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I. EINLEITUNG

Die Entziindung spielt im Alltag der Medizin eine herausragende Rolle und ist

unverzichtbar fiir alle Lebewesen (MACKAY, 2000).

Unter einer Entziindung versteht man die Reaktion des lebenden Organismus auf
einen Ortlich angreifenden, vornehmlich von aulen einwirkendem, schadigendem
Reiz (WIESNER und RIBBECK, 2000). Die akute Entziindung ist durch eine
lokale Reaktion des Gewebes auf diesen Reiz gekennzeichnet und dullert sich meist
durch die klassischen 5 Entziindungsmerkmale, worunter Schwellung, Rétung,
Wiérme, Schmerzhaftigkeit und Funktionsausfall fallen (KUSHNER, 1982;
HEINRICH et al., 1990; MACKAY, 2000). Kann diese Reaktion nicht lokal und
direkt von Entziindungszellen bekdmpft werden, folgt die Einbeziehung des
gesamten Organismus. Diese systemische Entziindungsreaktion beginnt mit der
Aktivierung der sogenannten (sog.) Akute Phase Reaktion (APR) (KUSHNER,
1982). Die im Verlauf der APR gebildeten Proteine, die Akuten Phase Proteine
(APP), regulieren weitere Entziindungszellen und — Mechanismen, beseitigen den
zugrundeliegenden Reiz und sind an der Reparatur des Gewebes beteiligt. Die so
gestorte Homoostase wird mittels dieser komplexen Reaktion wiederhergestellt
(HEINRICH et al., 1990; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al.,
2008; KHAN und KHAN, 2010).

Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Veterindrmedizin ist das Erkennen
und Behandeln einer Entziindung von iibergeordneter Bedeutung. Um diese
Reaktionen des Korpers jedoch zunéchst diagnostizieren und einordnen zu konnen,
werden Parameter bendtigt, die sich meist nicht nur auf die 5 oben genannten
klinischen Entziindungsmerkmale beschrinken lassen. Bei der Untersuchung von
Menschen und Tieren mit einer entziindlichen Erkrankung ist die Analyse der

Blutparameter daher von grofler Bedeutung.

In der Humanmedizin sind neben den Gesamtleukozyten die APP, vor allem das
C — Reaktive Protein (CRP), schon lange in der Diagnostik etabliert, um

Entziindungen zu erkennen und die Therapie dieser zu iiberwachen.

In der Pferdemedizin ist neben den Gesamtleukozyten das Fibrinogen (Fb) das
meist bestimmte APP, welches routinemdfig genutzt wird. Das eher langsam

reagierende Fb kann zwar einfach und schnell gemessen werden, zeigt aber bereits
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relativ hohe Serumkonzentrationen bei gesunden Pferden, einen geringen Anstieg
nach einem Entziindungsstimulus sowie einen protrahierten Abfall bei der
Reduzierung der Entziindungsreaktion. AuBerdem ist das Fb in die
Gerinnungskaskade mit eingebunden, was zu verfilschten Interpretationen fiihren

kann (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Dagegen scheint das schnell reagierende Serum Amyloid A (SAA) ein deutlich
sensitiverer Indikator flir Entziindungen oder Gewebeschéden beim Pferd zu sein
(CHAVATTE et al., 1992; NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN und DEMMERS,
2002; JACOBSEN et al., 2005). Das Einschicken der Blutprobe in ein Labor und
die damit verbundene Zeitverzogerung fiir den Erhalt des Ergebnisses neutralisiert
dagegen einige dieser positiven Eigenschaften von SAA. Das Anschaffen eines
eigenen Messgerites flir Tierkliniken oder — Praxen ist wiederum mit einem sehr
hohen Kostenfaktor verbunden. Ein Schnellmessgerit fiir das SAA, welches vor
Ort, im Stall oder in der Klinik, verwendet werden kann und dazu preiswert ist,
wire dagegen ein wichtiges diagnostisches Hilfsmittel, um Entziindungen schnell
erkennen, einzuordnen und Therapien iiberwachen zu konnen. Bei elektiven
Eingriffen (wie Kastrationen) konnten die Pferde vor den Operationen auf mogliche
subklinische Infektionen oder degenerative Entziindungsreaktionen kontrolliert
werden und gegebenenfalls von der Operation zuriickgenommen werden. Auch
konnte ein Schnellmessgerit vor dem Training, vor Wettkdmpfen oder nach langen
Transporten genutzt werden, um die Pferde auf ihren Allgemeinzustand hin zu
iiberpriifen und so subklinische, entziindliche Vorginge moglichst friih zu

erkennen.

In dieser Arbeit wurde ein SAA — Schnellmessgerit (EquiChek™ — SAA) bei
Pferden, welche einer Routine — Kastration unterzogen wurden, getestet. Zur
Validierung des EquiChek™ — SAA — Gerites wurden die Ergebnisse mit einer
etablierten und kommerziellen Labormethode (Enzym — gekoppelter

Immunadsorptionstest, ELISA) verglichen.

Konkret wurden die SAA — Werte vor der Kastration der Pferde sowie circa 24 hr
nach der Operation gemessen, um deutliche Unterschiede in der

Serumkonzentration von SAA darstellen zu konnen.



L. Einleitung

Hauptfragen:

1.

Nebenfragen:

1.

Besteht eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
Ergebnissen der beiden Messmethoden, EquiChek™ — SAA und
ELISA?

Ist das Ergebnis des EquiChek™ — SAA als Vorhersagewert
(Pradiktor) fiir den Laborwert des ELISA geeignet?

Ist der EquiChek™ — SAA in der Pferdepraxis praktikabel und
sinnvoll einsetzbar?
Ist der Messbereich des EquiChek™ — SAA sinnvoll fir die

Pferdepraxis?
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Die Akute Phase Reaktion

Die Akute Phase Reaktion (APR) ist der Kern des angeborenen Immunsystems und
wird bei allen Tierarten beobachtet (CRAY et al., 2009). Sie stellt eine sehr
wichtige, systemische Reaktion des Organismus dar, welche auf lokale und
systemische Storungen der Homoostase, verursacht durch Infektionen,
Gewebeschéiden, Traumen, chirurgische Eingriffe, Tumore oder
Immunkrankheiten, reagiert (GORDON und KOY, 1985; GRUYS et al., 1999;
GRUYS et al., 2005).

Im Verlauf einer APR verdndert eine Anzahl von Proteinen, den APP, ihre
Konzentration. Die APP erfiillen dabei vielfiltige Aufgaben, wie die Beseitigung
von Pathogenen, die Regulierung der Immunantwort und die Reduktion von
oxidativen Schiden (CRAY, 2012). Dabei finden zahlreiche lokale und systemische
Veranderungen statt, wobei verschiedene Organe (Leber, Knochenmark,
Hypothalamus, Nebenniere) und Zellen (Monozyten, Leukozyten, Kupffersche
Sternzellen) miteinbezogen werden (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Die APR hat als Ziel weitere Gewebsschidden zu verhindern, den infektidsen
Organismus zu isolieren und zu zerstdren sowie Reparaturprozesse zu aktivieren,
welche notig sind, um dem Organismus wieder zur normalen Funktion zu verhelfen

(GRUYS et al., 2005; SATUE et al., 2013).

1.1. Aktivierung der Akuten Phase Reaktion

Der Ausgangspunkt der APR ist eine lokale Reaktion des Gewebes auf eine
Entziindung oder Verletzung, verursacht durch eine Invasion von Mikroorganismen
(virale, bakterielle oder parasitdre Infektionen) oder durch einen Gewebsschaden
(Verletzungen, Traumen, Tumore, chirurgisch gesetzte Reize). Mit der Aggregation
von Thrombozyten, der Bildung eines Blutgerinnsels, der Dilatation und
gesteigerten Permeabilitit der Blutgefdle kommt es zu einer Ansammlung und
Aktivierung von Granulozyten und mononukledren Zellen an der geschidigten

Stelle des Gewebes (HEINRICH et al., 1990).
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Das Gewebe selbst wird aktiv, indem es proinflammatorische Zytokine entldsst und
damit das Gefdllsystem und weitere Entziindungszellen aktiviert (GRUYS et al.,
2005). Diese Entziindungszellen, wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten,
sammeln sich an der entziindeten Stelle an und produzieren eine Vielzahl von
Mediatoren, einschlieBlich der proinflammatorischer Zytokine wie das Interleukin
—1lund — 6 (IL — 1, IL — 6) und den Tumor — Nekrose — Faktor alpha (TNF — )
(JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Diese Zytokine veranlassen eine Reihe von
Reaktionen. Sie induzieren die Expression von Selektinen (Zelladhdsionsmolekiile)
auf den Endothelzellen vor Ort, wodurch die Rekrutierung von Entziindungszellen
aus dem Blutstrom gefordert wird, damit diese an die Endothelzellen anhaften
konnen. Die Zytokine aktivieren die rekrutierten Zellen und erhéhen so ihre
antibakterielle Aktivitét, indem sie zum Beispiel die Expression von Rezeptoren fiir
das Komplementsystem erhohen, den Zellmetabolismus und die Proteinexpression
steigern (JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Des Weiteren binden die
freigesetzten Zytokine an Rezeptoren von verschiedenen Zielzellen im gesamten
Organismus und aktivieren so weitere Systeme. Dazu gehoren das Komplement —,
Gerinnung —, Fibrinolyse —, Hormon — und Immunsystem sowie die Hypothalamus
— Hypophysen — Nebennieren — Achse. Somit l6sen die Zytokine iiber das
Zentralnervensystem, das Lymphsystem und iiber die Blutbahn eine systemische
Reaktion aus. Weiter bewirken die Zytokine eine Anzahl an klinischen
Veranderungen wie Fieber, Schmerz oder Anorexie (ANDUS et al., 1989;
HEINRICH et al., 1990; JENSEN und WHITEHEAD, 1998; MILLER et al., 2003;
GRUYS et al., 2005; KHAN und KHAN, 2010). Im Blut kdnnen ein Abfall an
Kalzium, Zink, Eisen, Vitamin A und o — Tocopherol sowie eine Anderung der
Konzentration von mehreren APP im Serum gemessen werden (ANDUS et al.,

1989; GABAY und KUSHNER, 1999; GRUYS et al., 2005).

Ein zentraler Punkt der systemischen APR ist die Synthese der APP in der Leber
(hepatische APR) und deren Konzentrationsverdnderung im Blut (JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007). Eine Auswahl von APP, welche in der Pferdemedizin genutzt

werden, wird im Literaturteil beschrieben.

Bakterielle Infektionen fithren auf Grund der starken Antwort der Zellen des
mononukledren Phagozytensystems zu einer starken systemischen APR
(ALSEMGEEST et al., 1994; GRUYS et al., 2005), wahrend bei einer viralen
Infektion die APR moglicherweise milder ausfillt (NAKAYAMA et al, 1993;
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ALSEMGEEST, 1994; HOFNER et al., 1994; GRUYS et al., 2005).

1.2. Zytokine und Mediatoren der Akuten Phasen Reaktion
Fiir die Aktivierung der hepatischen APR und folglich der Produktion der APP sind

bestimmte Zytokine und Mediatoren von groBer Bedeutung. Diese
Entziindungsmediatoren wirken wihrend der APR vor allem auf die Leber als das

Hauptorgan der APP — Synthese (BAUMANN und GAULDIE, 1994).

Zytokine sind Polypeptide und werden als Antwort auf Mikroben und Antigene
(AG) von einer groBen Anzahl an Zellen produziert, vor allem aber von Monozyten
und Makrophagen (GABAY und KUSHNER, 1999; KHAN und KHAN, 2010).
Zusitzlich sind aktivierte Fibroblasten und Endothelzellen in der Lage, diese zu

produzieren (HEINRICH et al., 1990; MILLER et al., 2003).

Die Wirkung der Zytokine und Mediatoren erfolgt liber die Bindung an ihre
jeweiligen Rezeptoren auf den Zelloberflichen. Danach werden sie entweder in die
Zelle aufgenommen oder vermitteln Signale in die Zelle, wodurch eine Reihe an
intrazelluldren Mechanismen in Gang gesetzt werden, wie die Aktivierung und/oder
Neusynthese von Transkriptionsfaktoren, der nuclear factor — kB (NF — xB), die
Veranderungen der Ribonukleinsdure (RNA) — Verarbeitung und deren Stabilitét
sowie die Verdnderungen der Translationsarbeit und der Protein — Sekretion

(JENSEN und WHITEHEAD, 1998).

Eine Schliisselrolle bei der Aktivierung der APR spielen die Zytokine TNF — «,
IL — 1 und IL — 6 (GRUYS et al., 2005). Aber auch der Leukédmie — Inhibitations —
Faktor, das Wachstumshormon Transforming growth factor — B (TGF — B), das
Interferon vy, IL — 11, Ocostatin, der Ciliary neutrophic factor und die Retinséure
fordern die APR, wohingegen das Insulin und die Okadainsdure hemmende Effekte
auf die APR aufweisen (JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Glukokortikoide
haben sowohl eine fordernde (verstdrken die Effekte von IL — 1 und TNF — ) als
auch eine reduzierende (hemmen die Synthese von IL — 1 und TNF — a) Wirkung
auf die APR (JENSEN und WHITEHEAD, 1998; CRISMAN at al., 2008), wahrend
das Insulin die Produktion einiger APP hemmt (CAMPOS et al., 1994; CRISMAN
et al., 2008).

Die Kombinationen von Zytokinen auf verschiedene Zielzellen haben sowohl einen
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stimulierenden als auch einen hemmenden Effekt. Zum Beispiel bendtigt die
Produktion von SAA die Zytokine IL — 6 und IL — 1 oder TNF — a, wihrend das
IL — 1 und der TNF — a die Induktion von Fb durch das IL — 6 verhindern
(CRISMAN et al., 2008). QUINTON et al. (2009) konnten bestétigen, dass die
hepatische APR beispielsweise bei einer Lungeninfektion fiir ihre Induktion das
IL — 6 und zusitzlich den TNF — a oder das IL — 1 bendtigt. Andere Studien
besagen, dass allein das IL — 6, aber nicht der TNF — « fiir die APR — Induktion von
groBBer Bedeutung ist (VERNOOY et al., 2005; GAMBLE et al., 2009; QUINTON
et al., 2009).

Einige Autoren teilten die APP in 2 Gruppen ein. Die Typ — 1 — APP (wie SAA,
CRP) werden durch das IL — 1 (und TNF — ) und die Typ — 2 — APP (wie Fb)
durch das IL — 6 und IL — 6 dhnliche Zytokine induziert. Dabei kann die Synthese
von Typ — 1 — APP auch synergistisch durch das IL — 6 induziert werden, wéahrend
das IL — 1 bei den Typ — 2 — APP keine Wirkung erzielt. Das IL — 1 hat sogar einen
hemmenden Effekt auf einige Typ — 2 — APP (BAUMANN und GAULDIE, 1994;
CAMPOS et al., 1994; PETERSEN et al., 2004).

Wie aus diesem Absatz ersichtlich wird, spielen 3 Zytokine (IL — 6, IL — 1,
TNF — ) eine grof3e Rolle fiir die Induktion der APR, vor allem fiir die Synthese
der APP in der Leber. Diese Hauptvermittler werden nun im Einzelnen genauer

beschrieben.

1.2.1. Interleukin — 6

Das Zytokin Interleukin — 6 wird in der Literatur als der Schliissel — Mediator und
Regulator fiir die meisten APP bezeichnet (HEINRICH et al., 1990; GABAY und
KUSHNER, 1999; GRUYS et al., 2005; EL — DEEB et al., 2018). Die beiden
Zytokine IL — 1 und TNF — a sind dagegen nur fiir eine Untergruppe der APP
regulatorisch verantwortlich. Zusétzlich verstirken diese beiden Monokine
(Zytokine, welche von Monozyten und Makrophagen freigesetzt werden) den
Effekt von IL — 6, indem sie Fibroblasten, Endothelzellen und Keratinozyten
stimulieren, die wiederum den Hauptmediator IL — 6 synthetisieren (ANDUS et al.,

1989; HEINRICH et al., 1990).

Sehr viele verschiedene Zellen konnen das IL — 6 synthetisieren. Die wichtigsten



II.Literaturtiibersicht 8

Produzenten von IL — 6 widhrend einer Entziindung sind Endothelzellen,

Fibroblasten und Monozyten/Makrophagen (HEINRICH et al. 1990).

Das IL — 6 ist ein Phosphoglykoprotein mit 184 Aminosduren und weist
verschiedene Synonyme (Hepatocyte stimulating Factor, B — Cell stimulating
Factor — 2, Interferon 32, 26 kDa Protein, Hybridoma Plasmacytoma Growth
Factor, Myeloid Blood Cell Differentiation — inducing Protein) auf, welche einen
Hinweis auf den groBen Wirkungsbereich im Organismus geben (ANDUS et al.,
1989; HEINRICH et al., 1990).

Die pleiotropen Eigenschaften dieses Zytokins zeigen sich unter anderem in seiner
Wirkung auf das humorale und zellulire Immunsystem. Es trigt zu der
Differenzierung von B — Zellen zu Antikorper (AK) — bildenden Plasmazellen bei
und ist ein wichtiger Faktor, um T — Zellen zu aktivieren und differenzieren. In
Zusammenarbeit mit dem IL — 2 aktiviert es auch zytotoxische T — Zellen. Des
Weiteren erstreckt sich seine Wirkung auf das Komplement —, Gerinnung —,
Fibrinolyse — und Kallikrein — Kinin — System. Als Ursache dafiir ist die Wirkung
auf die hepatische Proteinsynthese zu nennen. Die produzierten APP sind zum Teil
Proteinase — Inhibitoren und die oben genannten Systeme werden durch Proteolyse
reguliert (ANDUS et al., 1989). Zusammen mit dem IL — 1 hat das IL — 6 eine stark
pyrogene Wirkung und l0st so unter anderem das ,sickness behaviour® aus
(CARTMELL et al., 2000; DANTZER, 2001). Dies beschreibt
Verhaltenséinderungen, welche ein Mensch oder Tier wéhrend einer Infektion

entwickelt (DANTZER, 2001).

Die IL — 6 Rezeptoren befinden sich in den verschiedensten Organen, das Hauptziel
dieses Zytokins ist aber die Leber (HEINRICH et al., 1990). Nach Injektion von
markierten IL— 6 wurden diese Zytokine nach circa 20 Minuten zu etwa 80% in der
Leber nachgewiesen, und dort ausschlieBlich auf der Oberfldche der Parenchym —
Zellen gefunden (CASTELL et al., 1988; ANDUS et al., 1989). Es konnte ein cis —
Element definiert werden, welches fiir die Induktion von APP — Gen -

Transkriptionen durch das IL — 6 verantwortlich ist (HEINRICH et al., 1990).

1.2.2. Interleukin —1

Als weiterer Aktivator der APR ist das Interleukin — 1 zu nennen. Die IL — 1—
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Familie besteht aus dem IL — 1o, IL — 15 sowie IL — 1 — Rezeptorantagonisten (IL
— 1ra) (DINARELLO, 1994; KATO et al., 1997). Dieses Zytokin weist ein breit
gefdchertes Wirkungsspektrum im Organismus auf und wurde daher unter
zahlreichen Namen bekannt: Leukozyten — Pyrogen, endogener Leukozyten —
Mediator, Lymphozyten — aktivierender Faktor, Hemopoietin — 1, Mononuklérer
Zellfaktor, Proteolyse induzierender Faktor, Katabolin und Osteoklasen

aktivierender Faktor (DINARELLO, 1994).

Verschiedenste Zelltypen produzieren das IL — 1: Monozyten, Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen, Langerhans Zellen, Astrozyten,
Mikrogliazellen, Endothelzellen, Epithelzellen, Fibroblasten, Mesangialzellen, B —
Lymphozyten und adulte T — Lymphozyten leukédmischer Zelllinien (KITAGAWA
und SAITO, 1988; WOLF et al., 1996; KHAN und KHAN, 2010). In Monozyten
wird die Synthese von IL — 1 durch die Anheftung von Komponenten des
Komplementsystems, die Blutgerinnung und durch Endotoxine aktiviert. Der
Hauptstimulator fiir die IL — 1 — Synthese ist das letztgenannte Endotoxin
(Lipopolysaccharid) (DARGEL, 1995; KHAN und KHAN, 2010). Da im Blut oder
Knochenmark gesunder Organismen keine spontane IL — I — Genexpression
stattfindet, weisen einige Zellen eine konstitutive Genexpression von IL — 1 auf.
Zum Beispiel enthalten die Keratinozyten der Haut, die Epithelzellen der Kornea,
die Granulosazellen der Ovarien und die Zellen des Hypothalamus messenger RNA
(mRNA), welche das IL — 1 in Abwesenheit einer Erkrankung kodieren
(DINARELLO, 1994).

Die Stimulation von Endothelzellen, Osteoblasten, natiirlichen Killerzellen,
Fibroblasten, Synovialzellen, Hepatozyten und Myozyten gehort zu den Aufgaben
von IL — 1 (KITAGAWA und SAITO, 1988; GANGUR et al., 2002). Weiterhin
werden Fieber (iiber die Synthese von Prostaglandin Ez), Miidigkeit und
Appetitlosigkeit als systemische Reaktion von IL — 1 hervorgerufen und tragen so
zum ,sickness behaviour bei (DARGEL, 1995; UHLAR und WHITEHEAD,
1999).

Das IL — 1 verursacht sowohl direkt als auch indirekt (unter anderem iiber das
IL — 6) eine Induktion von APP in der Leber (BORNSTEIN, 1982; DINARELLO,
1994; QUINTON et al., 2009). Speziell die SAA — Produktion wird durch die
Stimulation von IL — 1 aktiviert (SIPE et al., 1982).
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Der IL — 1ra hemmt dagegen die IL — 1 vermittelte proinflammatorische Aktionen,
wie die Induktion der hepatischen APP — Synthese, die Induktion von Fieber und
die Stimulation von Chondrozyten und Synovialzellen, Prostaglandin E zu
produzieren. Mit dieser entgegengesetzten Wirkung von IL — 1ra und IL — 1 zeigt
sich  ein  homoostatischer =~ Mechanismus  des  Organismus, um

Entziindungsreaktionen zu kontrollieren (KATO et al., 1997).

1.2.3. Tumor — Nekrose — Faktor

Als drittes Zytokin spielt der Tumor — Nekrose — Faktor — a (TNF — a) eine wichtige
Rolle bei der Induktion der APR. Der TNF — « ist ein pleiotropes Zytokin und wird
von zahlreichen Zellen, wie Makrophagen, Lymphozyten, natiirlichen Killerzellen
und lokalen Mastzellen sezerniert (THORN et al., 2004; KHAN und KHAN, 2010).
Dieses Zytokin wird nicht intrazelluldr gespeichert, sondern bei der Anregung der
Zelle beispielsweise durch Endotoxine, Viren oder parasitische AG rasch gebildet.
Nach der Stimulation erhoht sich die Sekretionsrate um das 10000fache und
innerhalb von 2 hr erreicht die Konzentration von TNF — a seinen Maximalwert im
Plasma (DARGEL, 1995). EL — DEEB et al. (2018) konnten in ihrer Publikation
zeigen, dass sowohl der TNF — «a als auch das IL — 6 sinnvolle Parameter fiir die
Diagnose der kutanen Habronematose (Haut — Infektion mit Larven der Spezies
Habronema spp.) bei Pferden sind und auch bei der Uberwachung der Therapie
hilfreich sein konnen. Die Halbwertszeit (HWZ) von TNF — a betrdgt im Plasma
10 bis 25 Minuten (DARGEL, 1995).

Dieses Zytokin spielt eine groBBe Rolle bei der Regulation von physiologischen
Vorgingen, wie immunologischen Prozessen, zelluliren Proliferationen,
Differenzierungen und Apoptose. Daneben ist es aber auch ein Mediator fiir
Entziindungsprozesse und Autoimmunerkrankungen (THORN et al., 2004). Der
TNF — «a besitzt auch angiogene Eigenschaften und ist damit ein bedeutender
Mediator fiir die Phase der Wundheilung (DARGEL, 1995). Neben metabolischen
Verdnderungen im Organismus, wie Hypertriglyzeridimie, Hyperglykdmie und
Hyperlaktatdmie, konnen durch die gemeinsame Ausschiittung von TNF — o und
IL — 1 auch endokrine Effekte beobachtet werden. Fieber, Kachexie und eine

erhohte Synthese von APP sind das Ergebnis (DARGEL, 1995).
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2. Die Akuten Phase Proteine

Nach der Induktion der APR durch die obengenannten Zytokine kommt es zu einer
Konzentrationsdnderung von mehr als 200 Proteinen im Plasma. Diese Proteine
werden als Akute — Phase — Proteine (APP) bezeichnet (CRAY et al., 2009). Die
Konzentration sollte sich dabei um mindestens 25% gegeniiber dem Ausgangswert
verandern (KUSHNER, 1982; GABAY und KUSHNER, 1999; JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007).

Hierbei kommt es zum einem zu einer Konzentrationserhohung bestimmter
Proteine, der sog. positiven APP, und zum anderem zu einer
Konzentrationserniedrigung bestimmter Proteine, der sog. negativen APP (GRUYS
et al., 2005; CRAY et al., 2009). Die Induktion der positiven APP soll mit einer
verminderten Synthese der negativen APP, vor allem Albumin, verbunden sein
(GRUYS et al., 1994; CRISMAN et al, 2008). Bei nahezu allen Tieren ist Albumin
ein negatives APP. Es wird vermutet, dass durch die verminderte Synthese von
Albumin in der Leber eine groBe Anzahl an freien Aminosduren zur Verfligung
steht. Diese Aminosduren konnen so fiir die Synthese von positiven APP oder
anderen wichtigen Mediatoren der APR genutzt werden (PALTRINIERI, 2008;
CRAY et al., 2009). Neben Zink, Eisen und Albumin wurde auch ein Abfall von
Transferrin, Cortisol — bindendem Globulin, Transthyretin und Retinol —
bindendem Protein (Vitamin A) beschrieben. Deren Abfall weist darauf hin, dass
tempordr eine erhohte Verfligbarkeit von freien Hormonen, welche an diese
Proteine normalerweise binden, vorhanden ist. Daher werden die negativen APP
von manchen Autoren als ,,acute booster reactants“ bezeichnet INGENBLEEK

und YOUNG, 1994; GRUYS et al., 2005).

Die positiven APP konnen nach dem Grad ihrer Erh6hung in 3 Gruppen eingeteilt
werden (GRUYS et al., 2005).

Die erste Gruppe umfasst Proteine, deren Konzentration sich um 50% erh6ht. Hier
handelt es sich um die sog. minor APP. Als Beispiele konnen hierfiir das

Ceruloplasmin (Cp) und der Komplementfaktor C3 genannt werden.

Bei einer Konzentrationserhohung um das 2 — bis 10fache spricht man von den
moderate APP. Diese Gruppe der APP weist bei gesunden Individuen eine
dauerhaft nachzuweisende Konzentration im Plasma auf und ihre Antwort auf das

Entfernen eines Storfaktors ist generell protrahierter. Das Ansteigen ihrer
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Konzentration, das Erreichen ihres Plasmapeaks und das Absinken in den
Referenzbereich kann Tage bis Wochen dauern (CRISMAN et al., 2008). Beim
Pferd sind das Haptoglobin (Hp), Fb, CRP und a1 — saure — Glykoprotein (AGP)
Vertreter dieser Gruppe (CRISMAN et al., 2008; BASILE ENG et al., 2013).

Die Konzentration der major APP erhoht sich durch einen entziindlichen Stimulus
um das 10 —bis 1000fache im Vergleich zu ihrem Ausgangswert (JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008; KHAN und KHAN, 2010). Den
positiven major APP sind zusitzlich folgende Charakteristika gemein: Sie weisen
sehr niedrige bis nicht messbare Konzentrationen im Plasma bei gesunden Tieren
auf, besitzen einen breiten Messbereich, ihre Konzentration sinkt nach Entfernung
des Storfaktors oder einsetzender Heilung rasch ab und es erfolgt ein erneuter
Konzentrationsanstieg bei einem Riickfall oder einer sekundéiren Infektion
(JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008). Beim Pferd ist das
SAA das einzige major APP, welches die oben genannten Kriterien erfiillt

(JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008).

Es muss Dbeachtet werden, dass diese Klassifikation der APP in
minor/moderate/major nicht unumstoBlich ist. Es besteht eine Abhéngigkeit davon,
welche Messmethode angewendet wird und von welchem Tier das APP stammt. In
verschiedenen Publikationen variiert diese Klassifikation (CRAY, 2012). Wéhrend
beispielsweise BASILE ENG et al. (2013) das Cp als moderate APP bezeichnen,
zahlt es bei GRUYS et al. (2005) zu den minor APP.

Die Tabelle (Tab.) 1 zeigt, dass die APP deutliche Unterschiede bei den
verschiedenen Tierarten aufweisen, sowohl was ihr Vorkommen betrifft als auch

der Grad der Verdnderung bei einer Entziindung.
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Tabelle 1:
Die major und moderate APP bei verschiedenen Tierarten. Modifiziert nach CRAY
et al. (2009).

Tierart Major — APP Minor — APP
al — saures Glykoprotein, Haptoglobin
Katze Serum — Amyloid — A
al — saures Glykoprotein,
Huhn - Serum — Amyloid — A,
Ceruloplasmin, Transferrin
. al — saures Glykoprotein,
Kuh Haptoglobin, . C — reaktives Protein,
Serum — Amyloid — A o
Fibrinogen
Hund C — Reaktives Protein, al — saures Glykoprotein,
Serum — Amyloid — A Ceruloplasmin, Haptoglobin
. Haptoglobin, Fibrinogen
Ziege Serum — Amyloid — A
Mensch C — Reaktives Protein, al — saures Glykoprotein,
Serum — Amyloid — A Fibrinogen, Haptoglobin
Haptoglobin, C — Reaktives Protein,
Maus Serum — Amyloid — A, Fibrinogen
Serum — Amyloid — P
Primaten C — Reaktives Protein a2 - Makroglobphn, Fibrinogen,
Serum — Amyloid — A
Haptoglobin, al — saures Glykoprotein
Schwein Serum — Amyloid — A,
major — Akute Phase
Protein
. al — saures Glykoprotein,
Hase Haptoglobin, . C — Reaktives Protein,
Serum — Amyloid — A o
Fibrinogen
Ratt al — saures Glykoprotein, C — Reaktives Protein,
ate a2 — Makroglobulin Fibrinogen, Haptoglobin
Schaf Haptoglobin, al — saures Glykoprotein,
Serum — Amyloid — A C — Reaktives Protein
Pferd Serum — Amyloid — A Fibrinogen, Haptoglobin

Zusitzlich zum Grad der Erhhung wurden die APP von mehreren Autoren nach
der Schnelligkeit ihrer Reaktion auf einen entziindlichen Stimulus unterteilt (siehe
dazu Abbildung (Abb.) 1). Die Serumkonzentration von schnell reagierenden —
APP, wie das SAA und CRP, kann innerhalb von 4 hr nach einem Reiz ansteigen.
Hier wird die Induktion in erster Linie durch die IL — 1 — Typ — Zytokine (IL — 1
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und TNF — a) vorgenommen, und sie charakterisieren sich durch einen raschen
Anstieg ihrer Serumkonzentration nach einem entziindlichen Stimulus und einer
ebenso raschen Normalisierung nach Wegfall des Auslosers. Die second line —
APP, wie Haptoglobin, werden primédr von den IL — 6 — Typ — Zytokinen induziert
und sind charakterisiert durch einen spiteren Anstieg der Serumkonzentration und

einen erhohten Wert von bis zu 2 Wochen (PETERSEN et al., 2004).

Insgesamt ist das Antwortmuster der verschiedenen APP abhingig von der Tierart.
Hiervon ausgenommen ist Albumin, da die Serumkonzentration dieses APP bei
allen Sdugetieren um 10 bis 30% bei einer Entziindung sinkt (MACKIEWICZ,
1997; SUFFREDINI et al., 1999; VALLE et al., 2015).

Einige der APP sind fetale Proteine, welche im Normalfall nicht im Serum der
erwachsenen Tiere gefunden werden, wie das & — Makrofotoprotein bei den Ratten
und das AGP bei den meisten Tierarten (VAN GOOL et al., 1984; GRUYS et al.,
2005).

In Tab. 2 werden einige APP aufgezihlt, welche in der Praxis der Pferdemedizin

diagnostisch genutzt werden.

Tabelle 2:
Positive und negative APP beim Pferd. Modifiziert nach JACOBSEN und
ANDERSEN (2007).

Reaktionszeit
Plasma — (in hr)
Akute Phase Referenzwert Konzentration ;
Proteine bei einer Zeit der
Entziindung ersten Peak
Reaktion
Serum Amyloid
A (mg/l) 0,5-2,9 50 — 800 6-—-12 48
Haptoglobin 200 — 1000 400 — 2700 12-24 | 72-120
(mg/1)

Fibrinogen (mg/l) | 2000 — 4000 3000 — 11000 24 -172 72 — 144

C — Reaktives

Protein (mg/]) 7.5 10— 35 25-72 | 72-120
Ceruloplasmin 300 — 400 700 — 900 120 168 — 336
(mg/l)

al — saures

Glykoprotein 70 —90 100 — 250 24 72
(mg/l)

Albumin (g/1) 30 27,5 144 192 - 240
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In der Abb. 1 wird bildlich dargestellt, welche Reaktionszeiten,
Konzentrationshohen und Verldufe verschiedene APP nach einem moderaten

entziindlichen Stimulus zeigen.
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Abbildung 1:

Charakteristischer Verlauf der Konzentrationsverdnderungen von verschiedenen

APP nach einem moderaten entziindlichen Stimulus. Ubernommen von GABAY und
KUSHNER (1999).

Im Folgenden werden einige APP kurz beschrieben, welche in der Pferdemedizin
ihren Einsatz finden. Die fiir die vorliegende Studie relevanten APP Fb und SAA
werden in den Punkten 3. und 4. des Literaturteil ausfiihrlich behandelt.
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2.1. C — Reaktives Protein

Das C — reaktive Protein (CRP) ist ein Ring aus 5 23000 Dalton (Da) Einheiten
(Pentraxin) und wurde als erstes APP von TILLETT und FRANCIS (1930) im
Serum von Patienten entdeckt, nachdem diese an einer Pneumokokken — Infektion
erkrankt waren. Das CRP reagiert mit dem C — Polysaccharid der Pneumokokken,
wodurch das Protein seinen Namen erhielt (GRUYS et al., 2005; CRAY, 2012).
ABERNETHY und AVERY (1941) ordneten das CRP den APP zu und fanden mit
weiteren Autoren heraus, dass der Nachweis von CRP im Serum nicht an eine
bestimmte Erkrankung, Entziindung oder Gewebeschaden gebunden ist (ASH,
1933; LOFSTROM, 1944).

Das CRP agiert als Opsonin und bindet sowohl direkt an Mikroorganismen als auch
an Reste und Polysaccharide von Bakterien, Pilzen und Parasiten und aktiviert
somit das Komplementsystem (klassischer Weg) und die Phagozyten. Zusétzlich
kann das CRP sowohl die Produktion von Zytokinen als auch die Chemotaxis
steuern (GRUYS et al., 2005; CRAY et al., 2009). Es wird beschrieben, dass das
CRP auch in das adaptive Immunsystem eingreift, indem es mit dem Fc — y —

Rezeptor von AK reagiert (DU CLOS und MOLD, 2001; CRAY, 2012).

YAMASHITA et al. (1991) konnten die Einfliisse von Alter, Geschlecht, Geburt
und Entziindung auf das CRP beim Pferd niher definieren. Bei neugeborenen und
gesunden Fohlen lag die CRP — Konzentration vor der Kolostrumaufnahme unter
der Nachweisgrenze von 1 pug/ml. Die Einnahme von Kolostrum scheint einen
Konzentrationsanstieg dieses APP zu verursachen. Pferde mit einem Alter von 1
Jahr zeigen einen Hochstwert von CRP im Serum (circa 14 ug/ml). Danach scheint
die physiologische CRP — Konzentration der Pferde wieder zu sinken. Vierjéhrige
Pferde wiesen Konzentrationen von nur 5,4 ug/ml im Serum auf, wobei Stuten
geringere Werte als ménnliche Tiere im selben Alter zeigten. Ab dem 5. Lebensjahr

stabilisierte sich die Serumkonzentration von CRP auf einen Wert von 7 — 8 ug/ml.

Bei triachtigen Stuten sank die Konzentration dieses APP in den letzten 4 Monaten
vor der Geburt und erreichte 2 Monate vor dieser ihr Minimum. Kurz vor dem
Abfohlen konnte ein Anstieg beobachten werden. Danach erfolgte ein Absinken der
Konzentration bis zum 2. Monat post partum und der CRP — Wert pendelte sich
danach wieder auf einen relativ. hohen Wert von mehr als

10 pug/ml ein (YAMASHITA et al., 1991).
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Wihrend bei einer septischen Reaktion beim Menschen die CRP — Konzentration
innerhalb von 24 — 48 hr um das 1000fache ansteigt, fillt die Reaktion und die
Konzentrationserh6hung von equinem CRP auf einen entziindlichen Reiz hin
deutlich geringer aus (CERMAK et al., 1993; ZABRECKY et al.,, 2015).
Experimentell gesetzte Entziindungen verursachten circa 24 hr danach einen
Anstieg von CRP mit einem Peak am 3. bis 5. Tag. Der Wert war circa 3 — bis 6mal
so hoch wie der Ausgangswert. Nach etwa 2 bis 4 Wochen sank der CRP — Wert
wieder auf das physiologische Niveau ab. Auch nach Operationen wie Kastrationen
kam es zu einer Konzentrationserhohung (YAMASHITA et al., 1991). Studien
zeigten, dass das CRP bei aseptischen Entziindungen durch Terpentindl —
Injektionen in den Muskel, bei Pneumonien, Enteritiden, Arthritiden und Hufrehe
innerhalb von 3 bis 5 Tagen eine moderate Konzentrationserhohung erfuhr
(TAKIGUCHI et al., 1990; YAMASHITA et al., 1991; FAGLIARI et al., 1998;
ZABRECKY et al., 2015).

Das CRP stellt beim Pferd im Vergleich zum Menschen oder zu Hunden kein major
APP dar (YAMASHITA etal., 1991; CRAY, 2012). Viele Autoren stufen das CRP
als ein minor APP beim Pferd ein und beschreiben Ahnlichkeiten seines Verhaltens
bei Entziindungen, Infektionen oder Traumen zu dem Fb und Hp (CAMPBELL et
al., 1981; MATTHEWS, 1982; ALLEN und KOLD, 1988; PATTERSON et al.,
1988; TAIRA et al, 1992a). Insgesamt spielt es in der Diagnostik von

Entziindungen beim Pferd eine untergeordnete Rolle.

2.2. Transferrin

Transferrine sind eine Reihe von homologen, glykosylierten Proteinen, welche
Metalle binden kdnnen und damit hauptséchlich fiir den Transport von Eisen in die
Zelle verantwortlich sind und damit bakteriostatische Wirkung haben (AISEN und
LISTOWSKY, 1980; PENHALLOW et al., 1991).

Das Transferrin ist vermutlich ein positives APP bei Vogeln, wihrend es bei den
Sdugetieren ein negatives APP darstellt (XIE et al., 2002; MURATA et al., 2004;
CRAY et al., 2009).

Dieses APP spielt eine wichtige Rolle in der Verteilung von Eisen. Das Transferrin

erhdlt Eisen von den retikuloendothelialen Zellen, aus dem parenchymalen Gewebe
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und von der Darmmukosa und verteilt dieses an das rote Knochenmark und anderes
Gewebe, welches fiir die Synthese und die Lagerung von Eisen zustindig ist

(HARRISON und AROSIO, 1996).

FEUTZ et al. (2015) konnten in der bronchoalveoldren Lavage (BAL) mittels
Transferrin ~ zwischen gesunden Pferden, akuten Lungenerkrankungen
(inflammatory airways disease, IAD) und der chronischen Form (recurrent airways
obstruction, RAO) unterscheiden. Die Expression dieses negativen APP war bei
Pferden mit RAO in der BAL geringer als bei Patienten mit IAD und bei gesunden

Probanden.

2.3. Alpha 1 — saures Glykoprotein

Das Alpha 1 — saure Glykoprotein (AGP) oder Orosomucoid ist ein 41 — 43
Kilodalton (kDa) Glykoprotein und ein major APP bei Menschen, Ratten, Miusen
und Katzen (FOURNIER et al., 2000). Das AGP wird hauptsichlich in der Leber
und den Parenchymzellen synthetisiert (LUO et al., 2015), jedoch auch
extrahepatische Zellen und Gewebe, wie Monozyten, Makrophagen, Leukozyten,
Granulozyten, Lunge, Niere, Milz, Fettgewebe oder Zellen der Verdauungsorgane,
sollen dieses APP produzieren (BERGER et al., 1977; FOURNIER et al., 2000;
LUO et al., 2015).

Das systemische AGP hat 2 physiologische Hauptfunktionen: die Bindung von
Medikamenten und die Modulation der Immunreaktion. Neben der Bindung von
Lipopolysacchariden (LPS) und deren Neutralisierung (MOORE et al., 1997) kann
dieses APP auch zahlreiche Medikamente, wie Heparin, Serotonin, Steroide (wie
Progesteron) und  Histamin, binden und unterstiitzt dabei den
Medikamententransport (FOURNIER et al., 2000). Diese Fihigkeit konnte
wihrend einer APR ein Ausgleich fiir die Bindung von Medikamenten sein, da die
Konzentration von Serum — Albumin, einem negativen APP und einem Haupttrager

von Medikamenten, erniedrigt ist (MURATA et al., 2004; CRAY et al., 2009).

Das AGP agiert auch antiinflammatorisch. Es kann das Leukozyten — Rolling und
die Adhésion sowie die Migration verhindern, senkt die Chemotaxis und Migration
von Neutrophilen (LUO et al., 2015), erhoht die Sekretion von IL — 1 — ra durch
Makrophagen (FOURNIER et al., 2000), hemmt die Aktivitit des
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Komplementsystems (CRAY et al., 2009), beeinflusst die T — Zell — Aktivitit
(GRUYS et al., 2005) und verhindert die mitogen — induzierte Proliferation von
Lymphozyten (ITOH et al., 1989).

Eine gesteigerte Serumkonzentration ist als Antwort auf systemische
Gewebetraumen, Entziindungen, Infektionen und Verletzungen zu sehen und wird
durch regulatorische Mediatoren geregelt. Das AGP gehort wie das SAA und CRP,
zu den Typ — 1 — APP, welche hauptsichlich durch die Zytokine IL — 1 und auch
IL — 6 reguliert werden. Als Hauptmediatoren fiir die AGP — Gen — Expression sind
das IL — 1, IL — 6, IL — 8, IL — 11, der TNF — a, IL — 6 dhnliche Zytokine und
Glukokortikoiden zu nennen (BAUMANN und GAULDIE, 1990; ALAM und
PAPACONSTANTINOU, 1992; WIGMORE et al., 1997; FOURNIER et al., 2000;
LUO et al., 2015). Aber auch endogene und exogene Faktoren, wie Phenobarbital,
Rifampicin, Retinsdure und Makrolid — Antibiotika, scheinen eine AGP —
Konzentrationserh6hung bewirken zu kénnen (LIN et al., 1987; KOMORI et al.,
2001; MOUTHIERS et al., 2004; LUO et al., 2015).

Die Plasma — Konzentration von AGP steigt wahrend pathologischen Zustinden
(Infektionen, Entziindungen, Tumore, Sepsis, Gewebeschiden oder Nekrose) um
das 1 —bis 10fache, wobei die Hohe vom Grad der Krankheit/Entziindung abhéngig
ist (KREMER et al., 1988; LUO et al., 2015). FOURNIER et al. (2000) bezeichnen
das AGP sowohl als einen sensitiven Index fiir den Grad einer Entziindung oder
Verletzung als auch einen prognostischen Parameter fiir einen Behandlungserfolg.
Verschiedene Autoren konnten beim Pferd einen AGP — Anstieg nach Operationen,
wie Kastrationen oder Jejunojejunostomie (TAIRA et al., 1992a), sowie nach
Erkrankungen an dem grass sickness syndrome (MILNE et al., 1991) und an
kohlehydratinduzierter Hufrehe (FAGLIARI et al., 1998) feststellen.

2.4. Alpha 2 Makroglobulin
Das alpha 2 — Makroglobulin (a2MG) ist neben alpha 1 — Antitrypsin (AT) und

alpha 1 — Antichymotrypsin ein universeller Protease — Hemmer. Die
Hauptsynthese von a2MG findet wihrend der APR in der Leber statt. Dieses APP
hat einen hemmenden Effekt auf die Protease — Aktivitdt und ist damit ein wichtiges
APP fiir die Entfernung von Proteasen wéhrend Verletzungen (MURATA et al.,
2004; CRAY et al., 2009). Das a2MG bindet Proteasen mittels eines molekularen
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Fangmechanismus und liefert die gebundenen Proteasen an ein rezeptorvermitteltes
endozytotisches System fiir die Degeneration in Lysosomen (ARMSTRONG und
QUIGLEY, 1999; ARMSTRONG, 2006). Zusétzlich spielt das a2MG eine
wichtige Rolle als Trigerprotein fiir das IL — 6, indem es dieses Zytokin vor der
Degeneration von Proteasen im Plasma schiitzt (MATSUDA et al., 1989;
MURATA et al., 2004). Weiter verhindert das a2MG die Superoxid — Produktion
der Neutrophilen und Makrophagen (TILG et al., 1997).

In Gewebeproben der Lunge sowie in der BAL von Pferden mit
Lungenerkrankungen wurde das a2MG nachgewiesen und WINDER et al. (1989)
vermuteten eine Produktion dieses APP in den Alveolar — Makrophagen. MILNE
et al. (1992) fanden heraus, dass das a2MG bei Pferden mit dem akuten grass
sickness syndrome eine signifikant hohere Konzentration aufwies als bei gesunden
Pferden oder der chronischen grass sickness Form. PRITCHETT und PAULSON
(1989) konnten die Bindung von equinen a2MG an Himagglutinin von
Influenzaviren nachweisen. Durch diese Bindung wird die Anheftung der Viren an

Zellen verhindert.

2.5. Ferritin

Das Ferritin ist bekannt als ein Eisen — Speicher — Protein, welches das
intrazelluldre Eisen entgiftet (CAZZOLA et al., 1990; HARRISON und AROSIO,
1996), aber auch als ein APP gilt (FRIEDRICHS et al., 2010). Es wird sowohl in
der Leber als auch in Zellen des blutbildenden Systems produziert (YODA und
ABE, 1980). Das aus Polypeptid — Ketten bestehende APP kann in seinem Zentrum

Eisen aufnehmen und damit das Gewebe vor der Toxizitdt des Eisens schiitzen

(AROSIO et al., 2009).

DONDI et al. (2015) untersuchten in ihrer Studie unter anderem das Verhalten von
Ferritin bei Pferden mit Kolik. Pferde, welche die Kolik nicht {iberlebten, wiesen
einen erhohten Ferritin — Gehalt im Blut auf als die iiberlebenden Tiere. Ebenso
konnten erhohte Konzentrationen von Ferritin bei Pferden mit einem
strangulierendem/ischdmischen Ileus gemessen werden verglichen mit der Gruppe
der Pferde, welche einen nicht — strangulierenden/nicht — ischdmischen Ileus hatten.

Dies lasst annehmen, dass bei den Tieren, welche die Kolik nicht iiberlebt haben,
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eine stirkere APR ausgelost wurde oder vermehrt Ferritin aus dem geschéddigten

Gewebe austritt. Dazu sind aber noch weitere Studien notig.

Eine Erh6hung von Ferritin im Blut konnte 24 hr nach dem Training von Pferden
festgestellt werden. Die Autoren vermuteten, dass dies die Folge der
Milz — Kontraktion und der damit verbundenen Ausschiittung von Ferritin aus der

Milz war (HYYPPA et al., 2002).

2.6. Lipopolysaccharid — bindendes Protein

Das Lipopolysaccharid — bindende Protein (LBP) ist ein 58 kDa APP, welches die
Féhigkeit hat, bakterielles LPS zu binden (SCHUMANN et al., 1990;
SCHUMANN und ZWEIGNER, 1999). Es bindet an die Lipid — A Untereinheit
von bakteriellen LPS. Dieses APP gehort zu der Klasse der schnell reagierenden
APP und wird somit durch IL — 1 und IL — 6 induziert (SCHUMANN et al., 1996).
Im Plasma fungiert das LBP als Tréagerprotein fiir LPS und kontrolliert somit die
LPS abhéngige Antwort der Monozyten (SCHUMANN et al., 1990).

VANDENPLAS et al. (2005) stellten in ihrer Studie fest, dass die
Serumkonzentration von LBP kein hilfreicher Parameter war, um Koliken mit und
ohne LPS zu unterscheiden und eine Prognose hinsichtlich der Uberlebensrate der

Pferde zu stellen.

2.7. Albumin

Das Albumin ist ein negatives APP und reguliert den kolloid — osmotischen Druck
(CRAY et al., 2012). Nach einem entziindlichen Stimulus sinkt die Konzentration
bei allen Sdugetieren um 10 bis 30% ab (SUFFREDINI et al., 1999; VALLE et al.,
2015). Wihrend der APR ist der Bedarf an Aminosduren fiir die Synthese der
positiven APP deutlich erhoht. Daher wird die Albuminsynthese herunterreguliert
und die damit freien Aminosduren werden fiir die Synthese der positiven APP
genutzt (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008). Weitere
Griinde fiir eine Konzentrationsabnahme von Albumin sind Verluste iiber die Niere
oder den Darm, Odeme oder auch eine verminderte Synthese bei einer

Leberinsuffizienz oder bei Malnutrition (CRAY et al., 2012).
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2.8. Coeruloplasmin

Das Coeruloplasmin (Cp) ist verantwortlich fiir den Transport von circa 95% des
Plasma — Kupfers (HOLMBERG und LAURELL, 1948; BASILE ENG et al.,
2013). Biochemische Studien haben gezeigt, dass Kupfer eine Verbindung
zwischen dem Knorpel und dem subchrondralen Knochengewebe formt. Ein
Kupfermangel kann so zur Osteochondrosis dissecans bei Pferden fiihren

(HURTIG und POOL, 1996; BASILE ENG et al., 2013).

Das Cp bindet freie Radikale, Toxine, Eisen und Transferrin und hat eine
Histaminase — und Ferroxidaseaktivitit, wobei toxisches Eisen in seine nicht —
toxische Form gebracht wird (COUSINS und SWERDEL, 1985; PATEL et al.,
2002; MURATA et al., 2004; GRUYS et al., 2005; CRAY et al., 2009; EL —- DEEB
et al., 2014). Seine antiinflammatorische Wirkung erzielt das Cp, indem es die
Anzahl der neutrophilen Granulozyten, welche am Entziindungsort anhaften,
reduziert (BROADLEY und HOOVER, 1989; SEGELMARK et al., 1997;
MURATA et al., 2014). Des Weiteren ist das Cp noch in verschiedene
oxidationshemmende und zellschiitzende Prozesse eingebunden (INOUE et al.,

1999).

Das Cp wird primir in der Leber synthetisiert, aber auch eine extrahepatische
Produktion (z.B. Lungenepithel) findet statt (PAN et al., 1996; YANG et al., 1996;
MAZUMDER et al., 1997).

Klinisch gesunde, neugeborene Fohlen weisen einen Cp — Gehalt von 2,9 mg/ml
(+ 0,4) im Serum auf. Erwachsene Pferde dagegen haben eine Cp — Konzentration
von 5,0 mg/ml (£ 0,9). Nach einem entziindlichen Stimulus, wie nach Kastrationen,
Jejunojejunostomien oder intramuskulére Injektionen mit Terpentindl, steigt die Cp
— Konzentration nach 6 Tagen, erreicht eine Hochstkonzentration am 7. bis 14. Tag
und sinkt bis zum 28. Tag wieder auf seinen Ausgangswert ab (OKUMURA et al.,
1991). Bei akuter Hufrehe findet man im Blut ebenfalls ecine
Konzentrationserhohung von Cp (FAGLIARI et al., 1998).

2.9. Haptoglobin

Das Haptoglobin (Hp) ist ein a.2 — Globulin und gehort beim Pferd zu den moderate
APP (MURATA et al., 2004; CRISMAN et al., 2008). Es steigt nach einem
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entziindlichen Stimulus um das 1 — bis 10fache seines Referenzwertes
(2-10 g/l) an (CRISMAN et al., 2008). ZABRECKY et al. (2015) bezeichnen das
Hp dagegen als ein minor APP. Dies begriinden sie damit, dass eine moderarte
Konzentrationserhéhung 4 bis 6 Tagen nach einem Entziindungsstimulus

stattfindet.

Nach PIHL et al. (2013) wurden bei gesunden Pferden Hp — Werte von
728 — 4265 mg/l im Serum gemessen. In der Bauchhohlenfliissigkeit lagen die
Werte von Hp zwischen 109 — 726 mg/l. Das Hp soll nach CYWINSKA et al.
(2011) im Serum von Stuten eine héhere Konzentration aufweisen als bei Hengsten
und auch die Breite der Referenzwerte ist bei Stuten groBer als bei den ménnlichen
Pferden (PIHL et al.,, 2013). Das Alter ist negativ mit der Serum — Hp —
Konzentration assoziiert (TAIRA et al., 1992b; PIHL et al., 2015).

Hauptsichlich wird das Hp von Hepatozyten produziert (CRISMAN et al., 2008).
Bei lokalen Entziindungsprozessen produzieren auch Darmzellen und Zellen des
Peritoneums dieses APP (BOUDREAU et al., 1997; PIVA et al., 2001; PIHL et al.,
2013).

Eine Hauptfunktion von Hp ist es, den Verlust von Eisen zu verhindern, indem es
einen stabilen Komplex mit freiem Himoglobin (Hb) im Blut bildet (CRISMAN et
al., 2008). Dieser Hp — Hb — Komplex wird von den Hepatozyten wieder
aufgenommen und erlaubt eine Wiederverwendung von Eisen und Aminosduren.
Damit ist auch die freie Verfiigbarkeit von Eisen fiir die Bakterien limitiert, welches
fiir das Wachstum dieser notig ist. So zeigt das Hp auch einen bakteriostatischen
Effekt (CRISMAN et al. 2008; CRAY et al., 2009). Es reduziert das oxidative
Potential von Hb und verhindert die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies.
Damit wirkt es antiinflammatorisch (SAKATA et al., 1986; MURATA et al., 2004;
BORGES et al., 2007; CRISMAN et al.,, 2008; NIELSEN et al., 2010;
SCOPPETTA etal., 2012). Zusétzlich wird dem Hp auch ein immunregulatorischer
Effekt zugeschrieben, indem es die Chemotaxis, die Phagozytose und die
bakterizide Aktivitdt der Granulozyten verhindern kann (MURATA et al., 2004;
CRAY etal., 2009). Das Hp hilft durch Stimulation der Angiogenese aullerdem bei
der Wundheilung (CID et al., 1993; GABAY und KUSHNER, 1999).

Eine Erhohung von Hp konnte bei verschiedenen entziindlichen Prozessen

beobachtet werden. Hierzu zéhlen Infektionen, Stress, Traumata und Allergien
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(CRISMAN et al., 2008). Aber auch andere Faktoren konnen fiir die Hohe von Hp
eine Rolle spielen, wie zum Beispiel akute hdmolytische Prozesse. Hier wird Hb
frei und sofort von Hp gebunden, was ein Absinken der Hp — Konzentration zur
Folge hat. Obwohl es also ein positives APP ist, sinkt die Konzentration von Hp
damit bei massiver Erythrolyse und bei hdmolytischen Prozessen (SMITH und
ROBERTS, 1994; GRUYS et al., 2005; CRISMAN et al., 2008). Das Hp ist damit
ein sensitiver Indikator fiir eine intra — oder extravaskuldre Himolyse (ALLEN und

ARCHER, 1971; CRISMAN et al., 2008).

Beim Pferd wurden erhdhte Hp — Werte nach Operationen, nicht — infektiosen
Arthritiden und kohlehydratinduzierter Hufrehe gemessen (KENT und
GOODALL, 1991; FAGLIARI et al., 1998; HULTEN et al., 2002).

Nach chirurgischen Eingriffen konnte ein Peak der Hp — Konzentration 3 bis 5 Tage
nach der Operation festgestellt werden. Bei Kastrationen mit einem nachfolgenden
Hiamatom war die Hp — Konzentration jedoch nicht erhoht, da das Hp gebunden an

Hb nicht gemessen werden konnte (KENT und GOODALL, 1991).

Impfungen  gegen  Influenza  und  Tetanus  verursachen  keine

Konzentrationsverdnderung von Hp (KENT und GOODALL, 1991).

WESTERMAN et al. (2016) konnten in ihrer Studie zeigen, dass das Hp sich nicht
als diagnostische und prognostischer Indikator fiir Pferde mit Kolik eignet.
Allerdings konnte ein erhohter Hp — Wert darauf hinweisen, dass die eingelieferten
Pferde unter einer chronischen Entziindung leiden. Es wird daher empfohlen, dass
bei stationér aufgenommenen Pferden zumindest ein major und ein moderate APP
bestimmt wird, um so den Verlauf der Kolik besser einschitzen zu kénnen (CERON

et al., 2008).

Im Vergleich zu dem major APP SAA zeigt das Hp einen relativen hohen und
breiten Referenzbereich, einen deutlich geringeren Anstieg nach einem
entziindlichen Stimulus und eine Abhingigkeit von Geschlecht und Alter. Ebenso
wird die Konzentrationshhe von Hp durch mehrere Faktoren (z.B. hdmolytische
Prozesse) beeinflusst. Diese Eigenschaften fithren dazu, dass das SAA dem Hp als

diagnostischer Parameter iiberlegen ist.



II.Literaturtiibersicht 25

3. Fibrinogen

Im folgenden Punkt wird das APP Fibrinogen (Fb) beschrieben, welches in der
vorliegenden Arbeit in einer Teilstudie bei den Probanden gemessen wurde. Dabei
werden die unterschiedlichen Konzentrationsverdnderungen von Fb und dem major

APP SAA nach einem entziindlichen Stimulus (Kastration) betrachtet.

In der Pferdemedizin ist das Fb das wahrscheinlich meist verwendete APP. Der
Grund dafiir ist die Verfiigbarkeit von Testverfahren, welche einfach, schnell und
mit geringem Kostenaufwand durchzufiihren sind (JACOBSEN und ANDERSEN,
2007; JACOBSEN und KJELGAARD — HANSEN, 2008).

Das Fb stellt die Grundlage fiir die Fibrinformation bereit und ist damit ein

wichtiger Faktor fiir die Wundheilung (CRAY et al., 2009).

Bei gesunden Pferden weist das Fb eine hohe Konzentration mit einem weiten
Referenzbereich (200 — 400 mg/dl) auf und nach einem entziindlichen Stimulus
steigt das Fb nur 2 — bis 4mal so hoch an (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007;
CRISMAN et al., 2008; WESTERMAN et al., 2016). Der erste Anstieg dieses APP
erfolgt 24 bis 72 hr nach einem Eingriff, wie Laparotomien, Kastrationen oder
experimentell induzierten aseptischen Arthritiden (ALLEN und KOLD, 1988;
FEIGE et al., 2003; JACOBSEN et al., 2005; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007;
KJELGAARD —HANSEN und JACOBSEN, 2011; BELGRAVE et al., 2013). Der
Peak, welcher 2 — bis 3fach so hoch wie der Ausgangswert ist, wird nach 72 bis 144
hr erreicht (ALLEN und KOLD, 1988; JACOBSEN et al., 2005; JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007). Das Absinken der Konzentration in den Referenzbereich nach
iiberstandener Krankheit bzw. Abklingen der Entziindung kann oft Wochen dauern
(KJELGAARD —HANSEN und JACOBSEN, 2011; BELGRAVE et al., 2013). Die
HWZ des Fb im Blut betrdgt beim Pferd 4 bis 5 Tage (JAIN, 1993).

Es wird als méBig sensitiv bezeichnet und stellt bei den Pferden ein minor APP dar
(JACOBSEN et al., 2005; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; JACOBSEN und
KJELGAARD — HANSEN, 2008).

Die Bestimmung von Fb wird durch mehrere Faktoren, wie durch den Verbrauch
bei einer Koagulopathie oder bei einer erhohten vaskuldren Permeabilitét, negativ
beeinflusst, wodurch eine falsch niedrige Fb — Konzentration gemessen wird

(ANDREWS et al., 1994; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; BELGRAVE et
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al., 2013).

Die Messung der Fb — Konzentration kann nach 2 unterschiedlichen Prinzipien
erfolgen. Zum einen kann der in vivo homdostatisch aktive Fb — Anteil gemessen
werden, wobei beispielsweise das Messverfahren nach CLAUSS (1957) genutzt
wird. Die 2. Moglichkeit ist die Bestimmung aller Fb — Molekiile unabhéngig ihrer
Funktion (Messmethode: Hitzeprézipitation oder Immunologie) (MISCHKE,
1997).

In einer Studie konnte eine Altersabhingigkeit des Fb festgestellt werden
(BRUGMANS et al., 1998). Fohlen bis zu einem Alter von 6 Monaten wiesen
signifikant hohere Fb — Werte (3,3 g/l; Standardabweichung (SD) + 0,4) als Tiere
im Alter zwischen 3 und 19 Jahren (2,9 g/l; SD + 0,65) auf. Pferde, welche ilter als
20 Jahre waren, hatten eine deutlich niedrigere Konzentration (2,5 g/l;
SD + 0,5). Dagegen steht die Studie von BARTON et al. (1995). Die Autoren
untersuchten Fohlen bis zu einem Alter von 30 Tagen und ermittelten deutlich
geringere Fb — Werte als bei adulten Tieren. Besonders niedrig waren die Werte bei

Fohlen, welche jiinger als 24 hr waren.

CAMPBELL et al. (1981) konnten bei einem Vergleich verschiedener Rassen

keinen Unterschied der Fb — Konzentration feststellen.

In einer Studie von PASSAMONTI et al. (2015) konnte gezeigt werden, dass das
Fb fiir das Monitoring bei Infektionen mit Rhodococcus equi (Rh. equi) bei 2 bis 5
Wochen alten Fohlen besser geeignet ist als das major APP SAA. Die
Konzentration von SAA stieg zwar bei einer akuten Infektion, stellte aber keinen
Fritherkennungsmarker fiir eine solche Infektion dar. Dagegen war eine
wochentliche Messung der Fb — Konzentration bei Fohlen, die dlter als 1 Woche
waren, eine geeignete Methode fiir die Fritherkennung der Infektion. Die
Bestimmung der Gesamtleukozyten war nach einer Studie von GIGUERE et al.
(2003) den beiden APP in der Fritherkennung von RhA. equi — Infektionen beim

Fohlen sogar iiberlegen.

Deutlich erhdhte Fb — Werte konnen auch bei Pferden mit Koliksymptomen, nach
Kolikoperationen, bei Endotoxdmien, nach Hufrehe, experimentell induzierter
aseptischer  Arthritis, chronischen  Entziindungen und  verschiedenen
Weichteiloperationen (Kastrationen) beobachten werden (BARTON et al., 1997;
MILLS et al., 1998; FAGLIARI et al., 1998; TOPPER und PRASSE, 1998;
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HULTEN et al., 2002; FEIGE et al., 2003; POLLOCK et al., 2005; JACOBSEN et
al., 2005).

Die Eigenschaften von Fb in Folge auf einen entziindlichen Reiz zeigen, dass dieses
APP deutliche Nachteile gegeniiber dem major APP SAA hat. Jedoch in
Kombination mit dem SAA kann es dem Tierarzt wertvolle Informationen

beziiglich der Dauer einer Entziindung geben.

4. Serum Amyloid A

Aus den zahlreichen verschiedenen APP hat sich das Serum Amyloid A (SAA) als
besonders sensitiver Parameter fiir Entziindungen in der Pferdemedizin
hervorgetan. Im Folgenden wird nun dieses APP, welches in dieser
wissenschaftlichen Arbeit die Hauptrolle spielt, genauer beschrieben. Weiterhin
werden die FEinsatzbereiche in verschiedenen Bereichen der Pferdemedizin

aufgezeigt.

KENT beschrieb 1992 die Charakteristiken eines APP, welches fiir die Tierdrzte

von hohem diagnostischem Wert in der Praxis wére:

Ein diagnostisch hilfreiches APP sollte einen nicht nachweisebaren oder sehr
niedrigen Ausgangswert und einen engen Referenzbereich aufweisen. Alter,
Geschlecht, Erndhrungszustand oder die Genetik des Lebewesens sollten keinen
Einfluss auf das APP haben. Ebenso sollten nichtentziindliche Erkrankungen,
Training, Transport oder geringgradige Stresssituationen den APP — Wert nicht
beeinflussen. Auf eine Entziindung, Infektion oder Gewebeschaden sollte das APP
schnell auf ein hohes Niveau (iiber 100fach) ansteigen, wobei die Hohe des
Laborwertes das Ausmal des entziindlichen Reizes und den Schaden des Gewebes
wiederspiegeln sollte. Nach einer erfolgreichen Therapie sollte die Konzentration
des APP schnell absinken. Auf einen neuen entziindlichen Reiz oder eine sekundére

Infektion sollte das APP mit einem erneuten Anstieg der Konzentration reagieren.

Die Eigenschaften und Reaktionen von SAA auf Entziindungen, Infektionen oder
Gewebeschidden beim Pferd zeigen eine Reihe der oben beschriebenen Merkmale
und machen somit das SAA zu einem sensiblen und diagnostisch wertvollen
Parameter in der Diagnostik der Pferdemedizin (JACOBSEN und ANDERSEN,
2007).
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Mit der Entwicklung von Schnellmessgeriten konnen die positiven Eigenschaften
dieses Laborparameters noch optimaler genutzt werden als bei Messungen in
externen Laboren. Mittels Schnellmessgerdten bekommt der Tierarzt jederzeit vor
Ort am Pferd eine Einschitzung iiber den SAA — Wert und kann die Therapie somit
direkt und gezielter abstimmen. Auch die Kontrolle der Behandlung, beispielsweise
bei der Anwendung von Antibiotika, kann mit Hilfe eines Schnellmessgerites
schneller erfolgen und die Medikamente konnen gegebenenfalls angepasst werden.
Bei Messungen von SAA in externen Laboren entsteht immer ein zeitlicher Verlust

und damit ein Nachteil fiir die Behandlung des Pferdes.

4.1. Eigenschaften von SAA

Das SAA ist ein Apolipoprotein, welches im Plasma vor allem konjugiert mit der
High Densitiy Lipoproteinfraktion 3 (HDL3) vorliegt und ein Molekulargewicht
von 9 bis 11 kDa hat (NUNOKAWA et al., 1993; JENSEN und WHITEHEAD,
1998). Es wurde von HUSEBEKK et al. (1986) das erste Mal isoliert und die
komplette Aminosduren — Sequenz dieses Proteins wurde von SLETTEN et al.

(1989) in einer Publikation veroffentlicht.

Es konnen 2 Gruppen von SAA unterschieden werden: das akute SAA (A — SAA)
und das konsekutive SAA (C — SAA). Wihrend die Plasmakonzentration von A —
SAA bei einer APR ansteigt, verdndert eine Entziindungssituation die
Konzentration von C — SAA im Plasma nicht (UPRAGARIN et al., 2005). Bei
Vogeln konnte nur ein SAA — Typ beschrieben werden, welcher dem A — SAA der
Sdugetiere entspricht (GUO et al., 1996; OVELGONNE et al., 2001; KOVACS et
al., 2005).

Beim Pferd konnten im Serum 3 SAA - Isoformen mit verschiedenen
isoelektrischen Punkten (pl) isoliert werden und dem A — SAA zugeteilt werden:
SAA pl 8,0, SAA pl 9,0 und SAA pl 9,7 (HULTEN et al., 1997). JACOBSEN et
al. (2006a) konnten in der Gelenksfliissigkeit von Pferden 2 weitere Isoformen mit

einem pl von 10,0 und 10,2 isolieren.

Bei einem gesunden Pferd kann das SAA im Blut nur in sehr geringer
Konzentration oder gar nicht nachgewiesen werden (JACOBSEN und

ANDERSEN, 2007). Die Referenzwerte von SAA im Plasma sind in der Literatur
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sehr unterschiedlich angegeben. Dabei befinden sich die Plasma — Werte von SAA
meist im einstelligen mg/l — Bereich. Die Tab. 3 (Punkt 4.2. im Literaturteil) gibt
zusammen mit den verschiedenen Messmethoden eine Ubersicht iiber die

Referenzwerte.

Der Referenzwert in der Bauchhohlenfliissigkeit ist bei gesunden Pferden zwischen

0,5 — 8,8 mg/l (PTHL et al., 2013).

In Gelenken von gesunden Pferden liegt die SAA — Konzentration bei unter 1 mg/1

(NOLEN — WALSTON, 2015).

Nach einem entziindlichen Stimulus steigt die SAA — Konzentration um mehr als
das 100 bis 1000fache innerhalb von 6 bis 12 hr an (TAPE und KISILEVSKY,
1990; NOLEN — WALSTON, 2015). Die Maximalwerte von SAA werden 36 bis
48 hr nach Beginn einer Entziindung erreicht (NUNOKAWA et al., 1993;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; LUDWIG et al., 2016).

Die HWZ von SAA ist sehr kurz. Dies fithrt dazu, dass sobald der auslosende
Stimulus entféllt die Plasmakonzentrationen nach Beendigung der Synthese sehr
schnell wieder absinken (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). Bei Labortieren
betrug diese 30 min bis 2 hr (HOFFMAN und BENDITT, 1983; UHLAR und
WHITEHEAD, 1999; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). Wihrend einige
Autoren beim Pferd von einer HWZ von circa 30 bis 120 Minuten berichten (TAPE
und KISILEVSKY, 1990; NOLEN — WALSTON, 2015), legten LUDWIG et al
(2016) die HWZ von equinem SAA bei 24 hr fest. Ein Riickgang der Entziindung
durch eine erfolgreiche Therapie oder durch die Ausheilung einer Krankheit 14sst
die SAA — Konzentration parallel dazu sinken, wihrend andere
Entziindungsmarker, wie das Fb oder Hp, nach iiberstandener Krankheit deutlich
langer tliber ihrem Referenzwert liegen (ALLEN und KOLD, 1988; TAIRA et al.,
1992b; NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN und DEMMERS, 2002; JACOBSEN
und ANDERSEN, 2007).

Das SAA ist geschlechtsunabhingig (NUNOKAWA et al., 1993; POLLOCK et al.,
2005; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; PIHL et al., 2013/2015), jedoch
besteht eine Abhdngigkeit vom Alter (sieche dazu auch Tab. 3 in Punkt 4.2. im
Literaturteil). NUNOKAWA et al. (1993) konnten in ihrer Studie zeigen, dass das
SAA bei Fohlen (unter 1 Woche alt) und bei Pferden, die dlter als 8 Jahre waren,

einen hoheren Referenzwert hatte als bei Pferden in anderen Altersgruppen.
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Dagegen konnten andere Autoren sowohl bei neugeborenen Fohlen als auch bei
dlteren Fohlen keine erhohten SAA — Konzentrationen nachweisen (CHAVATTE
et al., 1992; STONEHAM et al., 2001; POLLOCK et al., 2005; JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007).

Die Tréichtigkeit bei gesunden Stuten scheint keinen grofen Einfluss auf die SAA
— Konzentration im Blut zu haben. Nach der Geburt dagegen kommt es zu einer
moderaten SAA — Konzentrationserhohung, wahrscheinlich ausgelost durch den
Gewebeschaden wihrend des Geburtsvorgangs (NUNOKAWA et al., 1993;
COUTINHO DA SILVA et al, 2013). COUTINHO DA SILVA et al. (2013)
konnten nach der Geburt (12 bzw. 36 hr post partum) SAA — Konzentrationen von
62 bis 189 mg/l messen.

Wihrend bei der Studie von COUTINHO DA SILVA et al. (2013) die
Konzentration von SAA 60 hr nach der Geburt den Ausgangswert erreichte, lag das
SAA bei NUNOKAWA et al. (1993) erst nach circa 1 Monat wieder im

Referenzbereich.

Insgesamt machen diese Eigenschaften das SAA zu einem idealen Marker fiir das
frithe Erkennen von Entziindungen und fiir das Monitoring einer Behandlung (real

time monitoring) (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

4.2. Messmethoden fiir SAA

Fiir die Messung von SAA wurden im Laufe der Jahre einige Methoden entwickelt,
inklusive eines ELISA (SATOH et al., 1994; HULTEN et al., 1999b; POLLOCK
et al., 2005), eines einfachen Radialimmunodiffusionstests (NUNOKAWA et al.,
1993), eines Elektroimmunoassays (PEPYS et al., 1989; CHAVATTE et al., 1992)
und eines immunoturbidimetrischen Latex — Agglutinations — Assays
(STONEMAM et al.,, 2001; VANDENPLAS et al., 2005). JACOBSEN und
ANDERSEN (2007) wiesen in ihrer Arbeit darauf hin, dass durch die Verwendung
von verschiedenen Messmethoden die SAA — Konzentrationen nicht direkt
vergleichbar sind und es daher in verschiedenen Studien zu Unterschieden bei den

Referenzwerten kommen kann.

Die Tab. 3 enthilt eine Ubersicht der verschiedenen Messmethoden und die daraus

resultierenden Referenzwerte. Zusitzlich sind die Referenzwerte von SAA in
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Abhidngigkeit des Alters der Pferde angegeben.

Tabelle 3:

Referenzwerte von SAA in Abhdngigkeit von Messverfahren, Autor und Alter der

Pferde, Angaben in Mittelwert bzw. Medianwert (*) und Standardabweichung.

Testsystem Alter der Pferde | Referenzwert Autoren
Vollbliiter mit 2 Nicht PEPYS et al.,
Elektroimmuno — Jahren oder élter | nachweisbar 1989
assa
Y Neonatale Fohlen | 0 U/l (0 —20 U/l) CHAVATTE et
al., 1992
<12Monaten 19,4+ 9,4 ug/ml
Einfacher
Radialimmuno — >18 Monate 21,5+ 9,8 ug/ml NUNOKAWA
} ; etal., 1993
Diffusionstest
Durchschnittswert | 19,7 + 9,6 ug/ml
< +
< 12Monaten 21,2 + 12,2 pg/ml SATOH et al,
> 18 Monate 14,9 +9,1 ug/ml | 1995
Enzyme — linked Adulte Pferde <7 mg/l HULnggI;bet al,
immunosorbent —
Assay (ELISA) <12 Monate 0,2+ 0,1 pug/ml
1 — 4 Jahre 0,2+0,1 pg/ml POLLOCK et
al., 2005
> 4 Jahre 0,1 £0,1 pug/ml
Neonatale Fohlen | 1 Tag: 0,9 mg/I*
Immuno — 2. Tag: 4,0 mg/1* | STONEHAM et
turbidimetrischer al.. 2001
Latex—- 3. Tag: 2,5 mg/I*
Agglutionations —
assay .
Adulte Tiere 4,5+ 11,4 uyg/ml | VANDENPLAS
et al., 2005
4.3. Aufgaben von SAA

Die prézise Rolle von SAA ist noch nicht eindeutig gekliart (JACOBSEN und

ANDERSEN, 2007).

Das in der Leber produzierte SAA gelangt in die Blutzirkulation und wirkt
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systemisch, wihrend das extrahepatisches SAA an Ort und Stelle verbleibt und mit

den umgebenden Zellen iiber Rezeptoren interagiert (YE und SUN, 2015).

Das SAA wirkt im Gewebe chemotaktisch auf Phagozyten und lockt so
Leukozyten, Monozyten, Mastzellen, polymorphkernige Zellen und T — Zellen in
den entziindeten Bereich. Damit trdgt es zu einer Verstirkung der lokalen
Entziindung bei (BADOLATO et al., 1994; UHLAR und WHITEHEAD, 1999;
CRISMAN et al., 2008; EKLUND et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass
diese Aktivitdt von SAA durch einen bestimmten Rezeptor, den formyl peptide
receptor 2 (FPR2), welcher auf den Entziindungszellen vorhanden ist, vermittelt
wird (SU et al., 1999; YE und SUN, 2015). Mit der Stimulation von SAA reagieren
diese Zellen mit weiteren zelluldren Aktivititen, wie beispielsweise der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF — kB (SODIN — SEMRL et al., 2004).
Dieser Transkriptionsfaktor ist ein wichtiger Schliisselfaktor des angeborenen und
adaptiven Immunsystems und dient als ein zentraler Mediator fiir
Entziindungsreaktionen = (Induktion von proinflammatorischen Zytokinen,

Aktivierung und Differenzierung von T — Zellen) (LIU et al., 2017).

Das SAA ist in der Lage, die Leukozyten zu beeinflussen, indem es deren
Funktionen, wie den respiratory burst (Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
durch Leukozyten bei der Phagozytose) und die Phagoztoseaktivitit, sowohl zu
hemmen als auch zu férdern vermag (GATT et al., 1998; BADOLATO et al., 2000;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Dem SAA werden auch zytokindhnliche Eigenschaften zugeschrieben, da es die
Synthese von Zytokinen, wie den IL — 1, IL — 1ra, IL — 6 und dem TNF — @, induziert
(PATEL et al., 1998; PRECIADO — PATT et al., 1998; UHLAR und
WHITEHEAD, 1999; YE und SUN, 2015). Die Synthese von Zytokinen wird unter
anderem durch die Bindung von SAA an die toll — like Rezeptoren (TLR) vermittelt,
welche wiederum zu einer gesteigerten Expression der Zytokine fiihrt (CHENG et

al., 2008; YE und SUN, 2015).

Das SAA kann mittels des outer membrane protein A (OmpA) an eine grof3e Anzahl
gramnegativer Bakterien, wie den Escherichia coli (E. coli), binden und wirkt somit
als Opsonin fiir neutrophile Granulozyten und Makrophagen. Damit unterstiitzt das
SAA eine schnelle Eliminierung der Keime (HARI — DASS et al., 2005). Ahnlich
dem LBP kann auch dieses APP die LPS von Bakterien binden (SCHROEDL et al.,
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2001; GRUYS et al., 2005).

Als immunmodulatorischer Effekt ist die Induktion von Enzymen (wie
Kollagenasen und Matrix — Metalloproteinasen) durch das SAA zu nennen, welche
die extrazellulire Matrix abbauen und fiir Reparaturprozesse nach einem
Gewebeschaden von grofler Bedeutung sind (UHLAR und WHITEHEAD, 1999;
VALLON et al., 2001; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Wihrend einer Entziindung bindet das freigesetzte SAA an HDL und greift damit
in den Cholesterintransport ein. Zum einem wird Cholesterin, welches fiir die
Regeneration von  geschiddigtem Gewebe bendtigt wird, zu den
Entziindungsgebieten transportiert, zum anderen wird die Beseitigung von
freigesetztem Cholesterin aus zerstortem Gewebe gefordert (GONNERMAN et al.,
1996; LINDHORST et al., 1997).

Bei Méusen wurde beobachtet, dass das SAA das durch das IL — 1 und den TNF —
a induzierte Fieber hemmen kann. Dies scheint auf eine Riickkopplungsbeziehung
zwischen dem SAA und den immunregulatorischen Zytokinen zu basieren. IL — 1
und TNF — a verursachen iiber die Induktion der Prostaglandin — E2 Synthese im
Hypothalamus Fieber (SHAINKIN — KESTENBAUM et al., 1991; UHLAR und
WHITEHEAD, 1999). Das SAA kann als weitere antiinflammatorische Funktion
die Thrombozytenaggregation hemmen. ZIMLICHMAN et al. (1990) konnten in
ihrer Studie nachweisen, dass das SAA die Thrombin — induzierte Aggregation von
Thrombozyten verhindern kann. Hierbei unterdriickt das SAA die Bildung von
Thromboxan, ein Prostaglandin, welches die Aggregation von Thrombozyten iiber
Rezeptoren aktiviert. Das SAA induziert auch die Freisetzung von Zytokinen, wie
IL — 10 und das IL — Ira, welche eine antiinflammatorische Wirkung haben

(CHENG et al., 2008; YE und SUN, 2015).

Das SAA, welches extrahepatisch im Darm durch die Stimulation von IL — 13, IL
— 6 und TNF — a produziert wird, hat dort lokale Abwehrfunktion gegen Endotoxine
(VREUGDENHIL et al., 1999; MURATA et al., 2004). Es wird angenommen, dass
die im Kolostrum gefundene Isoform von SAA, das sog. Milchdriisen — assoziierte
SAA3 (M — SAA3), giinstige Auswirkungen auf das sdugende Neugeborene
(Adaption an das extrauterine Leben) hat und einen moglicherweise pflegenden
Effekt fiir die Milchdriise aufweist (MCDONALD et al., 2001; MURATA et al.,
2004). Das M — SAA3 kann die Gewebereparatur fordern und so zum Schutz des
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Magen — Darm — Traktes der Neugeborenen vor friih im Leben auftretenden
Krankheitserregern beitragen (MCDONALD et al., 2001). Beim Menschen und bei
der Kuh konnten das LPS und Prolaktin als Stimulatoren fiir erhdhte SAA —
Konzentrationen in der Milchdriise nachgewiesen werden (LARSON et al., 2003;
LARSON et al., 2005; DUGGAN et al., 2007).

Das im Gelenk produzierte SAA scheint zum Entziindungsprozess und zu der
Zerstorung des Knorpels beizutragen, indem es als Chemoattraktor fiir Leukozyten
wirkt, die Bildung von Cyclooxygenase — Metaboliten (Enzyme fiir die
Prostaglandinsynthese) induziert und die Metalloproteinase — Aktivitét steigert
(BADOLATO et al., 1994; MALLE et al., 1997; VALLON et al., 2001; O'HARA
et al., 2004; JACOBSEN et al., 2006a).

4.4. Produktion von SAA

Wihrend der APR wird das SAA hauptséchlich in der Leber von den Hepatozyten
produziert (hepatische APR), aber auch extrahepatische Produktionsorte von SAA
sind bekannt (MCDONALD et al., 2001; UPRAGARIN et al., 2005; JACOBSEN
et al., 2006a). Wahrend die Isoformen SAA 1 und SAA 2 vor allem in der Leber
synthetisiert werden, konnte eine transkriptionale Expression von SAA 3 in
verschiedenen extrahepatischen Geweben nachgewiesen werden (RAMADORI et
al., 1985; MEEK und BENDITT, 1986; BENDITT und MEEK, 1989; MEEK et al.,
1992; RYGG et al.,, 1993; HUSBY et al., 1994; MARHAUG et al., 1997;
MCDONALD et al., 2001).

MCDONALD et al. (2001) konnten als erste zeigen, dass die Produktion von SAA
in der Milchdriise nicht mit einem pathologischen oder entziindlichen Prozess in
Verbindung steht, sondern dass das M — SAA3 bei gesunden Tieren (Pferden,
Schafen und Rindern) physiologisch im Kolostrum vorhanden ist. Innerhalb von 4
Tagen nach der Geburt konnte ein Absinken der Konzentration von M — SAA3 in
der Milch festgestellt werden (UPRAGARIN et al., 2005).

JACOBSEN et al. (2006a) konnten wiederum als erste in den Gelenken bei Pferden
mit einer experimentell induzierten Arthritis eine lokale Produktion von SAA
aufzeigen. Es konnten 2 alkalische Isoformen (pI 10,0 und 10,2) von SAA in der

Synovia isoliert werden, welche sich von den systemischen Formen des SAA im
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Serum deutlich unterschieden und im Serum nicht nachgewiesen werden konnten.

In der folgenden Tab. 4 sind die extrahepatischen Produktionsorte von SAA nach
BERG et al. (2011) gelistet. Im Vergleich zu der Leber werden in den Zellen der
genannten Organe mehr als 1% (wie Lunge, Uterus) oder weniger als 1% (wie Herz,

Niere) SAA mRNA exprimiert.

Tabelle 4:
Extrahepatische Produktionsorte von SAA. Modifiziert nach BERG et al. (2011).

> 1% der hepatischen < 1% der hepatischen
Expression Expression
Lunge Fettgewebe
Milchdriise Nebenniere
Pankreas Aorta
Synovialmembran Gehirn
Thymus Verschiedene Darmabschnitte
SAA mRNA Schilddriise Herz
Expression Uterus Niere
Lymphknoten,
Ovar
Hoden
Prostata
Skelett/Herz — Muskel
Haut
Milz

Auch das Auge, insbesondere das Kammerwasser und der Glaskorper, scheint das
SAA zu produzieren, welches die Blut — Augen — Schranke nicht passieren kann

(LABELLE et al., 2011; WALDNER, 2017).

4.5. Klinische Anwendung von SAA

Insgesamt kann das SAA als ein sehr zuverldssiger Indikator fiir Entziindung und
Infektion gesehen werden und hat im Vergleich zu den herkémmlichen
Entziindungsparametern wie den Gesamtleukozyten und dem Fb, welche
standardméBig in vielen Kliniken bestimmt werden, viele Vorteile. Mit seinen
Eigenschaften ist das SAA fiir das frithe Entdecken einer entziindlichen Situation
im Organismus, das Uberwachen einer Therapie (real time monitoring) und fiir die
Prognose einer Erkrankung von grofem diagnostischem Wert (JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007; BELGRAVE et al., 2013).



II.Literaturtiibersicht

36

Eine Konzentrationserhohung von SAA im Serum kann auf verschiedene Weise

entstehen. In der folgenden Tab. 5 ist eine Ubersicht der vielfiltigen Ursachen

aufgezeigt.

Tabelle 5:

Erkrankungen und mégliche Ursachen fiir eine Konzentrationserhéhung von SAA

beim Pferd. Modifiziert nach JACOBSEN und ANDERSEN (2007).

Erkrankung Beschreibung Literaturangabe

Orthopidie Experimentell induzierte HULTEN et al., 1999b

aseptische Arthritis HULTEN et al., 2002

JACOBSEN et al., 2006b

JACOBSEN et al., 2006¢

Natiirlich erworbene PEPYS et al., 1989

infektiose Arthritis JACOBSEN et al., 2006a

Loka}e Intramuskul%ir? Injektion NUNOKAWA et al., 1993
Entziindung von Terpentindl

Chirurgische Laparotomie NUNOKAWA et al., 1993

Eingriffe Verschiedene Eingriffe PEPYS et al., 1989

POLLOCK et al., 2005

Kastration HULTEN et al., 19990

JACOBSEN et al., 2005

Bakterielle Sepsis beim Fohlen CHAVATTE etal., 1992

Infektion

STONEHAM et al., 2001
HULTEN und DEMMERS,
2002

Rhodococcus equi —
Pneumonie

CHAVATTE etal., 1992

HULTEN und DEMMERS,
2002
Lokale Infektion
(Abszesse, infektiose STONEHAM et al., 2001
Arthritis) beim Fohlen

Virale Infektionen

Equines Herpes Virus — 1
(EHV — 1) beim Fohlen

CHAVATTE et al., 1992
PEPYS et al., 1989

HULTEN und DEMMERS,
2002
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EHV — 1 bei Pferden

PEPYS et al., 1989

Equines Influenza Virus
(EIV)

HULTEN et al., 1999a
HULTEN et al., 1999b

Equine Influenza Virus und
das Tetanus — Toxin

Gastrointestinale Diarrhoe und Enteritis beim NUNOKAWA et al., 1993
Erkrankungen Fohlen
Kolik NUNOKAWA et al., 1993
VANDENPLAS et al., 2005
Nichtinfektiose Lebensschwiche
neonatale Pramaturitét
Erkrankungen neonatales CHAVATTE etal., 1992
Fehlanpassungssyndrom
Geburtstraumen
Mekoniumsverhalten
Reproduktions — | Septische Aborte HUSEBEKK et al., 1986
Erkrankungen
Geburt PEPYS et al., 1989
NUNOKAWA et al., 1993
GRUYS et al., 2005
Tréachtigkeit NUNOKAWA et al., 1993
Aborte unbekannter NUNOKAWA et al., 1993
Atiologie
Training Rennen (Langstrecke) EROL et al., 2015/2016
NOLEN — WALSTON, 2015
Impfungen Impfungen gegen das

ANDERSEN et al.,2012

Intranasale Impfung gegen
das Equine Herpes Virus

DUMRATH, 2017

Die SAA — Konzentration ist bei elektiven Eingriffen (wie Kastrationen) deutlich

geringer als bei nicht — elektiven Eingriffen (wie Kolikoperationen, Verletzungen)

und die Konzentrationshohe von SAA kann verschiedene Stufen von chirurgischen

Gewebetraumen (abhingig vom Grad der Invasivitét) darstellen (JACOBSEN et
al., 2009). Eine Vollnarkose hat nach PEPYS et al. (1989) keinen Einfluss auf die
SAA — Konzentration.
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Die Auswirkungen der Kastration fiir den Verlauf von SAA wurde von
verschiedenen Autoren untersucht und dargestellt (PEPYS et al, 1989;
NUNOKAWA et al., 1993). Dieser elektive Eingriff, welcher in dieser Studie fiir
die Validierung des Schnellmessgerites verwendet wurde, 14sst das SAA in seiner
Konzentration circa 6 hr postoperativ ansteigen und erreicht nach circa 48 hr einen
Peak. Wenn die Rekonvaleszenzphase ohne Komplikationen erfolgt, sinkt der
Entziindungswert nach 8 Tagen (JACOBSEN et al., 2005) bzw. innerhalb von 3
Wochen wieder auf seinen Ausgangswert (NUNOKAWA et al., 1993).

Trotz aller Vorteile, die SAA gegeniiber den herkdmmlichen Entziindungsmarkern
hat, ist dieser Marker dennoch unspezifisch und nicht fiir eine é&tiologische
Diagnostik zu nutzen. Die Zytokine, welche fiir die Synthese des APP
verantwortlich sind, werden von den entziindeten oder verletzten Gewebszellen
ausgeschiittet, unabhéngig von der zugrunde liegenden Ursache (JACOBSEN und
ANDERSEN, 2007).

In den folgenden Punkten werden verschiedene Bereiche der Pferdemedizin

dargestellt, in welchen das SAA als Laborparameter seinen Einsatz findet.

4.5.1. SAA bei Infektionskrankheiten

Fieber, Inappetenz und Apathie sind oft Symptome einer Infektion bei Pferden, mit
welchen Tierérzte in der Praxis konfrontiert werden. Die Unterscheidung zwischen
einer bakteriellen und viralen Infektion anhand der klinischen Symptome ist aber
meist nicht eindeutig und der Tierarzt steht vor der Frage, ob der Einsatz eines
Antibiotikums sinnvoll ist. Als schnell reagierendes APP stellt das SAA hier einen
wichtigen diagnostischen Parameter dar. Es konnte festgestellt werden, dass das
SAA bei einer bakteriellen Infektion meist einen deutlich hoheren
Konzentrationsanstieg erfihrt als bei einem Virusinfekt (PEPYS et al., 1989;
HULTEN et al., 1999b; CHAVATTE et al., 1992; STONEHAM et al., 2001;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008; SATUE et al., 2013).
Siehe dazu auch Punkt 1.1. im Literaturteil.

HOBO et al. (2007) konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die Konzentration von
SAA bei induzierter Pneumonie mit Streptococcus equi zooepidemicus rasch

anstieg und nach 72 hr ihren Peak erreichte. Mit Abklingen der klinischen
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Symptome fiel parallel dazu die SAA — Konzentration und offenbarte damit
deutliche Vorteile gegeniiber dem Fb in der Beurteilung der Therapie mit
bakteriellen Pneumonien. In dieser Studie lagen die Konzentrationen von SAA
dabei iiber 600 pug/ml. Andere Autoren berichten von Serumkonzentrationen von
iiber 2000 mg/1 bei bakteriellen Infektionen (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007;
SATUE et al., 2013).

Bei Pferden, welche akut mit dem Equinen Influenzavirus (EIV) infiziert waren,
konnte in der akuten Phase der Krankheit mit der Ausbildung der klinischen
Symptome (Fieber, Nasenausfluss und Husten) ebenfalls eine SAA —
Konzentrationserhohung festgestellt werden. Die Hohe der SAA — Serum —
Konzentration nach 48 hr lag hier bei allen Pferden deutlich oberhalb des
Referenzbereichs, aber unterhalb von 500 mg/l (HULTEN et al., 1999a). Weiter
konnte in der Studie von HULTEN et al. (1999a) festgestellt werden, dass nach
circa 11 bis 22 Tagen die Konzentration von SAA wieder innerhalb ihres
Referenzbereichs lag. Folglich wiirden also SAA — Konzentrationen oberhalb des
Referenzbereiches in diesem Zeitraum Hinweise auf eine hochgradige Influenza —
Virusinfektion, mogliche Sekundirinfektion (meist bakteriellen Ursprungs) oder
einen erheblichen Gewebeschaden aufgrund einer anderen Ursache (wie Tumore)
geben. Daher ist es sinnvoll, auch den Genesungsverlauf mittels dieses schnell
reagierenden APP zu kontrollieren, um so gegebenenfalls schnell mit einer neu

angepassten Therapie reagieren zu kdnnen.

Diese Studien zeigten beispielhaft, dass das SAA als Hilfsmittel zur
Unterscheidung zwischen viraler und bakterieller Infektion dienen kann (HULTEN
et al., 1999a; HOBO et al., 2007; VINER et al., 2017). Dennoch ist eine prizise
Klassifizierung von Infektionskrankheiten (viral — bakteriell) nur mittels der

Konzentration von SAA nicht moglich.

Einige Infektionen, wie Sinusitiden, konnen meist nicht eine systemische
Entziindungsantwort und damit eine APR induzieren. Grund dafiir kann eine
Absonderung der Infektion, zum Beispiel innerhalb des Sinus, sein (BELGRAVE
et al., 2013). Eine Konzentrationserhohung von SAA ist davon abhéngig, ob der
gesamte Organismus in die Entziindung miteinbezogen ist oder ob der Korper den

lokalen Entziindungsherd isolieren kann.

Die routinemiBige Bestimmung von SAA kann bei der Uberwachung der



II.Literaturtiibersicht 40

Herdengesundheit, auf Turnieren, bei Transporten (Fahrtauglichkeit) oder bei der
Ausbreitung von infektidsen Krankheiten ein wichtiges Hilfsmittel sein (PEPYS et
al., 1989; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). Bei Pferden, welche nur in
Kontakt mit Erregern wie dem Equinen Herpes Virus (EHV) oder dem Druse —
Erreger (Streptococcus equi equi) kamen, aber sich dabei nicht infizierten, konnte
keine Konzentrationserhbhung von SAA ermittelt werden (PEPYS et al., 1989;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). In diesen Fillen sind Schnelltests von
enormen Vorteil gegeniiber der Diagnostik im Labor, da diese vor Ort, in kurzer
Zeit und mit wenig Aufwand durchgefiihrt werden konnen und so bei einer

Differenzierung zwischen infizierten und nicht — infizierten Tieren helfen kdnnten.

4.5.2. SAA in der Fohlenmedizin

Zunichst ist in diesem Zusammenhang der Einfluss des Alters des Pferdes auf die
SAA — Konzentration im Blut erwdhnenswert. Bei Neugeborenen erfahrt dieses
APP einen deutlichen Anstieg nach der Geburt. Griinde dafiir konnten der
Gewebeschaden (Trennung der Plazenta vom Endometrium, Ruptur der
Fruchtblase und des Nabelstranges), welcher durch den Geburtsvorgang am Fohlen
entsteht, und die Aufnahme von Immunglobulinen durch das Kolostrum sein
(NUNOKAWA et al., 1993; SATOH et al., 1995; STONEHAM et al., 2001;
DUGGAN et al., 2007; PALTRINIERI et al., 2008). STONEHAM et al. (2001)
gaben weiter als Grund fiir eine postnatale Erth6hung von SAA eine prophylaktische
Injektion von Antibiotika oder Tetanusserum am 1. Tag an. Im Gegensatz dazu
konnten andere Autoren keine erhohten SAA — Werte bei 2 Wochen alten Fohlen
nachweisen (CHAVATTE et al., 1992; POLLOCK et al., 2005). Insgesamt miissen
also bei Erhohungen von SAA im unteren Konzentrationsbereich beim Fohlen
verschiedene Faktoren, wie der Geburtsvorgang oder prophylaktische Injektionen,

beachtet und in die Beurteilung des SAA — Wertes miteinbezogen werden.

Generell ist das klinische Bild einer Erkrankung vor allem bei Neugeborenen aber
auch élteren Fohlen sehr unspezifisch und die Diagnose — Stellung mit
Schwierigkeiten verbunden (SATUE et al, 2013). Aber gerade in der
Fohlenmedizin ist eine schnelle Diagnose und eine angemessene Behandlung mit
Uberwachung des Erfolges, insbesondere bei Infektionskrankheiten, sehr essentiell

(STONEHAM et al., 2001; HULTEN et al., 2002b). Hierbei kann das major APP



II.Literaturtiibersicht 41

SAA, welches schnell auf Verdnderungen jeglicher Art (Infektionen,
Gewebetraumen, effektive antibiotische Therapie etc.) reagiert, von grolem Nutzen
sein. STONEHAM et al. (2001) suggerierten eine Ergidnzung des Sepsis — Scores
von BREWER und KOTERBA (1988) mit den SAA — Werten, da die Hohe von
SAA einen entscheidenden Beitrag zur Unterscheidung von nicht — infektiosen,
infektiosen und septikdmischen Fohlen lieferte. Mit den SAA — Konzentrationen
konnte eine Differenzierung von Fohlen dahingehend durchgefiihrt werden, ob sie
gesund waren, an einer lokalen Infektion, einer nicht — infektiosen Krankheit oder
an einer Septikdmie erkrankt waren. Lokale Abszesse, wie ein abgegrenzter
Nabelabszess, sind von niedrigen bis nicht messbaren SAA — Werten im Serum
begleitet. Es wird vermutet, dass der entziindliche Stimulus durch die Abszesswand
abgehalten wird und somit keine hepatische SAA — Synthese auslost wird
(STONEHAM et al., 2001; JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). In der folgenden
Tab. 6 werden aus der Studie von STONEHAM et al. (2001) Medianwerte von SAA
aufgezeigt, welche verschiedene klinische Situationen darstellen. Die Autoren
hielten eine SAA — Konzentration von 100 mg/l fiir den Grenzwert, welcher eine

mogliche Infektion beim neonatalen Fohlen anzeigt.

Tabelle 6:
Medianwerte von SAA — Konzentrationen beim Fohlen. Modifiziert nach

STONEHAM et al. (2001).

SAA — Mittelwerte Status des Fohlens

2,2 mg/l Gesundes Fohlen

3,1 mg/l Fohlen mit nicht — infektioser Erkrankung
195 mg/l Fohlen mit lokaler Infektion

279,9 mg/1 Fohlen mit Septikdmie

> 100 mg/l Fohlen, Welc]lglflir erllf( ﬁgl;r?:ggigﬁ[he infektiose

Auch HULTEN und DEMMERS (2002) konnten in ihrer Studie den hohen
Stellenwert von SAA im Vergleich zu anderen Blutparametern (Gesamtleukozyten,
Neutrophile Granulozyten und Fb) belegen. Die Hohe der SAA — Konzentration
gab einen verldsslichen Hinweis auf die Art der Erkrankung der Fohlen, wéahrend

anderen Entziindungsparameter oft zu unklaren Aussagen fiihrten (Tab. 7).
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Tabelle 7:

SAA, Fb, Gesamtleukozyten und Neutrophile Granulozyten bei Fohlen mit
bakterieller Infektion (n = 8) und nicht — bakteriellen Infektionen bzw. bei unklarer
Diagnose (inklusive unklarer Blutkultur und Virusinfektionen). Es sind die
Medianwerte angegeben. * = nicht statistisch signifikant. Modifiziert nach
HULTEN und DEMMERS (2002).

Fb Gesamt — Neutrophile
Erkrankung SAA mg/l N leukozyten | Granulozyten
- 10°1 10°1
Bakterielle 65 6,6 16,6 * 13,4 *
Infektion (3,2-199) | (0,8-12,2) | (1,3—-45,1) (0,3 -39)
unklare Diagnose (0,5-148) | (1,8—-17,5) | (2,2-21,5) (0,5-19,6)

Die Studie konnte zeigen, dass die Konzentrationen der APP bei bakteriellen
Infektionen deutlich hoher waren als bei nicht — bakteriellen Infektionen, wihrend
die Verdnderungen der Gesamtleukozyten und neutrophilen Granulozyten
statistisch nicht signifikant waren. Lebensschwache Fohlen, welche eine negative
Blutkultur aufwiesen, zeigten SAA —und Fb — Werte im Referenzbereich, wihrend
die Werte der Gesamtleukozyten und neutrophilen Granulozyten variierten. Bei
einer positiven Blutkultur war bei allen Fohlen nur das SAA deutlich erhdht,
wihrend die restlichen 3 Entziindungswerte sowohl erhoht als auch erniedrigt
waren. Eine moderate bis deutliche SAA — Erhohung war bei einer fraglichen
Blutkultur sichtbar, wéhrend das Fb, die Gesamtleukozyten und neutrophile

Granulozyten im Referenzbereich blieben (HULTEN und DEMMERS, 2002).

Der diagnostische Wert von SAA in Bezug auf die respiratorische Erkrankung von
Fohlen mit RA. equi ist kritisch zu betrachten. Diese bakterielle Infektion der
Atemwege betrifft meist Fohlen in den ersten Lebensmonaten und manifestiert sich
als pyogranulomatése Entziindung in Form von Bronchopneumonien, Enteritiden
und seltener als Bakteridmie (CHAFFIN et al., 2003; FLAMINIO et al., 2009).
Diese verlustreiche Fohlenerkrankung bedarf intensiver Therapie und die
frithestmdgliche Diagnostizierung der Infektion ist von entscheidender Bedeutung
fiir das Uberleben der einzelnen Fohlen und des gesamten Bestandes in einem
Betrieb. HULTEN und DEMMERS (2002) konnten bei Fohlen, welche mit diesem

Bakterium infiziert waren, erhohte SAA — Konzentrationen im Blut messen und ein
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paralleles Absinken der Konzentration bei einer erfolgreichen Therapie feststellen.
In der Studie von COHEN et al. (2005) wurde untersucht, ob Fohlen, welche eine
Rh. equi — Infektion entwickeln wiirden, eine signifikant hohere SAA —
Konzentration aufwiesen als nicht betroffene Fohlen. Dabei wurde deutlich, dass
eine 2 — monatliche SAA — Messung nicht als diagnostischer Parameter fiir die
Fritherkennung der Infektion geeignet war. Hierzu ist kritisch anzumerken, dass die
Intervalle fiir die Messung (alle 2 Monate) dieses sehr schnell reagierenden APP zu
lange gewesen sein konnten. Sind jedoch klinische Anzeichen fiir eine Rh. equi —
Infektion vorhanden, konnten SAA — Messungen sowohl den Grad der Krankheit
akkurat beurteilen als auch den Erfolg der Therapie iiberpriifen (real time

monitoring) (HULTEN und DEMMERS, 2002; PASSAMONTI et al., 2015).

Nicht — infektiose Ursachen fiir lebensschwache Fohlen, wie die gestorte Aufnahme
von Immunglobulinen, Prd — oder Dysmaturie, das Fohlenfehlanpassungssyndrom,
die Isoerythrolyse oder das Mekoniumverhalten, sind mit einem geringen
Konzentrationsanstieg von Serum — SAA verbunden (CHAVATTE et al., 1992;
CRISMAN et al., 2008). Doch hier lagen zum Teil die SAA — Konzentrationen
auch im Referenzbereich (STONEHAM et al., 2001; HULTEN und DEMMERS,
2002; CRISMAN et al., 2008). Als mogliche Ursache fiir diese Unterschiede
konnten die verschiedenen Messmethoden fiir das SAA und auch die deutlich
variierenden Referenzwerte in der Literatur sein (CRISMAN et al., 2008).
Insgesamt ist allgemein anerkannt, dass die SAA — Bestimmung den Messungen
der herkdmmlichen Entziindungsmarker, wie den Gesamtleukozyten und dem Fb,
deutlich tiberlegen war, vor allem in der Unterscheidung von infektidsen und nicht

— infektiosen Erkrankungen des systemic inflammatory response syndrome (SIRS)

(CRISMAN et a., 2008).

Das schnellreagierende SAA scheint vor allem in der Fohlenmedizin ein wertvoller
diagnostischer Parameter zu sein. Durch die zahlreichen vorangegangenen Studien
stehen Grenzwerte von SAA zur Verfligung, welche wichtige Entscheidungshilfen

fiir die Behandlung von Fohlen darstellen konnen.

4.5.3. SAA in der Orthopidie

Auch in der Orthopédie stellt das SAA im Vergleich zu den Gesamtleukozyten,

neutrophilen Granulozyten und dem Gesamteiweil3 einen sehr sensiblen Parameter
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bei Entziindungen dar, vor allem in der Differenzierung von aseptischen und
septischen Arthritiden und Tendosynovitiden (ROBINSON et al., 2017). Oft sind
die klinischen Erscheinungsbilder und die herkommlichen Analysen der
Gelenksfliissigkeit (makroskopische Analyse, Leukozyten und Gesamteiweil3)
nicht eindeutig, um die Art der Gelenksentziindung sicher zu differenzieren
(TULAMO et al, 1989; LAPOINTE et al, 1992; BERTONE, 1999;
MCILWRAITH et al., 2001; STEEL, 2008), was jedoch fiir die Form der
Behandlung eines Gelenkes essentiell ist und die Prognose fiir das Pferd
hinsichtlich des Uberlebens und der reiterlichen Nutzung stark beeinflusst. Vor
allem eine frithe Diagnose und eine darauf abgestimmte Behandlung ist wichtig,
um den Knorpelschaden und eine Osteoarthritis zu vermeiden (LUDWIG et al.,
2016). Nur 56 — 81% der Pferde kehren nach einer septischen Gelenksentziindung
wieder zu ihrer urspriinglichen Leistungsform zuriick (SCHNEIDER et al., 1992;
WRIGHT et al., 2003).

Bei einer nicht — infektidsen Arthritis induziert durch Amphotericin B konnte eine
APR ausgelost und eine Erhdhung von SAA im Serum gemessen werden. Die
SAA — Konzentration stieg nach 16 hr an und erreichte ihren Maximalwert nach
36 — 48 hr mit einer 227fachen Erhohung (Maximalwert von SAA: 163 mg/l;
SD + 73) im Vergleich zum Ausgangswert (HULTEN et al., 2002a). Auch
JACOBSEN et al. (2006¢) konnten einen Peak von SAA im Blut und in der Synovia
der betroffenen Gelenke 48 hr nach intraartikuldren LPS — Injektionen feststellen.
Sie konnten nachweisen, dass die APR sowohl systemisch als auch in den Gelenken

von der LPS — Dosis abhingt.

Zu der erhohten SAA — Konzentration im Gelenk tragen 2 Produktionsorte bei: zum
einen die Hepatozyten (systemisch ausgeldste hepatische APR) und zum anderen
die im Gelenk befindlichen Chondrozyten und das Synovialgewebe
(extrahepatische APR). In der Synovia konnten 2 SAA — Isoformen mit
unterschiedlichen pl im Vergleich zu den Isoformen des Serums isoliert werden
(sieche dazu auch Punkt 4.1. und 4.4. im Literaturteil). Somit befinden sich in der
Synovia der Pferde die 3 Isoformen der hepatischen APR und die beiden Isoformen

der extrahepatischen APR (JACOBSEN et al., 2006¢).

ROBINSON et al. (2017) bewiesen in ihrer Arbeit, dass mit Hilfe von Serum —und
Synovia — SAA zwischen einem septischen und einem nicht — septischen Gelenk

unterschieden werden kann. Als Schwellenwert fiir ein septisches Gelenk gaben sie
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fiir das SAA im Serum 61 pg/ml und in der Synovia 1,1 pg/ml an. Insgesamt muss
aber auch immer der Gesamtzustand des Pferdes bei solchen Werten beachtet und
miteinbezogen werden. Neben Gelenkverletzungen konnen zusitzliche
Gewebetraumata oder Weichteilverletzungen an anderen Korperbereichen eine
hepatische APR induzieren und so zu der Gesamtkonzentration von SAA im Serum
beitragen, welche dann zu einem falsch positiven Ergebnis (septisches Gelenk)
filhren konnte. Die Kontamination der Synovia mit Blut ist auch kritisch zu
betrachten, da hier ebenfalls eine filschlich erhohte Konzentration von SAA aus

dem Serum das Ergebnis sein konnte (ROBINSON et al., 2017).

Bei wiederholter Entnahme von Synovia im Verlauf einer Therapie hat das SAA
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber den Leukozyten und dem Gesamtprotein.
Die beiden Letztgenannten werden durch die Synoviozentese stark beeinflusst
(Anstieg innerhalb von 4 hr) und verfilschen so bei mehrmaliger Gelenkspunktion
die Beurteilung der Synovia (JACOBSEN et al., 2006a; NOLEN — WALSTON,
2015; ANDREASSEN et al., 2017). Die Synovia — Konzentration von SAA steigt
dagegen auch durch wiederholtes Punktieren, einer intraartikuldren
Medikamentenapplikation (wie Kochsalzlosung/Amikazin), einer Gelenksspiilung
oder arthroskopischen Gelenksspiilung nicht an (JACOBSEN et al., 2006a/c;
SANCHEZ — TERAN et al., 2012/2016; ROBINSON et al., 2017).

ROBINSON et al. (2017) und LUDWIG et al. (2016) haben in ihren Studien
festgestellt, dass das SAA im Serum (24 hr post infectionem) deutlich frither zu
steigen begann als in der Gelenksfliissigkeit (36 hr post infectionem) des infizierten
Gelenks und zusitzlich die Konzentration im Blut hoher war als im Gelenk.
LUDWIG et al. (2016) gaben daher der Messung von SAA aus dem Serum einen
deutlich hoheren Stellenwert als aus der Synovia. Eine Blutabnahme sei bei
jeglicher Art von Gelenksverletzung moglich und die Gefahr einer

Gelenksinfektion durch die Synoviozentese sei damit nicht gegeben.

4.5.4. SAA in der Kolikmedizin

Die Hauptschwierigkeit bei Pferden mit Kolik, welche in eine Klinik eingeliefert
werden, ist die Frage nach der Ursache der Kolik und der Notwendigkeit fiir eine
chirurgische Therapie (NOLEN - WALSTON, 2015). Vor allem die

Kategorisierung in konservative oder chirurgische Behandlung ist wichtig, da eine
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frithe chirurgische Therapie, wenn sie denn notwendig ist, die Prognose fiir die
Pferde deutlich verbessert (PIHL et al., 2016). Ein schnell reagierendes APP,
welches in kurzer Zeit auf jegliche Art einer Entziindung oder -eines

Gewebeschadens reagiert, konnte behilflich sein, diese Fragen zu kléren.

In der Literatur wird die Aussagekraft von SAA zu diesem Spektrum der
Pferdemedizin sehr unterschiedlich diskutiert. WESTERMAN et al. (2016) und
PIHL et al. (2016) konnten in ihren Studien zeigen, dass mit der Messung von SAA
eine Optimierung in der Differenzierung zwischen konservativer oder chirurgischer

Therapie erzielt werden kann.

Entziindliche Kolikformen (Enteritis, Colitis, Peritonitis, Abdominale Abszesse)
weisen eine deutlich hohere SAA — Konzentration auf als nicht — entziindliche
(VANDENPLAS et al., 2005; PIHL et al., 2013; WESTERMAN et al., 2016). Als
Schwellenwert wurde eine SAA — Konzentration von >50 pg/ml genannt

(VANDENPLAS et al., 2005).

Eine Unterscheidung zwischen strangulierenden und nicht — strangulierenden
Kolikformen konnte mit Hilfe der SAA — Konzentration nicht erfolgen (DANIEL
et al., 2016). Koliken mit Strangulationen des Darms verlaufen in der Regel sehr
schnell. Die fehlende Zeit fiir die Ausbildung einer systemischen APR konnte ein
Grund fiir die normalen Serumkonzentrationen von SAA sein. Zusétzlich sind die
nekrotischen Darmbereiche von der zentralen Blutversorgung oft abgetrennt und
die freigesetzten Zytokine konnen nicht direkt eine hepatische APR induzieren.
Auch das lokal im Darm produzierte SAA gelangt durch die Abschniirung nicht in

den zentralen Blutkreislauf und ist somit im Serum nicht messbar.

VANDENPLAS et al. (2005) konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang
zwischen der Hohe der SAA — Serumkonzentration und der Prognose aufzeigen.
Als Schwellenwert nannten die Autoren die Konzentration von 50 pg/ml. Lag die
SAA — Konzentration iiber diesem Wert, so wurde die Prognose fiir das Uberleben
der Patienten als schlecht eingeschitzt. DONDI et al. (2015) konnten dagegen den
prognostischen Wert von SAA nicht bestitigen. Die Autoren nannten als Ursache

fiir dieses Ergebnis die niedrige Spezifitit des SAA.

Es muss beriicksichtigt werden, dass die Dauer der Kolik positiv mit den
Konzentrationen von SAA korreliert. Daher ist der Zeitpunkt der Messung von

SAA im Verlauf der Kolikerkrankung entscheidend (PIHL et al., 2015).
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Auf Grund des akuten Verlaufes von Koliken und der Notwendigkeit schneller
Entscheidungen, ist es notig, einen Marker zu haben, welcher diagnostisch sinnvoll
ist, vor Ort in kurzer Zeit gemessen werden kann und preisgiinstig ist
(KJELGAARD — HANSEN und JACOBSEN, 2011; PIHL et al., 2016). Daher sind
Schnellmessgerite eine diagnostisch wertvolle Hilfe fiir Tierdrzte im Stall und in

der Klinik, um Pferde mit Kolik besser einschitzen zu konnen.

4.5.5. SAA in der Reproduktionsmedizin

Mit den Studien iiber das Verhalten der SAA — Konzentration in der Tréachtigkeit,
der Geburt und nach dem Geburtsvorgang konnen Abweichungen der SAA —
Konzentrationen in diesen Zeitrdumen, ausgeldst durch Entziindungen, sehr gut
eingeschitzt werden (NUNOKAWA et al., 1993; DA SILVA et al., 2013;
CANISSO et al., 2014; CANISSO et al., 2015).

Erkrankungen der Plazenta haben fiir die trichtige Stute oft den Verlust des Fohlens
und fiir den Ziichter mdglicherweise eine hohe finanzielle Belastung zur Folge. Als
hiufigste Ursache ist die bakterielle Plazentitis (90%) zu nennen (HONG et al.,
1993), wobei sich die Diagnose auf die klinischen Symptome, wie Vaginalausfluss,
frithzeitige Euteranbildung und verfriihte Laktation, und den transrektalen
Ultraschall stiitzt (TROEDSSON und ZENT, 2004; TROEDSSON und
MACPHERSON, 2011; CANISSO et al., 2015). Mchrere Autoren haben fiir das
frithzeitige Stellen der Diagnose verschiedene Blutparameter untersucht. Das SAA
schien ein sensitiver Marker fiir Entziindungen der Plazenta zu sein (CANISSO et
al., 2012a, CANISSO et al., 2012b, CANISSO et al., 2013; BALL et al., 2013;
CANISSO et al., 2015). Experimentell induzierte, bakterielle Plazentiden
verursachten eine deutliche Konzentrationserhdhung von SAA im Serum,
wohingegen das Fb und die Gesamtleukozyten keinen empfindlichen Parameter
darstellten (DA SILVA etal., 2013; CANISSO et al., 2014; CANISSO et al., 2015).
Nach der intrazervikalen Inokulation von Bakterien (Streptococcus equi
zooepidemicus) konnte bei Stuten im letzten Drittel der Tréchtigkeit innerhalb von
4 (DA SILVA et al., 2013) beziehungsweise (bzw.) 2 Tagen (CANISSO et al.,
2014) ein Anstieg der SAA — Konzentration gemessen werden. Ein Abort trat vor
allem bei den Stuten auf, welche in der Studie keine Behandlung (Antibiotika,

Antiphlogistika und Progestin) erhielten. Dagegen konnte der SAA -
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Konzentrationsanstieg bei infizierten Stuten (bei 6 von 9 Stuten, 66,6%) mit einer
Behandlung verhindert werden und meist war die Geburt eines gesunden Fohlens
die Folge. Wihrend eine intrauterine Inokulation einer moderaten Dosis von E. coli
(10° colony forming unit, CFU) keine systemische APR und somit keine
Konzentrationserh6hung von SAA zur Folge (CHRISTOFFERSEN et al., 2012),
konnte bei einer intrauterinen Infusion von 10° CFU E. coli eine Erhohung der
SAA — Werte nachgewiesen werden (CHRISTOFFERSEN et al., 2010). Die sog.
persistent mating induced endometritis (PMIE), ausgelost durch den Samen der
Hengste, Samenbestandteile oder Pathogene, schien 24 hr nach der Besamung keine
systemische APR mit einem SAA — Konzentrationsanstieg zu induzieren (NASH
et al., 2010). Bei der Bestimmung der Rosse oder Triachtigkeit kann die SAA —
Konzentrationsmessung nicht genutzt werden (SATUE et al., 2013).

4.5.6. SAA im Training

Sowohl im Profi — als auch im Amateurbereich des Pferdesports ist die Gesundheit
der Pferde ein wichtiger Faktor. Im Rennpferdesport wird die korperliche
Verfassung der Pferde routinemdBig mittels der Herzfrequenz und einer
Blutanalyse, welche unter anderen den Hématokrit, die Erythrozyten, den Hb —
Gehalt und die Keratinkinase beinhaltet, iiberwacht (SZARSKA, 2003; FIELDING
et al., 2009; CYWINSKA et al., 2010). Eine klinische Allgemeinuntersuchung
durch den Tierarzt soll vor den Rennen sicherstellen, dass die Pferde bereit fiir die
Rennen sind (CYWINSKA et al.,, 2010). Subklinische Erkrankungen oder
Ubertraining, welche fiir den Tierarzt und fiir die herkdmmlichen Untersuchungen
oft nicht eindeutig diagnostizierbar sind, konnen sich im Verlauf von Training oder

Rennen durch die massive Belastung verschlimmern.

Das SAA als sensitiver Parameter fiir Entziindungen jeglicher Art scheint einen
zuverlédssigen Marker fiir die Beurteilung des Gesundheitszustandes von Pferden
darzustellen und die Uberwachung der Pferde konnte durch die

Konzentrationsmessung dieses APP verbessert werden (TURLO et al., 2016).

Verschiedene Autoren untersuchten die Auswirkung von verschiedenen Lingen
von Rennstrecken auf die APR im Pferd (CYWINSKA et al., 2008; CYWINSKA
et al., 2010; KRISTENSEN et al., 2014; TURLO et al., 2016). CYWINSKA et al.
(2012) (34 bis 60 km Renndistanz) und KRISTENSEN et al. (2014) (1600 bis
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2500 m Renndistanz) konnten keine Erhdhung der SAA — Konzentration bei diesen
Distanzen feststellen. TURLO et al. (2016) fanden dagegen bei kurzen
Rennstrecken eine geringgradige Erhohung der SAA — Konzentration, diese lag
aber meist innerhalb des Referenzbereiches (Medianwert 3,8 mg/l,

Bereich 2,3 — 8,9 mg/l).

Im Gegensatz dazu konnten bei Distanzpferden, welche Langstreckenrennen (120
oder 160 km Renndistanz) bestritten, deutliche (mehr als 10fache)
Konzentrationserh6hungen von SAA nachgewiesen werden (CYWINSKA et al.,
2012). Als Ursache fiir diese belastungsbedingte APR nach diesen langen Distanzen
wurden Muskelverletzungen gesehen, welche in der Humanmedizin bei Laufern

nach Rennen diagnostiziert wurden (FALLON, 2001; CYWINSKA et al., 2010).

In einer Studie von CYWINSKA et al. (2010) konnte der SAA — Wert bei 66,6%
der Pferde vor einem Rennen anzeigen, ob die Pferde das Rennen beenden oder
ausscheiden wiirden. Keines der Pferde, welches eine SAA — Konzentration von

mehr als 1000 ng/ml aufwies, konnte die komplette Distanz laufen.

Insgesamt kann die Messung der SAA — Konzentration eine sinnvolle Ergédnzung
fiir die tagliche Gesundheitskontrolle, fiir die Kontrolle des Trainings und fiir die
medizinische Untersuchung der Pferde vor Rennen oder anderen Wettbewerben
sein, um subklinische Erkrankungen oder Ubertraining zu identifizieren
(CYWINSKA et al., 2010; NOLEN — WALSTON, 2015). Die Schnellmessgeréte
fiir das SAA erlauben ein sofortiges Ergebnis vor Ort und sind mit einem geringen

Kostenaufwand verbunden ist.

4.5.7. SAA und Neoplasien

Eine erhohte Plasma — Konzentration von SAA kann auch bei tumordsen
Erkrankungen beobachtet werden (CRAY et al., 2009). Dies kann zum einem durch
die von dem Tumor hervorgerufene Entziindung und dem Gewebeschaden
verursacht werden (WEINSTEIN et al., 1984). Es zeigte sich jedoch auch, dass
einige Tumorgewebe in der Lage sind das SAA zu exprimieren. In der
Humanmedizin konnte diese Expression bei Darmkrebs, Eierstockskrebs und
verschiedenen histologischen Formen von Gebarmutterkrebs nachgewiesen werden

(GUTFELD et al., 2006; COCCO et al., 2009; COCCO et al., 2010; URIELI —
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SHOVAL et al., 2010). Uber einen Rezeptor — vermittelten Mechanismus erlangt
das Tumorgewebe durch die Expression von SAA mRNA und dem SAA einen
Vorteil gegeniiber dem Immunsystem des Wirtsorganismus. Das vom Tumor
freigesetzte SAA bindet an den Rezeptor FPR2 von neutrophilen Granulozyten,
welche darauf das IL — 10 produzieren. Dieses IL — 10 unterdriickt die T — Zell —
Immunitét und verschafft somit den Tumorzellen Vorteile (DE SANTO et al., 2010;
MOSHKOVSKII, 2012).

In einer Studie von MIGLIO et al. (2019) wurden 4 Pferde mit verschiedenen
Formen von Lymphomen (1) T — Zell Lymphom im Darm, 2) B — Zell Lymphom
in der Milz, 3) peripheres T — Zell Lymphom, 4) T — Zell reiches B — Zell Lymphom
am 3. Augenlid) klinisch und histologisch untersucht. Bei drei Pferden konnte eine
erhohte SAA — Konzentration festgestellt (SAA — Konzentration: 1) 492,1 mg/l; 3)
32 mg/l; 4) 27,9 mg/l). Einzig das Pferd mit dem Lymphom in der Milz zeigte nach
dem Referenzbereich (0,5 — 20 mg/L) in dieser Studie keine erhohten SAA — Werte
(10,3 mg/l).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Plasma — Konzentration von SAA
bei tumordsen Prozessen steigen kann. Dabei kann die Hohe der Konzentration im
Blut eine begrenzte Aussage iiber das Tumorstadium machen. Mit der
Diagnosestellung eines Tumors korrelierten niedrige SAA — Werte mit einer
verbesserten Prognose fiir das Uberleben des Patienten (BIRAN et al., 1986).
Insgesamt stellt das SAA einen allemal unspezifischen Tumor — Marker da

(MALLE et al., 2009).
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3. Hintergrund und Fragestellung der

wissenschaftlichen Arbeit

Aus der umfangreichen Literaturiibersicht ergibt sich, dass das SAA eines der
wichtigsten APP beim Pferd ist. Entziindliche Reize verursachen einen raschen
Anstieg der SAA — Konzentration um das 1000fache. Durch die kurze HWZ von
SAA fillt dieses bei einer erfolgreichen Behandlung parallel dazu und ist somit ein
wichtiger diagnostischer Parameter in der Pferdemedizin und im Besonderen in der
Uberwachung der Rekonvaleszenzphase. Da die positiven Eigenschaften von SAA
durch das Einsenden von Proben in ein externes Labor zum groflen Teil verloren

gehen, wire ein Test zur Bestimmung dieses APP vor Ort ein grofler Vorteil.

Das Ziel der vorliegenden Studie ist die Validierung eines mobilen
Schnellmessgerites fiir das SAA, dem EquiChek™ — SAA. Dazu werden die
Ergebnisse des EquiChek™ — SAA mit den Ergebnissen einer etablierten Messung
im Labor (ELISA) verglichen und es wird die Korrelation der beiden Methoden
bestimmt. Zusédtzlich soll bestimmt werden, ob das Schnellmessgerit (Pradiktor)

die Ergebnisse der Labormethode (Kriterium) vorhersagen kann.

Weiter soll anhand der Beprobung der Pferde mittels dem EquiChek™ — SAA in
einer Klinik die Praktikabilitit und Einsetzbarkeit des Schnellmessgerites

untersucht werden.

Schlussendlich wird mit Hilfe der Literatur der Messbereich des EquiChek™ —
SAA kritisch begutachtet.

6. Hypothesen

Es wird die Hypothese getestet, ob eine gute Korrelation zwischen den Ergebnissen
der SAA — Konzentration des mobilen EquiChek™ — SAA und des im Labor
verwendeten ELISA besteht (siehe Diskussion, Punkt 3.1.1).

AuBerdem soll die Hypothese getestet werden, ob der EquiChek™ — SAA als
Pradiktor fiir den Laborwert (ELISA) als Kriterium fungiert (siehe Diskussion,
Punkt 3.1.2.)
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Tiere

Das Patientengut stammte aus der Pferdeklinik Bieberstein, Thierlstein, in Cham.
Die Untersuchungen wurden an den in dem Zeitraum der Studie zufillig in die
Klinik fiir Pferde eingelieferten Pferden durchgefiihrt. Insgesamt wurden 48 Pferde
untersucht, wobei es sich bei den Pferden um Hengste handelte, welche in der
hiesigen Klinik kastriert wurden. Bei der stationdren Aufnahme der Hengste in die
Klinik wurde das Einverstindnis der Besitzer flir die Untersuchung und
Blutabnahme fiir diese Studie eingeholt. Die Pferde gehorten unterschiedlichen
Altersgruppen (von 1 bis 13 Jahren) an, wobei das Durchschnittsalter 3,4 Jahre
(SD £ 2,0, Medianwert = 3 Jahre) betrug. Bei den Pferden handelt es sich um
gesunde Pferde verschiedener Rassen. Das Patientengut beinhaltete Shetlandponys
(3), Araber (5), Isldnder (7), Haflinger (1), deutsche Reitponys (2), Quarter Horses
(4), Warmbliiter (16), Pinto (4), Andalusier (1), Knabstrupper (1) und Kaltbliiter (2
Noriker, 1 Percheron, 1 siiddeutsches Kaltblut).

Um fiir den elektiven Eingriff der Kastration zugelassen zu werden, wurden die
Hengste einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen. Alle 48 Hengste
wurden fiir die Studie zugelassen. Keiner der Hengste musste aufgrund von
Vorerkrankungen, klinischen schwerwiegenden Erkrankungen oder anderen
Ursachen (z.B. Schwierigkeiten im Umgang) ausgeschlossen werden. Bei allen
Hengsten waren beide Hoden abgestiegen und zeigten keine pathologischen
Verdnderungen. Es wurden nur Pferde in die vorliegende Studie aufgenommen,

welche in der Pferdeklinik Bieberstein einer Kastration unterzogen wurden.
Die Entnahme der Proben erstreckte sich von Mai 2014 bis Mai 2015.

Wihrend ihres Aufenthalts wurden die Hengste in den Klinikboxen der
Pferdeklinik Bieberstein gehalten. Als Einstreu erhielten die Tiere Stroh oder
Sdgespéne. Als Futter bekamen sie 3mal téglich Heu und je nach Anweisung der
Besitzer ein Mischfutter oder Pellets morgens und abends verabreicht. Es bestand
freier Zugang zu einer Selbsttranke oder es wurden Wassereimer bereitgestellt, falls
die Pferde die Selbstrianke nicht gewohnt waren. Orale Medikamente wurden den

Pferden mit einer Maulspritze oder iiber das Kraftfutter verabreicht. Den Hengsten
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wurde einen Tag vor der Kastration, am Tag dieser und einen Tag nach dieser eine
systemische Antibiose verabreicht. Sie bekamen Procain — Penicillin
(15000 I.U./kg Korpergewicht (KG), 1x tédglich, Bela — pharm, Vechta,
Deutschland) intramuskuldr oder falls eine bekannte Penicillin — Unvertriaglichkeit
vorhanden war, Sulfadiazin und Trimethoprim (25 mg/kg KG Sulfadiazin und
5 mg/kg KG Trimethoprim, 2x tédglich, liber mindestens 7 Tage; Medistar,
Ascheberg, Deutschland) oral. Zusétzlich erhielten die Pferde am Tag der
Operation entweder Phenylbutazon (2,2 mg/kg KG, CP — Pharma, Burgdorf,
Deutschland) oder Flunixin meglumin (1,1 mg/kg KG, CP — Pharma, Burgdorf,
Deutschland) iiber den vendsen Zugang. Der jeweilige Schlachtstatus des Pferdes
bestimmte die Wahl der Antiphlogistika. Die antiphlogistische und analgetische

Medikamentation wurde fiir weitere 5 Tage {iber eine orale Applikation fortgesetzt.

2. Chirurgische Methode der Kastration

Nach der vorausgegangenen Allgemeinuntersuchung der Hengste wurden diesen
ein Venenverweilkatheter (Brauniile MT, 4/G12, B Braun, Melsungen AG, Hessen,
Deutschland) in die Vena jugularis externa geschoben und mit dem Faden Polysorb
(Lactomer 9 — 1, USP 3 — 0, 2 Metric, Covidien Deutschland GmbH, Medronic
Company, Neustadt/Donau, Deutschland) befestigt. Als Prdmedikation in der
Ablegebox wurden den Hengsten Xylazin (0,2 mg/kg KG, Xylavet, CP — Pharma,
Burgdorf, Deutschland) verabreicht, bis der gewiinschte Zustand der Sedation
erreicht war. Zum Ablegen wurde den Hengsten eine Kombination aus Ketamin
(2,0 mg/kg KG, Ketamin 10%, Medistar, Ascheberg, Deutschland) und Diazepam
(0,05 mg/kg KG, Rotexmedica, Trittau, Deutschland) in den Venenverweilkatheter
gegeben. Das Ablegen erfolgte kontrolliert zwischen einer festen und einer mobilen

Wand.

Die Kastration erfolgte durch 2 Chirurgen der Pferdeklinik Bieberstein unter
allgemeiner Anésthesie. Wahrend der Operation erfolgte iiber einen Trachealtubus
nach RUSCH (Eichemeyer, Tuttlingen, Deutschland) eine Inhalationsnarkose mit
einem Gemisch von Sauerstoff, Isofluran (Isofluran CP, CP — Pharma
Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, Deutschland) und Stickstoffmonoxid
(Eichstetter GmbH, Ziefling — Bierl, Cham).
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Alle Pferde wurden in Riickenlage bedeckt kastriert, angelehnt an die Methode,
welche bei SEARLE et al. (1999) beschrieben wurde.

Parallel zur Raphe scroti wurde ein circa 3 Zentimeter langer Schnitt mit dem
Skalpell durchgefiihrt, wobei die Haut des Skrotums, die Tunica dartos, die Fascia
speramtica externa und interna durchtrennt wurden. Der Hoden wurde zusammen
mit der Lamina parietalis der Tunica vaginalis (Processus vaginalis) von der
Fascia spermatica interna mit einem Tupfer (Vlieskompresse, Nobatop 8,
Nobamed Paul Danz AG, Wetter/Ruhr, Deutschland) gelost, sodass der Musculus
cremaster und die Lamina parietalis freigelegt waren. Der Emaskulator nach
SAND (Eickemeyer — Medizintechnik fiir Tierdrzte KG, Tuttlingen, Deutschland)
wurde um die so gut zugdnglichen Strukturen angesetzt und diese wurden fiir 10
Sekunden gequetscht. Danach erfolgte eine Ligatur mit dem Faden SyntheSorb
(Polyglycolic Acid, USP 5, Metric 7, Vomel, Kronberg, Deutschland). Zum Hoden
hin erfolgte ein weiteres Abquetschen der Strukturen mit dem Emaskulator, wobei
distal davon der Hoden mit dem Skalpell absetzt wurde. Bei dem 2. Hoden erfolgte
das Vorgehen iiber den gleichen Zugang und auf die gleiche Art. Das Skrotum
wurde mit einem Polysorb (Lactomer 9 — 1, USP 3 — 0, 2 Metric, Covidien
Deutschland GmbH, Medronic Company, Neustadt/Donau, Deutschland) iiber eine
fortlaufende Naht (Kiirschnernaht) verschlossen. Danach wurden die Pferde in eine
gepolsterte Aufwachbox abgelegt und der Trachealtubus gezogen, sobald das Pferd
geschluckt hat. Die Aufstehphase fand unter Sichtkontrolle statt.

3. Klinische Untersuchung der Pferde

Die Pferde wurden vor und 22 bis 26 hr nach der Kastration einer klinischen
Allgemeinuntersuchung unterzogen. Die Herzfrequenz wurde mittels eines
Stethoskops im Bereich der Regio cubiti auskultiert Die Atemfrequenz wurde
ermittelt, in dem man die Atembewegung an dem Brustkorb und an der Flanke
zahlte. Die Schldge des Herzens und die Atembewegung des Brustkorbes wurden
fiir 15 Sekunden gezédhlt und anschlieend mit 4 multipliziert. Daraus ergab sich
die Herzfrequenz bzw. Atemfrequenz pro Minute. Zusitzlich wurden noch die
beiden Lungenfliigel mittels eines Stethoskops abgehdrt und auf inspiratorische und
exspiratorische Atemgerdusche und pathologische Befunde geachtet. Die innere

Korpertemperatur wurde mittels eines digitalen Thermometers (VT 1831, microlife
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AG, Widnau, Schweiz) rektal in Grad Celsius (°C) gemessen. Uber Palpation
wurden die Lymphonodi (Lnn.) mandibulares auf ihre GroBBe, Form,
Verschieblichkeit und Schmerzhaftigkeit liberpriift. Die Lnn. mandibulares sollten
physiologisch haselnuBBgrof3, weich, gelappt, verschieblich und nicht schmerzhaft
sein (WISSDORF et al., 2002). Davon abweichende Befunde wurden als
pathologisch eingestuft.

4. Probengewinnung

Im Rahmen der klinischen Allgemeinuntersuchung wurden fiir die Studie
Blutproben genommen. Dies erfolgte sowohl vor der Kastration als auch 22 bis 26
hr nach der Kastration. Nach lokaler Desinfektion der Haut mit Alkohol wurden
von der Vena jugularis externa mittels dem BD Vacutainer® SST™ II Advance
Rohrchen (Becton Dickinson Diagnostic Praenalytical Systems, Heidelberg,
Deutschland) Serum und mittels einer Einmalspritze Vollblut gewonnen. Das BD
SST™ I Advance Rohrchen enthilt Silikapartikel als Gerinnungsaktivator und das

inerte Gel dient als Diffusionsbarriere zwischen Serum und Blutkuchen.

Hengsten, welche bei der Untersuchung vor der Kastration einen hohen SAA —
Wert mittels der EquiChek™ — SAA Methoden aufwiesen, wurden zusitzlich noch
Blut mit den BD Vacutainer® EDTA (Ethylen — Diamin — Tetra — Essigsdure) —
Rohrchen abgenommen. Zusédtzlich wurden von 13 weiteren Pferden vor und nach
der Kastration Blut mit den BD Vacutainer® EDTA — Rohrchen genommen. Die
Blutrohrchen enthalten K; EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure, 1,8 mg/ml) als
Antikoagulans und dienten der Ermittlung der Gesamtleukozytenzahl und des Fb

im Labor der Pferdeklinik Bieberstein.

5. Probenaufbereitung

Die vom Hersteller empfohlene Mindestzeit von 30 Minuten fiir die Gerinnung des
Blutes in den BD Vacutainer® SST™ I Advance Réhrchen erfolgte im klinikeigenen
Labor. Danach folgte die Zentrifugation bei 3000 Umdrehungen fiir 5 Minuten,

wobei sich das Serum vom Blutkuchen absetzte und sich so das Serum mittels
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Pipette in Serumtransport — Rohrchen tiberfiihren lieB. Die Serumproben wurden
unmittelbar danach bei — 20°C eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung im

Labor gelagert.

Das Vollblut in den Spritzen wurde sofort nach der Abnahme mittels dem

EquiChek™ — SAA untersucht.

Das EDTA — Blut wurde ebenfalls nach der Abnahme im klinikeigenen Labor

untersucht. Hierbei wurden die Gesamtleukozytenzahl und das Fb bestimmt.

6. Laboruntersuchung

6.1. EquiChek™ — SAA

Unmittelbar nach der Abnahme der Vollblutproben zu beiden Zeitpunkten wurde
die SAA — Messung mittels dem EquiChek™ — SAA durchgefiihrt.

Dem EquiChek™ — SAA liegt das Prinzip eines kompetitiven Lateral Flow Tests
(LFT) zugrunde, einer Mischung aus Diinnschichtchromatographie und
Immunfirbung. In diesem Test ist das Signal umgekehrt proportional zu der
SAA — Konzentration in der Probe. Diese Form von LFT wurde entwickelt, um den

Hook — Effekt zu vermeiden.

Der Hook — Effekt tritt ein, wenn ein Teststreifen mit einem Analyten {iberladen
wird und somit nicht geniigend farbmarkierte AK vorhanden sind, um den Analyten
zu binden. Der nicht farbmarkierte Analyt wandert schneller iiber die Test —
Membran als die farbmarkierten Komplexe (Analyt und farbmarkierte AK) und
besetzt somit zuerst alle Bindungsstellen auf den Linien im Testfenster. Fiir die
farbmarkierten Komplexe ist somit keine Bindungsstelle der Testlinien mehr frei
und somit kann kein farbliches Signal erzeugt werden. Dies fiihrt zu einem falsch

negativen Testergebnis (REY et al., 2017).

Der komplette Aufbau des EquiChek™ - SAA befindet sich in einem
Plastikgebdude und basiert auf einer Trdgerkarte (Backing Card). Die Streifen
enthalten 4 Hauptkomponenten. Das Pad des Probefensters besteht aus Cellulose,

dessen Funktion darin besteht, die Probenfliissigkeit in Richtung der anderen
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Komponenten des LFT zu transportieren. Mittels eines Applikators (Abb. 2)
werden 5 pl der Probenfliissigkeit, in dieser Studie Blut, auf diese Oberfldche
gebracht.

Abbildung 2:
Darstellung des Applikators zum Auftragen des Blutes auf das Probenfenster des
EquiChek™ — SAA.

Zusitzlich werden noch 3 Tropfen einer physiologischen Kochsalzlosung zu dem
Vollblut in das Probenfenster getropft. Diese dient als Laufmittel und gewéhrleistet

eine bessere FlieBgeschwindigkeit {iber das Ergebnisfeld.

Das folgende Konjugatpad enthdlt monoklonale AK (MAK — G), welche mit
Goldpartikel markiert sind, um das nachzuweisenden SAA (den Analyten)

spezifisch zu erkennen und binden.

Auf Grund von Kapillarkriften wandert die Probefliissigkeit auf der
Nitrocellulosemembran weiter zum Testpad. Auf diesem Teil des Pads sind 4
Linien angebracht. Die ersten 3 Linien, die Test — Linien, enthalten fixierte
SAA — Proteine. Die 4. Linie stellt die Kontroll — Linie dar und enthilt fixierte
Liganden welche die MAK — G binden koénnen und somit einen ordnungsgeméaflen

Ablauf der Reaktion signalisieren.

Am Ende des Konjugatpads befindet sich das Absorptionspad. Es dient als eine Art
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Auffangbecken und verhindert den Riickfluss von Probenmaterial.

Bei dem EquiChek™ — SAA lduft die Reaktion wie folgt ab:
Die MAK — G konnen bei diesem Format entweder das in der Vollblutprobe
vorhandene SAA oder das auf den T — Linien fixierte SAA binden, da sie nur eine
Bindungsstelle (Epitop) fiir SAA aufweisen. Weist die Vollblutprobe kein SAA auf,
konnen die MAK — G ungehindert an das SAA auf den Testlinien und ebenso die
Liganden auf der Kontrolllinie binden und damit einen Farbumschlag der Linien
hervorrufen. Es entstehen 4 rote Linien auf dem Testpad des EquiChek™ — SAA
(Abb. 3).

Abbildung 3:
Darstellung des EquiChek™ — SAA bei einem gesunden Pferd mit 4 Linien auf dem

Testpad.

Wenn das SAA in der Vollblutprobe eine hohe Konzentration hat, bindet das SAA
in dem Konjugatpad die vorhandenen MAK — G. Dieser Komplex (SAA - MAK —
G) kann nun nicht mehr an den T — Linien binden, da das Epitop fiir das SAA der
MAK - G besetzt ist, und somit bindet der Komplex nur an der Kontrolllinie. Es
erscheint 1 Linie auf dem Testpad (Abb. 4).
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Abbildung 4:
Darstellung des EquiChek™ — SAA bei einem Pferd mit klinisch signifikanter
Entziindung und somit 1 Linie auf dem Testpad.

Je nach Konzentration von SAA in der Vollblutprobe sind noch ungebundenen
MAK — G im Testfenster vorhanden. Diese konnen an das fixierte SAA auf den

Testlinien binden und zeigen so Konzentrationsunterschiede an.

Bei einem gesunden Pferd erscheinen 4 Linien auf dem Testpad und laut dem
Hersteller handelt es sich um eine SAA — Konzentration von unter 25 mg/l. Bei
einer milden bzw. milden bis moderaten Entziindung sind 3 bzw. 2 Linien zu sehen
und die SAA Konzentrationen betragen 25 — 75 mg/l bzw. 75 — 200 mg/I. Bei einer
Linie auf dem Testfenster liegt die SAA — Konzentration bei iiber
200 mg/l und der EquiChek™ — SAA zeigt eine klinisch signifikante Entziindung
an. Als Ubersicht dient die Tab. 8. Zusiitzlich gibt die Farbintensitit der Linien noch
Auskunft iiber die SAA — Konzentration in der Vollblutprobe. Sollte die SAA —
Konzentration an der Grenze von 200 mg/1 sein, ist die 2. Linie sehr schwach, aber

sichtbar und die Kontrolllinie zeigt einen sehr deutlichen Farbumschlag.
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Tabelle 8:
Ubersicht iiber die Linien des EquiChek™ — SAA und ihren SAA — Konzentrationen

laut dem Hersteller.

EquiChek™ — SAA SAA — Konzentrationen
4 Linien <25 mg/l
3 Linien 25 —-75 mg/l
2 Linien 75 — 200 mg/1
1 Linie > 200 mg/l

Sind auf dem Testfenster weder Testlinien noch die Kontrolllinie zu sehen, ist der

EquiChek™ — SAA ungiiltig.

Nach insgesamt 10 Minuten kann das Ergebnis des EquiChek™ — SAA abgelesen
werden. Die Linien bleiben auch danach noch sichtbar, verblassen aber in ihrer

Farbintensitit.

Die genaue Zusammensetzung und Bezeichnung der verwendeten AK, welche bei
dem Schnelltest EquiChek™ — SAA verwendet werden, wird vom Hersteller nicht
bekannt gegeben. Daher konnte nur die grobe Beschreibung des Ablaufes des
EquiChek™ — SAA beschrieben werden.

Im Zuge der Probenerhebung wurde auch die Praktikabilitdt und sinnvolle
Einsetzbarkeit des EquiChek™ — SAA getestet. Hier wurde vor allem darauf
geachtet, ob der Schnelltest im Stall bzw. in der Klinik am Pferd durchgefiihrt
werden kann, und die Handhabung des EquiChek™ — SAA beurteilt.

6.2. Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Serumproben wurden im gefrorenen Zustand fiir die Bestimmung der SAA —
Konzentration an das Labor der Maynooth Universitit (Accuplex Diagnostik
GmbH, Kildare, Irland) verschickt. Die Proben wurden mit zufilligen Zahlen
kodiert, sodass nicht nachvollzogen werden konnte, welche Probe zu welchem
Zeitpunkt und von welchem Pferd entnommen wurde. Hier wurde fiir die
Bestimmung der SAA — Konzentration ein ELISA mit einem kommerziell

hergestellten Kit (Equine SAA, Tridelta Development Ltd., Bray, Ireland.)
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verwendet. Das Ergebnis der Platten des ELISAs wurde mittels eines Multiscans
Multisoft Photometer (BioTek Synergy HT) abgelesen. Dieser ELISA wurde in der
Publikation von POLLOCK et al. (2005) validiert.

Der ELISA ist ein Sandwich Assay, welcher 2 monoklonale AK gegen equines SAA
benutzt, die fixierten AK auf der 96 — Loch Mikrotiterplatte und die mit
Meerrettichperoxidase (HRP) markierten Detektor — AK. Zu den genauen
Bezeichnungen der AK wurden vom Hersteller keine Informationen gegeben. Als
Standard wurden equine Serumproben benutzt, welche aufbereitetes SAA
enthielten und einen Konzentrationsbereich von 0 — 200 ng/ml aufwiesen. Der
Auftrag der Serumproben erfolgte im Zweifachansatz. Die Serumproben wurden
1:1000 mit 0.05% phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS —
Tween) verdiinnt. Danach wurden 100 pl von der Probe auf der 96 — Loch
Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Platten wurden bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert
und danach folgte 4maliges Waschen der Platten mit PBS — Tween (300 pl pro
Vertiefung). Die restliche Waschfliissigkeit wurde abgeklopft und die HRP
markierten Detektor - AK (100 pl pro Vertiefung) wurden auf die 96 — Loch
Mikrotiterplatte aufgebracht. Im Anschluss erfolgte eine weitere Inkubation fiir 30
Minuten bei 37°C. Danach wurden die Platten mit PBS — Tween gewaschen und
100 pl pro Vertiefung der Substratlosung Tetramethylbenzidin (TMB) wurde fiir
10 Minuten auf die Platte aufgetragen. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit
der Zugabe von 100 pl Schwefelsidure pro Vertiefung. Unmittelbar danach wurde
die optische Dichte der entstandenen Farblosung bei einer Messlédnge von 450 nm

in einem Photometer bestimmt.

Wenn eine Serumprobe die messbare Hochstgrenze des ELISA iiberschritten hat,

wurde die Probe verdiinnt und der Messvorgang fand erneut statt.

6.3. Messung der Gesamtleukozytenzahl

Bei 13 Pferden wurde zusétzlich zu SAA auch die Gesamtleukozytenzahl im Blut
bestimmt. Die Zihlung erfolgte unmittelbar nach der Blutabnahme im
klinikeigenen Labor der Pferdeklinik Bieberstein. Hierzu wurde das Blut mit
EDTA — Rohrchen entnommen. Die Leukozytenzidhlung erfolgte mit dem Leuko —
TIC — System (Bioanalytic GmbH, Umkirch/Freiburg, Deutschland). Mittels einem
End — to — End Kapillarrhrchen (20 pl, Bioanalytic GmbH, Umkirch/Freiburg,
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Deutschland) wurde aus dem EDTA — Rohrchen selbststindig Blut gezogen. Das
Kapillarrdhrchen wurde dann in ein bereits mit Reagenz (Tiirk’sche Losung,
Kombination aus Essigsdure und Methylenblau, Bioanalytic ~GmbH,
Umkirch/Freiburg, Deutschland) gefiilltes Gefd3 gegeben. Die Reagenzien
hédmolysieren die Erythrozyten und verhindern eine Blutgerinnung. Zusitzlich
farben sie die Gesamtleukozyten an und fiithren so zu einer Hervorhebung dieser.
Nach Verschluss des Gefdlles wurde dieses geschwenkt, bis das Blut vollstindig
aus dem Rohrchen in das Reagenz gelaufen ist. Danach wurde das Reagenzgefal3
fiir mindestens 30 Sekunden stehen gelassen, bis die Himolyse abgelaufen ist. Die
Zihlkammer wurde mit einem Deckglaschen abgedeckt. Mittels einer
Kammerfiillkapillare (Bioanalytic GmbH, Umkirch/Freiburg, Deutschland;) wurde
aus dem Reagenzgefdll das Blut — Reagenz — Gemisch durch Kapillarwirkung
gezogen und in den Spalt zwischen Zidhlkammer und Deckglédschen gebracht. Das
Gemisch wurde selbstindig in die Zdhlkammer hineingezogen. Die Zahlkammer
wurde auf den Kreuztisch des Mikroskops (Eickemeyer — Medizintechnik fiir
Tierdrzte KG, Tuttlingen, Deutschland) eingespannt und die Gesamtleukozyten
wurden maanderformig in den 4 Neubauer — improved Zéhlkammern ausgezihlt.
Die jeweilige Anzahl der Gesamtleukozyten der 4 Eckquadranten wurden addiert

und mit 50 multipliziert. Als Ergebnis erhélt man die Gesamtleukozyten pro pl Blut.

Der Referenzbereich fiir die Gesamtleukozyten liegt beim Pferd zwischen 5 und
10 G/1 (bzw. 5000 und 10000 Leukozyten pro ul Blut; 5 — 10 x 10> WBC/ul) (DVG,
1982).

6.4. Fibrinogenmessung

Neben den Leukozyten wurde auch das Fb im klinikeigenen Labor bestimmt. Als
Messmethode wurde die Hitze — Prizipitationsmethode von MILLAR et al. (1971)
gewidhlt. Die Beprobung erfolgte in 2facher Ausfiihrung. Aus dem EDTA —
Blutréhrchen wurde mittels 4 Hamatokrit — Kapillaren (Servoprax GmbH, Wesel,
Deutschland) Blut entnommen. Der Verschluss der Kapillaren erfolgte an einem
Ende mit einem Versiegelungskitt (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland). Die Rohrchen wurden bei 5000 Umdrehungen pro Minute fiir 3
Minuten zentrifugiert (Haematokrit, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Zwei der

Rohrchen wurden nach Entnahme der Zentrifuge im Bereich des Plasmaspiegels
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gebrochen und einzelne Tropfen des Plasmas wurden auf die Probefliche eines
Handrefraktometers (Eickemeyer — Medizintechnik fiir Tierdrzte KG, Tuttlingen,

Deutschland) gebracht, um das Gesamteiweill der Blutprobe zu bestimmen.

Die beiden anderen Rohrchen wurden unmittelbar nach der Zentrifugation fiir eine
Minute in den Fb — Prézipitator IDEXX Fb Prézipitator, Becton Dickinson & Co,
Heidelberg, Deutschland) platziert. Hier erfolgte die Ausfillung des Fb bei 56°C.
Danach erfolgte eine 2. Zentrifugation bei 5000 Umdrehungen pro Minute fiir 3
Minuten und eine erneute Bestimmung des Gesamteiweifles wurde durchgefiihrt.
Die Differenz zwischen beiden Ergebnissen der Refraktormetermessung ergab die

Fb — Konzentration in mg/dl.

Der Referenzbereich wurde nach JACOBSEN und ANDERSEN (2007) und
CRISMAN et al. (2008) bei 200 bis 400 mg/dl festgelegt.

7. Statistische Auswertung und Darstellung der

Ergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS Version 25.0.
Zunichst wurden die SAA — Konzentrationswerte, welche im Labor mittels ELISA
gemessen wurden, in die Werte — Bereiche der Linien des EquiChek™ — SAA
umgerechnet (Tab. 9). Damit konnten die beiden Messverfahren statistisch

verglichen werden.

Tabelle 9:
Recodierung der Messergebnisse des ELISA in die Linien des EquiChek™ — SAA.

Konzentration der SAA — Konzentration Recodierung in Linien des
(ELISA) EquiChek™ — SAA
0—24 mg/l 4
25 —-75 mg/l 3
76 — 200 mg/ml 2
> 200 mg/l 1

Im nichsten Schritt wurden die Variablen deskriptiv betrachtet und jeweils

Mittelwerte, Standartabweichungen, Medianwerte, Minima und Maxima berechnet.
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Fiir die Berechnungen der nachfolgenden Tests (t — Test fiir abhéngige Stichproben,
Korrelation nach Bravais — Pearson, lineare Regression) der SAA —
Konzentrationen (n = 48) und der Rektaltemperaturen (n = 45) konnte auf Grund
des zentralen Grenzwertsatzes die Normalverteilung angenommen werden, da die

Anzahl n grofer als 30 war (KWAK und KIM, 2017).

Da die Konzentrationsmessungen der Gesamtleukozyten und der Fb — Werte nur
bei 13 Pferden durchgefiihrt wurden, musste der Kolmogorov — Smirnov — Test
kldren, ob die Daten ebenfalls normalverteilt waren. Die Normalverteilung war nur
bei der Messung der Gesamtleukozyten gegeben, daher wurde fiir die Berechnung

der Mittelwertdifferenz von Fb der Wilcoxon — Test verwendet.

Die Mittelwertdifferenz fiir die SAA — Konzentrationen wurde fiir die beiden
Zeitpunkte und fiir die beiden verschiedenen Messmethoden jeweils mit dem t —
Test fiir abhingige Stichproben untersucht. Dieser Test wurde auch fiir die
Berechnung der Mittelwertdifferenz der Gesamtleukozyten und der

Rektaltemperaturen angewandt.

Fiir den Vergleich der beiden Messmethoden (EquiChek™ — SAA und ELISA)
wurde die Korrelation nach Bravais — Pearson berechnet. Die Korrelation wurde
zum einem mit den Werten vor der Kastration (niedrige SAA — Konzentrationen)
und zum anderem mit den Werten nach der Kastration (hohe SAA — Konzentration)

untersucht.

Um eine Aussage treffen zu konnen, ob der EquiChek™ — SAA ein signifikanter
Pridiktor (Vorhersagewert, unabhéngige Variable) fiir die Ergebnisse des ELISAs
(Kriterium, abhéngige Variable) darstellt, wurden 2 lineare Regressionen zu den

beiden Zeitpunkten (vor und nach der Kastration) berechnet.
Das Signifikanzniveau wurde wie folgt festgelegt:

p = 0,05 nicht signifikant

p <0,05 signifikant

p <0,001 hochsignifikant

Alle Grafiken wurden mit Hilfe von SPSS erstellt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Klinische Untersuchung

An allen Hengsten, welche fiir die Kastration in der Klinik eingestellt wurden,
wurden im Rahmen dieser Studie 2 klinische Allgemeinuntersuchungen
durchgefiihrt. Diese fanden vor (am Tag vor der Operation oder am Tag der
Kastration, t;) und nach der Kastration (22 bis 26 hr nach der Operation, t») statt
und wurden zum gleichen Zeitpunkt wie die Blutabnahmen durchgefiihrt. Die zu
bestimmenden Parameter waren die Herzfrequenz, die Atemfrequenz, die innere
Korpertemperatur, die Palpationsbefunde der Lnn. mandibulares und die

Auskultationsbefunde der Lunge.

Bei allen in die Studie aufgenommenen Hengsten waren beide Hoden abgestiegen

sowie adspektorisch und palpatorisch unauftillig

1.1. Herzfrequenz und Atemfrequenz

Die Herzfrequenz lag bei allen Pferden zum Zeitpunkt vor der Kastration im Mittel
bei 40 Schldgen pro Minute (SDy + 6,2; Median = 36 Schlége pro Minute) und nach
der Kastration bei 41 Schldgen pro Minute (SDy = 6,7; Median = 40 Schlige pro
Minute).

Siebenundzwanzig Pferde (56,3%) hatten zum Zeitpunkt vor der Kastration eine
Herzfrequenz von 28 bis 40 Schldgen pro Minute, welche somit im Referenzbereich

von DIETZ und HUSKAMP et al. (1999) und WISSDOREF et al. (2002) lag.
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Abbildung 5:

Die Herzfrequenz (Schldge pro Minute) der 48 Patienten prd (1) — und postoperativ
(2). Angegeben sind die jeweiligen Medianwerte (50%), die Minimal — und
Maximalwerte und die Box (Interquartalabstand; 25 — 75%) der Herzfrequenz.
Griin unterlegt: Referenzbereich der Herzfrequenz nach HUSKAMP et al. (1999)
und WISSDOREF et al. (2002).

Bei 21 Pferde (43,8%) war der Referenzbereich der Herzfrequenz vor der
Kastration geringgradig iiberschritten (sieche Abb. 5). Neunzehn Pferde (39.6%)
hatten eine Herzfrequenz von 44 bis 48 Schlidgen pro Minute und 2 Pferde (4,2%)

eine Herzfrequenz von 52 Schldgen pro Minute.

Bei der 2. Untersuchung, welche circa 22 bis 26 hr nach der Kastration stattfand,
wiesen 28 Wallache (58,3%) eine Herzfrequenz im Referenzbereich auf. Bei 20
Wallachen (41,7%) wurde eine Herzfrequenz tiber dem Referenzwert gezéhlt (siche
Abb. 5). Davon wiesen 16 Pferde (33,3%) eine Herzfrequenz im Bereich von 44 bis
48 Schldgen pro Minute und 4 Pferde (8,3%) eine Herzfrequenz von 52 Schlidgen

pro Minute auf.

Insgesamt  fallt auf, dass die Bereiche der Herzfrequenzhdhe
(28 bis 52 Schldge pro Minute) zu beiden Zeitpunkten gleich ausfielen und sich nur
die Verteilung der Anzahl der Pferde zu beiden Zeitpunkten unterschied (siche Abb.
5 und 6).
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Abbildung 6:

Streudiagramm der Herzfrequenz (gemessen in Schlige pro Minute) der 48
Patienten prd (1) — und postoperativ (2). Griin unterlegt: Referenzbereich nach
HUSKAMP et al. (1999) und WISSDORF et al. (2002).

Die Atemfrequenz betrug im Mittel zum Zeitpunkt vor der Kastration 14 Atemziige
pro Minute (SDu + 4,9; Median = 12 Atemziige pro Minute) und nach der
Kastration 16 Atemziige pro Minute (SDp + 5,6; Median = 16 Atemziige pro
Minute). Damit lagen beide Mittelwerte im Referenzbereich nach HUSKAMP et
al. (1999) und WISSDOREF et al. (2002).

Einzeln  betrachtet lag die  Atemfrequenz  bei 39  Hengsten
(81,3%) zum Zeitpunkt vor der Operation im Referenzbereich zwischen 8 und 16
Atemziige pro Minute. Bei 9 Hengsten (18,8%) waren Atemfrequenzen zwischen

17 und 28 Atemziigen pro Minute zu beobachten (siche Abb. 7).
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Abbildung 7:

Darstellung der Atemfrequenz (Atemziige pro Minute) der 48 Patienten prd (1) —
und postoperativ (2). Angegeben sind die jeweiligen Medianwerte (50%), die
Minimal — und Maximalwerte, die Box (Interquartalsabstand, 25 — 75%) und die
Ausreiffer (Einzelwerte, 1,5 x Interquartalabstand) der Atemfrequenz. Griin
unterlegt: Referenzbereich nach HUSKAMP et al. (1999) und WISSDORF et al.
(2002).

Nach der Kastration war die Atemfrequenz bei 38 Pferden (79,2%) im
Referenzbereich. Zehn Pferde (20,8%) wiesen eine Atemfrequenz oberhalb des

Referenzbereiches auf, welche zwischen 17 bis 28 Atemziige pro Minute lag.

Auch hier kann Anhand der Abb. 8 entnommen werden, dass sich die individuellen
Hohen der Atemfrequenzen vor und nach der Kastration nicht unterschied. Die
Verteilung der Werte, welche oberhalb des Referenzbereiches lagen, war hier fast
dhnlich. Wahrend vor der Kastration 9 Pferde (18,8%) Atemfrequenzen oberhalb

der Referenzen aufwiesen, waren es nach der Kastration 10 Pferde (20,8%).



IV. Ergebnisse 69

30
[ ] L]
25
L ] [ ]
N
$ 20 . .
g
15 - =
S
« . .
10
L ] ®
5
0
1 2
Zeitpunkt
Abbildung 8:

Streudiagramm der Atemfrequenz (gemessen in Atemziige pro Minute) der 48
Patienten prd (1) — und postoperativ (2). Griin unterlegt: Referenzbereich der
Atemfrequenz nach WISSDORF et al. (2002).

1.2. Innere Korpertemperatur

Die Bestimmung der inneren Kdrpertemperatur konnte vor und nach der Kastration
nur bei 45 Pferden durchgefiihrt werden. Drei Tiere konnten auf Grund ihres
Verhaltens nicht gemessen werden. Nach WISSDORF et al. (2002) liegt die
physiologische innere Korpertemperatur beim Pferd zwischen 37.0°C und 38.0°C.

Zum Zeitpunkt vor der Kastration lag die durchschnittliche innere

Korpertemperatur bei 37,5°C (SDy + 0,4; Median = 37,5°C).

Es konnte bei 4 Hengsten (8,9%) eine geringgradige Erhohung der inneren
Korpertemperatur festgestellt werden, welche sich zwischen 38,1°C und 38,4°C
bewegte (Abb.9). Zwei Pferde erhielten am Tag vor der Messung je eine Impfung
gegen Tetanus (sieche Tab. 10). Bei den beiden anderen Hengsten konnte in der
Anamnese kein Grund fiir die Temperaturerhohung gefunden werden. Der Punkt
2.6. (in den Ergebnissen) befasst sich genauer mit Pferden, welche Auffilligkeiten
bei der klinischen Untersuchung bzw. Messung von Parametern zeigten und stellt

die Zusammenhinge mit anderen klinischen Parametern und Laborwerten dar.
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Tabelle 10:
Auflistung der 4 Pferde, welche eine innere Korpertemperatur tiber dem

Referenzbereich nach WISSDORF et al. (2002) aufwiesen.

Proband Innere Maogliche Griinde fiir eine
Korpertemperatur Erhohung

7 38.1°C Tetanus — Impfung am Tag vor der
Messung

12 38.4°C Tetanus — Impfung am Tag vor der
Messung

32 38,2°C -

44 38,2°C -

Die Untersuchung der Parameter nach der Kastration fand in einem Zeitraum von
22 bis 26 hr nach der Operation statt. Der Mittelwert lag hier bei 37,9°C

(SDg + 0,4; Median = 37,8°C) und war somit im vorgegebenen Referenzbereich.

Einzeln betrachtet wiesen 16 Pferde (35,6%) nach der Kastration eine innere
Korpertemperatur oberhalb des Referenzbereiches auf (Abb. 9). Der Mittelwert der
inneren Korpertemperatur bei diesen 16 Pferden lag bei 38,4°C (SD + 0,3;
Median = 38,4°C).
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Abbildung 9:
Streudiagramm der inneren Korpertemperatur (gemessen in °C) der 45 Patienten
prd (1) — und postoperativ (2). Griin unterlegt: Referenzbereich der inneren

Korpertemperatur nach WISSDORF et al. (2002).
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Die innere Korpertemperatur zum Zeitpunkt nach der Kastration war im Mittel zwar
signifikant hoher als vor der Kastration (p < 0,001, My = 37,5°C, Mp = 37,9°C,
siche Abb. 10), wobei beide Mittelwerte den Referenzbereich der inneren

Korpertemperatur nicht iiberschritten.
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Abbildung 10:

Die innere Korpertemperatur (gemessen in °C) der 45 Patienten prd (1) — und
postoperativ (2). Angegeben sind die Medianwerte (50%), die Minimal — und
Maximalwerte und die Box (Interquartalabstand; 25 — 75%) der inneren

Korpertemperatur. Griin unterlegt: Referenzbereich der inneren Kérpertemperatur

nach WISSDORF et al. (2002).

1.3. Palpationsbefunde der Lymphonodi mandibulares

Zum Zeitpunkt vor der Kastration wiesen 6 Hengste (12,5%) unilateral
geringgradig und 1 Hengst (2,1%) bilateral geringgradig geschwollene Lnn.
mandibulares auf. Die geringgradig vergroBerten Lnn. mandibulares waren
weiterhin weich, gelappt, verschieblich und nicht druckdolent. Nach der Kastration
ergab der Palpationsbefund der Lnn. mandibulares bei 11 Pferden (22,9%) eine
geringgradige Schwellung, bei 7 Pferde (14,6%) uni — und bei 4 Pferden (8,3%)
bilateral. Auch hier war nur die GroBBe der Lnn. mandibulares auffallend. Fiinf
Pferden (10,4%) waren schon am Vortag bei der Untersuchung mit einem vom

Normalbefund abweichenden Ergebnis aufgefallen.
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Die Tab. 11 gibt eine Ubersicht der vom Normalbefund abweichenden Befunde.

Tabelle 11:
Palpationsbefunde der Lnn. mandibulares prd (t;) — und postoperativ (t2). (0bB. =

ohne besonderen Befund).

Sl Palpationsbefunde der Lnn. mandibulares
t1 2

2 obB. links: ggr. vergrofert

3 obB. links: ggr. vergrofert
4 obB. bilateral: ggr. vergrofert
6 rechts: ggr. vergrofBert rechts: ggr. vergrofBert
12 rechts: ggr. vergrofBert rechts: ggr. vergrofBert
22 links: ggr. vergrofert bilateral: ggr. vergrofert
26 links: ggr. vergrofert obB.

29 obB. links: ggr. vergrofert
30 obB. bilateral: ggr. vergrofert
33 links: ggr. vergrofert links: ggr. vergrofert
37 bilateral: ggr. vergrofert bilateral: ggr. vergrofert
39 links: ggr. vergroBert obB.

40 obB. links: ggr. vergrofert

1.4. Auskultation der Lunge
Zu beiden Zeitpunkten der Allgemeinuntersuchung konnten bei keinem der Pferde
pathologische Befunde bei der Auskultation der beiden Lungenfliigel festgestellt

werden.

2. Laboruntersuchungen

2.1. EquiChek™ — SAA
Vor der Kastration wurden im Mittel 3,7 Linien (SDu £ 0,9; Median = 4 Linien)

mittels des EquiChek™ — SAA gemessen.

Bei 43 Pferden (89,6%) wurde eine SAA — Konzentration von unter 25 mg/l (4

Linien) gemessen, welche nach den Angaben des Herstellers des EquiChek™ —
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SAA bei einem gesunden Pferd vorliegt. Bei 5 Hengsten (10,4%) konnte eine
klinisch signifikante Entziindung mittels des EquiChek™ — SAA (1 Linie)
festgestellt werden. Hier lag die SAA — Konzentration nach dem Hersteller bei iiber
200 mg/l. Zu diesen 5 Pferden wird in einem nachfolgenden Abschnitt (siche Punkt

2.6. der Ergebnisse) noch genauer Stellung bezogen.

Nach der Kastration war der Mittelwert bei 1,3 Linien (SDp £ 0,8; Median = 1
Linie). Bei 41 Wallachen (85,4%) wurde 1 Linie im EquiChek™ — SAA beobachtet
(iiber 200 mg/1). Bei 3 Wallachen (6,3%) lag laut dem Hersteller des EquiChek™
— SAA keine Entziindung (4 Linien, unter 25 mg/l) vor. Bei 2 Wallachen (4,2%)
konnten 3 Linien im EquiChek™ — SAA (25 — 75 mg/1) und bei 3 Wallachen (6,3%)
2 Linien (75 — 200 mg/l) im Testfenster des EquiChek™ — SAA beobachtet werden.
Als Ubersicht dient die nachfolgende Tab. 12.

Tabelle 12:
Ergebnis der EquiChek™ — SAA — Messung (Angaben in Linien) prd (t;) — und

postoperativ ().

. Mittelwert .. . .
Zeitpunkt (Standardabweichuns) Minimum | Maximum | Median | Anzahl
t1 3,7(£0,9) 1 4 4 48
t2 1,3 (£0,8) 1 4 1 48

Die Messergebnisse des EquiChek™ — SAA ergaben einen hochsignifikanten
Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten (sieche Abb. 11). Die nach der
Kastration gemessene SAA — Konzentration war signifikant erhdht im Vergleich zu

der vor der Kastration gemessenen Konzentration (t(48) = 14.78, p <0.001).
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Abbildung 11:
Einfaches Fehlerbalkendiagramm fiir die EquiChekTM — SAA — Mittelwerte prd (1)
— und postoperativ (2). Angegeben sind die Mittelwerte mit einem

Konfidenzintervall von 95%.

Im Verlauf der vorliegenden Studie hat sich gezeigt, dass das Schnellmessgerites
EquiChek™ — SAA am Pferd hinsichtlich der einfachen Handhabung und schnellen
Durchfiihrbarkeit sehr praktikabel ist. Der Test liefert innerhalb von 10 Minuten ein
Ergebnis, welches mit Hilfe der mitgelieferten Beschreibung eindeutig interpretiert

werden kann.

2.2. Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Mittelwert der SAA — Konzentration, welche mit dem ELISA im Labor
gemessen wurde, lag vor der Kastration bei einem Wert von 10,9 mg/l

(SDy + 36,6; Median = 0 mg/1).
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Tabelle 13:
Ergebnisse der Labormessung von SAA (gemessen in mg/l) prd (t;) — und

postoperativ ().

. Mittelwert - . .
Zeitpunkt (Standardabweichuns) Minimum | Maximum | Median | Anzahl
t1 10,9 (£ 36,6) 0 183 0 48
t 215,0 (£259,2) 0 > 800 122 48

Vier Pferde (8,3%) wiesen eine mittels ELISA gemessene SAA — Konzentration
auf, welche deutlich iiber den Referenzwerten verschiedener Autoren (siehe dazu
Tab. 3 in Punkt 4.2. im Literaturteil) lag. Proband 12 hatte eine SAA -
Konzentration von 13 mg/l und befand sich somit nicht eindeutig liber den
genannten Referenzwerten. Punkt 2.6. (der Ergebnisse) bringt die auffilligen
Ergebnisse der Labormessung mit den Ergebnissen des Schnelltests und den
weiteren Parametern der klinischen Untersuchung und des Labors in einen

Zusammenhang.

Bei der 2. Messung 22 bis 26 hr nach der Kastration lag der Mittelwert der SAA —
Konzentration bei 215 mg/l (SDe + 259,2; Median = 122 mg/l).

Damit wiesen nach der Kastration 14 Wallache (29,2%) eine SAA — Konzentration
unter 30 mg/l (Referenzwert nach NUNOKAWA et al., 1993) und 7 Wallache
(14,6%) eine Konzentration unter 7 mg/l (Referenzwert nach HULTEN et al.,
1999b) auf.

Zwischen den beiden Messungen konnte ein hochsignifikanter Unterschied der
SAA - Konzentration beobachtet werden (siche Abb. 12). Die SAA -
Konzentration vor der Kastration war hochsignifikant niedriger als nach der

Kastration (t(48) = 8.17, p <0.001).
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Abbildung 12:

Messergebnisse des ELISA (gemessen in ug/ml) prd (1) — und postoperativ (2).
Angegeben sind die jeweiligen Medianwerte (50%), die Minimal — und
Maximalwerte, die Box (Interquartalabstand; 25 — 75%) und die Ausreifser
(Einzelwerte, © = 1,5 x Interquartalabstand; * > 3,0 x Interquartalabstand) der

Ergebnisse des ELISA. Die Skala ist logarithmisch dargestellt.

2.3. Gesamtleukozyten (White Blood Cell Count, WBC)

Der Mittelwert des Gesamtleukozyten lag vor der Kastration bei 8,0 x 10° WBC/ul
(SD + 1,3 x 10%; Median = 8,4 x 10° WBC/u) und nach der Kastration bei 8,3 x 10
WBC/ul (SD + 1,8 x 10%; Median = 8,4 x 10° WBC/n). Vor der Kastration konnten
Konzentrationen der Gesamtleukozyten zwischen 5,7 x 10° WBC/ul und 9,7 x 10°

WBC/ul gemessen werden und lagen somit im vorgegebenen Referenzbereich

(Abb. 13).

Nach der Kastration konnte bei 2 Pferden (15,4%, Proband 37: 11,6 x 10° WBC/pl,
Proband 39: 11,0 x 10> WBC/ul) eine geringgradige Leukozytose im Blut
festgestellt werden (Abb. 13). Proband 44 zeigte am Tag nach der Kastration eine
Leukopenie (4,4 x 10° WBC/pl).
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Abbildung 13:

Streudiagramm fiir die Zdihlung der Gesamtleukozyten (gemessen in WBC/ul) der
13 Patienten prd (1) — und postoperativ (2). Griin unterlegt: Referenzbereich der
Gesamtleukozyten nach der DVG (1982).

Bei der Messung der Gesamtleukozyten konnte zwischen den beiden Zeitpunkten

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (¢ (13) =— 0.7, p = 0.5; Abb. 14).
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Abbildung 14:

Darstellung der Zdihlung der Gesamtleukozyten (gemessen in WBC/ul) der 13
Patienten prd (1) — und postoperativ (2). Angegeben sind die jeweiligen
Medianwerte  (50%), die Minimal — und Maximalwerte, die Box
(Interquartalabstand; 25 — 75%) und die Ausreiffer (Einzelwerte, ° = 1,5 x
Interquartalabstand) der Zihlung der Gesamtleukozyten. Griin unterlegt:
Referenzbereich der Gesamtleukozyten nach der DVG (1982).

2.4. Fibrinogen
Der Mittelwert der Fb — Messung lag zu beiden Zeitpunkten bei 292 mg/dl (SD +
118; Mediany = 300 mg/dl; Median, = 200 mg/dl) (Abb. 15).

Zum Zeitpunkt der ersten Messung vor der Kastration wies 1 Hengst eine
geringgradige Erhohung des Fb — Wertes auf (Proband 37: 500 mg/dl). Zu diesem

Probanden wird im Punkt 2.6. (der Ergebnisse) noch genauer Stellung bezogen.
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Abbildung 15:

Darstellung der Fb — Messung (gemessen in mg/dl) der 13 Patienten prd (1) — und
postoperativ (2). Angegeben sind die jeweiligen Medianwerte (50%,), die Minimal
— und Maximalwerte und die Box (Interquartalabstand; 25 — 75%) der Fb —
Messung. Griin unterlegt: Referenzbereich von Fb nach JACOBSEN und
ANDERSEN (2007) und CRISMAN et al. (2008).

Nach der Kastration wurde bei 3 Wallachen (23,1%) geringgradig erhohte Fb —
Werte gemessen (Proband 37/38/39: 500 mg/dl), wobei Proband 37 diesen Fb -

Wert schon vor der Operation aufwies.

Die beiden Mittelwerte der Fb — Messung vor und nach der Kastration zeigten keine

signifikante Erh6hung (p = 1; Abb. 15).

2.5. Vergleich beider SAA — Messmethoden
Fiir den Nachweis der Hypothese wurden die beiden Messmethoden fiir das SAA,
der EquiChek™ — SAA und die Labormethode (ELISA), verglichen und die

Korrelation nach Bravais Pearson berechnet.

Hierbei konnte festgestellt werden, dass eine signifikante Korrelation zwischen den
beiden Messmethoden zu beiden Zeitpunkten der Messungen bestand. In der

folgenden Tab. 14 wird dieser Zusammenhang anhand einer Korrelationstabelle
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gezeigt.

Tabelle 14:

Korrelationstabelle der SAA — Konzentration gemessen mit dem EquiChek™ — SAA
(gemessen in Linien) und der Labormethode ELISA (recodiert in Linien) zu den
Zeitpunkten vor der Kastration (t1) und nach der Kastration (t2). Die beiden **

zeigen eine starke, positive Korrelation an.

EquiChek™ — EquiChek™ —
SAAq ELISArec: SAAG ELISArec;
EquiChek™ — )
SAAn
ELISArec: 0,0% i
EquiChek™ —
SAAq 0,1 0,1 -
ELISArec: 0.3 0.2 0,5%* i

Vor der Kastration, bei durchschnittlich niedrigen SAA — Konzentrationen, war die
Korrelation zwischen dem EquiChek™ — SAA und dem ELISA hochsignifikant

(r=0.9, p <0.001) und zeigte damit eine sehr gute Ubereinstimmung.

Bei den hohen SAA — Konzentrationen nach der Kastration war die Korrelation der

beiden Messmethoden ebenfalls signifikant (r = 0.5, p < 0.03).

Der Korrelationskoeffizient (r) macht deutlich, dass die Messung mit niedrigen
SAA — Konzentrationen einen stirkeren Zusammenhang ergibt als mit hohen
Konzentrationen (ru = 0.9; re = 0,5). Dies wird in der nachfolgenden Darstellung

(Abb. 16) grafisch verdeutlicht.
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Abbildung 16:

Darstellung der Mittelwerte resultierend aus der Messung mit dem EquiChek™ —
SAA (blau) und dem ELISA (rot) prd (1) — und postoperativ (2). Die ELISA — Werte
wurden fiir die Darstellung recodiert und in die Linien des EquiChek™ — SAA

umgewandelt.

Zudem konnte mithilfe der linearen Regression festgestellt werden, dass zu beiden
Zeitpunkten der EquiChek™ — SAA einen hochsignifikanten Préadiktor fir die
Labormethode (ELISA) darstellt (ti. § = 0.9, R? = 0.7, p < 0.001; t2. B = 0.5,
R? = 0.2, p < 0.001). Auch bei der linearen Regression liegt ein Unterschied
zwischen den niedrigen und den hohen SAA — Konzentrationen vor. Der § — Wert
zum Zeitpunkt t; ist deutlich hoher als zum Zeitpunkt t> (1= 0.9, B2 = 0.5). Der
EquiChek™ — SAA ist also bei niedrigeren SAA — Werten ein sehr viel genauerer
Pradiktor als bei hoheren Werten fiir die SAA — Konzentration gemessen durch den

ELISA.

2.6. Auffilligkeiten

Bei 5 Pferden (Probanden 7, 10, 12, 27, 37) wurde bereits zum Zeitpunkt vor der
Kastration mithilfe des EquiChek™ — SAA eine klinisch signifikante Entziindung
(eine Linie; SAA > 200 mg/l) festgestellt. Um Messfehler auszuschlieBen wurden
diese Tests 2fach angefertigt. Zusétzlich wurde bei diesen 5 Hengsten im

klinikeigenen Labor die Bestimmung der Gesamtleukozyten und des Fb
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durchgefiihrt, um weitere Entziindungsparameter zu erhalten. Die Tab. 15 zeigt eine
Ubersicht der 5 Hengste, die mit einer klinisch signifikanten Entziindung, gemessen

mit dem EquiChek™ — SAA, auffielen.

Tabelle 15:

Auflistung der Hengste, welche am Tag vor der Kastration mit einer klinisch
signifikanten Entziindung (gemessen mit dem EquiChek™ — SAA) auffillig waren.
Darstellung der Parameter EquiChek™ — SAA, ELISA, Gesamtleukozyten, Fb und
innere Korpertemperatur (KIT).

Gesamt-
. ™ _
LIRS ELISA | leukozyten | Fb KIT
Hengste SAA 3
(Linien) (mg/l) x10 mg/dl °C
WBCs/pl)
Zeit t1 t t1 t t1 t1 t1 t2
7 1 1 94 | >800 13,0 300 | 38,1374
10 1 1 142 | 199 7,5 400 |37,6 | 38,1
12 1 1 13 | >800 7,4 200 |38,4 384
27 1 1 183 | 106 9,0 400 |37,2 38,4
37 1 1 77 | 229 9,1 500 |37,9]37,6

Bei Proband 7 konnte im Blutbild eine deutliche Leukozytose festgestellt werden.
Die Temperatur lag zu diesem Zeitpunkt bei 38,1°C und damit leicht oberhalb des
Referenzwertes. Alle weiteren klinischen Untersuchungen waren obB.. Mittels des
ELISA zeigte sich bei diesem Pferd auch ein deutlich erhohter SAA — Wert
(94 mg/l). Dieser Hengst wurde am Tag vor der Operation mit dem Impfstoff
Equilis® Tetanus (MSD - Tiergesundheit, UnterschleiBheim, Deutschland)
geimpft. Die Messung mit dem EquiChek™ — SAA zeigte einen Tag nach der
Kastration ebenfalls eine klinisch signifikante Entziindung an. Aufféllig war, dass
dieser Wallach bei der Messung mit dem ELISA eine SAA — Konzentration von
iiber 800 mg/1 hatte. Die innere Korpertemperatur lag bei der Untersuchung am Tag

nach der Operation wieder innerhalb des Referenzbereiches (37,4°C).

Proband 10 zeigte bis auf die erhohten SAA — Werte im EquiChek™ — SAA (1
Linie = > 200 mg/l) und gemessen durch den ELISA (142 mg/l) keinerlei
Verdnderungen bei den Laborparametern (Gesamtleukozyten und Fb) oder in der
klinischen Untersuchung. Auch in der Anamnese konnte kein Grund fiir die klinisch

signifikante Entziindung gefunden werden. Am Tag nach der Kastration zeigte der
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EquiChek™ — SAA 1 Linie (SAA — Konzentration von > 200 mg/l). Mittels ELISA
konnte ein Anstieg der SAA — Konzentration auf 199 mg/l gemessen werden. In der
klinischen Untersuchung wies dieser Proband am Tag nach der Kastration eine

innere Korpertemperatur von 38,1°C auf.

Ein ebenfalls am Vortag der Kastration geimpfter Hengst (Proband 12; Equilis®
Tetanus) wies einen nach dem EquiChek™ — SAA gemessenen SAA — Wert
von > 200 mg/l auf, aber keinerlei weitere erhohte Entziindungsparameter
(Gesamtleukozyten und Fb). Die Labormessung ergab bei diesem Pferd lediglich
eine SAA — Konzentration von 13 mg/l. Bei der klinischen Untersuchung hatte
dieser Hengst zum Zeitpunkt vor der Kastration eine geringgradig erhohte innere
Korpertemperatur (38,4°C) und zeigte unilateral geringgradig geschwollene Lnn.
mandibulares. Am Tag nach der Operation konnte mittels dem EquiChek™ — SAA
eine Linie (> 200 mg/l) gemessen werden. Die SAA — Konzentration im Labor war
wie bei Proband 7 bei liber 800 mg/l. Klinisch zeigte der Wallach weiterhin eine
erhohte innere Korpertemperatur (38,4 °C) und unilateral geringgradig

geschwollene Lnn. mandibulares.

Bei dem Proband 27 konnten weder bei der Bestimmung von weiteren
Entziindungsparametern (Gesamtleukozyten und Fb) noch in der klinischen
Untersuchung  Auffilligkeiten gefunden werden. Die Messung der
SAA — Konzentration mittels des ELISAs ergab einen deutlich erhhten Wert
(183 mg/l) und signalisierte, wie auch das Ergebnis des EquiChek™ — SAA, das
Vorliegen einer klinisch signifikanten Entziindung. Uberraschend war das Ergebnis
der Labormessung am Tag nach der Kastration. Dieses ergab zwar eine deutlich
erhohte SAA — Konzentration (106 mg/l), lag dabei aber unter dem Wert am Tag
vor der Kastration. Dagegen zeigte die klinische Untersuchung eine geringgradige

Erhohung der inneren Korpertemperatur (38,4°C).

Proband 37 wies einen Fb — Wert auf, welcher geringgradig iiber dem Referenzwert
lag (500 mg/dl). Die Gesamtleukozyten dagegen befanden sich innerhalb des
Referenzbereiches. Bei diesem Hengst konnte mittels beider Messmethoden eine
erhohte SAA — Konzentration festgestellt werden. Der EquiChek™ — SAA zeigte
1 Linie und die Messung mittels ELISA einen Wert von 77 mg/l. Klinisch konnten
bilateral geringgradig geschwollene Lnn. mandibulares festgestellt werden. Am

Tag nach der Kastration konnte ein Anstieg der SAA — Konzentration (229 mg/l,
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ELISA) und der Gesamtleukozytenzahl (11,6 x 10> WBC/ul) festgestellt werden.
Das Ergebnis des EquiChek™ — SAA (1 Linie) und der Fb — Wert (500 mg/dl)
dnderten sich nicht. Klinisch waren, wie am Tag vor der Kastration, die Lnn.

mandibulares bilateral geringgradig vergrofert.

Allen 5 Hengsten war also der bereits vor der Kastration deutlich erhéhte SAA —
Wert, gemessen mit dem EquiChek™ — SAA, gemeinsam, wihrend die
Gesamtleukozyten, der Fb — Wert und die klinischen Parameter sehr unterschiedlich
verdandert waren. Die SAA — Messung mithilfe des ELISA zeigte bei 4 Pferden
(Probanden 7, 10, 27 und 37) ebenfalls eine deutlich erhohte SAA — Konzentration.
Lediglich Proband 12 wies eine mit dem ELISA gemessene SAA — Konzentration
auf, welche nicht eindeutig eine Entziindung anzeigte (siche dazu auch Tab. 3 in

Punkt 4.2. im Literaturteil).

Proband 32 hatte zum Zeitpunkt vor der Kastration eine geringgradig erhohte innere
Korpertemperatur von 38,2°C. Die klinische Untersuchung und die Messung des
SAA konnten zu diesem Zeitpunkt keine Anzeichen einer Entziindung aufzeigen.
Die Messung der inneren Korpertemperatur am Tag nach der Kastration ergab

38.5°C.

Eine leichte erhohte innere Korpertemperatur (38,2°C) konnte auch bei Proband 44
bei der Erstuntersuchung festgestellt werden. Die Messung von SAA,
Gesamtleukozyten und Fb waren zu diesem Zeitpunkt jedoch ohne Befund
(EquiChek™ — SAA: 4 Linien, ELISA: 1 mg/l, Gesamtleukozyten:
6,5 x 10> WBC/ul, Fb: 400 mg/dl). Bei der Untersuchung am Tag nach der
Kastration lag die innere Korpertemperatur wieder im Referenzbereich. Der
Anstieg der SAA — Konzentration konnte mit beiden Messmethoden gezeigt
werden. Auffillig war hier die Leukopenie (4,4 x 10> WBC/ul) bei der Messung

am Tag nach der Operation.
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V. DISKUSSION

1. Diskussion der Methode

1.1. Auswahl der Operationsmethode und der Testzeitpunkte
Fir die Validierung eines Testsystems werden zum einen niedrig zu testende
Konzentrationen und zum anderen deutlich erhohte Werte bendtigt, um die gesamte

Messbreite des Testsystems iiberpriifen zu konnen.

Ausgehend davon, dass das SAA nach einem invasiven Stimulus einen starken
Konzentrationsanstieg zeigt, wurden in der vorliegenden Arbeit daher fiir die

k™ _ SAA Konzentrationen von

Evaluierung des Schnellmesssystems EquiChe
SAA vor und nach einem standardisierten, operativen Eingriff gemessen. Dafiir
wurde an den in der Studie involvierten Pferden (n = 48) eine Kastration nach
standardisiertem Protokoll von 2 routinierten Chirurgen unter Allgemeinandsthesie
als elektiver Eingriff zwischen Mai 2014 und Mai 2015 durchgefiihrt. Die
Kastration von Hengsten ist der hdufigste Eingriff in der Pferdepraxis (MAASSEN
und GERHARDS, 2009) und wurde als standardisierte Operationsmethode in der
Literatur schon hiufig filir verschiedene Messverfahren von Laborparametern,
insbesondere von SAA, genutzt (PEPYS et al., 1989; NUNOKAWA et al., 1993;
HULTEN et al., 1999b; POLLOCK et al., 2005; JACOBSEN et al., 2005). Die
SAA — Konzentration zeigt einen charakteristischen Verlauf des Anstiegs und des
Absinkens nach einer Kastration (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). HULTEN
et al. (1999b) zeigten in ihrer Studie mittels einer grafischen Darstellung, dass das
Muster des SAA — Verlaufes nach der Kastration bei 7 Pferden mit einem Anstieg

der Konzentration, einem Peak und einem Abfall &hnlich verlief. In der

Konzentrationshohe zeigten sich bei den verschiedenen Pferden Unterschiede.

In der Pferdeklinik Bieberstein stellt die Kastration einen Routineeingriff dar,
welcher von den beiden in der vorliegenden Studie involvierten Chirurgen immer
auf die gleiche Weise ausgefiihrt wurde, um standardisierte Bedingungen zu

gewihrleisten.

Je nach Autoren bzw. Messmethoden (NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN et al.,
1999; JACOBSEN et al., 2006a; JACOBSEN et al., 2006b; JACOBSEN et al.,
2007) wurden in den Blutproben zum Zeitpunkt vor der Kastration daher nicht
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messbare oder sehr niedrige SAA — Konzentrationen bei den Hengsten erwartet
(siche auch Punkt 4.2. im Literaturteil). Bei der Messung mit dem EquiChek™ —
SAA sollten demnach vor der Kastration 4 (unter 25 mg/l) oder 3 (zwischen 25 und

75 mg/l) Linien gemessen werden.

Die 2. SAA — Messung, welche deutlich hohere Werte als bei der 1. Messung zeigen
sollte, wurde nach 22 bis 26 hr nach der Kastration durchgefiihrt. Wie mehrfach in
der Literatur gezeigt werden konnte, 16sen chirurgische Eingriffe eine APR aus und
flihren unter anderem zu erhohten Werten von SAA (PEPYS et al., 1989;
NUNOKAWA et al.,, 1993; HULTEN et al.,, 1999b; MILLER et al., 2003;
JACOBSEN et al., 2005; JACOBSEN et al., 2009). Es folgt ein charakteristischer
Verlauf der SAA — Konzentration mit einem starken und unmittelbaren Anstieg,
einem Peak und einem deutlichen Abfall der SAA — Werte. Schon 6 hr nach einer
Kastration konnte NUNOKAWA et al. (1999) eine Konzentrationserhhung von
SAA messen. Der Zeitpunkt der hochsten SAA — Konzentration wurde in den
meisten Studien 48 hr nach der Kastration gemessen (PEPYS et al., 1989;
NUNOKAWA et al.,, 1993; HULTEN et al., 1999b). POLLOCK et al. (2005)
konnten im Rahmen ihrer Studie einen Peak von SAA 24 hr nach den chirurgischen
Eingriffen (verschiedene elektive Operationen, einschlieBlich Kastrationen)
beobachten. In den Studien wurde die Hohe des Peaks mit sehr unterschiedlichen
Konzentrationen angegeben. Wéhrend bei HULTEN et al. (1999b) die
Konzentrationen von SAA am 2. Tag zwischen 10 und 110 mg/1 lagen, wurden bei
NUNOKAWA et al. (1993) Werte, welche 4 — bis 20mal so hoch wie die
Referenzwerte waren, gemessen. In der Studie von POLLOCK et al. (2005) wurden
24 hr nach den elektiven Eingriffen SAA — Konzentrationen von im Mittel
16,4 pg/ml (SD % 7,1) erreicht. Die Unterschiede konnen zum einem damit erklart
werden, dass in den 3 Studien jeweils unterschiedliche Messmethoden benutzt
wurden und zum anderen durch die Art des chirurgischen Eingriffes.
NUNOKAWA et al. (1993) benutzten einen Immunodiffusionstest (Gel — Filtration
mit Sephadex G — 75), HULTEN et al. (1999b) einen Immunoassay mit
polyklonalem anti — equinem Amyloid A AK und POLLOCK et al. (2005) einen
ELISA (Tridelta Phase Series). JACOBSEN und ANDERSEN (2007) wiesen in
threr Arbeit darauf hin, dass die SAA — Konzentrationen, welche mit verschiedenen
Messmethoden bestimmt wurden, nicht direkt vergleichbar sind und damit absolute

Konzentrationen und Referenzwerte zwischen den Studien variieren konnen.
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Wiéhrend bei NUNOKAWA et al. (1993; n = 6, keine Angaben zum Alter der
Pferde) und HULTEN et al. (1999b; n = 7, keine Angaben zum Alter der Pferde)
nur die Kastration in Allgemeinanésthesie den Stimulus fiir die APR darstellte,
waren bei POLLOCK et al (2005; n = 19, Alter zwischen 6 Monate und 11 Jahren,
Mittelwert 3,4 Jahre) verschiedene elektive Eingriffe (unter anderem Kastration,
Kryptorchidektomie, Laryngoplastik,  Staphylektomie, = Ovarektomie) in
Allgemeinanisthesie der Ausldser fiir den Konzentrationsanstieg von SAA. Uber
die verschiedenen Konzentrationshdhen von SAA in den Studien wird im Punkt
2.2.1 in der Diskussion noch ausfiihrlich diskutiert. Danach zeigte sich ein Abfall
der SAA — Konzentration. NUNOKAWA et al. (1993) berichteten, dass innerhalb
von 3 Wochen die SAA — Konzentration ihr normales Niveau (19,7 pg/ml, SD +
9,6) annahm, wihrend bei HULTEN et al (1999b) bereits 8 Tage nach der
Kastration die Ausgangswerte (< 7 mg/l) erreicht wurde. Die Wallache in diesen
beiden Studien zeigten einen ungestorten Heilungsverlauf nach der Kastration,

womit die Unterschiede der zeitlichen Diskrepanz nicht erklirt werden konnen.

Dieser Konzentrationsverlauf von SAA nach der Kastration zeigt, dass am ersten
Tag nach dem chirurgischen Eingriff mit einer deutlichen Erh6hung von SAA zu
rechnen ist (PEPYS et al., 1989; NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN et al.,
1999b). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie dieser Zeitraum (22

bis 26 hr nach der Kastration) fiir die 2. Beprobung verwendet.

Fiir erh6hte SAA — Konzentrationen lag die Messbreite des EquiChek™ — SAA bei
75 bis 200 mg/1 (2 Linien) und tiber 200 mg/1 (1 Linie). Um also in der vorliegenden
Studie erhohte Konzentrationen mittels dem EquiChek™ — SAA messen und auch
Bereiche  einer milden  bis  moderaten  Entziindung (75  bis
200 mg/1) erhalten zu konnen, wurde die 2. Messung in der Anstiegsphase von SAA
(22 bis 26 hr) nach der Kastration angesetzt.

Zusammenfassend kann behauptet werden, dass die Kastration als standardisierte
Operationsmethode mehrfach als Stimulans fiir die Messungen von
Entziindungsparametern, insbesondere von SAA, in der Literatur Verwendung
gefunden hat. Mit dem charakteristischen und bereits mehrfach definierten Verlauf
von SAA nach dieser Operation konnten die Messzeitpunkte fiir das SAA so
bestimmt werden, dass man sowohl niedrige, mittlere als auch hohe

Konzentrationen von SAA in der vorliegenden Studie erwarten konnte. Fiir die
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Messung von SAA wurden nur Pferde, welche in der Pferdeklinik Bieberstein
kastriert wurden, ausgewdhlt, um standardisierte Rahmenbedingungen zu

gewihrleisten.

1.2. Lagerung der Serumproben
Zu den beiden Zeitpunkten der SAA — Messung wurden zum einen Vollblutproben

und zum anderen Serumproben genommen.

Wihrend die EquiChek™ — SAA — Messung aus dem Vollblut unmittelbar nach
der Blutabnahme stattfand, erfolgte die Verarbeitung der Serumproben im
klinikeigenen Labor. Das Serum wurde unmittelbar nach der Zentrifugation bei
— 20°C eingefroren und bis zum Ende der Probenentnahme gelagert. Die

Lagerungszeit der Proben betrug im Mittel 17,4 Monate (SD + 4,3).

Das Einfrieren bei — 20°C von Serumproben zur Aufbewahrung und spéteren
Messung von SAA wird in der Literatur sehr hiufig beschrieben (HULTEN und
DEMMERS, 2002; ROTHKRANTZ — KOS et al., 2003; POLLOCK et al., 2005;
JACOBSEN et al., 2005; JACOBSEN et al, 2006; NASH et al.,, 2010;
HALTMAYER et al., 2017). Allerdings gibt es widerspriichliche Angaben in

Bezug auf die Lagerung von Serumproben und die Stabilitit von SAA.

TOTHOVA et al. (2012) konnten bei der Lagerung von bovinen Serumproben bei
— 18°C eine signifikante Abnahme der SAA — Konzentration beobachten. Die
Autoren sahen die Griinde der Konzentrationsabnahme von SAA in der Labilitit
und Degradation dieses Proteins, welches aus der Verdnderung seiner molekularen

Konfiguration wiahrend der Lagerung resultierte.

Als weiteren Grund fiir eine mogliche Abnahme der SAA — Konzentration wihrend
der Lagerung ist die Art der Messmethode zu nennen. In dieser Arbeit wurde im
Labor ein ELISA angewandt und dieser benutzte AK, um das SAA zu messen. Wie
in der Studie von HILLSTROM et al. (2010) erwiihnt wird, besteht die Mdglichkeit,
dass einige AK des ELISAs die zum Teil degradierte SAA — Proteine erkannten,

wihrend andere AK diese nicht binden konnten.

Die mogliche Abnahme der SAA — Konzentration wihrend des
Lagerungsvorganges steht im Kontrast zu den Studien von SATOH et al. (1995),
ROTHKRANTZ — KOS et al. (2003), CHRISTENSEN et al. (2013) und
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SCHWARTZ et al. (2018). Die Aufbewahrung von Serumproben bei — 20°C
beeinflusst die Konzentration von SAA nach SATOH et al. (1995) nicht. Auch
ROTHKRANTZ — KOS et al. (2003) sahen bei der Lagerung von humanem SAA
bei — 20°C nach 2 Monaten keinen Einfluss auf die Konzentration. SCHWARTZ et
al. (2018) verwiesen in ihrer Arbeit auf CHRISTENSEN et al. (2012), in deren
Studie Serumproben fiir eine Validierung eines humanen turbidimetrischen

Immunoassays iiber ein Jahr bei — 20°C gelagert wurden.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Lagerung von Serumproben bei
— 20°C fiir die Bestimmung von SAA routinemiBig durchgefiihrt wird. Die hohen
SAA — Konzentrationen bei der 2. Messung und die signifikante Korrelation der
beiden Messmethoden in der vorliegenden Studie lassen darauf schlieen, dass die
Lagerung der Serumproben bei — 20°C keinen Einfluss auf die SAA -

Konzentration hatte.

2. Diskussion der Ergebnisse

2.1. Klinische Parameter

Im Rahmen der prdoperativen Allgemeinuntersuchung der Patienten wurden unter
anderem die Bestimmung der Herzfrequenz, Atemfrequenz und Temperatur

vorgenommen.

Im Mittel hatten die Pferde vor der Kastration eine Herzfrequenz von 40 Schlidgen
pro Minute (SD =+ 6,2; Median = 36 Schldge pro Minute) und befanden sich damit
im Referenzbereich (DIETZ und HUSKAMP, 1999; WISSDORF et al., 2002).
Nach der Kastration lag diese sehr knapp liber dem genannten Referenzbereich, bei

im Mittel 41 Schldgen pro Minute (SD =+ 6,7; Median = 40 Schldge pro Minute).

12
16
Atemziige pro Minute) zu beiden Zeitpunkten im Referenzbereich von WISSDORF
et al. (2002).

Die Atemfrequenz lag mit 14 Atemziige pro Minute (SD + 4,9; Median

Atemziige pro Minute) und 16 Atemziige pro Minute (SD + 5,6; Median

Die Ermittlung der Herzfrequenz kann im  Gegensatz zu der
Atemfrequenzbestimmung nur mit Korperkontakt, der Auskultation im Bereich der

Regio cubiti, ermittelt werden. Alternativ wire die Messung der Pulsfrequenz
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beispielsweise an der Ateria facialis am Unterkiefer des Pferdes zu nennen, wobei
diese mit einer ruhigen Kopthaltung widhrend der Palpation und einer
Unterbrechung des Kauvorgangs des Pferdes verbunden ist und daher auch zu
einem direkten Kontakt mit dem Pferd fiihrt. Da die Erfassung der Herzfrequenz
allerdings nur nach der Kastration erhdhte Werte zeigte, konnte der Einfluss von
Stress aufgrund der Untersuchung in der vorliegenden Studie weitestgehend

ausgeschlossen werden.

Bei der Allgemeinuntersuchung nach der Kastration ist der postoperative Schmerz
als Grund fiir die sehr geringgradig erhohte Herzfrequenz zu nennen (PRITCHETT
et al., 2003; LOVE et al., 2009; SANZ et al., 2009; DE GRAUW und VAN LOON,
2016). Dieser kann trotz der Gabe eines Analgetikums zu einer moderaten
Erhéhung der Herzfrequenz fithren. Zusitzlich konnten individuelle
Verhaltensmuster und physische Unterschiede fiir Schwankungen des Parameters

sorgen (MAY, 2007).

Die innere Korpertemperatur lag zu beiden Zeitpunkten innerhalb des
Referenzbereiches (ti: 37,5°C, SD + 0,4, Median = 37,5°C; t. 37,9°C, SD =+ 0,5,
Median = 37,8°C), aber interessanterweise konnte eine signifikante Erhohung der
inneren Korpertemperatur zwischen beiden Zeitpunkten festgesellt werden
(p < 0.001). Mehrere Studien zeigten, dass eine Kastration als operativer Eingriff
eine Entziindungsreaktion auslost und es zu einer Erhohung der inneren
Korpertemperatur kommen kann (SCHUMACHER et al., 1988; DIETZ et al.,
1990; MAASSEN und GERHARDS, 2009).

Vier Pferde hatten zum Zeitpunkt vor der Kastration eine geringgradig erhohte
innere Korpertemperatur (Nr. 7, 12, 32 und 44). Bei 2 Pferden (Nr. 7: 38.1°C, Nr.
12: 38.4°C) konnte als mogliche Ursache eine Tetanusimpfung am Tag vor der
Untersuchung ermittelt werden. Diese Nebenwirkung wird im Beipackzettel von
Equilis® Tetanus (MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim, Deutschland) genannt.
Auch in der Literatur wird der Anstieg der inneren Korpertemperatur nach
Impfungen gegen das Influenza — Virus, Tetanus — Toxin oder equine Herpes —
Virus beschrieben (ANDERSEN et al., 2012; DUMRATH, 2017). Bei den anderen
beiden Hengsten (Probanden 32 und 44; beide 38,2°C) konnte weder anamnestisch
noch klinisch eine mdgliche Ursache fiir die subfebrile Korpertemperatur gefunden
werden. Insgesamt konnte der gleiche Verlauf der SAA — Konzentration nach der

Kastration (Anstieg) beobachtet werden. Da die innere Korpertemperatur dieser 4
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Pferde nur sehr geringgradig erhoht waren und der klinische Allgemeinzustand der
Hengste vor der Operation gut war, wurden diese Hengste zu der Kastration
zugelassen. Zusitzlich steht in dieser wissenschaftlichen Arbeit der Vergleich der
beiden Messmethoden fiir das SAA im Vordergrund, daher wurden diese

Probanden nicht von der Statistik ausgeschlossen.

Bei der Allgemeinuntersuchung 22 bis 26 hr nach der Kastration lag die innere
Korpertemperatur im Mittel im Referenzbereich (37.0°C bis 38.0°C). Dennoch
fielen einzeln betrachtet 16 der 45 Wallache (35,6%) mit einer erhohten inneren
Korpertemperatur auf, welche im Mittel 38,4°C (SD =+ 0,3; Median = 38,4°C)
betrug.

SCHUMACHER et al. (1988), DIETZ et al. (1990) und MAASSEN und
GERHARDS (2009) konnten in ihren Studien nachweisen, dass bei Pferden nach
einer Kastration mit einem Temperaturanstieg oder mit Fieber zu rechnen ist. In der
Studie von SCHUMACHER et al. (1988) zeigten in den folgenden 11 Tagen 11 der
24 Wallache (45,8%) nach der Kastration zumindest einmal eine erhdhte innere
Korpertemperatur, welche sich zwischen 38,4 und 40,1°C bewegte. Am Tag nach
der Kastration lag die Durchschnittstemperatur bei 38,4°C und damit deutlich iiber
der Durchschnittstemperatur von 37,9°C (SD = 0,5), welche in dieser Arbeit

gemessen wurde.

DIETZ et al. (1990) berichten, dass in ihrer Studie, in der 47 Hengste kastriert
wurden, der durchschnittliche postoperative Temperaturanstieg bis auf 38,6°C

erfolgte.

In der Studie von MAASSEN und GERHARDS (2009) waren nur die Pferde,
welche postoperativ Traumeel® (Biologische Heilmittel Heel GmbH, Baden —
Baden, Deutschland) oder keinen Entziindungshemmer verabreicht bekommen
haben, mit einer Temperaturerh6hung (Durchschnittstemperatur: 38.1°C) auftillig.
Die Pferde der Gruppe, welcher Phenylbutazon (per os, 4,4 mg/kg, 2x téglich,
Hippopalazon, Aristavet Veterindrspezialititen GmbH & Co, Ravensburg,
Deutschland) verabreicht wurde, wiesen im Durchschnitt keine Erhéhung der
inneren Korpertemperatur auf und diese Gruppe stand somit im Einklang zu den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

Insgesamt konnte eine Erhoéhung der Parameter Herzfrequenz und innere
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Korpertemperatur bei den Pferden am Tag nach der Kastration festgestellt werden.
Der Anstieg der durchschnittlichen Herzfrequenz ist jedoch sehr gering und kann
daher vernachldssigt werden. Stress und postoperativer Schmerz konnen Griinde
fir die Erhohung der Herzfrequenz  einzelner = Wallache  sein.
Die innere Korpertemperatur lag im Mittel zu beiden Zeitpunkten im
Referenzbereich. Auf Grund der antipyretischen Wirkung der verabreichten
Entziindungshemmer (Phenylbutazon oder Flunixin meglumin) ist dieses Ergebnis
zu erwarten. Dennoch waren einzelne Pferde mit einer inneren Korpertemperatur
oberhalb des Referenzbereiches auffillig. Dies zeigt, dass die Kastration ein
durchaus  potenter Stimulus fiir eine Entziindung mit folgender

Temperaturerhohung ist.

2.2. Laboruntersuchungen

2.2.1. SAA - Konzentrationen

Die Bestimmung von SAA wurde mit Hilfe zweier Messmethoden zum Zeitpunkt
vor und nach der Kastration durchgefiihrt. Eine unmittelbare Messung fand mit dem
EquiChek™ — SAA am Pferd statt. Die gesammelten Serumproben wurden nach
der Probenerhebung im Labor der Maynooth Universitit mittels eines ELISA
(Equine SAA, Tridelta Development Ltd., Bray, Ireland) ausgewertet.

Der erwartete Konzentrationsanstieg von SAA nach der Kastration, welche der
Stimulus fiir die APR war, konnte mit beiden Messmethoden gezeigt und statistisch
bestitigt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten war vor und
nach der Kastration mittels beider Messmethoden hochsignifikant (EquiChek™ —
SAA: t(48) = 14.8, p <0.001 und ELISA: t(48) = 8.2, p < 0.001).

Die Erhohungen der SAA — Konzentrationen nach der Kastration in dieser Arbeit
stehen im Einklang mit den Studien liber SAA — Werte nach chirurgischen
Eingriffen von PEPYS et al. (1989), NUNOKAWA et al. (1993), HULTEN et al.
(1999b), POLLOCK et al. (2005) und JACOBSEN et al. (2005). Diese Autoren
konnten alle einen deutlichen Anstieg von SAA nach einem chirurgischen Eingriff

messen.

Somit konnte der Schnelltest EquiChek™ — SAA den Konzentrationsanstieg nach
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der Kastration bei der Mehrzahl der Pferde messen (85,4% =~ 1 Linie, 4,2% ~ 2
Linien, 6,3% =~ 3 Linien) und spiegelt die Ergebnisse der Labormethode (ELISA)

wieder.

POLLOCK et al. (2005) und JACOBSEN et al. (2005) verwendeten in ihren
Studien dieselbe Form des ELISAs (Tridelta Development Ltd., Bray, Ireland), mit
welchem auch in dieser Arbeit die SAA — Konzentrationen im Labor gemessen
wurden. Uberraschend war die Tatsache, dass die Konzentrationen von SAA zwar
einen dhnlichen Verlauf zeigten, aber sehr stark in der Konzentrationshohe

variierten.

POLLOCK et al. (2005) berichteten von Durchschnitts — Konzentrationen von
16,4 pg/ml (SD + 7,1) am Tag nach der Operation, wihrend aus einer grafischen
Darstellung von JACOBSEN et al. (2005) am 3. Tag (72 hr) nach der Kastration
sehr hohe Durchschnittswerte im Bereich von 400 pg/ml bis circa
600 pg/ml beobachtet werden konnten. Im Vergleich dazu lag der SAA —
Durchschnittswert in der vorliegenden Studie einen Tag nach der Kastration bei

215 mg/l (SDp + 259,2; Median = 122 mg/l).

Sowohl in der vorliegenden Studie als auch in der Studie von POLLOCK et al.
(2005) wurden alle Pferde in Allgemeinandsthesie operiert. Nach PEPYS et al.
(1989) hat eine Narkose ohne chirurgischen Eingriff keinen Effekt auf die SAA —
Konzentration. Es ist also davon auszugehen, dass die Durchfithrung einer
Allgemeinanésthesie nicht der Grund fiir die Divergenz der beiden
Durchschnittswerte sein konnte. Als moglicher Grund kann aufgefiihrt werden, dass
in der Studie von POLLOCK et al. (2005) unter dem Durchschnittswert von SAA
verschiedene elektiven Eingriffe (Kastration, prothetische Laryngoplastik,
Staphylektomie, Ovarektomie etc.) zusammengefasst wurden. Diese sind mit
unterschiedlich hohen Weichteiltraumata verbunden. In der Studie von
JACOBSEN et al. (2009) konnte gezeigt werden, dass die SAA — Konzentration
die Intensivitdt verschiedener chirurgische Eingriffe (Gruppe 1: Arthroskopie,
Gruppe 2: Laryngoplastik + Ventrikelektomie, Gruppe 3: Laparotomie +

Ovariektomie) wiederspiegelt.

Die Grinde fiir die Differenz der Durchschnittswerte von SAA in dieser Arbeit und

der Studie von JACOBSEN et al. (2005) kdnnen zum einem der Messzeitpunkt (22
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bis 26 hr nach der Kastration versus 72 hr nach der Kastration) und zum anderen
das Auftreten moglicher Komplikationen nach der Kastration sein. Gegen den 2.
Grund (postoperative Komplikationen) spricht jedoch ebenfalls die Studie von
JACOBSEN et al. (2005). In dieser wurde zwischen 2 Gruppen von Pferden
unterschieden, wobei die 1. Gruppe der Pferde einen unkomplizierten Verlauf nach
der Operation mit nur geringgradigen Entziindungsanzeichen lokal an der
Operationswunde zeigte, wihrend die 2. Gruppe postoperativ deutliche klinische
Symptome einer Entziindung entwickelte. Zweiundsiebzig hr nach der Operation
konnte bei der Messung jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen in der Hohe der SAA — Konzentration festgestellt werden. Allein der
weitere Verlauf der SAA — Konzentration zeigte eine Diskrepanz zwischen den
beiden Gruppen. Letztlich konnte kein definitiver Grund fiir die Unterschiede der

Durchschnittswerte nach der Kastration in den 3 Studien ausgemacht werden.

Bei 3 kastrierten Pferden der vorliegenden Studie (Probanden 18, 21, 48; 6,3%)
lagen nach der Operation anhand der mit dem Schnelltest gemessenen SAA —
Konzentrationen keine Entziindungsanzeichen vor (jeweils 4 Linien). Das Fehlen
von Entziindung wurde auch durch die Ergebnisse des ELISAs bestétigt (Proband
18: 5 mg/l; Proband 21: 1 mg/l; Proband 48: 1 mg/l).

Auch in anderen Studien konnte ein dhnliches Phanomen zum einem bei Kiihen
(JACOBSEN et al., 2004) und zum anderen bei Pferden beobachten werden
(JACOBSEN et al., 2006c; JACOBSEN et al., 2008). Bei JACOBSEN et al.
(2006¢) reagierte ein Pferd auf die Injektion von LPS in das Radiocarpalgelenk mit
einer sehr geringen SAA — Konzentrationserhohung, obwohl die klinischen
Entziindungsanzeichen in Form von Lahmbheit, Fieber und Tachykardie sehr
deutlich ausgeprigt waren und der SAA — Anstieg bei den Vergleichsprobanden
deutlich héher ausfiel. Ahnlich verhielt es sich in einer Studie von JACOBSEN et
al. (2004), bei der LPS in die Vene von Kiihen injiziert wurde und darauthin eine
systemische Entziindungsreaktion folgte. Hier entwickelten einige Individuen eine
deutlich schwicher ausgeprigte APR als andere Tiere. JACOBSEN et al. (2006c)
benannten diese Tiere als sog. low responder. Ein Messfehler des EquiChek™ —
SAA konnte in der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit mittels
Wiederholungsmessung zum selben Messzeitpunkt durch den Schnelltest

weitestgehend ausgeschlossen werden.
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Vor der Kastration wurden direkt nach der Blutabnahme mittels des EquiChek™ —
SAA bei 5 Pferden eine klinisch signifikante Entziindung festgestellt. Bei den
Probanden 7, 10, 12, 27, 37 zeigte sich auf dem Probefenster des EquiChek™ —
SAA 1 Linie (siehe dazu auch Punkt 2.6. im Ergebnisteil). Bei 4 dieser Pferde war
auch der Wert von SAA, gemessen mit dem ELISA, deutlich erhoht und lag
deutlich iiber dem Referenzbereich der genannten Autoren. Lediglich Proband 12
wies einen SAA — Wert von 13 mg/l auf und befand sich somit nicht eindeutig iiber
den genannten Referenzwerten (siche dazu auch Tab. 3 in Punkt 4.2. im

Literaturteil).

Bei 2 dieser Pferde (Proband 7 und 12) konnte anhand der Anamnese ein moglicher
Grund fiir diese Entziindungsreaktion gefunden werden (Impfung mit dem Tetanus
— Toxin). Impfungen sind nach ANDERSEN et al. (2012) ein potenter Stimulator
der APR und fiihren zu Konzentrationserhohungen von SAA, welche in der Hohe
vergleichbar sind mit SAA — Werten, welche nach chirurgischen Eingriffen oder
intraartikuléren Injektionen mit LPS gemessen werden. Dies steht auch im Einklang
mit der Dissertation von DUMRATH (2017), in welcher Pferde nach einer
intranasalen Impfung mit attenuiertem equinem Herpesvirus — Impfstoff mit einer
Konzentrationserh6hung von SAA reagierten. Proband 7 wies zudem eine deutliche
Leukozytose (13,0 x 10° WBC/ul) und eine geringgradige erhdhte innere
Korpertemperatur (38,1°C) auf, wihrend Proband 12 nur eine Erhohung der inneren
Korpertemperatur (38,4°C) zeigte. Insgesamt ist festzustellen, dass die Impfung mit
Tetanusvakzinen nicht nur eine starke APR mit einer folgenden SAA —
Konzentrationserh6hung zur Folge haben kann, sondern sich auch andere
Parameter, wie Leukozyten und die innere Kdrpertemperatur, infolge der Impfung
verdnderten. Im weiteren Verlauf blieb Proband 12 nach der Kastration bei einer
geringgradig erhohten inneren Korpertemperatur (38,4°C), wihrend diese von
Proband 7 nach der Kastration wieder im Referenzbereich (37,4°C) lag. Auffillig
war, dass beide Probanden nach der Kastration eine mittels ELISA gemessene SAA
— Konzentration von iiber 800 mg/l hatten. Diese sehr hohen Werte konnen als
Folge der erneuten Induktion einer APR bewertet werden mit der Folge einer
zusitzlichen noch deutlicheren Erhohung von SAA (CRISMAN et al., 2008;
NOLEN — WALSTON, 2015).

Bei den 3 weiteren Probanden (10, 27, 37) mit 1 Linie in der EquiChek™ — SAA —

Messung konnte anamnestisch und klinisch kein Grund fiir die
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Konzentrationserh6hung gefunden werden. Die klinische Untersuchung (kein
Fieber) und die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und des Fb — Wertes
konnten bei Proband 10 und 27 keine weiteren Anzeichen einer Entziindung
feststellen. Dagegen wies Proband 37 geringgradig vergroBerte Lnn. mandibulares
und einen geringgradig erhohten Fb — Wert (500 mg/dl) auf. Ein subklinischer
Infekt der oberen Atemwege oder die Umstallung (Klinik) wiren moglich Ursachen

fiir diese Befunde.

Insgesamt befanden sich diese 5 Hengste bei der Untersuchung vor der Narkose in
einem guten klinischen Allgemeinzustand und wurden daher regulér der Operation
unterzogen. Da in dieser wissenschaftlichen Arbeit der Vergleich der beiden
Messmethoden (EquiChek™ — SAA und ELISA) im Vordergrund steht, wurden

diese Pferde nicht aus den statistischen Berechnungen genommen.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass sowohl mit dem EquiChek™ — SAA als auch
mit der Labormethode der Verlauf der SAA — Konzentration nach der Kastration,
welcher in der Literatur mehrmals beschrieben wurde, zuverlédssig gemessen und
nachvollzogen werden konnte. Auch Probanden, deren Ergebnis nicht dem
eigentlichen Muster (vor der Kastration niedrige Werte, nach der Kastration hohe

Werte) entsprachen, konnten mittels dem EquiChek™

— SAA gefunden werden.
Die Labormethode konnte bei diesen Probanden ebenfalls entsprechende SAA —
Konzentrationen messen. Kritisch anzumerken ist, dass die exakte Hohe der
SAA - Konzentration zwischen den beiden Messmethoden nicht komplett
iibereinstimmte. Zu der Korrelation wird nachfolgend in Punkt 3.1.1. (Hauptfrage)

noch genauer Stellung genommen.

2.2.2. Gesamtleukozyten — und Fibrinogenkonzentration

Vor der Kastration waren einzelne Pferde bei der EquiChek™ — SAA — Messung
durch eine klinisch signifikante Entziindung auffillig. Daher wurden bei einigen
Pferden die Gesamtleukozytenzahl und der Fb — Wert bestimmt, unabhingig von

ihrem EquiChek™ — SAA — Ergebnis zum Zeitpunkt vor der Kastration.

Vor der Kastration wurde bei den 13 Hengsten weder eine Leukopenie noch eine
Leukozytose festgestellt. Der Mittelwert betrug 8,0 x 100 WBC/ul
(SD + 1,3 x 10%; Median = 8,4 x 10° WBC/u) und lag damit im Referenzbereich.
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Da in der Regel gesunde Pferde zu einem elektiven Eingriff, wie der Kastration, in
eine Klinik gebracht werden, waren diese Ergebnisse zu erwarten. Einzig der Faktor
Stress, ausgeldst durch den Transport und den Aufenthalt in einer neuen Umgebung
(Klinik), hitten bei diesen Hengsten zu einer kurzfristigen Leukozytose fithren
konnen. In Stresssituationen werden marginale Granulozyten — Pools mobilisiert,
es erfolgt eine Bluteindickung infolge eines erhdhten Blutdrucks und es kommt zu
einer verstdrkten Filtration von Plasmafliissigkeiten in die Kapillargebiete (MAY,

2007).

Nach der Kastration lag der Mittelwert der Gesamtleukozyten bei 8,3 x 10° WBC/ul
(SD + 1,8 x 10° Median = 84 x 10° WBC/u) und somit ebenfalls im
Referenzbereich der DVG (1982). Dies steht im Einklang mit der Studie von
JACOBSEN et al. (2005), in welcher bei kastrierten Pferden keine signifikante
Erh6hung der Leukozyten gemessen werden konnte. Die Autoren vermuteten, dass
der Grad der Entziindung ausgeldst durch eine Kastration zu gering war, um eine
Erh6hung der Leukozyten hervorzurufen. Wie auch schon andere Autoren zogen
sie daraus den Schluss, dass dieser klassische Entziindungsparameter im Vergleich
zu SAA ein deutlich weniger sensitiver Marker fiir Entziindungen ist (CHAVATTE
et al.,, 1992; STONEHAM et al.,, 2001; HULTEN und DEMMERS, 2002;
JACOBSEN et al., 2005).

Zusitzlich wurde das langsam reagierende Fb bestimmt. Dieser Entziindungswert
ist aufgrund seiner einfachen und preisgiinstigen Nachweismethoden ein in der
Praxis sehr beliebtes APP und wird daher oft in Pferdekliniken zusitzlich zu den
Gesamtleukozyten als Entziindungsparameter bestimmt (JACOBSEN et al., 2005;
JACOBSEN und KJELGAARD — HANSEN, 2008; CRISMAN et al., 2008). Die
Fb — Konzentration beginnt 24 bis 72 hr nach einem entziindlichen Stimulus zu
steigen und erhoht sich lediglich um das 1 — 10fache seines Referenzwertes
(JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008). Chirurgische
Eingriffe fiihren zu einer Induktion der APR und folglich zu einer Erhéhung der
Fb — Konzentration im Plasma (ALLEN und KOLD, 1988; POLLOCK et al., 2005).

Zu beiden Zeitpunkten lag der Mittelwert von Fb bei 292 mg/dl (SD + 118;
Mediang = 300 mg/dl, Medianp = 200 mg/dl) und war somit innerhalb des
Referenzbereiches (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007; CRISMAN et al., 2008).

Damit konnte keine signifikante Erhohung der Mittelwerte von Fb zwischen den
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beiden Zeitpunkten gemessen werden (p = 1).

Der Grund dafiir ist das Zeitfenster der Fb — Messung in dieser Studie. Bei der
Messung nach der Kastration (22 bis 26 hr) kann keine deutliche Erhéhung fiir
dieses APP erwartet werden (JACOBSEN et al., 2005). In der Literatur wurde die
Fb — Messung meist erst 48 bzw. 72 hr nach den chirurgischen Eingriffen
vorgenommen (ALLEN und KOLD, 1988; JACOBSEN et al., 2005). Bei
JACOBSEN et al. (2005) wurde am 3. Tag nach Kastration nur bei der Gruppe der
Kastraten mit geringgradigen Entziindungszeichen und einer unkomplizierten
Rekonvaleszenz eine statistisch signifikante Erhohung der Fb — Konzentration
festgestellt. Dagegen konnten DANIEL et al. (2016) in ihrer Studie den ersten
Anstieg von Fb 24 hr nach den chirurgischen Eingriffen messen. Dabei ist
anzumerken, dass diese Studie sich auf Kolik — Operationen (DANIEL et al., 2016)
bezog. Zwei Studien konnten zeigen, dass die Art des chirurgischen Traumas, die
Lange der Operation und das betroffene Gewebe den Grad der Erhohung von Fb
nach einer Operation beeinflusst (ALLEN und KOLD, 1988; JACOBSEN et al.,
2009). Abdominale Eingriffe verursachen eine deutlich hohere Freisetzung an IL —
6 und damit an APP als Operationen beispielsweise am Bewegungsapparat
(CRUICKSHANK et al., 1990; KRAGSBIJERG et al., 1995; JACOBSEN et al.,
2009). Diese Tatsachen konnten die erhdhten Fb — Werte 24 hr postoperativ in der
Studie von DANIEL et al. (2016) im Vergleich zu dieser wissenschaftlichen Arbeit

erkléren.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte bei 3 Pferden nach der Kastration eine Erh6hung
von Fb festgestellt werden, wobei 2 davon nach der Kastration sehr knapp iiber dem
vorgegebenen Referenzwert (200 — 400 mg/dl) lagen (Proband 38:
t; =400 mg/dl, t> = 500 mg/dl, Proband 39: t; =200 mg/dl, t, = 500 mg/dl). Anders
als bei SAA, welches nicht durch préoperative Werte beeinflusst wird, besteht bei
der postoperativen Messung von Fb eine pridoperative Abhédngigkeit der
Konzentration (JACOBSEN et al., 2009). Da am Tag nach der Kastration die Fb —
Konzentration sich in einer Anstiegsphase befindet, kdnnen einzelne préoperativ
hohe Fb — Werte nach der Kastration eine Konzentration oberhalb ihres
Referenzbereiches aufweisen. Kritisch anzumerken ist, dass die Methode der
Hitzeprizipitation nach MILLAR (1971), welche in dieser Arbeit verwendet wurde,
sehr unempfindlich gegeniiber kleinen Konzentrationsverdnderungen ist. Es

konnen nur Verdnderungen in den Abstufungen von 100 mg/dl und mehr gemessen
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werden (ALLEN und KOLD, 1988; BORGES et al., 2007).

Schlussendlich hat sich bei der Bestimmung der beiden Entziindungsparameter
Gesamtleukozyten und Fb die Aussage bestitigt, dass SAA ein deutlich
empfindlicherer Marker fiir entzlindliche Zustinde im Pferd ist als die beiden
herkdmmlichen Entziindungsmarker und sich damit besser eignet, postoperative
Entziindungen und damit mogliche Komplikationen schneller zu entdecken

(JACOBSEN et al., 2005; CRISMAN et al., 2008).

3. Beantwortung der Haupt — und Detailfragen aus I
3.1. Hauptfragen

3.1.1. Besteht eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
den Ergebnissen der beiden Messmethoden, dem

EquiChek™ — SAA und dem ELISA?
In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Korrelation zwischen der

Messmethode des EquiChek™ — SAA und dem ELISA dargestellt werden.

Zum Vergleich kann die Studie von CANISSO et al. (2015) herangezogen werden,
in welcher die SAA — Konzentration sowohl mittels ELISA als auch mittels
EquiChek™ — SAA von Stuten mit experimentell induzierter Plazentitis gemessen
wurde. Die Messzeitpunkte waren der Tag der Inokulation und dann tiglich fiir 12
Tage bzw. bis zum Zeitpunkt des Aborts. In dieser Studie bestand zwar ein
signifikanter Zusammenhang zwischen den mit EquiChek™ — SAA gemessenen
SAA — Konzentrationen und der Labormethode, jedoch war die Korrelation nur
moderat. Kritisch anzumerken ist, dass in der Studie von CANISSO et al. (2015)
gefrorenes und anschlieBend aufgetautes Plasma fiir die Messung mit dem
EquiChek™ — SAA verwendet wurde, obwohl der Test fiir Vollblut entwickelt

wurde.

Da in der vorliegenden Arbeit die beiden Methoden zu 2 Messzeitpunkten mit
jeweils unterschiedlichen SAA — Konzentrationen getestet wurden, kann in dieser

wissenschaftlichen Arbeit eine Aussage tliber die Beziehung der Korrelation und der
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Hohe der SAA — Konzentration getroffen werden.

Vor der Kastration wurden weitestgehend niedrige SAA — Werte gemessen. Hier
war die Korrelation hochsignifikant (r = 0.9, p <0.001) und zeigte damit eine sehr

gute Ubereinstimmung.

Entsprechend der Literatur (NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN et al., 1999;
POLLOCK et al., 2005; JACOBSEN et al., 2005) wurden nach der Kastration
deutlich erhohte Konzentrationen von SAA erwartet und diese konnten mit beiden
Methoden zum grofiten Teil bestitigt werden. Die Korrelation bei hohen SAA —
Konzentrationen war hier zwischen den beiden Methoden signifikant (r = 0.5,
p < 0.03). Dies zeigt, dass bei niedrigeren SAA — Konzentrationen ein stirkerer
Zusammenhang zwischen den beiden Messmethoden besteht als bei hohen

Konzentrationen.

Die Vergleichsstudie von CANISSO et al. (2015) ldsst keine Riickschliisse zu, ob
ein Unterschied in der Korrelation zwischen niedrigen und hohen SAA —
Konzentrationen bestand. Dennoch gaben die Autoren Hinweise darauf, warum in
dieser Studie die Korrelation bei hoheren SAA — Konzentrationen nur signifikant
im Vergleich zu niedrigen SAA — Werten (hochsignifikant) war. Beide
Messmethoden in den jeweiligen Studien (EquiChek™ — SAA und Labormethode)
wurden mit 2 verschiedenen AK entwickelt. Dies gaben CANISSO et al. (2015) als
moglich Ursache fiir die moderate Korrelation in ihrer Studie an. Es besteht die
Moglichkeit, dass die unterschiedlichen AK jeweils unterschiedliche Isoformen
von SAA binden und somit messen. Als weiteren Grund kann die schon zuvor
erwdhnte Degradierung von SAA — Proteinen durch das Einfrieren des Serums
genannt werden, welches das Nicht — Erkennen einiger SAA — Proteine zur Folge

haben konnte (HILLSTROM et al., 2010).

Insgesamt stehen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Einklang mit den
Ergebnissen von CANISSO et al. (2015). Der EquiChek™ — SAA scheint ein
niitzlicher Schnelltest zu sein, welcher zuverldssige Angaben beziiglich des Fehlens
oder Vorliegens einer Entziindung und im begrenzten Bereich von 200 mg/1 iiber
die Hohe der Entziindung bei einem Pferd macht. Dies konnte auch statistisch

bestdtigt werden.



V. Diskussion 101

3.1.2. Ist das Ergebnis des EquiChek™ - SAA als
Vorhersagewert (Pradiktor) fiir den Laborwert des ELISA
geeignet?

In der vorliegenden Studie fungierte der Schnelltest sowohl bei niedrigen als auch

bei hohen Konzentrationen als hochsignifikanter Pradiktor fiir die Ergebnisse des

ELISA, welcher das Kriterium darstellte. Zeigt der Schnelltest keine Entziindung

an, kann mit sehr groer Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass auch

die Labormethode keine oder eine sehr niedrige SAA — Konzentration messen wird.

Ist mittels des EquiChek™ — SAA jedoch eine Entziindung vorhanden, ist es

sinnvoll eine quantitative SAA — Messung im Labor durchfiithren zu lassen. Dies

dient vor allem der Bestimmung der quantitativen Hohe der SAA — Konzentration
und kann daher im Folgenden fiir den Verlauf der Werte zur Uberpriifung der

Therapie herangezogen werden.

3.2. Nebenfragen

3.2.1. Istder EquiChek™ — SAA in der Pferdepraxis praktikabel

und sinnvoll einsetzbar?

Nachdem im Punkt 3.1.2. gekléart werden konnte, dass der EquiChek™ — SAA ein
zuverldssiger Pradiktor fiir die SAA — Konzentration ist, stellt sich an diesem Punkt

die Frage, wie praktikabel dieser Schnelltest in der Pferdepraxis ist.

Insgesamt kann nach den Erhebungen der Proben und Messungen gesagt werden,
dass dieser Schnelltest einfach in der Handhabung und die Durchfiihrung ohne
Einarbeitung oder Vorkenntnisse mdglich ist. Die Anzahl der Linien auf dem
EquiChek™ — SAA ist deutlich erkennbar und durch die mitgelieferte
Gebrauchsinformation kann das Ergebnis sicher interpretiert werden. Die fiir die
Messung von SAA notwendigen Pipetten und Losungen sind in der Lieferung des
EquiChek™ — SAA enthalten. Zusitzlich sind nur Materialien fiir die Blutabnahme
notwendig. Ein weiterer grofer Vorteil ist die schnelle Durchfiihrung und der Erhalt
des Ergebnisses nach circa 10 Minuten. Damit kann der EquiChek™ — SAA zu
jeder Zeit im Stall oder auch in der Klinik direkt am Pferd angewendet werden und

bietet eine wertvolle Ergdnzung zu den klassischen Entziindungsparametern wie
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den Gesamtleukozyten und dem Fb.

Dieser Test kann auch prophylaktisch bei der medizinischen Untersuchung der
Pferde vor und nach Turnieren bzw. Rennen, vor Tiertransporten oder
Trainingseinheiten genutzt werden, um die Allgemeingesundheit zu untersuchen,
subklinische Entziindungen oder Infektionen moglichst frith zu erkennen oder den

Zustand nach einer Rekonvaleszenzphase zu iiberpriifen.

Neben der klinischen Allgemeinuntersuchung bietet die Bestimmung von SAA
mittels dem EquiChek™ - SAA die Moglichkeit, direkt am Pferd ohne
Zeitverzdgerung, ohne groferen Kostenaufwand und Anschaffung teurer Gerite

eine gute Sicht auf den aktuellen Gesundheitszustand des Pferdes zu erhalten.

3.2.1.1. Ist der Messbereich des EquiChek™ — SAA sinnvoll fiir die
Pferdepraxis?

Zum Schluss stellt sich die Frage, wie sinnvoll die Auswahl der Messbereiche des

EquiChek™ — SAA ist.

Der Hersteller teilt den 4 Linien des EquiChek™ — SAA verschiedenen Grade der
Entziindung zu. Erscheinen 4 Linien gilt das Pferd als gesund, bei 3 Linien liegt
eine milde Entziindung vor, bei 2 eine milde bis moderate Entziindung und bei 1

Linie ist von einer klinisch signifikanten Entziindung auszugehen.

Die exakten Referenzwerte fiir das SAA sind in der Literatur nicht eindeutig geklart
(siche dazu auch Punkt 4.2. im Literaturteil), jedoch schlie3t der gewihlte Bereich
des EquiChek™ — SAA, in welchem das Pferd als gesund eingestuft wird, die
meisten der genannten SAA — Konzentrationen mit ein. Dies konnte auch die
vorliegende Arbeit mit der Messung der gesunden Pferde vor der Kastration
bestitigen. Die hochsignifikante Ubereinstimmung der beiden Messmethoden bei
niedrigen SAA — Werten zeigt, dass die Aussagekraft des EquiChek™ — SAA im

niedrigem SAA — Konzentrationsbereich sehr hoch ist.

Durch die zahlreichen Studien, welche sich mit dem Entziindungsparameter SAA
beim Pferd befasst haben, konnten verschiedene Schwellenwerte fiir das SAA in

verschiedenen klinischen Situationen bestimmt werden.
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Zum einen empfahlen STONEHAM et al. (2001) die Bestimmung der SAA —
Konzentration dem Sepsis — Score fiir Fohlen (siehe dazu auch Punkt 4.5.2. im
Literaturteil) hinzuzufiigen. Der Grenzwert fiir SAA von 100 mg/l (EquiChek™ —
SAA: 2 Linien) konnte einen Hinweis geben, ob eine infektiose oder nicht —
infektiose Ursache fiir die SAA — Konzentrationserhohung verantwortlich ist. Auch
HULTEN und DEMMERS (2002) konnten in ihrer Studie zeigen, dass das SAA
bei Fohlen in der Unterscheidung von infektidsen (bakterielle Ursache) und nicht —
infektiosen (lebensschwache Fohlen) Erkrankungen bei Fohlen den klassischen
Entziindungsparametern deutlich iiberlegen war (siche dazu auch Punkt 4.5.2. im
Literaturteil). Mittels des EquiChek™ — SAA kann diese Differenzierung sofort bei
der Erstuntersuchung der Fohlen erfolgen und die Chancen auf eine erfolgreiche
Therapie verbessern. Es muss jedoch beachtet werden, dass der Parameter SAA nie
allein als Faktor fiir die Differenzierung von infektios und nicht — infektids genutzt
werden darf. Sehr viele verschiedene Ursachen (wie Traumen bei der Geburt,
Injektionen mit Tetanus — Serum oder Antibiotika) konnen ebenso zu eine
Konzentrationserh6hung von SAA beim Fohlen fithren (STONEHAM et al., 2001;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Auch fiir die Unterscheidung zwischen infektiosen und nicht — infektiosen
Gelenksentziindungen (siehe dazu auch Punkt 4.5.3. im Literaturteil) konnten
ROBINSON et al. (2017) einen Grenzwert fiir die Differenzierung von nicht —
septischen und septischen Gelenken bestimmen. Dieser Grenzwert von SAA lag im
Serum bei 61 pg/ml und entspricht 3 Linien im EquiChek™ — SAA. Auch hier darf
die SAA — Konzentration nie als alleiniger Parameter fiir die Diagnostik
herangezogen werden. Zusitzliche Weichteilverletzungen oder nicht bekannte
Gurnderkrankungen (zB. Tumore) konnen fiir einen hohen SAA — Wert im Plasma

sorgen.

Dagegen kann der Grenzwert in der synovialen Fliissigkeit (1,14 pg/ml) nicht mit
dem EquiChek™ — SAA unterschieden werden, da hier die Abstufungen des
Schnelltests nicht ausreichen. Vier Linien schlieBen eine SAA — Konzentration von
unter 25 mg/1 ein. Somit kann der Schwellenwert in der synovialen Fliissigkeit nicht

von erhohten SAA — Konzentrationen unterschieden werden.

Die Eigenschaften von SAA machen dieses APP zu einem wichtigen Parameter in

der Uberwachung von Therapien (real time monitoring). Durch die kurze HWZ von
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SAA  kommt es zu einer nahezu parallelen @ Abnahme  der
SAA — Konzentration bei einer erfolgreichen Therapie und Rekonvaleszenz,
wihrend die Konzentration von Fb fiir eine ldngere Periode auch nach
iiberstandener Krankheit erhoht bleibt und nur langsam abfillt (ALLEN und
KOLD, 1988; NUNOKAWA et al., 1993; HULTEN und DEMMERS, 2002;
JACOBSEN und ANDERSEN, 2007). Verschiedene Studien zeigen, dass SAA —
Konzentrationen sehr hohe Anfangswerte erreichen konnen (BELGRAVE et al.,
2013; LUDWIG et al., 2016; VINER et al., 2017; ANDREASSEN et al., 2017).
Diese SAA — Konzentrationen tiberschreiten deutlich die Grenze von 200 mg/1 (1
Linie im EquiChek™ — SAA). Dariiber hinaus kann der EquiChek™ — SAA die
Konzentrationen von SAA nicht mehr differenzieren. Somit kann der Verlauf von
SAA bei Konzentrationen, welche sich deutlich iiber 200 mg/l befinden und bei
denen die folgende Abnahme/Zunahme ebenfalls {iber dieser Grenze liegt, mittels
dieses Schnellmessgerits nicht verfolgt werden. Um den Verlauf der Konzentration
von SAA nach Beginn einer Therapie jedoch zu liberpriifen und die Behandlung so
gegebenenfalls anzupassen, ist es von groBer Bedeutung, eine quantitative

Bestimmung von SAA durchzufiihren.

Der EquiChek™ — SAA ist insgesamt eine sinnvolle und niitzliche diagnostische
Ergidnzung, um bei Erstuntersuchungen eine Einschitzung iiber das entziindliche
Geschehen bei Pferden zu erlangen. Vor allem bei Untersuchungen von klinisch
gesund erscheinenden Pferden (vor Turnieren/Distanzrennen/Transporten) dient
der EquiChek™ — SAA als niitzliches Schnellmessgerdt, um subklinische

Entziindungen zu diagnostizieren.

Mittels bestimmter Schwellenwerte kann mit Hilfe des EquiChek™ — SAA zum
Teil eine Unterscheidung von infektios und nicht — infektios (STONEHAM et al,
2001; ROBINSON et al., 2017; VINER et al., 2017) erfolgen, jedoch muss die
klinische Gesamtsituation miteinbezogen werden und die SAA — Konzentration
darf nicht als &tiologische Diagnose genutzt werden, da SAA ein unspezifisches

Entziindungsprotein darstellt (JACOBSEN und ANDERSEN, 2007).

Fiir die Uberwachung von Therapien bei Erkrankungen eignet sich der
EquiChek™ — SAA in der Pferdepraxis daher nur bedingt, da die Abstufungen der
Linien in einem zu niedrigen Bereich angesetzt sind. Hierzu ist eine quantitative

Bestimmung von SAA angezeigt.
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4. Schlussfolgerung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Validierung und Uberpriifung der
Praktikabilitit eines mobilen SAA — Messgerites (EquiChek™ — SAA). Da das
SAA aufgrund seiner kurzen Halbwertzeit sowohl ein idealer Marker fiir eine
Entziindung als auch ein Uberwachungsparameter fiir den therapeutischen Erfolg
derselben darstellt, liegt die Notwendigkeit fiir eine schnelle, direkt am Pferd
messbare SAA — Uberpriifung nahe. Zur Validierung des mobilen EquiChek™ —
SAA wurden Pferde vor und nach Kastration, einem standardisierten operativen
Eingriff, beprobt und die jeweilige systemische SAA — Konzentration sowohl
mittels standardisierter Labormethodik (ELISA) als auch mittels SAA -
Messgerites (EquiChek™ — SAA) evaluiert.

Sowohl mit dem EquiChek™ — SAA als auch mit dem ELISA konnte ein Anstieg
der SAA — Konzentration 22 bis 26 hr nach der Kastration im Vergleich zu der SAA
— Konzentration vor der Kastration gemessen werden und stand somit im Einklang
mit den Angaben in der Literatur (PEPYS et al., 1989, NUNOKAWA et al., 1993;
HULTEN et al., 1999b; POLLOCK et al., 2005).

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen dem Schnellmessgerit
EquiChek™ — SAA und der Labormethode (ELISA). Diese ist bei niedrigen SAA
— Konzentrationen hochsignifikant und bei hohen Konzentrationen von SAA

signifikant.

Zu beiden Zeitpunkten stellt der EquiChek™ — SAA einen hochsignifikanten
Pridiktor fiir die Labormethode dar.

Im Verlauf der vorliegenden Studie konnten weder klinische Parameter (innere
Korpertemperatur) noch andere Laborparameter (Gesamtleukozyten, Fb) die
Entziindungsreaktion nach der Kastration (22 bis 26 hr nach der Operation) so
deutlich aufzeigen wie der Anstieg der SAA — Konzentration. Dies steht im
Einklang mit der Literatur, die besagt, dass SAA einen deutlich sensibleren
Parameter fiir Entziindungen darstellt als die herkémmlichen Laborparameter

(JACOBSEN et al., 2005; CRISMAN et al., 2008).

Der EquiChek™ — SAA eignet sich als zuverldssiges Schnellmessgerit, um
festzustellen, ob ein Pferd eine klinisch signifikante Entziindung aufweist oder

nicht. Die Bestimmung der SAA — Konzentration kann dabei unmittelbar am
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Patienten, in kurzer Zeit und mit geringem Aufwand an Gerdtekosten durchgefiihrt

werden.

Fiir die Uberwachung der Rekonvaleszenzphase kann der EquiChek™ — SAA nur
bedingt genutzt werden. Die Abstufung der Linien des EquiChek™ — SAA ist
hierbei in einem zu niedrigem SAA — Konzentrationsbereich (< 25 mg/l,
25 — 75 mg/1, 75 — 200 mg/l, > 200 mg/l) angesetzt. Sobald bei der Messung mit
dem EquiChek™ — SAA eine erhohte SAA — Konzentration anzeigt wird, ist eine
quantitative Bestimmung der SAA — Konzentration indiziert. Nur mit dem Erhalt
von absoluten SAA — Konzentrationen kann das real time monitoring in einem
Therapie — Verlauf, beispielsweise bei einer antibakteriellen Behandlung,

durchgefiihrt werden.

In der vorliegenden Studie lieferte die Validierung des Schnellmessgerites
EquiChek™ — SAA gute Ergebnisse hinsichtlich seiner Handhabung und
Aussagekraft der ermittelten SAA — Werte.
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VI. Z USAMMENFASSUNG

Das Erkennen von Entziindungen, welche sich nicht mit den klassischen
Entziindungsparametern  (Schmerz, Wairme, Ro&tung, Schwellung und
Funktionsausfall) zeigen, stellt in der Medizin eine Herausforderung dar.
Entziindungsparameter im Blut spielen bei der Feststellung von Entziindungen und
Uberwachung von deren Behandlungen eine wichtige Rolle. Die Akuten Phase
Proteine (APP) umfassen eine grofle Gruppe an Proteinen, wobei sich das Serum
Amyloid A (SAA) als ein besonders sensibler Parameter fiir unspezifische

Entziindungen beim Pferd herauskristallisiert hat.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Validierung des Schnellmessgerites

EquiChek™ — SAA.

Der EquiChek™ — SAA ist nach dem Prinzip eines kompetitiven Lateral — Flow —

Test (Immunochromatographischer Test) aufgebaut.

Hier bildet ein mit Gold markierter AK aufgrund einer immunologischen Reaktion
mit dem nachzuweisenden SAA (AG/Analyt) in der Blutprobe einen AG — AK —
Komplex. Dieser Komplex wird mittels einer 2. immunologischen Reaktion
zwischen einem anderen Epitop des AG und einem fixierten AK, welcher sich auf

den Testlinien befindet, nachgewiesen.

Der EquiChek™ — SAA kann verschiedene SAA — Konzentrationen anzeigen. Die
Anzahl der Linien ist umgekehrt proportional zu der Konzentration von SAA.
Damit stellen 4 Linien (< 25 mg/l) ein Pferd, welches frei von Entziindungen ist,
dar und 1 Linie (> 200 mg/1) zeigt eine klinisch signifikante Entziindung beim Pferd
an. Zwei (75 — 200 umg/l) oder 3 Linien (25 — 75 mg/l) geben eine milde bis

moderate bzw. milde Entziindung an.

Fiir die Validierung wurden die Ergebnisse des Schnellmessgeridtes mit den

Ergebnissen einer etablierten Messung im Labor (ELISA) verglichen.

Es wurden 48 Hengste, welche im Zeitraum der Studie in der Pferdeklinik
Bieberstein einer Kastration unterzogen wurden, in die Studie aufgenommen.
Diesen Pferden wurde an 2 Zeitpunkten Blut fiir die Messung von SAA

entnommen. Der 1. Zeitpunkt war vor der Kastration (t;), wobei hier zum grof3ten
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Teil niedrige SAA — Konzentrationen erwartet wurden. Elektive Eingriffe, wie die
Kastration, werden in der Regel nur an Pferde mit guter Allgemeingesundheit

durchgefiihrt.

Die 2. Messung fand in einem Zeitraum von 22 bis 26 hr nach der Kastration (t2)
statt, da sich hier die SAA — Konzentration der Literatur nach in der Anstiegsphase

befand und damit deutlich erhGhte Werte von SAA zu erwarten waren.

Neben der Messung der SAA — Konzentration wurden die Pferde zu beiden
Zeitpunkten einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen. Bei einer kleinen
Anzahl (n = 13) an Pferden wurden zusétzlich die beiden herkdmmlichen
Entziindungsparameter, Gesamtleukozyten und Fb, vor und nach der Kastration

bestimmt.

Sowohl mit dem EquiChek™ — SAA als auch mit dem ELISA konnte eine
signifikante Erhohung der SAA — Konzentration nach der Kastration gemessen
werden (EquiChek™ — SAA: t(48) = 14.8, p < 0.001; ELISA: t(48) = 8.2,
p <0.001).

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen den beiden Messmethoden,
dem EquiChek™ - SAA und dem ELISA, festgestellt werden. Die
Ubereinstimmung war bei niedrigen SAA — Konzentrationen (vor der Kastration)
hochsignifikant (r = 0.9, p <0.001) und bei erhhten Werten (22 bis 26 hr nach der
Kastration) von SAA signifikant (r = 0.5, p < 0.03). Demnach kann mithilfe des
Schnellmessgerits EquiChek™ — SAA der Anstieg der SAA — Konzentration nach

einem chirurgischen Eingriff eindeutig dargestellt werden.

Im Gegensatz dazu konnten die durchschnittliche innere Kdrpertemperatur und die
herkdmmlichen Entziindungsparameter (Gesamtleukozyten und Fb) die
Entziindungsreaktion, welche nach einem chirurgischen Eingriff entsteht, nicht

eindeutig aufzeigen.

Diese Untersuchungen zeigten, dass das SAA als major APP einen sehr sensiblen
Parameter fiir entziindliche Prozesse darstellt, welcher den herkémmlichen
Entziindungsparametern iiberlegen ist. Das SAA zeigte bei den meisten Pferden
nach der Kastration einen Anstieg und wies somit ein Entziindungsgeschehen,

ausgeldst durch den chirurgischen Eingriff, nach.

kTM

Insgesamt stellt der EquiChe — SAA ein zuverldssiges Schnellmessgerét dar,
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mit welchem die Abwesenheit oder das Vorliegen einer Entziindung beim Pferd
sicher festgestellt werden kann. Durch die unterschiedliche Anzahl der Linien auf
dem EquiChek™ — SAA konnen zudem unterschiedliche Grade einer Entziindung

bestimmt werden.

Kritisch anzumerken ist, dass die Verteilung der SAA — Konzentrationen auf 4
Linien zwar eine Einschitzung iiber das Entziindungsgeschehen des Pferdes

zulisst, aber fiir eine Uberwachung von Therapien nur bedingt geeignet ist.

Die Grenze der gemessen SAA — Konzentration von 200 mg/l (1 Linie im
EquiChek™ — SAA) ist zu niedrig angesetzt, da viele Erkrankungen, vor allem
bakterielle Infektionen, deutlich hohere Werte annehmen. Das Ansteigen oder das
Abnehmen der SAA — Konzentration kann somit bei weiteren Messungen mit dem
EquiChek™ — SAA nicht verfolgt werden und so konnen die Vorteile von SAA
(real time monitoring) nicht effektiv genutzt werden. Sobald eine klinisch
signifikante Entzliindung mit dem Schnelltest angezeigt wird, sollte eine zusitzliche
quantitative Bestimmung von SAA durchgefiihrt werden. Demnach ldsst das

kTM

Ergebnis des EquiChe — SAA nur eine Unterscheidung zwischen einer

vorhandenen oder einer nicht vorhandenen Entziindung zu.

Aufgrund seiner Praktikabilitit (on horse — Messung, kurze Messzeit und geringe
Kosten) wire dieses Testsystem aber fiir Routinechecks (z.B. vor

Trainingseinheiten, Turnieren, Langzeittransporten) geeignet.
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VII. SUMMARY

The detection of subclinical inflammations (without the classical inflammation
parameters, such as pain, heat, redness, swelling and loss of function) represents a
challenge in medicine. Inflammatory parameters in the blood play an important role
in detecting inflammations and monitoring their treatment. Acute phase proteins
(APP) comprise a large group of early inflammatory proteins, with serum amyloid

A (SAA) as the most sensitive parameter for unspecific inflammation in horses.

The aim of the present study was to validate the EquiChek™ — SAA rapid

measurement device.

The EquiChek™ — SAA is based on the principle of a competitive lateral flow test

(immunochromatographic graphic test).

An antibody labelled with gold forms an antigen — antibody complex due to an
immunological reaction with the SAA (antigen/analyte) to be detected in the blood
sample. This complex is detected by a second immunological reaction between

another epitope of the antigen and a fixed antibody located on the test lines.

The EquiChek™ — SAA can show different SAA concentrations. The number of
lines is inversely proportional to the concentration of SAA. Thus, 4 lines
(< 25 mg/l) represent a horse that is free of inflammation and 1 line (> 200 mg/l)
indicates a clinically significant inflammation in the horse. Two (75 — 200 mg/1) or
3 (25 — 75 mg/l) lines indicate mild to moderate and mild inflammation,

respectively.

For validation, the results of the rapid measurement device (EquiChek™ — SAA)
were compared with the results of an established measurement method in the

laboratory (ELISA).

Forty-eight stallions that were castrated at the Equine Clinic Bieberstein during the
study period were included in the study. Blood samples were taken from these
horses at 2 time points for the measurement of SAA. The first time point was set
before castration (t;), where low SAA concentrations were expected. Elective
procedures, such as a castration, are usually only performed on horses with good
general health. The second measurement took place in a period of 22 to 26 hours

after castration (t2), as the SAA concentration according to the literature was in an
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increasing phase and, thus, significantly higher values of SAA were expected. In
addition to the measurement of SAA concentrations, the horses were also subjected
to a general clinical examination at both time points. For a small number (n = 13)
of horses, additionally two routine inflammatory parameters, total leukocytes and

fibrinogen, were determined before and after castration.

Both, the EquiChek™ — SAA and the ELISA, showed a significant increase in SAA
concentration after castration (EquiChek™ — SAA: t(48) = 14.8, p <0.001; ELISA:
1(48) = 8.2, p < 0.001).

A significant correlation between the 2 measurement methods, the
EquiChek™ — SAA and the ELISA, could be shown. The agreement was highly
significant at low SAA concentrations (before castration) (r = 0.9, p < 0.001) and
significant at elevated SAA values (22 to 26 hours after castration) (r = 0.5,
p <0.03). The EquiChek™ — SAA rapid measurement device can therefore be used

to clearly detect an increase in SAA concentration after a surgical procedure.

In contrast, the average internal body temperature and the routine inflammatory
parameters (total leukocytes and fibrinogen) could not clearly represent the

inflammatory response that occurs after surgery.

These investigations showed that SAA as major APP is a very sensitive parameter
for inflammatory processes, which is superior to the routinely used inflammatory
parameters. The SAA of most horses showed an increase after castration and thus

showed an inflammatory process triggered by the surgical intervention.

Overall, the EquiChek™ — SAA is a reliable rapid measurement method that can
be used to determine the absence or presence of general inflammations in horses.
Due to the different number of lines on the EquiChek™ — SAA, different degrees

of inflammation can also be determined.

It should be critically noted that the distribution of the SAA concentrations within
the 4 lines allows an assessment of the inflammatory process of the horse, but has

limitations regarding its suitability for monitoring therapies.

The value of the measured SAA concentration of 200 mg/l (1 line in
EquiChek™ — SAA) is set too low, as many diseases, especially bacterial
infections, assume significantly higher values. The increase or decrease of the SAA

concentration cannot be followed by further measurements with the EquiChek™ —
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SAA and therefore the advantages of SAA (real time monitoring) cannot be used
effectively with this device. As soon as clinically significant inflammation is
indicated by the rapid test, an additional quantitative determination of SAA should
be performed using a laboratory method. Therefore, the results of the EquiChek™
— SAA only allow a differentiation between the presence or absence of an

inflammation.

Due to its practicability (on — horse measurement, short measurement time and low
costs), however, this test system is suitable for routine checks (e.g. before training

sessions, tournaments, long — term transport).
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2. Probandenliste
Proband | Alter | Rasse EquiChek™ — Herz- Atem- KIT
SAA FLISA frequenz frequenz
t1 t2 t1 t2 t1 t2 t1 t2 t1 2
1 4 Haflinger 4 1 0 54 | 44 | 48 | 24 | 16| 37,6 | 38,5
2 3 Araber 4 1 0 249 | 48 | 40 | 24 | 16| 37,5 | 373
3 3 Araber 4 2 1 0 44 | 48 | 20 | 28| 37,3 | 37,7
4 3 Araber 4 3 0 20 | 36 | 48 12 | 28| 373 | 374
5 1 Araber 4 1 0 55 44 | 36 16 | 24| 37,8 | 384
6 3 Islander 4 1 0 43 36 52 12 | 24| 37,8 | 37,8
7 4 Knabstrupper | | 0 >80 | 44 32 28 | 16 | 38,1 |37,4
0
8 5 WB 4 1 0 202 | 36 | 48 12 | 24| 37,3 | 382
9 5 WB 4 3 0 22 36 32 16 | 16 | 37,6 | 38,1
10 4 Isldnder 1 1 142 | 199 | 32 | 40 12 | 12| 37,6 | 38,1
11 4 WB 4 1 1 17 | 48 | 40 16 | 12| 37,8 | 37,6
12 6 Dt. Reitpony | | 3 >80 | 40 | 40 16 | 12| 384 | 384
0

13 5 Dt. Reitpony 4 1 0 44 | 44 | 44 12 | 16 | 38,0 | 38,0
14 5 Andalusier 4 1 0 170 | 36 32 | 20 | 12| 37,4 | 37,6
15 2 Isldnder 4 2 2 169 | 48 | 48 16 | 24| 37,7 | 39,2
16 3 WB 4 1 0 97 32 36 12 | 12| 37,6 | 37,5
17 3 Quarter Horse 4 2 5 186 | 44 40 12 | 12| 37,2 | 38,7
18 2 WB 4 4 0 5 40 | 36 12 | 12| 37,5 | 37,8
19 4 Quarter Horse 4 1 0 406 | 44 44 16 | 16 | 37,5 | 37,3
20 3 Araber 4 1 0 181 | 36 | 40 12 | 12| 37,2 | 37,8
21 2 WB 4 4 0 1 32 36 12 | 16 | 36,9 | 37,1
22 3 Quarter Horse 4 1 0 77 32 36 12 | 12| 37,3 | 37,8




IX. Anhang 142
23 4 WB 0 333 | 28 32 8 12 | 37,1 | 37,2
24 4 Quarter Horse 0 131 36 44 12 | 16 | 38,0 | 38,2
25 2 Shetland Pony 0 19 48 52 16 |20 | 37,2 | 38,3
26 2 Shetland Pony 0 259 | 44 48 12 |16 | 37,8 | 37,9
27 3 WB 183 106 | 36 32 12 | 12| 37,2 | 38,4
28 4 WB 0 17 32 32 8 12 | 37,5 | 38,0
29 13 Kaltblut 3 9 44 52 12 (24| 37,1 | 38,8
30 4 Noriker 0 4 36 40 12 (12| 37,2 | 37,3
31 7 WB 0 424 | 48 44 24 |16 | 37,3 | 384
32 1 Islander 0 170 | 40 44 20 | 28| 38,2 | 38,5
33 3 Pinto 52 48 24 | 28 | nm. | nm
0 113
34 3 Pinto 48 36 24 | 16 | nm. | nm
0 23
35 4 Islander 0 33 36 40 12 (12| 37,1 | 374
36 2 Minishetland- 44 40 12 8 38,0 | 37,9
0 719
Pony
37 2 WB 77 229 | 36 32 8 12 | 37,9 | 37,6
38 5 Percheron 48 52 16 | 16 | nm. | nm
0 104
39 5 WB | >80 | 36 40 12 8 37,7 | 37,6
0
40 2 Islander 0 >80 | 44 48 12 |16 | 37,5 | 38,0
0
41 1 Islander 0 256 | 36 32 8 8 37,2 | 36,9
42 1 Pinto 0 15 44 44 12 | 16 | 38,0 | 38,2
43 4 WB 0 >80 | 36 32 12 (12| 37,2 | 37,1
0
44 1 WB 1 200 | 52 48 16 | 12| 38,2 | 37,9
45 2 Noriker 0 191 32 36 8 8 37,3 | 36,9
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46 2 WB 13 36 | 44 12 | 12| 36,8 | 37,5
47 2 WB 751 | 36 36 12 | 16 | 37,6 | 37,7
48 3 Pinto 1 32 | 28 12 | 12| 37,2 | 38,2
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