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Unbefriedigende
diagnostische Situation

Aufgrund der Beeinflussbarkeit, d.h. Absen-
kung der Serum-T4-Konzentration durch
Erkrankungen anderer Organe (Niere,
Leber, Herz, Pankreas, sowie Cushing-Syn-
drom und Infektionen) und durch Medika-
mente (z.B. Sulfonamide) spricht man von
einem ,Euthyroid-Sick-Syndrom®. Die Ab-
grenzung zu einer wirklich primidren Unter-
funktion der Schilddriise durch die allei-
nige Bestimmung der Schilddriisenhormone
und die Diagnosestellung ,primire Hypo-
thyreose“ sind daher schwierig.

Grofle Hoffnung wurde daher auf die
Bestimmung des caninen Thyrotropin
(cTSH) gesetzt, fur das seit Mitte der 90er
Jahre kommerzielle Testverfahren zur Verfii-
gung stehen.

Obwohl bei einer primiren Hypothyreose
typischerweise ein erniedrigtes ¢T4 und — we-
gen der fehlenden negativen hypophysiren
Ruickkopplung — ein erhdhtes ¢TSH vorliegen
sollte, wurde diese Konstellation nur in einer
ersten kleineren Studie gefunden [1].

In anderen Untersuchungen wiesen nur
58—-87% der hypothyreoten Fille erhohte
CTSH-Werte auf (2], [3], [4].

Kompliziert wird die diagnostische Situ-
ation durch die von den Labors verwende-
ten uneinheitlichen, bis zu Faktor 2 unter-
schiedlichen cTSH-Referenzbereiche, durch
die ja die Resultatbewertung erfolgt. Eine
vergleichbare ,Referenzwert-Problematik“ be-
steht allerdings auch fir das ¢T4 [5] .

Aufgrund dieser unbefriedigenden labor-
medizinischen Situation ist die Bewertung
der ermittelten T4- und TSH-Resultate unein-
heitlich bis widersprichlich.

Seit etwa 11 Jahren gibt es die Moglich-
keit, an einem Analysengerit die automati-
sierte parallele Bestimmung des caninen T4
(cT4) und des caninen TSH (cTSH) durch-
zuftihren. Eine klinische und labormedizi-
nische Validierung beider Testverfahren fiir
die Diagnostik der caninen Hypothyreose
liegt jedoch bis heute nicht vor. Diese be-
schriebene diagnostische Situation hat uns
dazu bewogen, eine klinisch-labormedizi-
nische Studie dazu durchzufiihren.

Ziele der prospektiven,
multizentrischen Studie

Ziele unserer prospektiven, multizentrischen
Studie, die in Kooperation von 5 Praxen
bzw. Kliniken mit dem Labor ALOMED
durchgefiihrt wurde, waren daher:
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1. Labormedizinische und klinische Validie-
rung von einheitlichen, automatisierten
veterindrdiagnostischer Testverfahren fur
cT4 und cTSH zur Diagnose der primiren
Hypothyreose unter folgenden Bedin-
gungen:

P Einsatz des TSH-Stimulationstestes als

diagnostischen Goldstandard

P Eigene Referenzwertermittlung fiir c¢T4,

¢TSH und den TSH-Stimulationstest an
einem Kollektiv gesunder Hunde.

2. Empfehlungen fir die Diagnostik und
Therapiekontrolle der caninen Hypothy-
reose zu geben und damit zur Optimie-
rung und Vereinheitlichung der caninen
Schilddriisendiagnostik beizutragen.

Referenzbereich und
Diskriminationsfahigkeit
des TSH-Stimulationstests

Der durch das Normalkollektiv (n=43) mit-
tels 5—95%-Percentile ermittelte Referenz-
bereich der T4-Differenz des TSH-Stimula-
tionstestes betrigt 12,4—55,2nmol/1.

Aufgrund dieses Referenzbereiches
wurden alle Hypothyreoseverdichtigen
Hunde klassifiziert. Fille mit einer T4-Dif-
ferenz von kleiner 12,4 wurden als primire
Hypothyreose und Fille mit einer T4-Diffe-
renz ab 12,4 und hoher wurden als nicht-
bestitigte Hypothyreose eingestuft.

Die ermittelten T4-Differenzen beim
Vergleich der Werte vom Kollektiv Primire
Hypothyreose mit dem Kollektiv nicht be-
stitigte Hypothyreosen sind in Form eines
Histogrammes in der Abbildung 1 darge-
stellt (zur Veranschaulichung wurde der
Referenzbereich als Balken eingezeichnet).

Sie veranschaulichen die unter unseren
Bedingungen gute Trennschirfe des TSH-
Stimulationstestes zwischen euthyreot und
hypothyreot, mit einem Abstand von
5nmol/l zwischen dem euthyreoten Fall
mit der niedrigsten T4-Differenz (von
13nmol/D und dem hypothyreoten Fall mit
der hochsten T4-Differenz (von 8nmol/l).
Hinsichtlich der ermittelten T4-Differenzen
gibt es also weder Uberschneidungen zwi-
schen den Kollektiven, noch grenzwertige
oder nicht eindeutig klassifizierbare Fille.

Klassifizierung der Falle

a) Primare Hypothyreose

Von insgesamt 72 Hypothyreose-Verdachts-
fallen wurden aufgrund des TSH-Stimula-
tionstestes 38 Fille als primire Hypothyreose
eingestuft. Die T4-Differenz lag zwischen 0
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Abb. 1 Histogramm der T4-Differenzen des TSH-Stimulationstestes
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Abb. 2 Anzahl pathologischer Hormon-Resultate in den 3 Kollektiven

Tab. 1 Klinische Hauptsymptome und auffallige Laborwerte

der Hunde mit primarer Hypothyreose

Lethargie/Bewegungsunlust
Gewichtszunahme

Verminderte Fellqualitat
Bradykardie

Alopezie

Kélteintoleranz

Schwiche

Lahmheit

Cholesterin (erhoht: > 9,2mmol/l)
Hamatokrit (grenzwertig oder erniedrigt: <42 %)
Kreatinin (erhéht: > 133 pmol/l))

Tab. 2 Ermittelte Referenzbereiche

Einheit
cT4-Differenz
(TSH-Stim.-Test) nmol/t
cT4 nmol/l
cTSH g/l

cT4/cTSH-Quotient

Tab. 3 Diagnostische Leistungskriterien fir die Einzelparameter und

Anzahl (von 38)

33 (87 %)
32 (84 %)
25 (66 %)
25 (66 %)
14 (37 %)
13 (34 %)
12 (32%)
5 (13 %)
28 (74.%)
17 (45%)
15 (39 %)

Referenzbereich

12,4-55,2

7.9-40,6

0,04-0,59

grofer 11

6

den cT4/cTSH-Quotienten Den Berechnungen liegt die Gesamtzahl
von 115 Fallen zugrunde, davon 38 primare Hypothyreosen, 34 nicht
bestatigte Hypothyreose-Verdachtsfalle und 43 gesunde Hunde

Analyt Referenz Sensitivitat Spezifitat Pradiktiver

Bereich richtig positiv  richtignegativ.  Wert positiv
cT4 8-41 nmol/l 84% 91% 82%
cTSH 0,04-0,59 g/l 92% 88% 80%
T4/ CTSH- >11,6 92% 96% 92%
Quotient
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Préadiktiver

Wert negativ

92%

96%

96%

89 %

90%

95%

Effizienz

und 8nmol/l (Median: 0,25nmol/l). Es handelt sich dabei um 30
reinrassige Tiere aus 20 verschiedenen Rassen (4 Rassen sind
jeweils 2-fach vertreten) und 8 Mischlinge im Alter von 3 bis 14
Jahren (Median: 6,5 Jahre). Insgesamt 26 Tiere sind weiblich
(davon 14 kastriert) und 12 Tiere minnlich (davon 4 kastriert). Das
Geschlechtsverhiltnis weiblich/ménnlich betrigt damit 2,1:1.

Die Hiufigkeit der klinischen Hauptsymptome und der auffilligsten
Laborwerte (ohne Hormonwerte) zeigt die Tabelle 1.

b) Nicht bestitigte Hypothyreose

Von insgesamt 72 Hypothyreose-Verdachtstillen wurden aufgrund
des TSH-Stimulationstestes 34 Fille als euthyreot eingestuft. Die
T4-Differenz lag zwischen 13 und 66nmol/l (Median: 26 nmol/D).
Es handelt sich um insgesamt 26 reinrassige Tiere aus 20 verschie-
denen Rassen (5 Rassen sind 2- oder 3-fach vertreten) und 8 Misch-
linge im Alter von 3 bis 13 Jahren (Median: 6,0 Jahre).

Referenzbereiche und diagnostische Eighung
der Schilddriisenparamter cT4, cTSH und des cT4/
cTSH-Quotienten

Mit den auf Grundlage des TSH-Stimulationstestes klassifizierten
Kollektiven wurden mittels ROC-Analyse die Referenzbereiche der
Einzelparameter und des ¢T4/cTSH-Quotienten ermittelt (Tab. 2).

Daraus ergibt sich fiir die 3 Kollektive der in Abbildung 2 dar-
gestellte Prozentsatz pathologischer Werte der Schilddrisen-
parameter: Die Einzelparameter ¢T4 und ¢TSH sind bei der pri-
miren Hypothyreose in 84 bis 92% der Fille erniedrigt bzw.
erhoht, bei den als euthyreot eingestuften, nicht bestitigten Ver-
dachtsfillen jedoch auch in 18 bis 21% der Fille und im Normal-
kollektiv noch bei bis zu 7% der Fille.

Demgegentber zeigt der ¢T4/cTSH-Quotient bei der primiren
Hypothyreose mit 92% erniedrigter Resultate zwar die gleiche
Trefferquote wie cTSH, ist jedoch bei der nicht bestitigten Hypo-
thyreose nur in 9% der Fille und im Normalkollektiv in keinem
Fall pathologisch verindert.

Driickt man nun diese Resultate in diagnostischen Leistungskri-
terien aus, in Form von Sensitivitdt, Spezifitdt, Vorhersagewert und
Effizienz (Rate richtiger Entscheidungen), so ergibt sich das in
Tabelle 3 dargestellte Bild.

Unter den Einzelparametern zeigt das ¢T4 mit 7 erniedrigten
Werten bei insgesamt 77 Tieren des Normalkollektivs und des
Kollektivs nicht bestitigter Hyperthyreose den geringsten Anteil
falsch positiver Resultate und besitzt damit eine diagnostische Spe-
zifitdt von 91%. Sein positiver Vorhersagewert betrigt 82 %.

Das cTSH weist bei 35 von 38 Tieren mit einer primdren Hypo-
thyreose erhohte Werte auf, besitzt damit den geringsten Anteil falsch
negativer Resultate und die hohere diagnostische Sensitivitdt von
92%. Es weist damit einen negativen Vorhersagewert von 96% auf.

Die Kombination dieser beiden Einzelparameter in Form des
cT4/cTSH-Quotienten erreicht die hochsten diagnostischen
Leistungswerte.

Richtig erkannt werden 35 von 38 Tieren mit primédrer Hypothy-
reose, 31 von 34 Tieren mit nicht bestitigten Hypothyreosen und 43
von 43 gesunden Tieren. In insgesamt 109 von 115 Fillen (entspre-
chend einer Effizienz von 95%) kann damit eine diagnostisch rich-
tige Entscheidung gefillt werden.

Unsere Ergebnisse zur diagnostischen Relevanz von ¢T4, ¢TSH
und des ¢T4/ ¢TSH-Quotienten unterscheiden sich teilweise be-
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trachtlich von den bisher publizierten Stu-

dien, wie sie in Tabelle 4 zusammengefasst

sind. (Bei 3 der 4 bisherigen Studien er-
folgte die Diagnosestellung ebenfalls mit-
hilfe des TSH-Stimulationstestes).

Auffallend ist die hohere diagnostische
Spezifitit des ¢T4 (bei deutlich niedrigerer
Sensitivitit), die deutlich hohere diagnos-
tische Sensitivitdt des ¢TSH und vor allem
die aus der Kombination beider Parameter
erzielte gute Sensitivitit, Spezifitdt und Effi-
zienz des ¢T4/cTSH-Quotienten.

Griinde fiir die aus unserer Studie ermit-
telten, hoheren diagnostischen Leistungs-
daten von ¢T4 und ¢TSH zur Diagnose der
caninen primiren Hypothyreose sind sicher-
lich auf 2 Ebenen zu suchen:

1. Die Ermittlung eigener Referenzwerte fiir
den ,Goldstandard“ TSH-Stimulationstest
und fir ¢T4 und ¢TSH.

2.Verwendung von automatisierten und
ausreichend sensitiven und prizisen Test-
verfahren fir canines T4 und canines
TSH und Messung beider Parameter in
jeweils derselben Messserie aus maximal
20 Stunden gelagertem Serum.

Diagnostische Empfehlung
bei Verdacht auf primare
Hypothyreose

Die Ergebnisse der vorgestellten Studie

mochte ich in folgender Empfehlung zu-

sammenfassen:

P Eingangsuntersuchung: Bestimmung
von cTSH.

P Bestitigungsuntersuchung bei erhthtem
C¢TSH: Zusitzliche Bestimmung von ¢T4

Tab. 4 Vergleich mit bisherigen Studien

A

Werner Miiller, geboren in Nagold/Schwarzwald, studierte Biologie an den Universitaten
Hohenheim und Tibingen und promovierte zum Dr. rer. nat. Es folgten 10 Jahre Forschungstatig-
keit zuerst als Stipendiat und wissenschaftlicher Mitarbeiter am Max-Planck-Institut fir Immun-
biologie in Freiburg/Breisgau auf dem Gebiet des Infektionsschutzes und anschlieflend als
wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Rheumaklinik Aachen im Bereich der Rheumaforschung
und -diagnostik. Nach 4 Jahren Tatigkeit in verschiedenen human- und veterinarmedizinischen
Routinelabors in Deutschland und der Schweiz griindete er 1992 mit seiner Frau Agnes Hah-
mann-Miller das veterinarmedizinische Labor ALOMED in Radolfzell/Bodensee. Spezialgebiete
des Labors sind die Nierenfrihdiagnostik (Inulin-Ausscheidungstest), die Endokrinologie und die
Immunologie und Infektionsdiagnostik. Unter der Mitarbeit von Dr. Miller entstanden einige
bemerkenswerte wissenschaftliche Publikationen auf diesen Spezialgebieten [siehe
www.alomed.de). In seiner Freizeit ist er gerne mit dem Rennrad unterwegs und hat

bei verschiedenen ,Jedermann-Rennen” schon gute Platzierungen erreicht.

und Ermittlung des ¢T4/cTSH-Quo-

tienten aus den beiden Messwerten.
Mit diesem Vorgehen ldsst sich in 95% der
Fille die Frage ,Hypothyreose ja oder
nein?“ richtig entscheiden.

Nach diesem Diagnosekonzept verfah-
ren wir seit iber 3 Jahren mit sehr guter
Erfahrung. Unsere Ergebnisse und Schluss-
folgerungen nihern sich damit der Situation
und dem diagnostischen Vorgehen bei der
Hypothyreose des Menschen und den dort
erarbeiteten diagnostischen Leitlinien [6].
- wmueller(dalomed.de

. . cT4/cTSH-
cT4(nmol/l | cTSH (pg/U) TSH-Stimulation | .y, | ycy | Quotient
(T4-Differenz) .
(Ref.-Bereich)
Peterson et al. RIA-DPC IRMA-DPC 0.1U/kg K6
54 v, 6h 89/82 |76/93 | ---
1997 13-51 0,1-0,7 (> 20)
Scott-Moncrieff RIA-DPC IRMA-DPC 0.1U/kg KG
16 v, 6h 100/78 | 63/88 | ---
etal., 1998 12,7-344 0,02-0,45 > 19.3)
Dixon/Moone RIA-Chi IRMA-DPC 0.11U/kg KG 87/92
ixon/ Y 30 ron v, bh 100/75 | 87782 | &7/
1999 > 14,9 < 0,48 (> 20) (>17,2%)
y . . 11U bis 25 kg
Boretti/Reusch RIA-DP Immulite-DP
oretti/Reusch | mmulite 21U >25 kg " 58/100 | ---
2004 ? >0,6 i.m., 6h
(>32)
11U bis 25 kg
vorliegende Immulite-DPC | Immulite-DPC | 21U > 25kg 92/96
. 38 . 84/91 |92/88
Studie >7,9* 0,04-0,59* i.m., 6h (>11,5%)
(>123)

* Referenzwertermittlung mit ROC-Analyse
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take home

Aus der Studie ergeben sich klare
Hinweise auf die Eignung des cT4/
cTSH-Quotienten - ermittelt mit den
beschriebenen Testverfahren - als
diagnostischer Marker der caninen
Hypothyreose. Aufgrund der fir das
cTSH gefundenen hdchsten diag-

nostischen Sensitivitat empfiehlt es
sich als Eingangsuntersuchung bei
Hypothyreose-Verdacht. Bei erhohtem
Resultat sollte zur Diagnosesicherung
zusatzlich cT4 bestimmt und der cT4/
cTSH-Quotient ermittelt werden.
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endokrinologie

Studienaufbau, Patientengut,
Probengewinnung und Laboranalysen

Unsere Studie wurde prospektiv und multizentrisch durchgefihrt.
In den 5 beteiligten Praxen und Kliniken wurden insgesamt 72 Hunde
entweder aufgrund eines klinischen Hypothyreose-Verdachtes, oder
einer ermittelten Serum-T4-Konzentration von kleiner 12nmol/l in
die Studie einbezogen. Ausschlusskriterium war eine bestehende
oder weniger als 3 Monate zuriickliegende Medikation.

Die Referenzbereiche der Hormone einschlief3lich des TSH-Stimu-
lationstestes wurden an einem Kollektiv von 43 gesunden Hunden (12
verschiedene Rassen, Alter: 10 Monate bis 15 Jahre, Median: 3,5 Jah-
re, klinisch und labormedizinisch unauffallig) ermittelt.

Die in den Praxen und Kliniken erhobenen klinischen und anamne-
stischen Daten wurden von dem Tierarzt in einem einheitlichen
Anamnese- und Dokumentationsbogen erfasst. Die Blutentnahme
erfolgte jeweils in den Praxen/Kliniken, samtliche Laborunter-
suchungen wurden bei ALOMED durchgefiihrt.

Als entscheidendes Diagnosekriterium der primaren Hypothy-
reose wurde der Nachweis einer subnormalen cT4-Differenz des
TSH-Stimulationstestes festgelegt (bei Anwendung des unter den ge-
wahlten Studienbedingungen ermittelten Referenzbereichs).

Es wurden zwei spezielle Veterinar-Testkits (cT4, cTSH) auf dem
automatischen Chemilumineszenz-Immunoassay-System [IMMU-
LITE der DPC Biermann GmbH (Bad Nauheim)] eingesetzt. Diese Hor-
monbestimmungen wurden jeweils aus derselben Serumprobe in
einem Geratelauf durchgefihrt.

Der TSH-Stimulationstest wurde, nachdem das Einverstandnis
des Besitzers vorlag, mit einer i.m.-Injektion von 11U (< 25 kg Kérper-
gewicht, KGW), bzw. 21U (> 25kg KGW) bovinem TSH durchgefiihrt.
Direkt vor Injektion und é Stunden danach wurde Blut entnommen,
daraus nach spatestens 30 Minuten durch Zentrifugation Serum ge-
wonnen und das Serum (nach maximal 20 Stunden Lagerung zwi-
schen 4 bis 20°C] zur Bestimmung der Hormone eingesetzt. Die
Bestimmung von cT4 aus den Serumproben vor und nach TSH-Sti-
mulation und die Bestimmung von cTSH aus der Serumprobe der
basalen Blutentnahme wurden jeweils in einem Analysengang durch-
gefuhrt.

Zusatzlich zu den Hormonbestimmungen wurden von allen
Tieren aus dem Serum ein komplettes klinisch-chemisches Profil
(WAKO 20R, Biochemical Analyzer) und aus dem EDTA-Blut ein
groBer Blutstatus (Bayer, H*1 VET] mit einer zuséatzlichen mikro-
skopischen Leukozyten-Differenzierung (von nach Pappenheim
gefarbten, direkt nach der Blutentnahme hergestellter Blutausstri-
chen) erstellt.

Klinik der Caninen Hypothyreose

Die Schilddrisenhormone beeinflussen neben dem Wachs-
tum und dem Funktionszustand der meisten Organe auch
wesentliche Prozesse des Kohlenhydrat-, Eiweif3- und Lipid-
stoffwechsels, sowie die Erythropoese und das reproduktive
endokrine System. Ein Mangel an Schilddrisenhormonen
kanndahereine breit gefacherte Symptomvielfalt hervorrufen,
ohne dass pathognomonische Symptome auftreten. Anderer-
seits konnen aber Erkrankungen vieler Organe und metabo-
lische Storungen auch auf die Schilddrise zurick wirken.
Klinisch manifestiert sich die canine primare Hypothyreose
vor allem durch Lethargie und Bewegungsunlust, Gewichts-
zunahme, Fellprobleme und Bradykardie.
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