20 20

2.2.2. Messung mittels des portablen Ketonkdrpermessgerates

In dieser Studie wurde das PBGM GlucoMen® LX PLUS (A. Menarini
Diagnostics GmbH, Florenz, Italien) in seiner Funktion als POC-Test fur die
Ketonkorperbestimmung aus vendsem und kapillarem Blut von Katzen validiert.
Dieses Gerat ist ein Kombinationsgerat aus der Humanmedizin, das sowohl die
Blutglukose- als auch die -ketonkorpermessung ermdglicht. Das Messprinzip
dieses Ketonometers beruht auf der enzymatischen BHBDH-Methode, bei der
BHB durch das Enzym BHB-Dehydrogenase zu AcAc oxidiert und entsprechend
eine &quivalente Menge an NAD* zu NADH reduziert wird. NADH wird
anschlieBend durch einen Reoxidator zu NAD®* weiter oxidiert, wobei ein
messbares elektrisches Potential entsteht, das proportional zu der in der Probe
enthaltenen PHB-Konzentration ist. Zur BHB-Messung benétigt der GlucoMen®
LX PLUS als Probenmaterial 0,8 pl frisches kapillares Vollblut, das bei Kontakt
mit der Blutprobe durch ein spezielles Bluteinzugsverfahren automatisch in den
Reaktionsbereich des zugehorigen Messstreifens transportiert wird.

Zur Messung wurden die zum Ketonometer zugehorigen GlucoMen® LX B-
Keton-Sensor-Teststreifen (A. Menarini Diagnostics, Florenz, Italien) verwendet.
Beim Einsetzen in den Teststreifeneinschub werden die Streifen automatisch
erkannt. Der Reaktionsbereich besteht aus einer Tripelkammer, in der sich 3
Elektroden befinden: eine Arbeitselektrode zur Messung von BHB und der
Interferenzen, eine Arbeitselektrode allein zur Interferenzmessung, und eine
Referenzelektrode. Das vom Ketonometer gemessene Signal ist die Differenz aus
dem gemeinsamen elektrischen Potenzial der enzymatischen Umsetzung des BHB
und der Interferenzen, und dem alleinigen Interferenzpotenzial. Aufgrund einer
speziellen auf nanotechnologischen Goldelektroden basierenden Technik ist keine
Codierung der Messstreifen erforderlich.
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Das Messergebnis liegt nach 10 Sekunden vor. Der mittels Ketonometer messbare
Bereich liegt zwischen 0,1 und 8,0 mmol/l. Konzentrationen, die unter oder tber
diesem Bereich liegen, werden auf dem Display mit ,,LO* (low) bzw. ,,HI* (high)

angezeigt.

Zur Kontrolle der korrekten Funktion des Gerétes und der Messstreifen stehen
standardisierte Kontrollldsungen des Herstellers zur Verfigung. Bei korrekter
Funktion liegt die vom Gerét gemessene Ketonkdrperkonzentration in dem vom
Hersteller fur die jeweilige Kontrolllésung angegebenen Zielbereich. Der
GlucoMen® LX PLUS wurde einmal wdchentlich mit den zugehorigen
Kontrolllésungen tberprift.

Das Gerat wurde nach Herstellerangaben gelagert und vor der
Blutprobenentnahme zusammen mit den bendtigten Messstreifen bereitgelegt. Die
BHB-Bestimmung aus vendsem Vollblut wurde noch wéhrend oder direkt im
Anschluss an die Blutentnahme aus einem Tropfen Blut, der auf einen
Objekttrager getropft und in den der Teststreifen des GlucoMen® LX PLUS

getaucht wurde, vorgenommen.

Die Messung wurde im prospektiven Teil dieser Studie bei 26 Patienten und 12
Kontrolltieren durchgefuhrt. Im Anschluss an diese Messung wurde bei einem
Teil der Patienten (n = 22) die pHB-Konzentration zusatzlich aus einer Probe
kapilldren Blutes gemessen. Bei den Patienten, bei denen auch eine mit EDTA
versetzte Blutprobe verfiigbar war (n = 19), wurde auch daraus die PHB-
Bestimmung durchgefiihrt. Bei 21 Patienten wurden die Daten der BHB-Messung
(n = 27) retrospektiv verwendet. Die technischen Daten des GlucoMen® LX
PLUS sind in Tabelle 8 aufgefihrt.
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Tabelle 8: Technische Daten des GlucoMen® LX PLUS (ul = Mikroliter, mmol/l =
Millimol pro Liter, °C = Grad Celsius, M. i. N. = Meter tber Normalnull, EDTA =
Ethylendiamintetraacetat) (Menarini Diagnostics GmbH, Florenz, Italien).

GlucoMen® LX PLUS

Hersteller

Menarini Diagnostics GmbH, Florenz, Italien

messbare Substrate

B-Hydroxybutyrat, Glukose

Messmethode Biosensor mit B-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase, amperometrisch
Probenart frisches kapilléres Vollblut

Probenvolumen

08ul

Probenentnahmestelle

empfohlen: Fingerbeere

Messdauer B-Hydroxybutyrat

10 Sekunden

Messbereich p-Hydroxybutyrat

0,1-8,0 mmol/I

Kalibrierung

humanes Plasma

Speicherplatz

400 Messwerte

Betriebstemperatur 5-45°C
relative Luftfeuchtigkeit 10-90 %
Meereshdhe bis 3000 M. . N.
Lagertemperatur Gerat: -25-46 °C

Messstreifen: 4-30 °C
Kontrolllésungen: 2-30 °C

Hamatokritbereich

25-60 %

Einflussfaktoren auf die Richtigkeit der

Messergebnisse

Dehydratation, Hypertension, Schock,
hyperosmolarer Zustand, Hamatokrit,
Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Hohe,

elektromagnetische Strahlung, Sauerstoffdruck

nicht zur Anwendung bei

Neugeborenen, schwer kranken Patienten,
EDTA-antikoagulierten Blutproben, vendsen

Proben, Plasma, Serum

2.2.3.

Messung mittels Nitroprussid-Urinteststreifen

Zur Untersuchung der gewonnenen Urinproben auf das Vorhandensein von

Ketonkorpern wurden die Urinteststreifen Combur-Test9® verwendet. Diese
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Teststreifen zeichnen sich durch ein spezielles Nylonnetz aus, das uber ein
Reagenzpapier gespannt ist. Es wird mithilfe eines Klebstoffs auf diesem Papier
fixiert, der den Farbumschlag nicht beeinflusst. Eine Saugpapierschicht nimmt
uberschiissigen Urin auf und verhindert so potenzielle Wechselwirkungen von
Ubertretenden Reagenzien benachbarter Testfelder. Die Testreifen zeigen eine
Unempfindlichkeit gegentber der Vitamin-C-Konzentration in Urinproben,
wodurch einem falsch negativen Ergebnis auf den Testfeldern fir den
Glukosenachweis vorgebeugt werden kann. Der Test erlaubt die gleichzeitige
semiquantitative Bestimmung 9 verschiedener Parameter. Das sind neben der
genannten Glukose: pH-Wert, Leukozyten, Nitrit, Protein, Ketone, Urobilinogen
und Bilirubin. Nach Eintauchen des Teststreifens in die Urinprobe kann das
Testergebnis nach 60-120 Sekunden in Form einer Farbreaktion des jeweiligen
Testfeldes mit der Farbskala auf dem Teststreifenbehaltnis verglichen werden.
Farbverdanderungen, die sich nur im Randbereich des jeweiligen Testfelds
ereignen oder erst nach mehr als 2 Minuten auftreten, sind diagnostisch nicht
relevant. Die Bestimmung der Ketonkdrperkonzentration (AcAc und Aceton)
erfolgt dabei semiquantitativ  durch eine  Nitroprussidreaktion. Die
Nachweisgrenze fir AcAc liegt bei 0,5 mmol/l. Anhand der Farbskala kann die
Ketonkorperkonzentration der Urinprobe abgeschétzt werden. Der Testbereich
reicht von < 0,5 mmol/l (negativ) bis zu 15 mmol/l (3+). Durch das enthaltene
Glycin wird zudem der Nachweis von Aceton ermdglicht (siehe Kapitel 11.2.1.),
wobei der Test jedoch eine hohere Sensitivitdt fur AcAc aufweist. Laut
Herstellerangaben fiihren Phenylketone und Phthaleinverbindungen zu einer roten
Farbung des Reaktionsfeldes, die sich jedoch von der violetten durch Ketonkorper
verursachten Farbung unterscheidet (ROCHE DIAGNOSTICS, 2011). Die
Arzneistoffe Captopril, Mesna und andere Sulfhydrylgruppen enthaltende

Substanzen kénnen zu einem falsch positiven Ergebnis fihren.

2.3. Untersuchung einflussnehmender Parameter

In dieser Studie wurde zusatzlich der potenzielle Einfluss verschiedener
Blutparameter auf die Messergebnisse des GlucoMen® LX PLUS und die Werte
der Referenzmethode untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss des
Antikoagulans EDTA auf die PHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS
uberpruft.
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2.3.1. Einfluss von Ethylendiamintetraacetat

Zur Beurteilung des Einflusses des Antikoagulans EDTA auf die Richtigkeit der
Messergebnisse des in der vorliegenden Studie verwendeten GlucoMen® LX
PLUS wurde bei 19 Katzen die BHB-Konzentration der in EDTA-RO6hrchen
vorhandenen Proben ventsen Blutes mit dem Ketonometer gemessen. Das
Ergebnis dieser Messung wurde anschlieBend mit dem Messergebnis der

Referenzmethode aus vendsem Serum verglichen.

2.3.2. Einfluss des Hamatokrits

Der H&matokrit wurde im Rahmen der ohnehin notwendigen weiterfiihrenden
Diagnostik im Patientengut 1 untersucht. Die Bestimmung erfolgte mit dem Gerat
Sysmex XT 2000i im Labor der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Minchen. Es konnten 32 Hamatokritwerte zur
Evaluation des Einflusses auf die Richtigkeit der Messwerte des GlucoMen® LX

PLUS und der Referenzmethode genutzt werden.

2.3.3. Einfluss von Serumchemieparametern

Die Serumchemieparameter des ventsen Blutes wurden ebenfalls im Rahmen der
ohnehin notwendigen weiterfiihrenden Diagnostik im Patientengut 1 untersucht.
Die Untersuchung erfolgte mit dem Cobas Integra® 400 PLUS Analysegerat im
Labor der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét
Minchen. Die Messung der Konzentrationen von Triglyzeriden, Cholesterin,
Bilirubin, Albumin, Totalprotein, Harnstoff, Kreatinin und Fruktosamin erfolgte
dabei durch Absorptionsphotometrie. Insgesamt konnten 49 Triglyzerid- und
Cholesterinwerte, 55 Bilirubin-, 53 Kreatinin-, 55 Harnstoff-, je 54 Albumin- und
Totalprotein- und 30 Fruktosaminwerte zur Evaluation des Einflusses auf die
Messwerte des GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode genutzt werden.

2.4, Auswertung

Die Validierung des GlucoMen® LX PLUS erfolgte anhand der Ermittlung der
Richtigkeit der gemessenen BHB-Werte und der Prazision des Gerétes. Alle
ermittelten Blutparameterkonzentrationen und Patientendaten wurden in Tabellen
der Tabellenkalkulationssoftware Microsoft Office Excel® 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten von Amerika) dokumentiert und fur
die statistische Auswertung in die Statistikprogramme IBM® SPSS® Statistics 22
(SPSS Inc., Chicago, Vereinigte Staaten von Amerika) und MedCalc® 15 und 16
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(MedCalc Software, Ostende, Belgien) ibertragen.

2.4.1.  Ausschluss von Proben

Um dem vom Hersteller definierten Messbereich gerecht zu werden und die damit
verbundenen Limitationen des Gerétes zu berticksichtigen, wurden in den Féllen,
in denen bei der Messung mittels GlucoMen® LX PLUS im Display ein ,,HI*
(high) abzulesen war, entsprechende Werte nicht in die Regressionsanalyse nach
Passing-Bablok und das Streudiagramm nach Bland-Altman einbezogen. Bei der
Erstellung der ROC-Analyse wurden die mit ,,HI* (high) gemessenen Werte in die
Berechnung eingeschlossen. Etwaige Fehlermeldungen des Gerates bei der BHB-
Messung, die zu einem Ausschluss einer Probe geflihrt hatten, wurden nicht
beobachtet.

2.4.2. Statistische Tests
Die statistischen Tests wurden mit den Statistikprogrammen IBM® SPSS®
Statistics 22 sowie MedCalc® 15 und 16 durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau lag

flr alle Tests bei alpha = 0,05 mit einem Konfidenzniveau von 95 %.

Zum Vergleich der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus unterschiedlichen
Blutprobenarten mit denen der Referenzmethode aus Serum wurde eine
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgte die
graphische Darstellung mittels Streudiagramm nach Bland-Altman. Zur
Ermittlung von spezifischen BHB-Cut-off-Werten wurde eine ROC-Analyse
durchgefuhrt. Der potenzielle Einfluss verschiedener Blutparameter auf die
Messwerte des Ketonometers und der Referenzmethode wurde durch den
Rangkorrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (t) ermittelt. Zuletzt wurden die
Ergebnisse der Nitroprussid-Urinteststreifen mit den Ergebnissen des GlucoMen®
LX PLUS (Vollblut) und der Referenzmethode (Serum) mittels exaktem Fisher-

Test verglichen.

2.4.2.1. Regressionsanalyse und graphische Darstellung
Mithilfe der Statistikprogramme MedCalc® 15 und 16 wurden zum Vergleich der

unten aufgefiuihrten Messwertepaare Streudiagramme erstellt:

(1)  Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus vendgsen Vollblutproben ohne

Antikoagulanzien versus Messwerte der Referenzmethode aus Serum

(2) Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus Kapillarblutproben versus
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Messwerte der Referenzmethode aus Serum

3) Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus vendsen EDTA-Blutproben

versus Messwerte der Referenzmethode aus Serum

Mittels Regressionsanalyse nach Passing-Bablok (PASSING & BABLOK, 1983)
wurde untersucht, ob signifikante proportionale oder lineare (systematische)
Abweichungen zwischen den verglichenen Messwerten vorlagen. Die
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok bietet den Vorteil, relativ robust
gegenliber AusreiBern unter den Messwerten zu sein, und es werden Kkeine
besonderen Annahmen beziiglich der Verteilung der Messfehler oder der
StichprobengroRe vorausgesetzt. Die Messwerte der Referenzmethode werden bei
diesem Verfahren auf der X-Achse und die Werte des neuen Testverfahrens auf
der Y-Achse aufgetragen. Die Regressionsgleichung nach Passing-Bablok wurde
mit der Formel y = a + bx angegeben.

Die Analyse erfolgte in der vorliegenden Studie anhand der durch das
Statistikprogramm MedCalc® 15 berechneten Steigung (slope B) der
Regressionsgeraden nach  Passing-Bablok und dem  Schnittpunkt der
Regressionsgeraden auf dem Y-Achsenabschnitt (intercept A) und ihrer
jeweiligen Konfidenzintervalle (CI) bei einem Konfidenzniveau von 95 %.
Wahrend der Y-Achsenabschnitt die mittlere Abweichung der Messwerte
beschreibt (systematischer Fehler = Bias), entspricht die Steigung der
Regressionsgeraden der zu- oder abnehmenden Abweichung der Messwerte mit
steigender Konzentration des gemessenen Parameters (proportionaler Fehler). Das
Konfidenzintervall gibt an, ob der fir den Y-Achsenabschnitt und die Steigung
berechnete Wert nur zufallig vom Wert 0 oder 1 abweicht. Wenn der 95 % CI fur
die Steigung den relevanten Wert 1 und fir den Achsenabschnitt den relevanten
Wert 0 enthélt, kann man annehmen, dass keine signifikanten proportionalen oder
konstanten Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Messmethoden
vorliegen und beide gleichwertig verwendet werden konnen. Die
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok erfasst zusétzlich die Linearitat der
beiden Testverfahren mittels CUSUM-Test. Bei signifikanten Abweichungen der
Linearitdt (p < 0,05) ist die Regressionsanalyse nach Passing-Babblok nicht
geeignet, um die beiden Verfahren zu untersuchen. Zudem sind in diesem Fall
weitere Tests zur Prifung der Ubereinstimmung in Form eines Bland-Altman

Diagrammes nicht sinnvoll. Bei allen untersuchten Blutprobenarten war ein
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linearer Zusammenhang zwischen den zu vergleichenden Methoden erkennbar.

AnschlieRend erfolgte die Evaluation der Richtigkeit der Messungen des
GlucoMen® LX PLUS aus vendsem Vollblut der Katzen durch die Berechnung
der mittleren Differenz der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS von den
Messwerten der Referenzmethode unter Erstellung eines Streudiagrammes nach
Bland-Altman (BLAND & ALTMAN, 1999) mithilfe des Statistikprogrammes
MedCalc® 16. Dies ermdoglicht es, zusétzlich die Abweichungen der beiden
Methoden in Abhéangigkeit von der steigenden BHB-Konzentration graphisch
darzustellen und zu bewerten. Zur Berechnung der Differenz (Bias =
systematischer Fehler) eines einzelnen Messwertepaares wurden die Messwerte
der Referenzmethode von den Messwerten des Ketonometers subtrahiert
(GlucoMen® LX PLUS minus Referenzmethode (Y-Achse)) und gegen die
Messwerte der Referenzmethode (X-Achse) aufgetragen. Bei positivem Bias
lagen die Werte des GlucoMen® LX PLUS dementsprechend im Schnitt Gber den
Werten der Referenzmethode und bei negativem Bias durchschnittlich unter den
Ergebnissen der Referenzmethode. Die beim Bland-Altman-Diagramm zusétzlich
berechneten Ubereinstimmungsgrenzen (+ 1,96 Standardabweichung (SD)) geben
den PBHB-Bereich an, in dem 95 % der individuellen Abweichungen der
Messwerte zu erwarten sind. Diese Ubereinstimmungsgrenzen dienen der
Beurteilung der Vergleichbarkeit der getesteten Methoden. Bei den Bland-
Altman-Diagrammen wurden in der vorliegenden Studie zur besseren klinischen
Einschéatzung der Ergebnisse die absoluten Werte zur Erstellung der Diagramme

genutzt.

Der Einfluss des Antikoagulans EDTA auf die Messwerte des GlucoMen® LX
PLUS wurde ebenfalls durch Vergleich der PHB-Messwerte aus mit EDTA
versetzten Proben venosen Blutes mit den Messwerten der Referenzmethode aus
Serum ermittelt. Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgten mittels Regressionsanalyse nach Passing-Bablok und
Streudiagramm nach Bland-Altman entsprechend dem oben beschriebenen
Vorgehen.

Zur Beurteilung der Richtigkeit des GlucoMen® LX PLUS bei Verwendung von
Proben kapillaren Blutes wurden diese Messwerte ebenfalls mit den Werten der
Referenzmessung aus Serum verglichen. Die graphische Darstellung mittels

Streudiagrammen und die statistische Berechnung erfolgten wie oben
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beschrieben.

2.4.2.2. Variationskoeffizient

Zur Berechnung der Prazision (Reproduzierbarkeit der Messwerte) wurden mittels
Tabellenkalkulationssoftware Microsoft Office Excel® 2010 der Intra-Assay-
Variationskoeffizient (CV), die SD und der Mittelwert (MW) des GlucoMen® LX
PLUS und der Referenzmethode fir die Messungen aus je einer représentativen
Probe mit hoher und niedriger BHB-Konzentration errechnet. Zur Berechnung des
CV wurde die SD durch den MW der Messwerte dividiert und mit 100
multipliziert. Der Intra-Assay-CV eines Testverfahrens wird durch wiederholte
aufeinanderfolgende Messungen derselben Probe ermittelt und gibt Ausschluss
uber die zufalligen Fehler der Messmethode. In der vorliegenden Studie wurden
jeweils 10 Wiederholungsmessungen aus Serumproben und aus Proben vendsen
Vollblutes mittels Referenzmethode und GlucoMen® LX PLUS durchgefiihrt.

2.4.2.3. Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall-Tau

Die Untersuchung, ob ein signifikanter Einfluss der Konzentrationen
verschiedener Blutparameter auf die Messwerte der Referenzmethode und des
GlucoMen® LX PLUS besteht, erfolgte durch Berechnung des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (t). Die Berechnung wurde
mittels des Statistikprogrammes IBM® SPSS® Statistics 22 durchgefiihrt.

2.4.2.4. Receiver-Operating-Characteristic-Curve-Analyse

Die Ermittlung eines PHB-Cut-off-Werts fiir Referenzmethode und GlucoMen®
LX PLUS, zur Diagnose einer DKA, erfolgte anhand einer ROC-Analyse
(ZWEIG & CAMPBELL, 1993) mithilfe der Statistikprogramme IBM® SPSS®
Statistics 22 und MedCalc® 15. Zur Berechnung wurden die Daten des
Patientengutes 2.1. verwendet. Analog wurde, basierend auf den Daten des
Patientengutes 2.2, fiir beide Methoden jeweils ein eigener fHB-Cut-off-Wert
mittels ROC-Analyse ermittelt, der fir eine gute glykdmische Kontrolle des DM
spricht, bei dem die Blutglukosewerte gut reguliert sind und daher keine
Ketonkdrper gebildet werden. Neben der Ermittlung spezifischer Cut-off-Werte
konnte bei der ROC-Analyse anhand der Flache unter der Kurve (AUC: area
under curve) ermittelt werden, ob die untersuchte Methode als diagnostischer Test
geeignet war. Eine AUC von 1 wurde dabei als ,,perfekt* angesehen und der Test

erbrachte folglich eine gute diagnostische Leistung, wahrend eine AUC von 0,5
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einen Test als ungeeignet zur Diagnose auswies (SWETS, 1988; ZWEIG &
CAMPBELL, 1993; GARDNER & GREINER, 2006). Zusétzlich wurde in dieser
Studie das positive Wahrscheinlichkeitsverhdltnis (LR: likelihood ratio)
(Sensitivitdt/ (1 minus Spezifitat)) als weiterer Wert ausgewéhlt, um die
diagnostische Effizienz der Referenzmethode und des GlucoMen® LX PLUS zu
bewerten. Flr jedes Testergebnis errechnete sich ein eigenes positives LR, das
angab um wieviel hoher die Wahrscheinlichkeit bei einem kranken Patienten war,
im Test ein entsprechend positives Ergebnis zu haben. Je grofier das positive LR,
desto besser war das jeweilige Testverfahren geeignet, um einen kranken
Patienten zu identifizieren (DEEKS & ALTMAN, 2004).

2.4.2.5. Exakter Fisher-Test

Zum Vergleich der mittels Urinteststreifen ermittelten Ketonkdrperkonzentration
mit den Ketonkorpermessergebnissen der Referenzmethode (Serum) und des
GlucoMen® LX PLUS (Vollblut) wurde der exakte Fisher-Test am Patientengut 3
angewendet. Die Berechnung und die graphische Darstellung erfolgte mittels
einer Vierfeldertafel mithilfe der Statistiksoftware MedCalc® 15. Der Test
ermoglichte zu beurteilen, ob die beiden untersuchten Variablen unabhéngig
voneinander sind. Das bedeutet, dass mit dem im Rahmen dieser Studie
durchgefuhrten Hypothesentest die Wahrscheinlichkeit geprift wird, dass sowohl
die Messung von Ketonkérpern in Blut als auch in Urin im Falle einer Erkrankung
ein positives Ergebnis liefert (BLAND, 2015). Wenn der p-Wert (zweiseitig) <
0,05 lag, konnte die Nullhypothese verworfen werden. In diesem Fall zeigen die
hier Uberpriften Testverfahren signifikante Unterschiede beziglich ihrer
Fahigkeit, die Erkrankung als diagnostiziert zu bewerten. Der Test stellte im
Gegensatz zum Chi-Quadrat-Test (y>-Test) keine Bedingungen an den
Stichprobenumfang, daher konnte auch die Uberpriifung einer kleineren
Probenanzahl vorgenommen werden (LUDBROOK, 2008; BLAND, 2015).
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V. ERGEBNISSE

1. Referenzmethode

In dieser Studie wurde eine enzymatische spektrophotometrische
Referenzmethode zur Validierung des portablen Ketonkdrpermessgerates
GlucoMen® LX PLUS verwendet. Dies erfolgte durch Vergleich der BHB-
Messungen des portablen Gerates aus unterschiedlichen Blutprobenarten mit
denen der Referenzmethode aus Serum. In diesem Zusammenhang wurden
zusatzlich die Intra-Assay-Prazision und der potenzielle Einfluss anderer
Blutparameter auf die Richtigkeit der Messwerte der Referenzmethode untersucht.
Weiterhin wurden diagnostische BHB-Cut-off-Werte fiir die Methode ermittelt,
die zur Diagnose einer DKA genutzt werden konnen oder Auskunft darlber
geben, wann eine schlechte glykamische Kontrolle eines DM mit erhohten
Blutglukosewerten und einer vermehrten Bildung von Ketonkorpern vorliegt. Die
Referenzmessung wurde bei insgesamt 80 Serumproben von Katzen durchgefhrt.
Der mittels Referenzmethode gemessene PHB-Konzentrationsbereich der

Serumproben lag bei 0,0-19,8 mmol/I.

1.1. Intra-Assay-Préazision

Die Intra-Assay-Prazision der Referenzmethode wurde anhand von 2
représentativen Proben fiir hohe und niedrige PHB-Konzentrationen im
Patientengut 1 ermittelt. Der hohe BHB-Konzentrationsbereich lag bei 5,8-6,0
mmol/l, der niedrige bei 0,1 mmol/l. Es ergab sich sowohl fir die hohe als auch
fur die niedrige Konzentration eine sehr gute Prazision. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Ermittelte Intra-Assay-Prazision der Referenzmethode (BHB = -
Hydroxybutyrat, CV = Variationskoeffizient, Konz. = Konzentration, mmol/l = Millimol
pro Liter, SD = Standardabweichung).

pHB- Anzahl der Mittelwert Median SD (mmol/l) | Intra-
Konzentration | Messungen (mmolll) (mmol/l) Assay-CV
(mmol/l) (%)

hohe Konz. 10 5,91 5,90 0,07 1,2
(5,8-6,0)

niedrige  Konz. | 10 0,1 0,1 0 0

(0.1)

1.2. Untersuchung einflussnehmender Parameter

In dieser Studie wurde der Einfluss verschiedener Blutparameter auf die fHB-
Messwerte der Referenzmethode aus Serumproben untersucht. Dabei wurde der
Einfluss des Hamatokrits und verschiedener Serumchemieparameter im

Patientengut 1 Uberpruft.

1.2.1. Einfluss des Hamatokrits

Der Einfluss des Hamatokrits auf die BHB-Messergebnisse der Referenzmethode
wurde mittels Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (t) untersucht. Die hier
untersuchte Messspanne des Hamatokrits umfasste Werte von 13,6-48,6 %.
Tabelle 10 und 11 zeigen den Koeffizienten mit dem zugehdrigen p-Wert sowie
den Median mit Messspanne, den MW und die SD der gemessenen

Hamatokritwerte der Diabetiker.

Tabelle 10: Korrelation der BHB-Messergebnisse der Referenzmethode mit der
Hohe des Hamatokrits und Angabe des p-Werts nach Kendall-Tau (t). Ein statistisch
signifikanter Einfluss ist durch einen fett gedruckten p-Wert gekennzeichnet (p < 0,01
signifikant).

Laborparameter Probenanzahl Korrelations- p-Wert

koeffizient t

Hamatokrit 32 0,188 0,212
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Tabelle 11: Median und Spanne, sowie Mittelwert und Standardabweichung der
gemessenen Hamatokritwerte der Diabetiker (MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung).

Laborparameter Probenanzahl MW Median SD
(Spanne)
Hamatokrit (%) 32 30,2 31 (13,6-48,6) 7,4

1.2.2. Einfluss von Serumchemieparametern

Der Einfluss verschiedener Serumchemieparameter (Fruktosamin, Triglyzeride,
Cholesterin, Bilirubin, Totalprotein, Albumin, Harnstoff, Kreatinin) auf die PHB-
Messwerte der Referenzmethode wurde ebenfalls mittels
Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (t) untersucht. Die hier untersuchten
Messspannen der jeweiligen Serumchemieparameter umfassten folgende Werte:
Fruktosamin 223-842 umol/l; Triglyzeride 0,32—8,39 mmol/I; Cholesterin 0,94—
24,33 mmol/l; Bilirubin 2,9-176 umol/l; Totalprotein 46,7-80,2 g¢/l; Albumin
23,6-43,1 g/l; Harnstoff 2,9-81,6 mmol/l; Kreatinin 44—723 umol/l. Tabelle 12
und 13 zeigen die jeweiligen Koeffizienten mit den zugehdrigen p-Werten sowie
den Median, den MW und die SD der gemessenen Serumchemieparameter der
Diabetiker.
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Tabelle 12: Korrelation der BHB-Messergebnisse der Referenzmethode mit der
Konzentration verschiedener Serumchemieparameter und Angabe des p-Werts
nach Kendall-Tau (1). Statistisch signifikante Einflisse sind durch fett gedruckte p-

Werte gekennzeichnet (p < 0,01 signifikant).

Laborparameter Probenanzahl Korrelations- p-Wert
koeffizient T
Fruktosamin 30 -0,243 0,082
Triglyzeride 49 0,128 0,257
Cholesterin 49 -0,092 0,411
Bilirubin 55 0,398 < 0,001
Totalprotein 54 0,030 0,760
Albumin 54 -0,080 0,422
Harnstoff 55 -0,116 0,239
Kreatinin 53 -0,131 0,194
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Tabelle 13: Median und Spanne, sowie Mittelwert und Standardabweichung der
gemessenen Serumchemieparameter der Diabetiker (g/l = Gramm pro Liter, mmol/l =
Millimol pro Liter, pmol/l = Mikromol pro Liter, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung).

Laborparameter Probenanzahl MW Median SD
(Spanne)

Fruktosamin 30 503 490 (223-842) 132

(umol/1)

Triglyzeride 49 1,09 0,63 (0,32-8,39) | 1,51

(mmol/l)

Cholesterin 49 8,25 7,00 (0,94-24,33) | 5,07

(mmol/l)

Bilirubin 55 11,3 2,0 (0,3-176) 28,2

(pmol/T)

Totalprotein (g/l) | 54 67,2 69,0 (46,7-80,2) | 8,6

Albumin (g/l) 54 33,2 32,9 (23,6-43,1) | 4,8

Harnstoff 55 15,0 12,4 (2,9-81,6) 13,9

(mmol/l)

Kreatinin 53 136 100 (44-723) 127

(pmol/T)

1.3. Cut-off-Werte

Neben der Bestimmung der Intra-Assay-Préazision und der Untersuchung des
Einflusses verschiedener Blutparameter auf die PBHB-Messergebnisse der
Referenzmethode erfolgte die Ermittlung von spezifischen Cut-off-Werten fir
BHB zur Diagnose einer DKA. Sie diente auch zur Beurteilung, ab welchem Wert
eine schlechte glykamische Kontrolle eines DM mit erhéhten Blutglukosewerten

vorliegt und daher vermehrt Ketonkdrper gebildet werden.

1.3.1. Cut-off-Wert zur Diagnose einer diabetischen Ketoazidose

Die ROC-Analyse zur Ermittlung eines PHB-Cut-off-Werts zur Diagnose einer
DKA wurde basierend auf den Kklinischen Symptomen, den vendsen
Blutgaswerten (pH-Wert, HCOgz", AG), der Blutglukosekonzentration, und, sofern
vorhanden, den Testergebnissen der Nitroprussid-Urinteststreifen-Untersuchung

des Patientgutes 2.1 erstellt. Die retrospektiv untersuchten Daten konnten nicht
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berticksichtigt werden, da kein BHB-Messwert der Referenzmethode vorlag. Ein
Patient wurde in die Gruppe der DKA (Gruppe 1) eingeteilt, wenn folgende
Kriterien erfullt waren: pH-Wert < 7,27; HCO3z™ < 14 mmol/l; AG > 20,6 mmol;
Blutglukose > 11,1 mmol/l (200 mg/dl) und ggf. Ketonurie. Die Tiere, die diese
Kriterien nicht erfillten, wurden in Gruppe 2 eingeteilt (Tiere mit DK und stabile
Diabetiker). Ein Patient wurde ausgeschlossen, weil zuvor eine intravendse Gabe
von Natriumbikarbonat erfolgt war. Ein weiterer Patient wurde ausgeschlossen, da
eine schwere Herzerkrankung vorlag, die fir den schlechten Zustand des Tieres
verantwortlich war. Beides héatte die Ergebnisse verfalscht. Weitere 6 Tiere
mussten ausgeschlossen werden, weil nicht alle fur die ROC-Kurve bendétigten
Werte von den Patienten vorlagen. Insgesamt wurden 18 Proben von 18
Diabetikern analysiert. Tabelle 14 zeigt die Daten der Patientengruppe 2.1. Die
Kurve der zugehorigen ROC-Analyse ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Tabelle 14: Ergebnisse des Patientengutes 2.1, das in die ROC-Analyse zur
Erstellung eines PBHB-Cut-off-Werts zur Diagnose einer DKA fir die
Referenzmethode verwendet wurde. Signalement und Laborparameter (Mittelwert und
Standardabweichung) der Diabetiker (n = 18) (AG = Anionenliicke, fHB = B-
Hydroxybutyrat; DKA = diabetische Ketoazidose; HCO3 = Bikarbonat; mk = ménnlich
kastriert; mmol/l = Millimol pro Liter; n = Probenanzahl, Referenz = Referenzmethode;
wk = weiblich kastriert). Bei 3 Patienten waren keine Ergebnisse der Nitroprussid-
Urinteststreifen-Untersuchung verfiigbar. Die Prozentangaben beziehen sich auf die

Anzahl der vorliegenden Urinteststreifen-Ergebnisse (n = 15).

Parameter DKA (n=10) andere (n = 8)
Alter (Jahre) 12,0+2,6 12,7+3,8
Geschlecht 6 mk/ 4 wk 6 mk/ 2 wk
pH-Wert (vends) 7,15+ 0,07 7,35+ 0,07
Blutglukose (mmol/I) 235+6,8 16,3+6,7
HCO5 (mmol/l) 122+25 20,5+3,8
AG (mmol/l) 30,0+6,0 16,9+29
Nitroprussid-

Urinteststreifen

negativ 1(12,5 %) 7 (100 %)
1+ 1(12,5 %)

2+ 4 (50 %)

3+ 2 (25 %)

BHB Referenz (mmol/l) 99+5,1 0,5+0,6

Die AUC gibt das MaR fir die diagnostische Qualitat eines Tests an. Sie ergab in
der unten abgebildeten ROC-Kurve einen ,,perfekten” Wert von 1,000 (95 % CI:
0,815-1,000). Der ermittelte BHB-Cut-off-Wert zur Diagnose einer DKA lag bei
> 1,9 mmol/l und ergab eine Sensitivitat von 100 % (95 % CI: 69,2-100 %) mit
einer Spezifitdt von 100 % (95 % CI: 63,1-100 %). Ein positives LR konnte
aufgrund der Sensitivitat (100 %) und der Spezifitdt (100 %) nicht berechnet
werden. Der Cut-off-Wert fiir BHB zur Diagnose einer DKA wurde auf 2 mmol/I
festgelegt.
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PHB-Cut-off-Wert — Diabetische Ketoazidose — Referenzmethode
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Abbildung 6: Kurve der ROC-Analyse (blaue durchgehende Linie) der Ermittlung
des BHB-Cut-off-Werts der Referenzmethode zur Diagnose einer diabetischen
Ketoazidose mit Konfidenzintervall (blaue unterbrochene Linien) und
Winkelhalbierender (rote unterbrochene Linie) basierend auf 18 pHB-Werten von
18 Diabetikern (stabil; DK; DKA). Jeder Punkt (orange) auf der ROC-Kurve entspricht
einem bestimmten Cut-off-Wert und représentiert ein Paar aus Sensitivitit und Spezifitét
(AUC = area under curve, PHB = B-Hydroxybutyrat, DK = diabetische Ketose, DKA =
diabetische Ketoazidose, P = p-Wert).

1.3.2. Cut-off-Wert zur Beurteilung der Diabetes-mellitus-Einstellung

Zusitzlich erfolgte die Ermittlung eines BHB-Cut-off-Werts zur Differenzierung
eines gut von einem schlecht eingestellten DM mit erhdhten Blutglukosewerten
und vermehrter Ketonkdrperbildung. Fir diese Analyse wurden die Daten des
Patientengutes 2.2 verwendet. Die retrospektiv untersuchten Daten gingen nicht in
die Untersuchung ein, da kein PHB-Messwert der Referenzmethode vorlag. Die
Kontrollgruppe wurde bei der Erstellung des Cut-off-Werts bertcksichtigt und
zusammen mit den gut eingestellten Diabetikern eingruppiert, da sich ein gut
eingestellter und kontrollierter Diabetiker metabolisch gesehen nicht wesentlich
von einem gesunden Tier unterscheiden sollte. Die Einteilung der Tiere erfolgte
anhand der klinischen Symptome (Polyurie, Polydipsie, Polyphagie), der
Blutglukosewerte im Tagesprofil und/ oder der Fruktosaminwerte. Ein Diabetiker

wurde als gut eingestellt eingestuft, wenn die Blutglukose im Tagesverlauf < 13,8
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mmol/l (250 mg/dl) und/ oder der Fruktosaminwert < 450 umol/l lag und keine
auffalligen Kklinischen Symptome des DM mehr bestanden. Von den 26
Diabetikern, die in dieser Studie prospektiv untersucht wurden, wurde ein Patient
aufgrund einer schweren Herzerkrankung ausgeschlossen. Ein weiteres Tier
wurde ausgeschlossen, da es zwar unter einem schlecht eingestellten DM litt, aber
eine Hypoglyk&mie urséchlich war. Aufgrund von fehlenden Werten konnten die
Daten von 4 weiteren Tieren nicht in die Untersuchung aufgenommen werden.
Die BHB-Werte der 20 verbliebenen Tiere wurden in die Untersuchung
aufgenommen. Patientendaten konnten mehrfach eingeschlossen werden, wenn
diese von unterschiedlichen Besuchen stammten. Es gingen insgesamt 34 BHB-
Werte (20 Diabetiker; 12 Kontrolltiere) in die Untersuchung ein. Tabelle 15 zeigt
die Daten der Patientengruppe 2.2. Die Kurve der zugehtrigen ROC-Analyse ist
in Abbildung 7 dargestellt.

Tabelle 15: Ergebnisse des Patientengutes 2.2, das in der ROC-Analyse zur
Ermittlung eines pHB-Cut-off-Werts zur Beurteilung der Einstellung eines DM filr
die Referenzmethode verwendet wurde. Signalement und Laborparameter (Mittelwert
und Standardabweichung) der Diabetiker (n = 20) und der Kontrollgruppe (n =12) (BHB
= B-Hydroxybutyrat, m = mannlich intakt, mk = ménnlich Kkastriert, umol/l = Mikromol
pro Liter, mmol/l = Millimol pro Liter, n = Probenanzahl, Referenz = Referenzmethode,
w = weiblich intakt, wk = weiblich Kkastriert). 2 Patienten waren mit je 2 Werten von
unterschiedlichen Besuchen in der Untersuchung vertreten.

Parameter gute glykamische schlechte glykamische
Kontrolle (n =16) Kontrolle (n =18)

Alter (Jahre) 48+53 125+3,2

Geschlecht 6 m/ 5 mk/ 2 w/ 3 wk 13 mk/ 4 wk

Blutglukose (mmol/Il) 6,2+ 3,0 17,7+ 3,6

Fruktosamin (umol/l) 341 +76 579 +£121

(nur Diabetikergruppe)

BHB Referenz (mmol/1) 0,1+0,1 57%+6,0

Die AUC ergab einen Wert von 0,924 (95 % CI. 0,779-0,986). Der ermittelte
BHB-Cut-off-Wert von > 0,1 mmol/l ergab den besten Kompromiss aus
Sensitivitat und Spezifitdt mit einer Sensitivitat von 88,9 % (95 % CI: 65,3-98,6
%) und einer Spezifitdt von 87,5 % (95 % CI: 61,7-98,4 %) und dem positiven
LR von 7,1. Bei einem BHB-Wert > 0,1 mmol/l besteht daher die Mdglichkeit,
dass der Patient keine gute glykdmische Kontrolle aufweist und die
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Blutglukosewerte zu hoch sind. Bei einem Wert von > 0, 2 mmol/I ergibt sich eine
Sensitivitat von 66,7 % (95 % CI: 41-86,7 %) und eine Spezifitat von 93,8 %
(95 % CI: 69,8-99,8 %) mit dem héchsten positiven LR von 10,7. Aufgrund des
héheren positiven LR und der Spezifitat wurde der Cut-off-Wert von > 0,2 mmol/I

fir die Referenzmethode gewidhlt.

BHB-Cut-off-Wert — Diabetes mellitus — Referenzmethode
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Abbildung 7: Kurve der ROC-Analyse (blaue durchgehende Linie) der Ermittlung
des BHB-Cut-off-Werts der Referenzmethode zur Beurteilung der Diabetes-
mellitus-Einstellung mit Konfidenzintervall (blaue unterbrochene Linien) und
Winkelhalbierender (rote unterbrochene Linie) basierend auf 34 BHB-Werten von
20 Diabetikern (stabil; DK; DKA) und 12 gesunden Kontrolltieren. Jeder Punkt
(orange) auf der ROC-Kurve entspricht einem bestimmten Cut-off-Wert und reprasentiert
ein Paar aus Sensitivitdit und Spezifitit (AUC = area under curve, PHB = p-
Hydroxybutyrat, DK = diabetische Ketose, DKA = diabetische Ketoazidose, P = p-Wert).

2. GlucoMen® LX PLUS

In dieser Studie wurde das portable Ketonkdrpermessgerat GlucoMen® LX PLUS
fir den Einsatz bei Katzen validiert. Dies erfolgte durch den Vergleich der BHB-
Messwerte des portablen Gerétes aus unterschiedlichen Blutprobenarten mit den
Messwerten einer enzymatischen spektrophotometrischen Referenzmethode aus

zeitgleich entnommenen Serumproben.



IV. Ergebnisse 64

Die Validierung erfolgte mit den Daten des Patientengutes 1. In der
Diabetikergruppe (n = 26) wurden insgesamt 68 Messungen mittels des
GlucoMen® LX PLUS aus nicht mit EDTA versetzten Proben vendsen Vollblutes,
19 Messungen aus mit EDTA antikoagulierten Proben vendsen Blutes sowie 22
Messungen aus Proben kapillaren Blutes durchgefthrt. In der Kontrollgruppe (n =
12) wurden 12 Messungen aus nicht mit EDTA versetzten Proben vendsen

Vollblutes untersucht.

Bei 5 Messungen aus vendsem Vollblut zeigte das Gerit statt ,,HI* (high) einen
konkreten BHB-Wert an, welcher in der Referenzmessung aus Serum einem fHB-
Wert zwischen 8,1-15,3 mmol/l entsprach. Damit lag die Konzentration dieser
Proben tber der mittels GlucoMen® LX PLUS messharen und hétte daher mit
»HI“ (high) angegeben werden miissen. Bei 9 Messungen aus vendsem Vollblut
zeigte das Gerdt ,,LO“ (low) an, welches einer BHB-Konzentration unter 0,1
mmol/l entspricht. Die entsprechenden Proben enthielten in der Referenzmessung
BHB-Konzentrationen von 0,1-0,2 mmol/l. Entsprechend wurde bei 2 Proben
kapillaren Blutes ,,LO* (low) angezeigt, obwohl die Referenzmessung Werte von
0,1-0,2 mmol/l ergab. Bei der Messung aus Kapillarblut war bei einer Probe die
Angabe ,,HI* (high) zu verzeichnen, die mittels Referenzmethode mit 4,8 mmol/l
im messbaren Bereich des Gerédtes gemessen wurde und dementsprechend hétte
vom GlucoMen® LX PLUS ein konkreter Wert angezeigt werden miissen.
Fehlermeldungen des GlucoMen® LX PLUS traten weder bei der Messung aus
venodsem Vollblut oder aus EDTA-BIlut, noch bei den Messungen aus Kapillarblut

auf.

Zusétzlich zu den herkdmmlichen Validierungsmethoden (Regressionsanalyse
nach Passing-Bablok; Streudiagramm nach Bland-Altman; Intra-Assay-CV)
erfolgte auch beim GlucoMen® LX PLUS die Uberpriifung des Einflusses
verschiedener Blutparameter auf die Richtigkeit der Messwerte und die
Ermittlung spezifischer pPHB-Cut-off-Werte zur Diagnose einer DKA und zur
Beurteilung eines nicht gut eingestellten DM mit erhéhten Blutglukosewerten und
vermehrter Bildung von Ketonkdrpern. Die Ermittlung des Cut-off-Werts erfolgte

mit den Werten des Patientengutes 2.

2.1. Intra-Assay-Préazision

Die Intra-Assay-Prazision des GlucoMen® LX PLUS wurde anhand von 2
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reprasentativen Proben fiir hohe und niedrige BHB-Konzentrationen aus dem
Patientengut 1 ermittelt. Der hohe PHB-Konzentrationsbereich lag bei 3,8-4,8
mmol/l, der niedrige bei 0,2-0,3 mmol/l. Es ergab sich sowohl fiir die hohe als
auch fiir die niedrige Konzentration eine gute Prazision fir den GlucoMen® LX
PLUS. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Ermittelte Intra-Assay-Prazision des GlucoMen® LX PLUS (BHB = B-
Hydroxybutyrat, CV = Variationskoeffizient, Konz. = Konzentration, mmol/l = Millimol
pro Liter, SD = Standardabweichung).

pHB- Anzahl der Mittelwert Median SD (mmol/l) | Intra-
Konzentration Messungen (mmol/l) (mmol/l) Assay-CV
(mmol/l) (%)

hohe Konz. 10 4,47 4,55 0,27 6,2
(3,8-4,8)

niedrige Konz. 10 0,22 0,2 0,04 18,2
(0,2-0,3)

2.2. Validierung der Messwerte aus unterschiedlichen Blutprobenarten

Die Validierung des GlucoMen® LX PLUS fiir den Einsatz bei Katzen erfolgte
durch den Vergleich der BHB-Messwerte des Gerédtes aus unterschiedlichen
Blutprobenarten mit den Messwerten einer enzymatischen
spektrophotometrischen Referenzmethode aus Serumproben des Patientengutes 1.
Aufgrund der vom Hersteller angegebenen Messgrenze des GlucoMen® LX PLUS
< 8 mmol/l wurden Werte, die in der Referenzmessung BPHB-Konzentrationen > 8
mmol/l ergaben, nicht in die Untersuchung eingeschlossen. Die Validierung des
Gerates erfolgte daher auf der Basis von 61 Proben vendsen Vollblutes, 17 mit

EDTA antikoagulierten Proben vendsen Blutes sowie 20 Proben kapillaren Blutes.

2.2.1. Messung aus Proben vendsen Vollblutes

Die Validierung der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus Proben vendsen
Vollblutes (n = 61) durch Vergleich mit der mittels Referenzmethode ermittelten
BHB-Konzentration aus gleichzeitig gewonnenen Serumproben ist in den
Abbildungen 8, 9 und 10 dargestellt. Die Berechnung erfolgte aufgrund der
Messgrenze des GlucoMen® LX PLUS unter Ausschluss der Proben, die in der

Referenzmessung BHB-Werte > 8mmol/I ergaben. Trotz der mit steigender PHB-
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Konzentration zunehmenden Variabilitdt der Messergebnisse wurde das
Streudiagramm nach Bland-Altman zur besseren klinischen Einschdtzung des

Bias nicht in Prozent, sondern mit absoluten Zahlen erstellt.

Die Regressionsgleichung nach Passing-Bablok lautete y = 0,017 + 0,889x. Die
Steigung (slope) ergab einen Wert von 0,889 mit einem 95 % CI von 0,769—
1,000, das noch den relevanten Wert 1 enthielt. Damit lag keine statistisch
signifikante Abweichung der Regressionsgeraden vor. Der Y-Achsenabschnitt
(intercept) ergab 0,017 mit einem 95 % CI von -0,100-0,058, das den relevanten
Wert 0 enthielt. Die Regressionsanalyse zeigte damit keinen signifikanten
systematischen oder proportionalen Fehler. 8 der mittels GlucoMen® LX PLUS
gemessenen Werte lagen auRerhalb des Konfidenzintervalls. Der CUSUM-Test
zeigte keine Abweichung von der Linearitat (p > 0,05). Die Anwendung der
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok als Verfahren zur Uberpriifung der

Ubereinstimmung beider Messmethoden war daher moglich.
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GlucoMen® LX PLUS (Vollblut venos) versus Referenzmethode (Serum)

GlucoMen® LX PLUS
BHB-Konzentration in mmol/I

y =0,017 + 0,889x
n==61

3 Referenzr%ethode
BHB-Konzentration in mmol/l

Abbildung 8: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus venosem Vollblut zur Validierung der BHB-Werte. Streudiagramm
nach Passing-Bablok von 61 BHB-Messungen der Diabetikergruppe aus vendsem
Vollblut in mmol/l gemessen mittels GlucoMen® LX PLUS (Y-Achse) versus BHB-
Konzentration der Messungen der Referenzmethode aus den entsprechenden
Serumproben in  mmol/l (X-Achse). Dargestellt sind die Regressionslinie der
Regressionsgleichung y = a + bx (blaue durchgehende Linie) mit Konfidenzintervall
(braune gestrichelte Linien) und die Identitéatslinie nach der Gleichung y = x (braune
gepunktete Linie). Zur Kennzeichnung des diagnostisch relevanten Bereiches wurden bei
2 mmol/l jeweils 2 Geraden (rote unterbrochene Linien) eingezeichnet Die rot
dargestellten Punkte zeigen Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = B-
Hydroxybutyrat, mmol/l = Millimol pro Liter, n = Probenanzahl).

Der Vergleich der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 61 Proben vendsen
Vollblutes mit den Messwerten der Referenzmethode aus Serumproben zeigte ein
Bias von -0,3 mmol/I mit Ubereinstimmungsgrenzen von -1,4-0,9 mmol/I. Die SD
betrug 0,6 mmol/l. Im Diagramm zeigte sich, dass ein signifikanter proportionaler
Fehler vorlag, d. h., die Streuung der Ketonometer-Messwerte in Bezug zur
Referenzmethode nahm mit steigender PHB-Konzentration zu. Es zeigten sich

zudem 5 AusreifRer, die nicht innerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen lagen.
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GlucoMen® LX PLUS (Vollblut venos) versus Referenzmethode (Serum)
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Abbildung 9: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus venosem Vollblut zur Validierung der pHB-Werte. Streudiagramm
nach Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 61 BHB-
Messwerten des GlucoMen® LX PLUS aus Proben vendsen Vollblutes (Y-Achse) versus
BHB-Messwerte der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in mmol/l
(X-Achse) mit Ubereinstimmungsgrenzen (Bias + 1,96 x SD). Die rot dargestellten
Punkte zeigen Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = B-Hydroxybutyrat,
mmol/l = Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Aufgrund der im Streudiagramm nach Bland-Altman (Abbildung 9) sichtbaren
Zunahme der Streuung der mittels GlucoMen® LX PLUS gemessenen BHB-Werte
mit steigender PHB-Konzentration wurde ein weiteres Streudiagramm nach
Bland-Altman fiir den PHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l erstellt

(Abbildung 10). Das Diagramm wurde auf der Basis von 55 Messwertepaaren des
GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode erstellt.
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GlucoMen® LX PLUS (Vollblut venos) versus Referenzmethode (Serum)
<2,5 mmol/l
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Abbildung 10: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus vendsem Vollblut zur Validierung der pHB-Werte < 2,5 mmol/l.
Streudiagramm nach Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 55
BHB-Messwerten des GlucoMen® LX PLUS aus Proben vendsen Vollblutes (Y-Achse)
versus BHB-Messwerte der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in
mmol/l  (X-Achse) im BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l mit
Ubereinstimmungsgrenzen (Bias + 1,96 x SD). Die rot dargestellten Punkte zeigen
Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Der Vergleich der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 55 Proben vendsen
Vollblutes mit den Messwerten der Referenzmethode aus Serumproben im BHB-
Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l zeigte ein Bias von -0,1 mmol/l mit
Ubereinstimmungsgrenzen von -0,5-0,3 mmol/l. Die SD betrug 0,2 mmol/I. Es
lag kein signifikanter proportionaler Fehler vor. Es zeigten sich jedoch 3

Ausreiler, die nicht innerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen lagen.

2.2.2. Messung aus Proben kapillaren Blutes

Die mittels GlucoMen® LX PLUS bestimmten Messwerte aus Kapillarblut
wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung mit den Messergebnissen
der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben untersucht. Wie
bereits bei der Messung aus ventsem Vollblut wurden aufgrund der Messgrenze
des GlucoMen® LX PLUS nur die Werte < 8 mmol/l beriicksichtigt. Der
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Vergleich erfolgte auf der Basis von 20 Messwertepaaren des GlucoMen® LX
PLUS und der Referenzmethode. Das Streudiagramm nach Bland-Altman wurde
auch hier zur besseren klinischen Einschétzung des Bias nicht in Prozent, sondern
mit absoluten Zahlen erstellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 und 12
dargestellt.

Die Regressionsgleichung nach Passing-Bablok lautete y = 0,000 + 1,000x. Die
Steigung (slope) wurde mit 1,000 gemessen (95 % CI: 0,867-1,714) und der
Achsenabschnitt (intercept) mit 0,000 (95 % CI: -0,179-0,117). Die relevanten
Werte 1 (slope) und O (intercept) waren im jeweiligen 95 % CI enthalten. Die
Regressionsanalyse zeigte damit keinen systematischen oder proportionalen
Fehler. Zwei der mittels GlucoMen® LX PLUS gemessenen Werte lagen
aullerhalb des Konfidenzintervalls. Der CUSUM-Test zeigte keine Abweichungen
von der Linearitdt (p > 0,05). Die Anwendung der Regressionsanalyse nach
Passing-Bablok als Verfahren zur Uberprifung der Ubereinstimmung beider

Messmethoden war daher maéglich.
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GlucoMen® LX PLUS (Kapillarblut) versus Referenzmethode (Serum)
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Abbildung 11: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus Kapillarblut zur Validierung der pHB-Werte. Streudiagramm nach
Passing-Bablok von 20 BHB-Messungen der Diabetikergruppe aus Kapillarblut in mmol/I
gemessen mittels GlucoMen® LX PLUS (Y-Achse) versus BHB-Konzentration der
Messungen der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in mmol/l (X-
Achse). Dargestellt sind die Regressionslinie der Regressionsgleichung y = a + bx (blaue
durchgehende Linie) mit Konfidenzintervall (braune gestrichelte Linien) und die
Identitétslinie nach der Gleichung y = x (braune gepunktete Linie). Zur Kennzeichnung
des diagnostisch relevanten Bereiches wurden bei 2 mmol/l jeweils 2 Geraden (rote
unterbrochene Linien) eingezeichnet. Die rot dargestellten Punkte zeigen
Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = pB-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter, n = Probenanzahl).

Der Vergleich der BHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 20 Proben
kapillaren Blutes mit den Messwerten der Referenzmethode aus Serumproben
zeigte ein Bias von 0,1 mmol/l mit Ubereinstimmungsgrenzen von -1,5-1,8
mmol/l. Die SD betrug 0,8 mmol/l. Im Diagramm war kein proportionaler Fehler
erkennbar. Es zeigte sich jedoch ein Ausreiller, der nicht innerhalb der

Ubereinstimmungsgrenzen lag.
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GlucoMen® LX PLUS (Kapillarblut) versus Referenzmethode (Serum)
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Abbildung 12: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus Kapillarblut zur Validierung der pHB-Werte. Streudiagramm nach
Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 20 BHB-Messwerten
des GlucoMen® LX PLUS aus Proben kapillaren Blutes (Y-Achse) versus BHB-
Messwerte der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in mmol/l (X-
Achse) mit Ubereinstimmungsgrenzen (Bias + 1,96 x SD). Die rot dargestellten Punkte
zeigen Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Wie bereits bei der Untersuchung der Proben ventsen Vollblutes wurde ein
weiteres Streudiagramm nach Bland-Altman fiir den BHB-Konzentrationsbereich
< 2,5 mmol/l erstellt (Abbildung 13). Das Diagramm wurde auf der Basis von 17

Messwertepaaren des GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode erstellt.
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GlucoMen® LX PLUS (Kapillarblut) versus Referenzmethode (Serum)
<2,5 mmol/l
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Abbildung 13: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus Kapillarblut zur Validierung der BHB-Werte < 2,5 mmol/l.
Streudiagramm nach Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 17
BHB-Messwerten des GlucoMen® LX PLUS aus Proben kapillaren Blutes (Y-Achse)
versus BHB-Messwerte der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in
mmol/l  (X-Achse) im BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l mit
Ubereinstimmungsgrenzen (Bias + 1,96 x SD). Die rot dargestellten Punkte zeigen
Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Der Vergleich der BHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 17 Proben
kapillaren Blutes mit den Messwerten der Referenzmethode aus Serumproben im
BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l zeigte ein Bias von 0 mmol/l mit
Ubereinstimmungsgrenzen von -0,8-0,8 mmol/l. Die SD betrug 0,4 mmol/l. Im
Diagramm war ein proportionaler Fehler erkennbar. Es zeigte sich zudem ein

Ausreiler, der nicht innerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen lag.

2.3. Untersuchung einflussnehmender Parameter

In dieser Studie wurde auch der potenzielle Einfluss verschiedener Blutparameter
auf die Richtigkeit der Messergebnisse des GlucoMen® LX PLUS aus Proben
vendsen Vollblutes des Patientengutes 1 (berprift. Die Untersuchung
berticksichtigte den mdoglichen Einfluss des Antikoagulans EDTA, des

Hé&matokrits und  verschiedener  Serumchemieparameter  (Fruktosamin,
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Triglyzeride, Cholesterin, Bilirubin, Totalprotein, Albumin, Harnstoff, Kreatinin)
(Fir MW, SD, Median und Messspanne siehe Tabelle 11 und 13).

2.3.1. Einfluss von Ethylendiamintetraacetat

Die mittels GlucoMen® LX PLUS bestimmten BHB-Messwerte aus EDTA-Blut
wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung mit den Messergebnissen
der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben untersucht. Die
Berechnung erfolgte aufgrund der Messgrenze des GlucoMen® LX PLUS wie
bereits bei den Proben vendsen Vollblutes ohne Antikoagulans und den Proben
kapillaren Blutes unter Ausschluss der Proben, die in der Referenzmessung fHB-
Werte > 8 mmol/l ergaben. Der Vergleich erfolgte auf der Basis von 17
Messwertepaaren des GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode. Das
Streudiagramm nach Bland-Altman wurde auch hier zur besseren klinischen
Einschétzung des Bias nicht in Prozent, sondern mit absoluten Zahlen erstellt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14 und 15 dargestellt.

Die Regressionsgleichung nach Passing-Bablok lautete y = 0,070 + 0,718x. Die
Steigung (slope) wurde mit 0,718 gemessen (95 % CI: 0,530-1,000) und der
Achsenabschnitt (intercept) mit 0,070 (95 % CI: -0,100-0,117). Die relevanten
Werte 1 (slope) und O (intercept) waren im jeweiligen 95 % CI enthalten. Die
Regressionsanalyse zeigte damit keinen signifikanten proportionalen oder
systematischen Fehler. 2 der mittels GlucoMen® LX PLUS gemessenen Werte
lagen aulerhalb des Konfidenzintervalls. Der CUSUM-Test zeigte keine
Abweichung von der Linearitdit (p > 0,05). Die Anwendung der
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok als Verfahren zur Uberpriifung der

Ubereinstimmung beider Messmethoden war daher méglich.
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GlucoMen® LX PLUS (EDTA-BIut) versus Referenzmethode (Serum)

GlucoMen® LX PLUS
BHB-Konzentration in mmol/I

y =0,070 + 0,718x
n=17

3 4 5 6 7
Referenzmethode

BHB-Konzentration in mmol/I

Abbildung 14: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus EDTA-Blut zur Validierung der pHB-Werte. Streudiagramm nach
Passing-Bablok von 17 BHB-Messungen der Diabetikergruppe aus vendsen EDTA-
Proben in mmol/l gemessen mittels GlucoMen® LX PLUS (Y-Achse) versus PHB-
Konzentration der Messungen der Referenzmethode aus den entsprechenden
Serumproben in  mmol/l (X-Achse). Dargestellt sind die Regressionslinie der
Regressionsgleichung y = a + bx (blaue durchgehende Linie) mit Konfidenzintervall
(braune gestrichelte Linien) und die Identitéatslinie nach der Gleichung y = x (braune
gepunktete Linie). Zur Kennzeichnung des diagnostisch relevanten Bereiches wurden bei
2 mmol/l jeweils 2 Geraden (rote unterbrochene Linien) eingezeichnet. Die rot
dargestellten Punkte zeigen Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = fB-
Hydroxybutyrat, EDTA = Ethylendiamintetraacetat, mmol/l = Millimol pro Liter, n =
Probenanzahl).

Der Vergleich der BHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 17 mit EDTA
antikoagulierten  Proben vendsen Blutes mit den Messwerten der
Referenzmethode aus Serumproben zeigte ein Bias von -0,5 mmol/l mit
Ubereinstimmungsgrenzen von -2,4-1,5 mmol/Il. Die SD betrug 1,0 mmol/Il. Trotz
der geringen Probenanzahl war im Diagramm ein proportionaler Fehler erkennbar.
Des Weiteren waren 2 Ausreiler zu erkennen, die nicht innerhalb der

Ubereinstimmungsgrenzen lagen.
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GlucoMen® LX PLUS (EDTA-BIut) versus Referenzmethode (Serum)

— 2+

% +1.96 SD

E L

IS 15

= 1+

.

L e)

(5]

Y 0 L

L(‘]C‘) a ©o o Mean

% | 0,5

2 ak

o

X : o

% oL

> -1.96 SD

§ | ) -2,4

o 3r o

N

E-) -

(5]

E 40 . 1 . 1 . 1 . 1
0 2 4 6 8

Referenzmethode
BHB-Konzentration in mmol/Il

Abbildung 15: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus EDTA-Blut zur Validierung der pHB-Werte. Streudiagramm nach
Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 17 BHB-Messwerten
des GlucoMen® LX PLUS aus EDTA-Blut (Y-Achse) versus PHB-Messwerte der
Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in mmol/l (X-Achse) mit
Ubereinstimmungsgrenzen (Bias = 1,96 x SD). Die rot dargestellten Punkte zeigen
Mehrfachmessungen des gleichen Werts an (BHB = pB-Hydroxybutyrat, EDTA =
Ethylendiamintetraacetat, mmol/l = Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Wie bereits bei der Messung aus vendsem Vollblut und Kapillarblut wurde ein
weiteres Streudiagramm nach Bland-Altman fiir den BHB-Konzentrationsbereich
< 2,5 mmol/l erstellt (Abbildung 16). Das Diagramm wurde auf der Basis von 14

Messwertepaaren des GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode erstellt.
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GlucoMen® LX PLUS (EDTA-BIut) versus Referenzmethode (Serum)
< 2,5 mmol/l
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Abbildung 16: Vergleich von GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode der
Messungen aus EDTA-Blut zur Validierung der BHB-Werte < 2,5 mmol/l.
Streudiagramm nach Bland-Altman mit Darstellung der mittleren Differenz (Bias) von 14
BHB-Messwerten des GlucoMen® LX PLUS aus EDTA-Blut (Y-Achse) versus PHB-
Messwerte der Referenzmethode aus den entsprechenden Serumproben in mmol/l (X-
Achse) im BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l mit Ubereinstimmungsgrenzen
(Bias + 1,96 x SD). Die rot dargestellten Punkte zeigen Mehrfachmessungen des gleichen
Werts an (BHB = B-Hydroxybutyrat, EDTA = Ethylendiamintetraacetat, mmol/l =
Millimol pro Liter, SD = Standardabweichung).

Der Vergleich der BHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus 14 mit EDTA
antikoagulierten  Proben vendsen Blutes mit den Messwerten der
Referenzmethode aus Serumproben im BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l
zeigte ein Bias von 0 mmol/I mit Ubereinstimmungsgrenzen von -0,3-0,3 mmol/I.
Die SD betrug 0,1 mmol/l. Ein Wert lag nicht innerhalb der

Ubereinstimmungsgrenzen.

2.3.2. Einfluss des Hamatokrits

Der Einfluss des Hamatokrits auf die Richtigkeit der BHB-Messergebnisse des
GlucoMen® LX PLUS aus Proben vendsen Vollblutes wurde mittels
Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (t) untersucht. Die hier untersuchte
Messspanne des H&matokrits umfasste Werte von 13,6-48,6 % (siehe auch
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Tabelle 11). Tabelle 17 zeigt den Koeffizienten mit dem zugehorigen p-Wert.

Tabelle 17: Korrelation der BHB-Messergebnisse des GlucoMen® LX PLUS mit der
Hohe des Hamatokrits und Angabe des p-Werts nach Kendall-Tau (). Ein statistisch
signifikanter Einfluss ist durch einen fett gedruckten p-Wert gekennzeichnet (p < 0,01
signifikant).

Laborparameter Probenanzahl Korrelations- p-Wert

koeffizient T

Hamatokrit 32 0,176 0,178

2.3.3. Einfluss von Serumchemieparametern

Der Einfluss verschiedener Serumchemieparameter (Fruktosamin, Triglyzeride,
Cholesterin, Bilirubin, Totalprotein, Albumin, Harnstoff, Kreatinin) auf die
Richtigkeit der pHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus Proben vendsen
Vollblutes wurde ebenfalls mittels Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau (1)
untersucht.  Die  hier  untersuchten  Messspannen  der  jeweiligen
Serumchemieparameter umfassten folgende Werte: Fruktosamin 223-842 umol/I;
Triglyzeride 0,32-8,39 mmol/l; Cholesterin 0,94-24,33 mmol/l; Bilirubin 2,9-176
umol/l; Totalprotein 46,7-80,2 g/l; Albumin 23,6-43,1 g/l; Harnstoff 2,9-81,6
mmol/l; Kreatinin 44—723 pumol/l (siche auch Tabelle 13). Tabelle 18 zeigt die
jeweiligen Korrelationskoeffizienten mit den zugehdrigen p-Werten.
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Tabelle 18: Korrelation der BHB-Messergebnisse des GlucoMen® LX PLUS mit der
Konzentration verschiedener Serumchemieparameter und Angabe des p-Werts
nach Kendall-Tau (1). Statistisch signifikante Einflisse sind durch fett gedruckte p-
Werte gekennzeichnet (p < 0,01 signifikant).

Laborparameter Probenanzahl Korrelations- p-Wert
koeffizient T

Fruktosamin 30 -0,266 0,048
Triglyzeride 49 0,140 0,167
Cholesterin 49 -0,760 0,450
Bilirubin 55 0,342 < 0,001
Totalprotein 54 0,063 0,517
Albumin 54 -0,082 0,401
Harnstoff 55 -0,031 0,747
Kreatinin 53 -0,097 0,326
2.4. Cut-off-Werte

Neben der Regressionsanalyse, der Berechnung des Intra-Assay-CV und der
graphischen Darstellung mittels Streudiagramm nach Bland-Altman zur
Validierung des GlucoMen® LX PLUS erfolgte die Ermittlung von spezifischen
BHB-Cut-off-Werten zur Diagnose einer DKA. Sie diente auch zur Beurteilung,
ab welchem Wert eine schlechte glykamische Kontrolle eines DM mit erhohten

Blutglukosewerten vorliegt und daher vermehrt Ketonkdrper gebildet werden.

2.4.1. Cut-off-Wert zur Diagnose einer diabetischen Ketoazidose

Die ROC-Analyse zur Ermittlung eines BHB-Cut-off-Werts zur Diagnose einer
DKA fiir den GlucoMen® LX PLUS erfolgte wie bei der Referenzmethode auf der
Basis der klinischen Symptome, der vendsen Blutgaswerte (pH-Wert, HCOs',
AG), der Blutglukosekonzentration, und, sofern vorhanden, den Testergebnissen
der Nitroprussid-Urinteststreifen-Untersuchung. Ein Patient wurde in die Gruppe
der DKA (Gruppe 1) eingeteilt, wenn folgende Kriterien erfillt waren: pH-Wert <
7,27; HCO3 < 14 mmol/l; AG > 20,6 mmol/l; Blutglukose > 11,1 mmol/l (200
mg/dl) und ggf. Ketonurie. Die Tiere, die diese Kriterien nicht erfillten, wurden
in die zweite Gruppe eingeteilt (Tiere mit DK und stabile Diabetiker). VVon den 26

diabetischen Studientieren wurde ein Patient ausgeschlossen, weil zuvor eine
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intravendse Gabe von Natriumbikarbonat erfolgt war. Ein weiterer Patient wurde
ausgeschlossen, da eine schwere Herzerkrankung vorlag, die fir den schlechten
Zustand des Tieres verantwortlich war. Beides hétte die Ergebnisse verfélscht. 2
Tiere mussten ausgeschlossen werden, weil nicht alle fur die ROC-Kurve

benodtigten Werte von den Patienten vorlagen.

Zusétzlich konnten weitere Diabetiker, deren Daten retrospektiv untersucht
wurden, in die Untersuchung eingeschlossen werden. Patientendaten konnten
mehrfach eingeschlossen werden, wenn diese von unterschiedlichen Besuchen
stammten. Insgesamt wurden 43 Proben unterschiedlicher Besuche von 39
Patienten analysiert. Die unterschiedliche Probenanzahl fiir die ROC-Analyse der
Referenzmethode (n = 18) und des GlucoMen® LX PLUS (n = 43) ergibt sich aus
den in die Untersuchung des GlucoMen® LX PLUS aufgenommenen Werten der
retrospektiven Daten. Tabelle 19 zeigt die Daten des Patientengutes 2.1. Die
Kurve der zugehorigen ROC-Analyse ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Tabelle 19: Ergebnisse des Patientengutes 2.1, das in der ROC-Analyse zur
Erstellung eines BHB-Cut-off-Werts zur Diagnose einer DKA fiir den GlucoMen®
LX PLUS verwendet wurde. Signalement und Laborparameter (Mittelwert und
Standardabweichung) der Diabetiker (n = 39) (AG = Anionenliicke, PHB = f-
Hydroxybutyrat, DKA = diabetische Ketoazidose, HCOs; = Bikarbonat, GM =
GlucoMen® LX PLUS, mk = mannlich kastriert, mmol/l = Millimol pro Liter, n =
Probenanzahl, wk = weiblich kastriert). Bei 10 Patienten waren keine Ergebnisse der
Nitroprussid-Urinteststreifen-Untersuchung verfugbar. Die Prozente beziehen sich auf die
Anzahl der vorliegenden Urinteststreifen-Ergebnisse (n = 31). 2 Patienten waren mit je 2
Werten von unterschiedlichen Besuchen in der Untersuchung vertreten.

Parameter DKA (n=24) andere (n = 19)
Alter (Jahre) 119+3,2 11,6 +£3,2
Geschlecht 15 mk/ 7 wk 11 mk/ 7 wk
pH-Wert (vendos) 7,13+0,10 7,34 £ 0,05
Blutglukose (mmol/l) 259+7,0 21,7+8,8
HCO3" (mmol/l) 11,7+ 3,9 205+£3,0

AG (mmol/l) 33074 20,5 + 4,0

Nitroprussid-
Urinteststreifen

negativ 3 (18,8 %) 12 (80 %)
1+ 2 (12,5 %) 3 (20 %)
2+ 8 (50 %)

3+ 3 (18,8 %)

BHB GM (mmol/l) 49+19 12+12

Die AUC ergab einen Wert von 0,954 (95 % CI: 0,843-0,994). Der ermittelte
BHB-Cut-off-Wert zur Diagnose einer DKA mit dem besten Kompromiss aus
Sensitivitat und Spezifitat lag bei > 1,9 mmol/l und hatte eine Sensitivitat von
95,8 % (95 % CI: 78,9-99,9 %) mit einer Spezifitat von 84,2 % (95 % CI: 60,4—
96,6 %). Das positive LR lag bei 6,1. Der Wert mit dem hochsten positiven LR
von 14,3 lag bei > 3,2 mmol/l. Der diagnostische PHB-Cut-off-Wert wurde wie

bei der Referenzmethode auf 2 mmol/I festgelegt.
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BHB-Cut-off-Wert - Diabetische Ketoazidose - GlucoMen® LX PLUS
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Abbildung 17: Kurve der ROC-Analyse (blaue durchgehende Linie) der Ermittlung
des BHB-Cut-off-Werts des GlucoMen® LX PLUS zur Diagnose einer diabetischen
Ketoazidose mit Konfidenzintervall (blaue unterbrochene Linien) und
Winkelhalbierender (rote unterbrochene Linie) basierend auf 43 pHB-Werten von
39 Diabetikern (stabil; DK; DKA). Jeder Punkt (orange) auf der ROC-Kurve entspricht
einem bestimmten Cut-off-Wert und représentiert ein Paar aus Sensitivitat und Spezifitét
(AUC = area under curve, PHB = B-Hydroxybutyrat, DK = diabetische Ketose, DKA =
diabetische Ketoazidose, P = p-Wert).

2.4.2. Cut-off-Wert zur Beurteilung der Diabetes-mellitus-Einstellung

Zusatzlich erfolgte die Bestimmung eines BHB-Cut-off-Werts zur Differenzierung
eines gut von einem schlecht eingestellten DM mit erhdhten Blutglukosewerten
und vermehrter Ketonkdrperbildung. Fur die Analyse wurden die prospektiven
Daten der Diabetiker und der gesunden Kontrollgruppe verwendet. Die
Kontrollgruppe wurde bei der Ermittlung des Cut-off-Werts in dieser Analyse
beriicksichtigt und zusammen mit den gut eingestellten Diabetikern eingruppiert,
da sich ein gut eingestellter und kontrollierter Diabetiker metabolisch gesehen
nicht wesentlich von einem gesunden Tier unterscheiden sollte. Die Einteilung der
Tiere erfolgte anhand der Kklinischen Symptome (Polyurie, Polydipsie,
Polyphagie), der Blutglukosewerte im  Tagesprofil und/ oder der
Fruktosaminwerte. Ein Diabetiker wurde als gut eingestellt eingestuft, wenn die

Blutglukose im Tagesverlauf < 13,8 mmol/l (250 mg/dl) und/oder der
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Fruktosaminwert < 450 umol/l lag und keine auffalligen klinischen Symptome
des DM mehr bestanden. VVon den 26 Diabetikern, die in dieser Studie untersucht
wurden, wurde ein Patient aufgrund einer schweren Herzerkrankung
ausgeschlossen. Dies hatte die Ergebnisse verfalscht. Ein weiteres Tier wurde
ausgeschlossen, da es zwar unter einem schlecht eingestellten DM litt, aber eine
Hypoglykamie urséachlich war. 2 Tiere musste ausgeschlossen werden, weil nicht
alle fir die ROC-Kurve bendtigten Werte der Patienten vorlagen. Die fHB-Werte

der 22 verbliebenen Tiere wurden in die Untersuchung aufgenommen.

Zusatzlich wurden die Diabetiker, deren Daten retrospektiv untersucht wurden, in
die  Untersuchung eingeschlossen.  Patientendaten  konnten  mehrfach
eingeschlossen werden, wenn diese von unterschiedlichen Besuchen stammten.
Insgesamt wurden 65 Proben unterschiedlicher Besuche von 39 Patienten und 12
Kontrolltieren analysiert. Die unterschiedliche Probenanzahl fur die ROC-Analyse
der Referenzmethode (n = 34) und des GlucoMen® LX PLUS (n = 65) ergibt sich
aus den in die Untersuchung des GlucoMen® LX PLUS aufgenommenen Werten
der retrospektiven Daten. Tabelle 20 zeigt die Daten des Patientengutes 2.2. Die

Kurve der zugehorigen ROC-Analyse ist in Abbildung 18 dargestellt.

Tabelle 20: Ergebnisse des Patientengutes 2.2, das in der ROC-Analyse zur
Ermittlung eines pHB-Cut-off-Werts zur Beurteilung der Einstellung eines DM fir
den GlucoMen® LX PLUS verwendet wurde. Signalement und Laborparameter
(Mittelwert und Standardabweichung) der Diabetiker (n = 39) und der Kontrollgruppe (n
= 12) (BHB = B-Hydroxybutyrat, GM = GlucoMen® LX PLUS, m = mannlich intakt, mk
= mannlich kastriert, umol/l = Mikromol pro Liter, mmol/l = Millimol pro Liter, n =
Probenanzahl, w = weiblich intakt, wk = weiblich kastriert). Ein Patient war mit 6
Werten, 2 Patienten waren mit je 3 Werten und 5 Patienten waren mit je 2 Werten von
unterschiedlichen Besuchen in der Untersuchung vertreten.

Parameter gute glykamische schlechte glykémische
Kontrolle (n = 20) Kontrolle (n = 45)

Alter (Jahre) 6,2+5,6 12,0+ 3,0

Geschlecht 6 m/ 7 mk/ 2 w/ 4 wk 24 mk/ 11 wk

Blutglukose (mmol/l) 70£34 18,5+4,7

Fruktosamin (pmol/l) 346 + 68 577 £ 107

(nur Diabetikergruppe)

BHB GM (mmol/l) 0,1+0,1 30+25

Die AUC ergab einen Wert von 0,926 (95 % CI: 0,833-0,976). Der ermittelte
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BHB-Cut-off-Wert von > 0,3 mmol/l ergab den besten Kompromiss aus
Sensitivitat und Spezifitat mit einer Sensitivitat von 82,2 % (95 % CI: 67,9-92 %)
und eine Spezifitdt von 100 % (95 % CI: 83,2-100 %). Ein positives LR konnte
aufgrund der Spezifitat (100%) nicht berechnet werden. Bei einem BHB-Wert >
0,3 mmol/I besteht die Wahrscheinlichkeit, dass ein schlecht eingestellter DM mit

zu hohen Blutglukosewerten und einer vermehrten Ketonkorperbildung vorliegt.

BHB-Cut-off-Wert - Diabetes mellitus - GlucoMen® LX PLUS
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Abbildung 18: Kurve der ROC-Analyse (blaue durchgehende Linie) der Ermittlung
des BHB-Cut-off-Werts des GlucoMen® LX PLUS zur Beurteilung der Diabetes-
mellitus-Einstellung mit Konfidenzintervall (blaue unterbrochene Linien) und
Winkelhalbierender (rote unterbrochene Linie) basierend auf 65 BHB-Werten von
39 Diabetikern (stabil; DK; DKA) und 12 gesunden Kontrolltieren. Jeder Punkt
(orange) auf der ROC-Kurve entspricht einem bestimmten Cut-off-Wert und reprasentiert
ein Paar aus Sensitivitit und Spezifitit (AUC = area under curve, PHB = p-
Hydroxybutyrat, P = p-Wert).

3. Nitroprussid-Urinteststreifen

Der Vergleich der Ergebnisse der Ketonkdrpermessung aus Urin mittels
Nitroprussid-Urinteststreifen mit den Ergebnissen der Ketonkdrpermessung aus

Blutproben mittels GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode erfolgte mit den
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Daten des Patientengutes 3. Es konnten 35 Urinproben von Diabetikern, die
mittels Teststreifen auf Ketonkdrper untersucht wurden, im Vergleich mit den
BHB-Messergebnissen des GlucoMen® LX PLUS ausgewertet werden. Zum
Vergleich mit den BHB-Messergebnissen der Referenzmethode konnten 18 dieser

Urinproben analysiert werden.

Bei einem der vorgestellten Patienten konnte aufgrund mangelnden Urinvolumens
in der Harnblase keine Urinprobe gewonnen werden. Bei einem Patienten wurde
aufgefangener Urin, bei allen Ubrigen Patienten wurde Zystozentese-Urin fir
diese Untersuchung verwendet. Bei den mittels Zystozentese gewonnenen
Urinproben wurde zusatzlich eine bakteriologische Untersuchung des Urins
durchgefuhrt. Von den Patienten, von denen initial keine oder nur eine Probe
aufgefangenen Urins in die Nitroprussid-Teststreifen-Untersuchung eingegangen
war, wurde zu einem spateren Zeitpunkt eine erneute Probe mittels Zystozentese
entnommen und anschlieend auf das Vorliegen eines bakteriellen
Harnwegsinfekts untersucht. Bei keinem der Patienten konnte mittels
bakteriologischer Untersuchung ein Harnwegsinfekt nachgewiesen werden, der
aufgrund des potenziellen Ketonkorperabbaus durch Bakterien einen Einfluss auf
die AcAc-Konzentration im Urin haben konnte.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der KetonkOrpermessung mittels
Nitroprussid-Teststreifen-Untersuchung aus Urin mit den Ergebnissen der
Ketonkorpermessung der Referenzmethode (Serum) und des GlucoMen® LX
PLUS (Vollblut) wurde mittels des exakten Fisher-Tests untersucht. Um dabei die
diagnostische Ubereinstimmung der Nitroprussid-Teststreifen-Ergebnisse mit
denen der Referenzmethode und des GlucoMen® LX PLUS zu vergleichen, wurde
als Nachweisgrenze fiir Ketonkdrper im Urin der zuvor ermittelte BHB-Cut-off-
Wert zur Diagnose einer DKA von 2 mmol/l fur beide Methoden gewéhit. Ab
diesem diagnostisch relevanten BHB-Wert sollte eine ausreichende AcAc-
Konzentration, also Ketonurie, vorliegen. Im Nitroprussid-Test kdnnen lediglich

AcAc und Aceton nachgewiesen werden.

3.1 Referenzmethode und Nitroprussid-Urinteststreifen-Untersuchung
Beim Vergleich der Ergebnisse der Ketonkdrpermessung aus Urin mittels der
Nitroprussid-Teststreifen-Untersuchung mit den Blut-BHB-Konzentrationen aus

Serum, gemessen mit der Referenzmethode, zeigten 6 Tiere (33,3 %) ein positives
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Urinergebnis auf Ketonkorper (Keton 2+ bis 3+) und gleichzeitig erhdhte fHB-
Werte > 2 mmol/l (4,8 mmol/l; 6,2 mmol/l; 8 mmol/l; 11,1 mmol/Il; 15,3 mmol/l,
19,8 mmol/l) in der Referenzmessung. Bei einem Patienten (5,6 %) konnte nur
eine geringe Menge an Ketonkdrpern im Urin nachgewiesen werden (Keton 1+)
bei einem gemessenen PHB-Wert im Blut von 13,8 mmol/l. 9 Tiere (50 %) hatten
ein negatives Urinergebnis und die mittels Referenzmethode gemessenen BHB-
Werte dieser Patienten lagen zwischen 0,1-1,9 mmol/l. 2 der Patienten (11,1 %)
zeigten ein negatives Urinergebnis, obwohl bei ihnen erhohte BHB-
Konzentrationen im Blut vorlagen (2,2 mmol/l; 5 mmol/l). Tabelle 21 zeigt die
Daten des Patientengutes 3. Ein Patient konnte aufgrund einer zuvor
durchgefuhrten intraventsen Bikarbonatgabe bez. seines pH-Werts nicht beurteilt
werden und wurde daher nicht in dieser Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 22 zeigt die sogenannte ,,Vierfeldertafel“ mit den Ergebnissen des exakten
Fisher-Tests.

Der im exakten Fisher-Test ermittelte p-Wert lag < 0,05 (Signifikanzniveau).
Daher kann die hier tiberpriifte Nullhypothese, dass die BHB-Messung aus Serum
mittels Referenzmethode und die Ketonkorperbestimmung aus Urin mittels
Nitroprussid-Teststreifen bei dem in dieser Studie ermittelten diagnostischen
BHB-Cut-off-Wert von 2 mmol/l gleichwertige Diagnostika zum Nachweis einer
DKA sind, verworfen werden. Beide Methoden zeigen Unterschiede beziglich
ihrer F&higkeit, eine DKA zu diagnostizieren.
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Tabelle 21: Ergebnisse des Patientengutes 3, das im exakten Fisher-Test zum
Vergleich der Ergebnisse der Ketonkdrpermessung aus Urin mit den Ergebnissen
der PHB-Messung aus Blut mittels Referenzmethode verwendet wurde. Signalement
und Laborparameter (Mittelwert und Standardabweichung) der Diabetiker (n = 17) (AG =
Anionenliicke, BHB = B-Hydroxybutyrat, HCOs; = Bikarbonat, DKA = diabetische
Ketoazidose, mmol/l = Millimol pro Liter, mk = mannlich kastriert, n = Probenanzahl,
Referenz = Referenzmethode, wk = weiblich kastriert).

Parameter DKA (n=8) andere (n =9)
Alter (Jahre) 11,8+2,8 13,4+ 35
Geschlecht 5 mk/ 3 wk 6 mk/ 3wk
pH-Wert (venos) 7,15+ 0,06 7,35+ 0,07
Blutglukose (mmol/l) 245+6,2 15,6 £6,5
HCOs  (mmol/l) 125+25 21,1+ 3,7

AG (mmol/l) 30,0+ 6,3 179+ 16

Nitroprussid-

Urinteststreifen

negativ 1 (12,5 %) 9 (100 %)
1+ 1(12,5 %)

2+ 4 (50 %)

3+ 2 (25 %)

BHB Referenz (mmol/I) 10,2+55 05+0,6

Tabelle 22: Vierfeldertafel zur Darstellung der mittels des exakten Fisher-Tests
ermittelten Ubereinstimmung der Ergebnisse der Nitroprussid-Urinteststreifen und
der Referenzmethode (Serum) bei einer festgelegten Nachweisgrenze von 2 mmol/l
(BHB-Konzentration) basierend auf 18 Untersuchungen. Der ermittelte p-Wert
(zweiseitig) ergab einen Wert < 0,05 (0,022). (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter).

Urinteststreifen Referenzmethode Summe (in Prozent)
PHB-Konzentration
<2 mmol/l > 2 mmol/l

negativ 11 2 13 (72,2 %)

positiv 1 4 5 (27,8 %)

Summe (in Prozent) | 12 (66,7 %) 6 (33,3 %) 18 (100 %)
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3.2 GlucoMen® LX PLUS und Nitroprussid-Urinteststreifen-
Untersuchung

Der Vergleich der Ergebnisse der Ketonkorpermessung aus Urin mittels der
Nitroprussid-Urinteststreifen-Untersuchung mit den Blut-pHB-Konzentrationen
aus vendsem Vollblut gemessen mittels GlucoMen® LX PLUS erfolgte auf Basis
der Daten der im prospektiven Teil (n = 21) und im retrospektiven Teil der Studie
untersuchten Diabetiker (n = 14). Insgesamt wurden 35 Datensétze ausgewertet.
16 der 35 Katzen (45,7 %) hatten ein positives Urinergebnis auf Ketonkorper und
gleichzeitig mittels GlucoMen® LX PLUS messbare Blut-BHB-Konzentrationen
(Messbereich: 0,9 mmol/l bis ,,HI). Bei 4 dieser Patienten konnte nur eine
geringe Ketonurie (Keton 1+) festgestellt werden, wogegen die Messung des
GlucoMen® LX PLUS einen vergleichsweise hohen und als kritisch zu
bewertenden HB-Wert ergab (2,6 mmol/l; 2,7 mmol/l; 4,9 mmol/l; 5,3 mmol/l).
Bei den anderen 12 Patienten zeigten sich Uberschneidungen in den
semiquantitativen Kategorien der Teststreifen-Untersuchung (Keton 1+ bis 3+) im
gesamten mittels GlucoMen® LX PLUS gemessenen BPHB-Konzentrationsbereich.
Bei 10 (28,6 %) der Patienten konnten keine Ketonkdrper im Urin nachgewiesen
werden, obwohl die Messung mittels GlucoMen® LX PLUS erhohte BHB-Werte
ergab (3,2 mmol/l; 3,1 mmol/l; 2,2 mmol/l; 2 mmol/l; 1,9 mmol/l; 1,4 mmol/l; 1,3
mmol/l (3 Patienten); 1,1 mmol/l). 9 Patienten (25,7 %) zeigten ein negatives
Urinergebnis und in der Messung mittels GlucoMen® LX PLUS niedrige bis nicht
messbare BHB-Werte (,,LO“ bis 0,4 mmol/l). Tabelle 23 zeigt die Daten des
Patientengutes 3. Ein Patient konnte aufgrund einer zuvor durchgefiihrten
intravendsen Bikarbonatgabe bez. seines pH-Werts nicht beurteilt werden und
wurde daher nicht in dieser Tabelle aufgefiihrt. Tabelle 24 zeigt die

Vierfeldertafel mit den Ergebnissen des exakten Fisher-Tests.
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Tabelle 23: Ergebnisse des Patientengutes 3, das im exakten Fisher-Test zum
Vergleich der Ergebnisse der Ketonkdrpermessung aus Urin mit den Ergebnissen
der BHB-Messung aus Blut mittels GlucoMen® LX PLUS verwendet wurde.
Signalement und Laborparameter (Mittelwert und Standardabweichung) der Diabetiker (n
= 31) (AG = Anionenliicke, fHB = B-Hydroxybutyrat, DKA = diabetische Ketoazidose,
GM = GlucoMen® LX PLUS, HCOs = Bikarbonat, mmol/l = Millimol pro Liter, mk =
mannlich kastriert, n = Probenanzahl, wk = weiblich kastriert).

Parameter DKA (n =16) andere (n = 18)
Alte (Jahre) 12,2+2,7 11,7+ 3,2
Geschlecht 9 mk/ 5 wk 10 mk/ 7 wk
pH-Wert (venos) 7,13+ 0,09 7,34 £ 0,05
Blutglukose (mmol/l) 260+7,1 21,9+8,8
HCOs (mmol/l) 11,8+3,0 20,6 £3,0
AG (mmol/l) 32,1+6,9 20,2+3,1
Nitroprussid-

Urinteststreifen

negativ 3 (18,8 %) 15 (83,3 %)
1+ 2 (12,5 %) 3 (16,7 %)
2+ 8 (50 %)

3+ 3 (18,8 %)

BHB GM (mmol/l) 46+21 1,0+1,2

Tabelle 24: Vierfeldertafel zur Darstellung der mittels des exakten Fisher-Tests
ermittelten Ubereinstimmung der Ergebnisse der Nitroprussid-Urinteststreifen und
des GlucoMen® LX PLUS (Vollblut) bei einer festgelegten Nachweisgrenze von 2
mmol/l (BHB-Konzentration) basierend auf 35 Untersuchungen. Der ermittelte p-
Wert (zweiseitig) ergab einen Wert < 0,05 (0,001) (BHB = B-Hydroxybutyrat, mmol/l =
Millimol pro Liter).

Urinteststreifen GlucoMen® Summe (in Prozent)
LX PLUS
PHB-Konzentration
<2 mmol/l >2 mmol/l

negativ 16 5 21 (60 %)

positiv 2 12 14 (40 %)

Summe (in Prozent)

18 (51,4 %)

17 (48,6 %)

35 (100 %)
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Der im exakten Fisher-Test ermittelte p-Wert lag < 0,05 (Signifikanzniveau).
Daher kann die hier iiberpriifte Nullhypothese, dass die PHB-Messung aus
Vollblut mittels GlucoMen® LX PLUS und die Ketonkdrperbestimmung aus Urin
mittels  Nitroprussid-Teststreifen bei dem in dieser Studie ermittelten
diagnostischen BHB-Cut-off-Wert von 2 mmol/l gleichwertige Diagnostika zum
Nachweis einer DKA sind, verworfen werden. Beide Methoden zeigen

Unterschiede bezuglich ihrer Fahigkeit, eine DKA zu diagnostizieren.
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V. DISKUSSION

In der Humanmedizin gehtren portable Blutglukosemessgerdte (PBGM) mit
Ketonkorpermessfunktion zu den standardmafig verwendeten diagnostischen
Hilfsmitteln bei Diabetikern, da sie schnell und einfach zu bedienen sind und im
Vergleich zu standardisierten Labormethoden ebenso prazise und valide
Messwerte liefern (BYRNE et al., 2000; NOYES et al., 2007; JANSSEN et al.,
2010). Auch in der Veterindrmedizin gewinnen die portablen Gerédte an
Bedeutung. Bis vor kurzem waren keine Geréte zur Ketonkorpermessung speziell
fiir den veterinarmedizinischen Markt erhaltlich. Mit dem PBGM Wellion®Vet
BELUA wurde inzwischen ein Geréat zur Blutglukose- und Ketonkdrpermessung
aus kapillarem und vendsem Blut von Hunden und Katzen auf den Markt
gebracht, das ein Blutprobenvolumen von 0,8 pl bendtigt. Allerdings liefern die
Angaben des Herstellers keine Informationen zur Richtigkeit und Prazision dieses
Gerates (WELLIONOVET MEDTRUST HANDELSGES.M.B.H., 2016) und
unabhéngige Studien hierzu wurden noch nicht publiziert. In 3 Untersuchungen
konnte jedoch gezeigt werden, dass auch humanmedizinische Geradte fir den
diagnostischen Einsatz bei Katzen geeignet sind (HOENIG et al., 2008;
WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Aktuell sind 2
humanmedizinische Gerate auf dem Markt (Precision Xtra™ und Precision
Xceed), die zwar fur den Einsatz bei Katzen validiert worden sind, aber mit 10
und 1,5 pl ein relativ groRes Blutprobenvolumen bendtigen, was v. a. bei der
Messung aus kapillaren Blutproben (WESS & REUSCH, 2000; CASELLA et al.,
2002; VAN DE MAELE et al., 2005), aber auch bei der Messung aus vendsen
Proben Probleme bereiten kann.

Das Ziel dieser Studie war es daher, das fur die Humanmedizin entwickelte
PBGM mit Ketonkdrpermessfunktion, den GlucoMen® LX PLUS, der lediglich
ein Blutprobenvolumen von 0,8 ul fir ein BHB-Messergebnis bendtigt, fiir den
diagnostischen Einsatz bei Katzen zu validieren und zu untersuchen, ob andere
Blutparameter, wie Hamatokrit oder verschiedene Serumchemieparameter einen
Einfluss auf die Richtigkeit der Messwerte haben kénnen. Ein weiteres Ziel war
die Ermittlung von spezifischen BHB-Cut-off-Werten fiir den GlucoMen® LX
PLUS und die Referenzmethode =zur Diagnose einer DKA und zur

Differenzierung zwischen einem gut und schlecht eingestellten DM.
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Zunachst wurde in der vorliegenden Untersuchung die Prézision des GlucoMen®

LX PLUS und die der Referenzmethode anhand des Intra-Assay-CV aus vendsen
Vollblut- und aus Serumproben ermittelt. Der ermittelte CV fur die
Referenzmethode lag bei 1,2 % mit einer SD von 0,1 mmol/l fir hohe (5,8-6,0
mmol/l) und bei 0 % mit einer SD von 0 mmol/l fiir niedrige PHB-
Konzentrationen (0,1 mmol/l). Fir den GlucoMen® LX PLUS ergab sich in dieser
Studie ein CV von 6,2 % fiir hohe PHB-Konzentrationen (3,8-4,8 mmol/l) mit
einer SD von 0,3 mmol/l und ein CV von 18,2 % mit einer SD von 0,0 mmol/I fir
niedrige Konzentrationen (0,2-0,3 mmol/l). Die von ZEUGSWETTER und
REBUZZI (2012) ermittelten Werte fiir das Ketonometer Precision Xtra™ ergaben
einen Intra-Assay-CV von 29,4 % fur niedrige (MW 0,3 mmol/l = 0,1 mmol/l),
einen CV von 5,2 % fir mittlere (MW 2,4 mmol/l £ 0,1 mmol/l) und von 6 % flr
hohe BHB-Konzentrationen (MW 4,7 mmol/l £ 0,3 mmol/l) (ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012). Das Precision Xceed konnte dagegen noch prézisere
Messungen aufweisen mit einem CV von 1,3 % fir niedrige (0-0,3 mmol/l),
6,6 % fur mittlere (0,4-3,5 mmol/l) und 1,9 % fiir hohe BHB-Konzentrationen
(> 3,5 mmol/l) (WEINGART et al., 2012b). Die Prazision dieser beiden Gerate
wurde als gut bewertet (WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER &
REBUZZI, 2012). In der I1ISO-Norm 15197:2013 zur Validierung von PBGM
finden sich keine genauen Anforderungen an Variationskoeffizienten fur die
Gerdate (TECHNICAL COMMITTEE ISO/TC 212, 2013). Im Allgemeinen
spricht jedoch ein Intra-Assay-CV von < 15 % fir eine gute diagnostische
Préazision einer Methode (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES et al., 2001). Der GlucoMen® LX PLUS schneidet aufgrund seines
relativ hohen CV bei niedrigen Konzentrationen im Vergleich zu der in der
vorliegenden Studie verwendeten Referenzmethode oder dem Precison Xceed
schlechter ab. Dies ist jedoch akzeptabel, da sich die Abweichungen im Bereich <
1 mmol/l auf diagnostisch nicht relevante Werte beziehen. Im pHB-
Konzentrationsbereich, der fir die Diagnose und Therapie einer DKA

entscheidend ist (> 1,9 mmol/l) ergibt sich eine gute Prazision.

Die Uberpriifung der Richtigkeit der pHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS
aus vendsem Vollblut, Kapillarblut und mit EDTA versetztem vendsem Blut von
Katzen erfolgte durch Vergleich dieser Messwerte mit den Ergebnissen der

enzymatischen spektrophotometrischen Referenzmethode aus gleichzeitig den
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Tieren entnommenen Serumproben. Die BHB-Messwerte des GlucoMen® LX
PLUS aus Proben ventsen Vollblutes zeigten insgesamt eine akzeptable
Ubereinstimmung mit den Werten, die mittels der Referenzmethode aus Serum
bestimmt worden waren. Das Bias betrug -0,3 mmol/l mit einer SD von 0,6
mmol/l und Ubereinstimmungsgrenzen von -1,4-0,9 mmol/l. Auch wenn die
durchschnittliche Differenz zwischen beiden Methoden gering war, konnten die
mittels GlucoMen® LX PLUS gemessenen Werte bis zu 1,4 mmol/l unter oder 0,9
mmol/l iiber den mittels Referenzmethode gemessenen BHB-Werten liegen. Diese
Abweichungen sind bezlglich ihrer klinischen Relevanz durchaus kritisch zu
beurteilen und konnen fur den Patienten und das weitere diagnostische und
therapeutische VVorgehen entscheidend sein. Abweichungen nach unten von bis zu
1,4 mmol/l sind problematisch, wenn die mittels GlucoMen® LX PLUS
gemessene BHB-Konzentration unterhalb des diagnostisch relevanten Werts liegt
und der Patient trotz des tatsachlichen Vorliegens einer signifikanten Ketose oder
Ketoazidose nicht als kritisch eingestuft wirde. Diese Tatsache kann
weiterflhrende Diagnostik nach sich ziehen und den Therapiebeginn auf diese
Weise verzogern. Dagegen kann die Angabe einer um 0,9 mmol/l zu hohen BHB-
Konzentration dazu flihren, dass Patienten Kkritisch bezlglich ihrer
Stoffwechselsituation  eingeschéatzt und  entsprechend aufgrund einer
vermeintlichen DKA behandelt wiirden. Eine intensiv kontrollierte Therapieform
schadet dem Patienten in diesem Fall zwar nicht und viele Tiere kdnnen von der
Therapie profitieren, jedoch sind die dabei anfallenden Kosten fiir den Besitzer zu

bedenken.

Die beobachteten Abweichungen zwischen den Messungen des GlucoMen® LX
PLUS und denen der Referenzmethode ergaben sich vor allem im BHB-
Wertebereich > 2,5 mmol/l. Da ein proportionaler Fehler vorlag, der dazu fhrte,
dass die Messergebnisse mit steigender BHB-Konzentration ungenauer wurden
und stérker in Bezug zur Referenzmethode streuten, wurde noch ein weiteres
Streudiagramm nach Bland-Altman fiir den BHB-Konzentrationsbereich < 2,5
mmol/l erstellt. Hier betrug das Bias -0,1 mmol/l mit einer SD von 0,2 mmol/l und
Ubereinstimmungsgrenzen von -0,5-0,3 mmol/l. Der GlucoMen® LX PLUS
zeigte damit bei PHB-Konzentrationen < 2,5 mmol/l eine sehr gute

Ubereinstimmung mit der Messung der Referenzmethode aus Serumproben.

Abweichungen von 0,5 mmol/l oder 0,3 mmol/l sind in den wenigsten Féllen als
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problematisch zu sehen und es sollten sich aufgrund dessen keine negativen
Konsequenzen fur die Katze bezlglich der Diagnose und Therapie der DKA

ergeben.

Die oben genannten Ergebnisse des Bland-Altmann-Diagrammes dieser Studie
sind im Einklang mit den Ergebnissen von ZEUGSWETTER und REBUZZI
(2012) sowie WEINGART und Mitarbeitern (2012b). Der GlucoMen® LX PLUS
zeigte bei der Messung aus vendosem Vollblut eine deutliche Tendenz die PHB-
Werte bei tatsachlich (laut Referenzmethode) héheren Konzentrationen zu niedrig
anzugeben. ZEUGSWETTER und REBUZZI (2012) kamen bei dem in ihrer
Studie evaluierten Precision Xtra™ zu einer ahnlichen Erkenntnis. Sie beschrieben
eine  akzeptable Reproduzierbarkeit und Ubereinstimmung mit  der
Referenzmethode bei niedrigen bis mittleren PHB-Konzentrationen, wahrend
jedoch bei hoheren Konzentrationen ein negatives Bias von bis zu 9 mmol/Il
(median -3,3 mmol/l; 95 % CI: -0,78 bis -8,97 mmol/l) festgestellt wurde. Auch
WEINGART und Mitarbeiter (2012b) konnten eine &hnliche Tendenz beim
Precision Xceed feststellen und zeigten, dass bei der Messung aus vendsem Blut
bei BHB-Werten < 4 mmol/I eine gute Ubereinstimmung (r = 0,97; p < 0,01) mit
der Referenzmethode bestand. Diese Ubereinstimmung nahm allerdings bei BHB-
Konzentrationen > 4 mmol/l ab (r = 0,32; p < 0,01), und die Werte wurden vom
Ketonometer Precision Xceed in 83 % der Falle (bei 20 von 24 Katzen)
falschlicherweise zu niedrig angegeben.

In der vorliegenden Studie erzielte die Untersuchung der BHB-Messergebnisse aus
Kapillarblut im Vergleich zu der Referenzmessung aus Serum ebenfalls
zufriedenstellende  Ergebnisse mit einem Bias von 0,1 mmol/l und
Ubereinstimmungsgrenzen von -1,5-1,8 mmol/l. Die SD betrug hier 0,8 mmol/l.
Damit lag bei dieser Untersuchung durchschnittlich ein geringeres Bias vor als
beim Vergleich der gesamten Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus Proben
vendsen Blutes mit den Werten der Referenzmethode zu erkennen war. Allerdings
waren hier die Ubereinstimmungsgrenzen weiter. Der GlucoMen® LX PLUS gab
im Vergleich mit der Referenzmethode um bis zu 1,5 mmol/l niedrigere BHB-
Werte an, was mit der Messung aus vendsem Vollblut (1,4 mmol/l) vergleichbar
war. Es wurden jedoch auch um bis zu 1,8 mmol/l héhere fHB-Werte von dem
Gerat gemessen (Vollblut vends: 0,9 mmol/l).

Die Angabe einer félschlicherweise zu hohen PHB-Konzentration ist fir den
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Patienten selbst als weniger problematisch zu sehen. Im Falle eines
symptomatischen und auffallig gewordenen Diabetikers wirde dies zu einem
friheren Therapiebeginn als notwendig oder beim Einsatz des Gerétes im
Heimmonitoring zu einer friheren Vorstellung beim Tierarzt fihren. In beiden

Fallen wirden jedoch zusétzliche Kosten fiir den Tierhalter entstehen.

Um zu Uberprifen, ob die Verwendung von Kapillarblut auch im BHB-
Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l die beste Ubereinstimmung mit der
Referenzmethode zeigte, wurde ein weiteres Streudiagramm nach Bland-Altman
erstellt. Hier zeigte sich ein Bias von 0 mmol/I bei einer SD von 0,4 mmol/l und
Ubereinstimmungsgrenzen von -0,8-0,8 mmol/l. Diese Ergebnisse belegen, dass
sowohl die BHB-Messungen aus Kapillarblut wie auch aus vendsem Vollblut
gerade im niedrigeren und mittleren Ketonkorperkonzentrationsbereich valide

Messwerte liefern.

WEINGART und Mitarbeiter (2012b) untersuchten ebenfalls die Verwendung
von Kapillarblut (n = 17) als Probenmaterial fir das Precision Xceed. lhre
Ergebnisse zeigten, dass die Messungen aus Kapillarblut Gber den gesamten
untersuchten BHB-Konzentrationsbereich eine gute Ubereinstimmung mit denen
aus venodsem Blut aufwiesen (r=0,999; p < 0,01) (WEINGART et al., 2012b).

Die Untersuchung der Proben kapillaren Blutes ist fir die Validierung des
GlucoMen® LX PLUS besonders bedeutend, da die Teststreifen zur BHB-
Bestimmung laut Hersteller fiir die Messung aus frischem kapillaren Vollblut
konzipiert wurden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen darauf
schlielen, dass sowohl Proben kapillaren Blutes als auch Proben vendsen
Vollblutes von Katzen als Probenmaterial fur das Gerdt geeignet sind. Die
Ergebnisse der Kapillarblutmessung sind besonders im Hinblick auf die mdgliche
Verwendung des Gerites bei der Uberwachung diabetischer Katzen durch ihren
Besitzer bedeutend. Die Kenntnis der Richtigkeit dieser Messwerte ist hierbei
unerlasslich. Die BHB-Messung aus Kapillarblut ist die einzige, die der Besitzer
selbst durchfiihren kann. Bei der Uberwachung der diabetischen Katzen zu Hause
ist besonders der niedrige PHB-Konzentrationsbereich relevant, da hier bereits
leichte Erhohungen der PBHB-Konzentration dem Besitzer eine beginnende
Storung im Stoffwechsel anzeigen kénnen und ihn dazu veranlassen sollten, den
Rat eines Tierarztes einzuholen. Hierfiir ist der GlucoMen® LX PLUS gut

geeignet.
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Bei den vorliegenden Ergebnissen der Messung aus Kapillarblut muss allerdings
beruicksichtigt werden, dass eine relativ geringe Probenanzahl ((n = 20 (BHB-
Konzentration < 8 mmol/l); n = 17 (BHB-Konzentration < 2,5 mmol/l))
ausgewertet wurde. Zur besseren Beurteilung der Eignung von Kapillarblut flr
dieses Messverfahren sind weitere Untersuchungen mit einer grof3eren

Probenanzahl zu empfehlen.

Da die GlucoMen®-LX-PLUS-Messstreifen urspriinglich fiir die kapillare
Messung konzipiert wurden, ist die gute Ubereinstimmung der vendsen BHB-
Messwerte mit denen der Referenzmethode positiv zu werten. Trotzdem erstaunen
auch die validen kapillaren Messungen im gesamten BHB-Konzentrationsbereich,
da der GlucoMen® LX PLUS laut Herstellerangaben nicht zur Verwendung bei
Dehydratation, im Schock, bei Hypertension oder im hyperosmolaren Zustand
geeignet ist. Der GroBteil der in der Studie untersuchten Tiere befand sich
aufgrund der Erkrankung in einer schlechten Kreislaufsituation, sodass bei der
Messung von Substraten im Blut Unterschiede zwischen vendser und kapillérer
Messung moglich sind. In dieser Studie konnte jedoch kein negativer Einfluss der

0. g. Faktoren auf die BHB-Messwerte aus Kapillarblut demonstriert werden.

Um zu (berpriifen, ob der GlucoMen® LX PLUS trotz der bestehenden
Abweichungen von der Referenzmethode zur Diagnosestellung herangezogen
werden kann, wurde mittels ROC-Analyse fiir beide Methoden ein BHB-Cut-off-
Wert zur Diagnose einer DKA ermittelt. Sowohl fur die Referenzmethode als
auch fir den GlucoMen® LX PLUS wurde anhand der in der Analyse ermittelten
Ergebnisse ein BHB-Wert von 2 mmol/l festgelegt. Aufgrund der guten
Ubereinstimmung mit der Referenzmethode im BHB-Konzentrationsbereich < 2,5
mmol/l kann der GlucoMen® LX PLUS daher trotz der teilweise starkeren
Streuung bei hohen BHB-Konzentrationen zur Diagnose der DKA bei der Katze

eingesetzt werden.

Ferner wurde im Rahmen der ROC-Analyse mithilfe der AUC untersucht, wie gut
der GlucoMen® LX PLUS und die Referenzmethode zur Diagnose einer DKA
geeignet sind. Die AUC ergab einen Wert von 1,000 (95 % ClI: 0,815-1,000) fur
die Referenzmethode und 0,954 (95 % CI: 0,843-0,994) fiir den GlucoMen® LX
PLUS. Die ,,perfekte Kurve der ROC-Analyse der Referenzmethode lasst sich
vermutlich auf die geringe Patientenanzahl und den bei ihnen gemessenen hohen
BHB-Werten (MW 9,9 + 5,1 mmol/l) zurlckfihren. Zur besseren Beurteilung der



V. Diskussion 97

diagnostischen Qualitdt der Referenzmethode ist eine Untersuchung weiterer
Patientenzahlen mit fHB-Konzentrationen im mittleren Konzentrationsbereich (>

2,5-3,5 mmol/l) zu empfehlen.

Sowohl Referenzmethode als auch GlucoMen® LX PLUS sind damit sehr gut
geeignet, um im Rahmen der DKA-Diagnostik genutzt zu werden. Da es sich bei
einer DKA immer um eine Notfallsituation handelt, bei der eine sofortige
Diagnosestellung essenziell ist, wird in den meisten Fallen nur ein POC-Test wie
der GlucoMen® LX PLUS genutzt werden konnen, da im Allgemeinen keine Zeit
besteht, auf Ergebnisse einer Referenzmethode zu warten, fir die eine Blutprobe
in der Regel eingeschickt werden muss.

Dieses Ergebnis ist im Einklang mit den Studien von WEINGART und
Mitarbeitern (2012b) sowie ZEUGSWETTER und REBUZZI (2012), die die
Ketonometer Precision Xceed bzw. Precision Xtra™ auf Validitat untersuchten.
Die Diagnosestellung einer DKA sollte jedoch nie auf einem einzelnen Test
beruhen, sondern zusétzliche Untersuchungen in Form einer Blutgasanalyse und
die Bestimmung der Blutglukosekonzentration sind grundsétzlich zu empfehlen,
um die Diagnose abzusichern (DUARTE et al., 2002; WEINGART et al., 2012a).

Neben der diagnostischen Nutzung in der Praxis und bei der Verwendung im
Heimmonitoring, liegt eine weitere potenzielle Einsatzmdglichkeit des
Ketonometers im Bereich der Therapiekontrolle bei DKA-Patienten. Die
unmittelbare Kontrolle ohne verzdgerte Messergebnisiibermittlung der PHB-
Konzentration ermdglicht eine sichere und eine umgehend an den Patienten
anzupassende Insulintherapie und kann unndtigen langen, intensiven
Behandlungszeiten vorbeugen (WIGGAM et al., 1997; NOYES et al., 2007).
Damit kann neben dem geringeren Risiko einer insulinbedingten Hypoglykamie
durch eine nicht angepasste Therapie auch eine Reduktion der Kosten erreicht
werden (VANELLI et al., 2003). Eine verlassliche Therapiekontrolle mittels
GlucoMen® LX PLUS ist allerdings erst ab Werten < 2,5 mmol/l gegeben. Im
Rahmen des initialen Therapiemonitorings nach erfolgter Diagnosestellung kann
die Messung der Ketonkérper mittels GlucoMen® LX PLUS daher nicht
empfohlen werden, da die Werte zu stark in Bezug zur Referenzmethode streuen,
um eine mogliche Verbesserung der Stoffwechselsituation des Patienten

zuverldssig zu erkennen.
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Die alleinige Verwendung des GlucoMen® LX PLUS im Therapiemonitoring der
DKA kann also aufgrund der falschen Angabe einer zu niedrigen BHB-
Konzentration dazu verleiten, die Insulindosis frihzeitig zu verringern, und die
Therapie kann sich durch die darauf folgende Verschlechterung des Patienten
unnotig verlangern. Hier sollten daher weiterhin die klinische Symptomatik und
die Kontrolle des Blutglukosespiegels und der Blutgaswerte im Vordergrund der
Beurteilung stehen.

Der Vergleich der BHB-Messwerte aus dem mit EDTA antikoagulierten vendsen
Vollblut mit den Ergebnissen der Referenzmethode aus Serum zeigte ein Bias von
-0,5 mmol/l mit einer SD von 1,0 mmol/I und Ubereinstimmungsgrenzen von -
2,4-1,5 mmol/l. Im Vergleich zu den Messwerten aus vendsem Vollblut war die
Messung damit ungenauer, und die Werte wurden bei der Verwendung von
EDTA-Blut bei hoheren BHB-Konzentrationen félschlicherweise um ein weiteres
Millimol pro Liter zu niedrig angegeben. Um zu untersuchen, ob die Verwendung
von EDTA-BIlut auch im relevanten BHB-Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l
eine schlechtere Ubereinstimmung mit der Referenzmethode zeigte, wurde, wie
zuvor fir die Proben vendsen Voll- und kapillaren Blutes, ein zusétzliches
Streudiagramm nach Bland-Altman erstellt. Hier ergab sich ein Bias von 0 mmol/I
mit einer SD von 0,1 mmol/l und Ubereinstimmungsgrenzen von -0,3-0,3 mmol/I.
EDTA-BIut zeigte somit im niedrigen Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l von
allen untersuchten Blutprobenarten die beste Ubereinstimmung mit der
Referenzmethode. Das Ergebnis ist (berraschend, da EDTA-Blut laut
Herstellerangaben nicht als Probenmaterial fiir den GlucoMen® LX PLUS
geeignet ist. Da EDTA-Blut aber nur bei geringen Ketonkorperkonzentrationen
einsetzbar ware und die Ketonkorperkonzentration bei Vorstellung des Patienten
nicht bekannt ist, sollte EDTA-Blut von Katzen generell nicht fir die Messung
mittels GlucoMen® LX PLUS eingesetzt werden. Bestenfalls konnte diese
Blutprobenart beim Therapiemonitoring der DKA verwendet werden, wenn
bereits niedrige Ketonkorperwerte erreicht sind. WEINGART und Mitarbeiter
(2012b) untersuchten ebenfalls die Verwendung von EDTA-Blut (n = 11) als
Probenmaterial fir das Precision Xceed. Die Verwendung war fur das Gerét
jedoch nicht zu empfehlen, da signifikante Unterschiede zwischen den
Messwerten des Ketonometers und denen der Referenzmethode mit
Abweichungen von -0,2-5,3 mmol/l auftraten (r = 0,58; p < 0,01) (WEINGART
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etal., 2012b).

Wie auch bei den Messungen aus Kapillarblut muss berlcksichtigt werden, dass
eine relativ geringe Probenanzahl (n = 18 (BHB-Konzentration < 8 mmol/l); n =
14 (BHB-Konzentration < 2,5 mmol/l)) ausgewertet wurde. Zur besseren
Beurteilung der Eignung von EDTA-BIut als Probenmaterial fir den GlucoMen®
LX PLUS sind weitere Untersuchungen mit einer groReren Probenanzahl zu

empfehlen.

Ein wichtiger Faktor bei der Validierung eines neuen Diagnostikums ist die
Beeinflussung der Messwerte durch andere Laborparameter. Die Kenntnisse
mdoglicher Verdnderungen der Werte durch andere Parameter sind essenziell fir
den behandelnden Arzt oder Tierarzt, um Laborwerte richtig interpretieren zu
konnen. Bei Verwendung von PBGM konnten sowohl in humanmedizinischen als
auch in veterindrmedizinischen Studien Einfliisse verschiedener Blutparameter,
wie Hamatokrit oder Triglyzeride, auf die Blutglukosemesswerte nachgewiesen
werden (TANG et al., 2000; DAVES et al., 2011). In der ISO-Norm 15197:2013
zur Validierung von PBGM werden zudem Einfliisse durch Kreatinin, Harnstoff,
Totalprotein und Albumin beschrieben (TECHNICAL COMMITTEE ISO/TC
212, 2013). Aufgrund der in den Studien und der ISO-Norm dokumentierten
Interferenzen wurde in der vorliegenden Studie der potenzielle Einfluss
verschiedener Blutparameter auf die BHB-Messung mittels GlucoMen® LX PLUS
und Referenzmethode untersucht. In bisherigen Studien zur Evaluation von
portablen Ketonometern aus der Humanmedizin fir den Einsatz bei Katzen
erfolgte lediglich die Untersuchung des Hamatokrits als moglicher Einflussfaktor.
Andere Parameter wurden nicht einbezogen (HOENIG et al., 2008; WEINGART
et al.,, 2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). In einer Studie, die den
GlucoMen® LX PLUS in seiner Funktion als Glukometer fir den Einsatz bei
Katzen validierte, wurde der Einfluss der Cholesterin-, Bilirubin-, Albumin- und
Harnstoffkonzentration auf die Glukose-Messergebnisse des Gerétes untersucht.
Es konnte kein Einfluss dieser Parameter auf die Messergebnisse festgestellt
werden (GEIST, 2014). Wie zuvor bereits angemerkt, ist der GlucoMen® LX
PLUS nicht geeignet zur Verwendung bei Dehydratation, im Schock, bei
Hypertension oder im hyperosmolaren Zustand. Verédnderungen dieser Art, allen
voran eine Dehydratation, sind jedoch Probleme, die bei DKA-Patienten haufig
auftreten. Auch Veranderungen, wie Azotamie, Ikterus oder erhohte Blutfettwerte,
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sind maoglicherweise auftretende Veranderungen. Die mittels der Bestimmung des
Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau durchgefihrte Untersuchung des
Einflusses der Blutparameter Fruktosamin, Triglyzeride, Cholesterin, Bilirubin,
Totalprotein, Albumin, Harnstoff, Kreatinin und Hamatokrit zeigte im Gegensatz
zu den Ergebnissen von GEIST (2014) eine statistisch signifikante Korrelation der
Bilirubinkonzentration mit den PHB-Messwerten des GlucoMen® LX PLUS aus
venosem Vollblut und der Referenzmethode aus Serum. Bei den ubrigen
Blutparametern konnte kein signifikanter Einfluss nachgewiesen werden. Der hier
demonstrierte Einfluss des Bilirubins auf die Messwerte beider Methoden ist
jedoch unter Vorbehalt zu sehen. Tiere mit erhéhter Bilirubinkonzentration im
Blut litten oftmals unter einer ausgepréagten DKA, die eine begleitende
Hepatolipidose (HL) bedingte. Auch kann eine alleinige HL bereits zu erhdhten
BHB-Konzentrationen fiihren (BIOURGE et al., 1994b; PAZAK et al., 1998;
AROCH et al., 2012; GORMAN et al., 2016). Eine Hyperbilirubindmie ist ein
klassisches Begleitsymptom dieser Erkrankung. In der retrospektiven Studie von
AROCH und Mitarbeitern (2012) zur Untersuchung der BHB-Konzentration bei
kranken Katzen zeigte sich bei Tieren mit einer erhohten fHB-Konzentration im
Blut eine durchschnittlich hoéhere Bilirubinkonzentration und héufiger eine
Hyperbilirubindmie oder ein Ikterus im Vergleich zu Katzen, deren BHB-
Konzentration im Referenzbereich lag. Sie vermuteten, dass dies mit dem
haufigen Auftreten der HL in dieser Gruppe zusammenhing (AROCH et al.,
2012). Grundsatzlich sollte jedoch bei Verwendung des GlucoMen® LX PLUS
oder auch bei der Messung mittels Referenzmethode der mogliche Einfluss des
Bilirubins auf die BHB-Messwerte bei der Interpretation bedacht werden.

Die Untersuchung des Einflusses des Hamatokrits auf die Messungen von
GlucoMen® LX PLUS und Referenzmethode zeigte, wie die Studie wvon
WEINGART und Mitarbeitern (2012b), keine Beeinflussung der BHB-Messwerte.
WEINGART und Mitarbeiter (2012b) untersuchten Blutproben von Katzen mit
einem Hamatokrit von 17-50 %. In der vorliegenden Studie wurden alle zur
Verfugung stehenden Hamatokritwerte in die Untersuchung aufgenommen. Damit
wurde der Einfluss des Hamatokrits im Bereich von 13,6-48,6 %
(Referenzbereich Hamatokrit: 35-58 %) auf die PHB-Messungen untersucht. Der
GlucoMen® LX PLUS ist laut Herstellerangaben fiir Hamatokritwerte von 25—

60 % konzipiert worden. Werte auferhalb dieses Bereiches kdnnen zu
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Messfehlern  flhren. Da in der vorliegenden  Studie  hohe
Hamatokritkonzentrationen nicht vorhanden waren, ist ein Einfluss bei einem

hohen Hamatokritwert nicht auszuschliefRen.

Die mittels ROC-Analyse ermittelten BHB-Cut-off-Werte fir GlucoMen® LX
PLUS und Referenzmethode zur Diagnose einer DKA liegen mit 2 mmol/l nahe
an den Werten, die bereits in anderen Studien definiert worden waren
(WEINGART et al, 2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012).
ZEUGSWETTER und REBUZZI (2012) ermittelten fiir das Precision Xtra™ einen
BHB-Cut-off-Wert von > 2,55 mmol/l (Sensitivitat 94 %; Spezifitdt 64 %), um
eine DKA auszuschliefen und gaben an, dass das Vorliegen dieser Erkrankung
bei einer niedrigeren PHB-Konzentration nicht wahrscheinlich ist und der Tierarzt
anderweitige  Diagnostik  veranlassen sollte, um die Ursache der
Ketonkorperbildung abzukldren (ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012).
WEINGART und Mitarbeiter (2012a) konnten einen BHB-Cut-off-Wert von 2,4
mmol/l zur DKA-Diagnose fir die spektrophotometrische Labormethode
(Sensitivitat 100 %; Spezifitat 87 %) bestimmen.

In der ROC-Analyse erfolgte die Zuordnung in die jeweilige Gruppe (1 = DKA; 2
= alle Ubrigen Diabetiker) anhand der klinischen Symptome, der Blutgasanalyse
und der Blutglukosekonzentration. Falls eine Urinanalyse durchgefuhrt wurde,
wurde zusatzlich das Ergebnis der Ketonkdrpermessung mittels Nitroprussid-
Teststreifen in die Beurteilung aufgenommen. Eine DKA wurde in der
vorliegenden Studie folgendermalRen definiert: das Vorhandensein klinischer
Symptome (Apathie, Anorexie, Erbrechen, Dehydratation), metabolische Azidose
(pH-Wert < 7,27 und/ oder HCO3z < 14 mmol/l; AG > 20, 6 mmol/l),

Hyperglykamie > 11,1 mmol/l (200 mg/dl) mit oder ohne Ketonurie.

Eine DKA wird allgemein definiert als eine Triade aus Hyperglykdmie,
metabolischer Azidose mit erhdhter AG und Ketonurie und/oder Ketonédmie
(FELDMAN & NELSON, 2004), wobei die jeweiligen Angaben zu Glukose-,
Bikarbonat- und pH-Werten, die als kritische Werte genannt werden, variieren.
(BRUSKIEWICZ et al., 1997; DUARTE et al., 2002; WEINGART et al., 2012a).
Von der DKA zu unterscheiden, ist die diabetische Ketose (DK), bei der zwar
bereits vermehrt Ketonkorper gebildet werden, aber aufgrund der
Kompensationsmdoglichkeiten noch keine Azidose besteht. Die betroffenen

Patienten zeigen in der Regel keine oder nur wenig Symptome, da diese primar
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durch die Entwicklung der Azidose zustande kommen (FELDMAN & NELSON,
2004). Der Sdure-Base-Haushalt wird von vielen Faktoren beeinflusst, und der
Zeitpunkt, an dem die Pufferkapazitaten des Korpers verbraucht sind, variiert
individuell. Eine DK kann bei anhaltender Bildung von Ketonkdrpern in eine
manifeste DKA fortschreiten (DUARTE et al., 2002). Individuelle Unterschiede
im Ketonkdrperstoffwechsel, die Konzentration anderer S&uren wie Laktat, oder
Unterschiede bei der respiratorischen Kompensation kdnnen den S&ure-Base-
Haushalt beeinflussen (DIBARTOLA, 2011; ZEUGSWETTER & REBUZZI,
2012). In einer Studie zur Beurteilung des Saure-Base-Haushaltes von Katzen
konnten selbst bei gesunden Tieren sehr variable Werte gemessen werden.
Folgende Spannen wurden dort ermittelt: pH-Wert: 7,27—-7,44; HCOs™: 14-21,4
mmol/l; pCO2 venés: 25,57-37,95; AG: 7,25-20,56 mmol/l (ELLIOTT et al.,
2003). Bei vielen Tieren, die an einer DKA erkrankt sind, liegen gemischte
Stoérungen im Séure-Base-Haushalt vor. In einer Studie von ZEUGSWETTER
und REBUZZI (2012) zeigte die Mehrheit der Katzen, die BHB-Werte > 2,55 oder
> 3,55 mmol/l ohne begleitende klassische metabolische Azidose (HCO3 < 14
mmol/l; AG > 20,6 mmol/l) aufwies, eine erhdhte Chloridliicke (berechnet nach
der Formel: 120-[CI] Patient x 156/ [Na*]). Auch in der vorliegenden Studie
zeigten sich Uberschneidungen bei den PHB-Werten in den beiden Gruppen. Bei
einem Patienten lag trotz einem BHB-Wert von 4,5 mmol/l (gemessen mittels
GlucoMen® LX PLUS) keine metabolische Azidose vor. Die AG war jedoch
deutlich erhoht und es lag eine Hypochlordmie vor (pH 7,39; AG 25,2 mmol/l;
HCOs3 24,5 mmol/l; CI 91 mmol/l). Aufgrund dieser Befunde, der starken
Hyperglykamie (30,6 mmol/l) und seiner klinischen Symptome wurde der Patient
in die Gruppe der DKA aufgenommen. Daher sollte die Beurteilung des
auffélligen diabetischen Patienten und seiner Behandlung nicht nur vom
Vorhandensein einer Azidose abhéngen, und die Messung der PHB-Konzentration
kann hier einen wesentlichen Beitrag zur Therapieentscheidung leisten. Jedoch
zeigte auch die Ubersicht der Ergebnisse des Patientengutes 3 (Tabelle 21), dass
Patienten (3/18), die nicht die klassischen Laborveranderungen einer DKA mit
metabolischer Azidose und keine entsprechenden klinischen Symptome hatten,
erhohte pHB-Werte hatten, die uber dem fur die DKA ermittelten diagnostischen
BHB-Cut-off-Wert dieser Studie lagen. Diese individuellen Unterschiede bei
Patienten verdeutlichen, dass der GlucoMen® LX PLUS immer als zusétzliches

Diagnostikum neben anderen Untersuchungen eingesetzt werden sollte.



V. Diskussion 103

Zusétzlich sollte immer weiterfuhrende Diagnostik durchgefthrt werden, um der
Ursache der metabolischen Entgleisung des DM auf den Grund zu gehen, da in
den meisten Fallen eine Begleiterkrankung zur Entstehung einer DKA fihrt
(CRENSHAW & PETERSON, 1996; BRUSKIEWICZ et al., 1997; FELDMAN
& NELSON, 2004).

Der BHB-Cut-off-Wert zur Beurteilung der Einstellung von Katzen mit DM fir
den GlucoMen® LX PLUS und die Referenzmethode wurde ebenfalls durch eine
ROC-Analyse ermittelt. Auch hier ergab die AUC hervorragende Werte von 0,924
(95 % CI: 0,779-0,986) fir die Referenzmethode und 0,926 (95 % CI: 0,833-
0,976) fir den GlucoMen® LX PLUS. Fir den GlucoMen® LX PLUS ergab sich
ein BHB-Cut-off-Wert von > 0,3 mmol/Il. Fir die Referenzmethode ergab sich ein
Wert > 0,2 mmol/l. Bei einer BHB-Konzentration (ber diesem Wert ist die
Uberpriifung der Einstellung der diabetischen Katze in Form eines
Blutglukosetagesprofils zu empfehlen.

Der Wert von 0,3 mmol/I fiir den GlucoMen® LX PLUS deckt sich weitestgehend
mit den Ergebnissen einer anderen Studie zur Einstellung diabetischer Katzen und
entspricht im Falle der Referenzmethode dem in dieser Studie ermittelten PHB-
Wert (MARTIN & RAND, 2007). MARTIN und RAND (2007) untersuchten
verschiedene Laborparameter im Zusammenhang mit den Symptomen von
diabetischen Katzen und zeigten, dass unter anderem ein HB-Wert von < 0,2
mmol/l fur einen gut eingestellten DM spricht. Andere Studien zeigten jedoch
unterschiedliche Ergebnisse bezlglich der PHB-Werte gesunder Katzen
(ZEUGSWETTER et al., 2010; AROCH et al., 2012; WEINGART et al., 2012a),
die metabolisch mit gut eingestellten Diabetikern vergleichbar sein sollten. Eine
retrospektive Studie zeigte, dass gesunde 12 Stunden gefastete Katzen einen fHB-
Wert von bis zu 0,49 mmol/l aufweisen kénnen (AROCH et al., 2012). Hingegen
wurden bei ZEUGSWETTER und REBUZZI in einer Studie fHB-Werte von 0,2
mmol/l bei gesunden Katzen (hier erfolgte keine Angabe, ob die Tiere niichtern
waren) und in einer anderen Untersuchung Werte bis 0,1 mmol/l bei gesunden
nlichternen Katzen (seit 16 Stunden gefastet) gemessen (ZEUGSWETTER et al.,
2010; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). WEINGART und Mitarbeiter
(2012a) ermittelten ebenfalls Werte von 0,1 mmol/l fir gesunde Katzen einer
Kontrollgruppe (hier erfolgte wiederum keine Angabe, ob die Tiere nichtern
waren). Zu dem gleichen Ergebnis kamen auch GORMAN und Mitarbeiter
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(2016). Sie untersuchten eine Gruppe von 43 gesunden Katzen und ermittelten
einen PHB-Referenzbereich von 0-0,1 mmol/l (es erfolgte hier ebenfalls keine
Angabe, ob die Tiere niichtern waren). Damit befinden sich die letztgenannten
Studienergebnisse im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie und
der von AROCH und Mitarbeitern (2012) ermittelte BH-Wert von 0,49 mmol/Il
war moglicherweise auf das Fasten zuruckzufiihren. Geringe individuelle
Unterschiede sollten aber grundsatzlich auch bei der Interpretation des PHB-
Messergebnisses von diabetischen Katzen bedacht werden. Der hier ermittelte
BHB-Cut-off-Wert bietet damit lediglich zusatzliche Informationen und ersetzt
nicht das notwendige Blutglukosetagesprofil bei diabetischen Katzen. Dieses
liefert die verlasslichsten Informationen Uber das Ansprechen des Patienten auf
die Insulintherapie (THOMPSON et al., 2002).

Die Zusammenstellung der Gruppe aus gesunden Kontrolltieren und gut
eingestellten Diabetikern bei der Ermittlung des BHB-Cut-off-Werts erfolgte, da
sich klinisch unauffallige, gut eingestellte Diabetiker metabolisch gesehen nicht
von gesunden Tieren unterscheiden sollten. Verédnderungen der Blutfette und
Leberenzymaktivitaten, wie sie hdufig zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines
DM bestehen, sind bei guter Einstellung ricklaufig (KRAUS et al., 1997). Die
hohe Wahrscheinlichkeit, dass eine Katze bei einer guten Einstellung des DM in
Remission gehen kann, belegt dies weiter (SIEBER-RUCKSTUHL et al., 2008;
ZINl et al., 2010; GOSTELOW et al., 2014).

Zusitzlich zum Vergleich der pHB-Messwerte des GlucoMen® LX PLUS aus
vendésem  Vollblut und Kapillarblut mit den Messergebnissen der
Referenzmethode aus Serum, erfolgte der Vergleich der Ergebnisse der BHB-
Messung mittels GlucoMen® LX PLUS (Vollblut vends) und der
Referenzmethode (Serum) mit den Ergebnissen der Nitroprussid-Urinteststreifen-
Untersuchung, die auf die Ketonkdrper AcAc und Aceton testet. Als
diagnostischer Grenzwert wurde der zuvor in dieser Studie ermittelte BHB-Wert
von 2 mmol/l gewdahlt. Dieser BHB-Wert zeigte sowohl bei der Messung mittels
Referenzmethode als auch mittels GlucoMen® LX PLUS den besten Kompromiss
aus Sensitivitat und Spezifitdt bezuglich der Diagnose einer DKA. Da der
Nachweis von AcAc mittels Nitroprussid-Urinteststreifen ab einer Konzentration
von 0,5-1,0 mmol/l moglich ist (COMSTOCK & GARBER, 1990), sollte bei

einem BHB-Wert von 2 mmol/l eine messbare AcAc-Konzentration im Urin
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vorliegen, um als gleichwertiges Diagnostikum eingesetzt werden zu kénnen. In
humanmedizinischen Studien von Diabetikern konnte gezeigt werden, dass bei
einem Anstieg der BHB-Konzentration im Blut von 0,1-0,2 auf 1-1,2 mmol/l ein
Nachweis von Ketonkdrpern im Urin méglich war (ATTIA et al., 1998; GUERCI
et al., 1999; LAFFEL, 2000). Die Nierenschwelle fir Ketonkdrper scheint bei
Katzen niedrig zu sein, und beim Vorliegen einer Hyperketondmie konnen
Ketonkorper schnell im Urin nachgewiesen werden (FELDMAN & NELSON,
2004). Dagegen vermuteten ZEUGSWETTER und PAGITZ (2009) aufgrund
ihrer Ergebnisse, dass eine hohe AcAc-Konzentration von 4 mmol/l im Blut

gegeben sein muss, damit die Urinteststreifen-Untersuchung positiv ausfallt.

Die vorliegenden Ergebnisse einer Vierfeldertafel zeigten, dass die quantitative
BHB-Messung aus Blutproben dem semiquantitativen Nachweis von AcAc und
Aceton aus Urin (berlegen ist. In einigen Fallen (28,6 %) konnten trotz mittels
GlucoMen® LX PLUS gemessener erhdhter PHB-Konzentration im Blut (3,2
mmol/l; 3,1 mmol/l; 2,2 mmol/l; 2 mmol/l; 1,9 mmol/l; 1,4 mmol/l; 1,3 mmol/l (3
Patienten); 1,1 mmol/l) keine Ketonkdrper im Urin nachgewiesen werden. In 4
Fallen waren nur Spuren von Ketonkorpern in der Urinteststreifen-Untersuchung
nachweisbar, wahrend die Messung mittels GlucoMen® LX PLUS einen BHB-
Wert von 2,6; 2,7; 4,9 und 5,3 mmol/l ergab. Beim Vergleich der Messergebnisse
der Referenzmethode mit den Ergebnissen der Urinteststreifen-Untersuchung
ergab sich bei 2 Patienten (11,1 %) ein negatives Urinergebnis, obwohl deutlich

erhohte BHB-Konzentrationen im Blut vorlagen (2,2 mmol/l; 5 mmol/l).

Die Ergebnisse des Patientengutes 3 (Tabelle 21 und 23), das beim Vergleich der
Ergebnisse der BHB-Messung mittels GlucoMen® LX PLUS und
Referenzmethode mit den Ergebnissen der AcAc-Messung aus Urin mittels
Nitroprussid-Teststreifen  untersucht wurde, geben eine Ubersicht der
Nitroprussid-Teststreifen-Untersuchung der DKA-Patienten. Im Patientengut,
dessen Proben mit der Referenzmethode gemessen wurden, zeigte 1 von 8 (12,5
%) DKA-Patienten ein negatives Urinteststreifen-Ergebnis. Die Ubrigen 7
Patienten (87,5%) hatten ein positives Ergebnis im Urinteststreifen (1+ bis 3+).
Der gemessene BHB-Konzentrationsbereich lag bei 10,2 + 5,5 mmol/l (MW und
SD). Die Ergebnisse der Patienten, die fiir den Vergleich mit dem GlucoMen® LX
PLUS verwendet wurden, zeigten bei 3 (18,8 %) DKA-Patienten ein negatives
Urinteststreifen-Ergebnis. Die ubrigen 13 Tiere (81,3 %) hatten ein positives
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Ergebnis im Urinteststreifentest (1+ bis 3+). Der gemessene PHB-
Konzentrationsbereich lag bei 4,6 £ 2,1 mmol/l (MW und SD). In dieser
Betrachtung schneidet der Nitroprussid-Urinteststreifen besonders im Vergleich
mit der Referenzmethode gut ab. Hier ist jedoch die geringe Patientenzahl mit
durchschnittlich sehr hohen BHB-Werten in der Gruppe der Referenzmessung zu

bericksichtigen.

Zur Uberpriifung, ob beide Testverfahren gleichwertig zur Diagnose einer DKA
eingesetzt werden kénnen, wurde aufgrund der geringen Stichprobenmenge der
exakte Fisher-Test gewdhlt. Sowohl fir den Vergleich der Nitroprussid-
Urinteststreifen-Untersuchung mit der Referenzmethode (BHB-Konzentration aus
Serum) (p = 0,022) als auch fur den Vergleich zwischen den Urinteststreifen-
Ergebnissen und den BHB-Messwerten des GlucoMen® LX PLUS (BHB-
Konzentration aus vendsem Vollblut) (p = 0,001) konnten p-Werte < 0,05
berechnet werden. Damit konnen die Methoden nicht als gleichwertig hinsichtlich
ihrer Fahigkeit, eine DKA zu diagnostizieren, angesehen werden. Die Ergebnisse
sind vergleichbar mit denen human- und veterindarmedizinischer Studien, die
zeigten, dass die Messung der PHB-Konzentration aus Blutproben zur Diagnose
einer DKA oder zur Beurteilung der glykamischen Kontrolle eines diabetischen
Patienten sensitiver ist als die semiquantitative Bestimmung von AcAC aus
Urinproben (MACGILLIVRAY et al., 1982; LAFFEL, 2000; TABOULET et al.,
2007; DI TOMMASO et al., 2009; ZEUGSWETTER et al., 2010).

Die Nitroprussid-Urinteststreifen werden in der Veterindrmedizin immer noch
standardméafiig zur DKA-Diagnose verwendet (BRADY et al., 2003; FELDMAN
& NELSON, 2004; ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009), obwohl sie
nachgewiesenermalien viele Nachteile gegentiber der Bestimmung von Serum-
BHB haben (LAFFEL, 1999; SACKS et al., 2011) und in der Humanmedizin
mittlerweile ausschlieBlich die quantitative fHB-Messung aus Blut empfohlen
wird (GOLDSTEIN et al., 2004; SACKS et al., 2011).

Falsch negative Ergebnisse aufgrund von abgelaufenen Teststreifen konnten durch
regelméliige Kontrollen in der vorliegenden Studie ausgeschlossen werden. Der
Ausschluss von nicht reaktiven Teststreifen war jedoch nicht mdglich. Ein
begleitender Harnwegsinfekt, der durch den mikrobiellen Abbau von
Ketonkdrpern zu einem negativen Ergebnis fiihren kann (OSBORNE et al., 1999;
SACKS et al., 2011), konnte in dieser Studie bei keinem der Patienten mittels
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bakterieller Kultur aus dem durch Zystozentese gewonnenen Urin nachgewiesen

werden.

Auch die Nierenfunktion ist ein Faktor, der bei der Verwendung von
Urinteststreifen bedacht werden sollte, da die Exkretion von Ketonkdrpern von
der GFR abhédngig ist (COMSTOCK & GARBER, 1990; FELDMAN &
NELSON, 2004), und eine Nierenfunktionsstorung zu verminderter Exkretion und
nicht verlasslichen Ergebnissen fuhren kann (BRADY et al.,, 2003). In der
Humanmedizin konnte gezeigt werden, dass die GFR bei Patienten mit DKA
erniedrigt ist und sich bei manchen Patienten sogar erst nach einigen Wochen
wieder normalisiert (BERNSTEIN et al., 1952; ADROGUE et al., 1984). Da in
der vorliegenden Studie viele der Patienten hochgradig dehydriert waren, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass aufgrund der damit -einhergehenden
Beeinflussung der GFR eine verminderte Ketonkdrperausscheidung erfolgte und
die Urinteststreifen-Untersuchung aus diesem Grund bei einigen Patienten negativ

ausfiel.

Eine weitere Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse der Urinteststreifen-
Untersuchung und der Ergebnisse des GlucoMen® LX PLUS und der
Referenzmethode kann im verdnderten PHB-AcAc-Verhéltnis liegen. Aufgrund
des verénderten Redoxpotentials in den Mitochondrien steigt das BHB-AcAc-
Verhéltnis bei einer DKA auf bis zu durchschnittlich 3 : 1 (bis 10 : 1) an.
(MARLISS et al., 1970; STEPHENS et al., 1971; LAFFEL, 1999; UMPIERREZ
et al., 2000). In diesem Fall kann der Urinteststreifen, der nur AcAc oder Aceton
nachweist, das tatsachliche AusmaRl der Hyperketondmie weder bei Menschen,
noch bei Katzen erfassen (LAFFEL, 1999) (HOENIG et al, 2008;
ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009; ZEUGSWETTER et al., 2010; WEINGART
etal., 2012a).

Ein zusatzliches Problem bei Verwendung der Urinteststreifen kann bei
Dehydratation der Patienten auch die Probenentnahme an sich darstellen
(BRADY et al.,, 2003; ZEUGSWETTER & PAGITZ, 2009), da aufgrund
mangelnden Urinvolumens auch eine sonographiegesteuerte Zystozentese nicht
oder nur schwer durchftihrbar ist. In der vorliegenden Studie war dies bei einem
der Patienten (1 von 21) der Fall.

Wie bereits erwdhnt, kann die Untersuchung der fHB-Konzentration neben der
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Durchfiihrung eines Blutglukosetagesprofils zusétzliche Informationen tber die
aktuelle metabolische Stoffwechselsituation und glykdmische Kontrolle eines
diabetischen Patienten liefern. Die heutzutage fir Humanpatienten von der
American Diabetes Association und anderen Experten empfohlene Messung von
BHB (GOLDSTEIN et al., 2004; LAFFEL et al., 2006) kann auch dem Besitzer
einer diabetischen Katze eine bessere Einschatzung einer persistierenden
Hyperglykdmie ermdglichen, da BHB ein guter Indikator der aktuellen
metabolischen Situation ist und die Tendenz zu einer nahen Entgleisung des DM
anzeigt (PRISCO et al., 2006). Besonders in den Fallen, in denen die diabetische
Katze an einer Begleiterkrankung leidet, steigt das Risiko der Entgleisung des
Stoffwechsels mit Entwicklung einer DKA an (CRENSHAW & PETERSON,
1996; BRUSKIEWICZ et al., 1997) und erfordert eine engmaschige Kontrolle des
Tieres. Voraussetzung fiir die Nutzung eines Ketonometers durch den Besitzer ist
die Richtigkeit der PHB-Werte bei der Messung aus Kapillarblut, welche im

Rahmen dieser Studie untersucht und bereits diskutiert wurde.

Zuletzt soll auf die Limitationen dieser Studie eingegangen werden. Diese sind
vor allem in der relativ niedrigen Patientenanzahl zu sehen. Da es sich um eine
prospektive klinische Studie handelte, war die Anzahl der Studientiere abhé&ngig
vom Patientenaufkommen in der Klinik. Die Validierung des GlucoMen® LX
PLUS erfolgte aufgrund von Mehrfachmessungen auf der Basis von 68
Probenpaaren (Vollblut und Serum). Bei anderen Studien zur Validierung von
portablen Ketonkorpermessgerdten fur den Einsatz bei Katzen wurden
vergleichbare Probenzahlen verwendet (n = 43; n = 51) (WEINGART et al,,
2012b; ZEUGSWETTER & REBUZZI, 2012). Bei der Erstellung der ROC-
Kurve zur Ermittlung von BHB-Cut-off-Werten wurden zusatzlich retrospektiv
Daten von Diabetikern, bei denen die BHB-Konzentration mittels GlucoMen® LX
PLUS bestimmt wurde, ausgewertet und in die Untersuchung aufgenommen. Die
Erstellung der Kurve erfolgte im Falle der Untersuchung der Referenzmethode
anhand von 18 (Cut-off-Wert DKA-Diagnose) und 34 (Cut-off-Wert DM-
Einstellung) BHB-Werten. Im Falle der Untersuchung des GlucoMen® LX PLUS
konnten aufgrund der retrospektiven Daten 43 (Cut-off-Wert DKA-Diagnose) und
65 (Cut-off-Wert DM-Einstellung) BHB-Werte herangezogen werden. Auch wenn
grundsétzlich eine hohe Probenanzahl fiir eine ROC-Analyse zu empfehlen ist,
nennt die Literatur keine Mindestprobenanzahl (ZWEIG & CAMPBELL, 1993;
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FAWCETT, 2006; HANCZAR et al., 2010). Selbst bei der Verwendung von 50—
200 Patienten kann es zu ungenauen Ergebnissen kommen (HANCZAR et al.,
2010). Andere Forscher finden, dass bereits mit Gruppen aus je 10 Patienten eine
Aussage getroffen werden kann (FAWCETT, 2006). Daher kodnnen die
Ergebnisse der vorliegenden Studie trotz der geringen Probenanzahl als valide
angesehen werden. Gerade bei der ROC-Analyse gilt es zu berticksichtigen, dass
die Diagnosestellung einer DKA immer mit einem POC-Test, also einem
portablen Ketonometer, erfolgt, da ein solches Ergebnis sofort zur Verfligung
stehen muss. Fir die ROC-Analyse mittels GlucoMen® LX PLUS wurde eine

ausreichende Probenanzahl analysiert.

Zur Bestétigung dieser Ergebnisse, besonders beziliglich der ROC-Analysen der
Referenzmethode zur Ermittlung der Cut-off-Werte sowie bei der Validierung der
Messung aus kapilldren und EDTA-Blutproben mittels GlucoMen® LX PLUS
sind weitere Untersuchungen mit héheren Probenzahlen unterschiedlich hoher
BHB-Konzentration zu empfehlen. Die geringe Probenanzahl bei den kapillaren
und den EDTA-Blutproben ergibt sich aus dem Umstand, dass es sich bei den
Katzen zum Teil um sehr kritische Patienten handelte, bei denen im Rahmen der
Therapie laufend sowohl vendse als auch kapillare Blutentnahmen durchgefihrt
werden mussten. Daher konnte nicht jede Messung fur diese Studie durchgefuhrt
werden. Im Interesse der Patienten wurde in vielen Féllen auf die Messungen
verzichtet. Insgesamt sind die meisten Ergebnisse dieser Studie im Einklang mit
denen anderer Validierungsstudien (WEINGART et al., 2012b; ZEUGSWETTER
& REBUZZI, 2012).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der GlucoMen® LX PLUS fir die
Diagnose einer DKA bei Katzen geeignet ist. Zur Therapiekontrolle einer DKA
kann das Gerdt allerdings erst eingesetzt werden, wenn der PHB-
Konzentrationsbereich von 2,5 mmol/l unterschritten wird. Kapillarblut zeigte fur
das Heimmonitoring diabetischer Katzen mit einem relevanten pHB-
Konzentrationsbereich bis 2,5 mmol/l eine sehr geringe Streuung zur
Referenzmethode und erlaubt die Verwendung des Gerates durch den Tierbesitzer
im Rahmen einer engmaschigen Kontrolle zu Hause. Die Verwendung von
EDTA-Blutproben ist aufgrund der starken Abweichungen gerade im hohen fHB-
Konzentrationsbereich nicht zu empfehlen. Der mogliche Einfluss einer hohen
Bilirubinkonzentration sollte bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet
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werden. Die Messung von PHB aus Vollblut mit dem GlucoMen® LX PLUS kann
einen wertvollen Beitrag zur Diagnose einer DKA liefern und sollte die aktuell
noch standardmaRig verwendete, jedoch fehleranfallige Ketonkdrperbestimmung

aus Urin mittels Nitroprussid-Urinteststreifen ersetzen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Studie wurde das fur die Humanmedizin entwickelte portable
Glukometer und Ketonometer GlucoMen® LX PLUS fiir den Einsatz bei Katzen
zur Messung des Gehalts an B-Hydroxybutyrat (BHB) im Blut zur Diagnostik
einer diabetischen Ketoazidose (DKA) validiert. Dies erfolgte unter
Berlcksichtigung moglicher Einflisse anderer Blutparameter. Dieses Gerat war
flr diese Indikation interessant, da es nur ein geringes Probenvolumen (0,8 ul)
bendtigt und gleichzeitig fur die Blutglukosemessung bei Katzen verwendet
werden kann (GEIST, 2014). Zur Validierung des Geréts wurde ein Vergleich der
Ergebnisse des GlucoMen® LX PLUS aus vendsem Vollblut mit und ohne
Antikoagulans sowie aus Kapillarblut mit den Messergebnissen einer
standardisierten  spektrophotometrischen  Referenzmethode aus  Serum

vorgenommen.

Weiterhin erfolgte in der vorliegenden Untersuchung die Ermittlung von BHB-
Cut-off-Werten zur Diagnose einer DKA und zur Beurteilung eines gut oder
schlecht eingestellten Diabetes mellitus (DM). Zusatzlich wurde ein Vergleich der
Ergebnisse der Ketonkdrpermessung mittels des GlucoMen® LX PLUS und den
Ergebnissen der Referenzmethode aus vendsem Vollblut und Serum mit den
Ergebnissen der Ketonkorperbestimmung mittels Nitroprussid-Teststreifen-
Untersuchung aus Urin durchgefuhrt.

Der GlucoMen® LX PLUS lieferte im Vergleich mit der spektrophotometrischen
Referenzmessung aus Serum akzeptable Messwerte. Sowohl die Messung aus
vendsem Vollblut als auch aus Kapillarblut zeigte zufriedenstellende Ergebnisse
(Vollblut vends: -0,3 mmol/l (Bias); 0,6 mmol/l (Standardabweichung); -1,4-0,9
mmol/l (Ubereinstimmungsgrenzen); Kapillarblut: 0,1 mmol/I (Bias); 0,8 mmol/l
(Standardabweichung); -1,5-1,8 mmol/l (Ubereinstimmungsgrenzen)). Im
relevanten BHB-Konzentrationsbereich bis 2,5 mmol/l zeigte die Messung aus
vendsem Vollblut und Kapillarblut eine sehr gute Ubereinstimmung mit der
Referenzmessung (vengses Vollblut: -0,1 mmol/l (Bias); 0,2 mmol/l
(Standardabweichung); -0,5-0,3 mmol/I (Ubereinstimmungsgrenzen);
Kapillarblut: 0 mmol/I (Bias); 0,4 mmol/l (Standardabweichung); -0,8-0,8 mmol/I

(Ubereinstimmungsgrenzen)). Bei héheren PHB-Konzentrationen wurden die
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Messungen des Gerates unzuverléssig. Die Verwendung von EDTA-Blut (EDTA:
Ethylendiamintetraacetat) kann aufgrund der starkeren Abweichungen von der
Referenzmethode im gesamten PHB-Messbereich (EDTA-Blut: -0,5 mmol/Il
(Bias); 1,0 mmol/I (Standardabweichung); -2,4-1,5 mmol/Il

(Ubereinstimmungsgrenzen)) nicht empfohlen werden.

Die Ermittlung von BHB-Cut-off-Werten zur Diagnose einer DKA fir die
Referenzmethode und den GlucoMen® LX PLUS ergab jeweils einen BHB-Wert
von > 2 mmol/l. Die Ermittlung von entsprechenden Cut-off-Werten zur
Differenzierung eines gut von einem schlecht eingesteliten DM ergab fir die
Referenzmethode einen Wert von > 0,2 mmol/l und fiir den GlucoMen® LX

PLUS einen Wert von > 0,3 mmol/I.

Bei der Untersuchung des Einflusses anderer Blutparameter auf die Richtigkeit
der Messwerte des GlucoMen® LX PLUS und der Referenzmethode konnte der
Einfluss der Bilirubinkonzentration nachgewiesen werden. Dies sollte bei der

Interpretation der BHB-Messergebnisse beriicksichtigt werden.

Aufgrund der zuverldssigen Messung im niedrigen und mittleren B-HB-
Konzentrationsbereich kann der GlucoMen® LX PLUS einen sinnvollen Beitrag
sowohl in der Diagnose der DKA als auch zur therapeutischen Einstellung von
diabetischen Katzen leisten. Die Therapiekontrolle einer DKA mithilfe des
Gerites ist nur fiir BHB-Werte < 2,5 mmol/l moglich, da das Gerét nur unterhalb
dieses Werts zuverlassig korrekte Werte anzeigt. Kapillarblut kann im Rahmen
des Heimmonitorings verwendet werden, da die Messung im BHB-
Konzentrationsbereich < 2,5 mmol/l valide Werte angibt. Dem Tierbesitzer wird
damit ermdglicht bereits geringe Veranderungen zu erkennen und entsprechend zu

handeln.

Nitroprussid-Urinteststreifen zur Erfassung der Urinketonkorperkonzentration
sollten aufgrund ihrer Unzuverlassigkeit und der potenziellen Fehlerquellen nicht
mehr routinemaRig in der tierérztlichen Diagnostik verwendet werden. Zudem ist
nicht bei allen Patienten aufgrund der schlechten Kreislaufsituation und geringen

Urinproduktion die Uringewinnung maglich.
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VIl. SUMMARY

The portable glucometer and ketone meter GlucoMen® LX PLUS was validated in
this study for measuring blood B-hydroxybutyrate concentrations in cats. Special
attention was paid to any possible interference of values due to other blood
parameters. Validation of this device is of great clinical interest as only a small
blood volume (0,8 pl) is necessary and the device has already been validated for

measuring blood glucose concentration in cats (GEIST, 2014).

In addition, cut off values were established for the definition of a diabetic
ketoacidosis and for the differentiation between a well or poorly controlled

diabetic cat.

Furthermore, the results of the B-hydroxybutyrate measurements by the
GlucoMen® LX PLUS and reference method from blood samples were compared
to the ketone body measurements from urine samples measured by urinary dip
stick.

Valid and precise measurements were obtained by the GlucoMen® LX PLUS in
the diagnostic relevant range of up to 2.5 mmol/l compared with the enzymatic
spectrophotometric reference measurements taken from serum. Venous whole
blood, as well as capillary blood samples, can be used (venous whole blood: -0.3
mmol/l (bias); 0.6 mmol/l (standard deviation); -1.4-0.9 mmol/l (limits of
agreement); capillary blood: 0.1 mmol/I (bias); 0.8 mmol/I (standard deviation); -
1.5-1.8 mmol/l (limits of agreement)). Of all tested samples (venous whole blood,
capillary blood and ethylendiaminetetraacetate blood), capillary blood was found
to have the smallest bias in the entire concentration ranges examined. However its
limits of agreement were a little wider compared to venous whole blood. In the
clinically relevant range up to 2.5 mmol/l the measurements obtained from venous
whole blood showed the best agreement with the reference measurement (-0.1
mmol/l (bias); 0.2 mmol/l (standard deviation); -0.5-0.3 mmol/l (limits of
agreement). With increasing B-hydroxybutyrate concentrations (> 2.5 mmol/Il) the
results tended to get more unreliable. Therefore ethylendiaminetetraacetate
samples should not be used due to their higher bias compared to the reference
method (ethylendiaminetetraacetate blood: -0.5 mmol/l (bias); 1.0 mmol/l

(standard deviation); -2.4—1.5 mmol/l (limits of agreement)).
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A cut off value of > 2 mmol/l was calculated for the diagnosis of diabetic
ketoacidosis for the GlucoMen® LX PLUS and for the reference method. Cut off
values of 0.3 mmol/l were calculated for the GlucoMen® LX PLUS and 0.2
mmol/l for the reference method to differentiate a well-controlled diabetic cat

from a poorly controlled one.

Bilirubin was the only blood parameter that influenced B-hydroxybutyrate
concentrations using both methods (GlucoMen® LX PLUS and the reference

method) and this should be kept in mind when interpreting test results.

Due to its valid and reliable test results in the low and medium B-hydroxybutyrate
concentration range, the device GlucoMen® LX PLUS can be used for the
diagnosis of a diabetic ketoacidosis in cats. In addition, regulation of a diabetic cat
can be assessed — especially in those with uncontrolled hyperglycemia. Overall, as
capillary blood samples led to valid test results, this device can be used by owners
to monitor B-hydroxybutyrate concentrations at home. But the variance of
measurements for B-hydroxybutyrate obtained from capillary blood samples in the

range < 2.5 mmol/l should be kept in mind when interpreting the results.

Due to the wider bias with increasing B-hydroxybutyrate concentrations the
GlucoMen® LX PLUS cannot be used to assess response to treatment in a patient
with diabetic ketoacidosis in the initial phase. And the GlucoMen® LX PLUS
cannot replace other currently used diagnostic tools such as blood gas analysis,
blood glucose and electrolyte measurements, but it can be used when B-

hydroxybutyrate concentrations have dropped below 2.5 mmol/l.

Urinary dip sticks for measuring urinary ketone concentrations were tested as
being unreliable for measuring ketones, and are potential sources of errors and
should not be used anymore. Specifically, in the relevant diagnostic cut off range
of blood-B-hydroxybutyrate concentrations up to 2 mmol/l the dip sticks
frequently tested negative. In addition, obtaining a urinary sample is not possible
in all cats with diabetic ketosis or diabetic ketoacidosis due to their poor
circulation and low urinary flow rate. Instead of using the urinary dip stick
method B-hydroxybutyrate concentrations from venous whole blood or serum

should be measured with the GlucoMen® LX PLUS or the reference method.
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