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Zusammenfassung: Serum Amyloid A (SAA) wird in der Pferdemedizin h&ufig zur Einschétzung des Gesundheitsstatus des Pferdes und zur
Erfolgskontrolle einer begonnenen Therapie entzindlicher Erkrankungen gemessen. Zur Messung von equinem SAA stehen 3 patientennahe
Point-of-Care-Assays (POCAs) verschiedener Firmen zur Verfigung, die hauptséchlich in der Pferdepraxis oder -klinik angewendet werden.
In tiermedizinischen Grofilaboren wird SAA mit einer anderen Methode, dem turbidimetrischen Immunoassay (TIA) gemessen. Dabei stehen
ein humanmedizinischer TIA (TIA-Hum) und ein veterindrmedizinischer TIA (TIA-Vet) zur Verfigung. Bei SAA-Messungen kann es zu teilweise
extremen Prézisionsschwankungen innerhalb derselben Testmethode sowie zwischen unterschiedlichen Testmethoden und zu Mittelwertsun-
terschieden (Bias) kommen. Validierungsstudien ergeben fir einen POCA analytische Variationskoeffizienten (CVa) von bis zu 45,5%. Die
berichteten Mittelwertsunterschiede liegen zwischen -28,2% (TIA-Hum versus TIA-Vet) und 80,9 % (POCA versus TIA-Vet). Die Linearitét der
POCAs ist als maBig (BestimmtheitsmafB [R?] =0,87; SAA 0-562ug/ml) bis hervorragend (R2=0,99; SAA 0-1000ug/ml) beschrieben. Bei
den TIAs-Hum und -Vet bewegt sich die Linearitét fir die untersuchten Messbereiche 0-1593 ug/ml (TIA-Hum) beziehungsweise 0-6160 ug/ml
(TIA-Vet) zwischen R2=0,95-0,99 bei Anwendung einer Vorverdiinnung der Proben von 1:6. Bei der Messung hoher SAA-Werte > 3000 ug/ml
kann bei einem POCA ein Hook-Effekt zur Wiedergabe falsch-niedriger SAA-Werte fohren. Wéhrend eine Lipémie in falsch-hohen SAA-Werten
resultieren kann, kénnen Bilirubindmie und Hamolyse einen falsch-niedrigen SAA-Wert bedingen. Der Vergleich von SAA-Ergebnissen unter-
schiedlicher Testmethoden (POCA versus TIA), aus unterschiedlichem Probenmaterial (Serum versus Plasma versus Vollblut) sowie die Messung
mit Testkartuschen unterschiedlicher Chargennummern ist nicht zu empfehlen. Insgesamt kénnen Imprézision, Bias zwischen Methoden, Hook-
Effekt und Interferenzen zu Fehlinterpretationen der gemessenen SAA-Werte fishren und eine unangebrachte Anderung des Therapieplanes zur
Folge haben. Das klinische Bild eines Pferdes muss stets mit dem ermittelten SAA-Wert korreliert werden. Bei offensichtlichen Abweichungen
sind gegebenenfalls Verdinnungs- und Wiederholungsmessungen durchzufihren. Die den SAA-POCAs zugesprochene schnelle und unkom-
plizierte Einschdtzung des Gesundheitsstatus eines Pferdes muss kritisch hinterfragt werden, da die Heranfihrung eines SAA-Resultats an einen
méglichst ,wahren” SAA-Wert lediglich mit fundiertem Hintergrundwissen zur Interpretation der Ergebnisse méglich ist.
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Reliability of patient-side point-of-care assays for the measurement of equine serum amyloid A

Summary: In equine veterinary medicine, serum amyloid A (SAA) is frequently measured to assess the health status of horses and to monitor
therapy success for treatment of inflammatory diseases. To date, 3 different stall-side point-of-care assays (POCAs) are commercially available
for equine SAA measurement. SAA-POCAs are mainly used in equine ambulatory practices or in the clinical setting. Clinical pathology labo-
ratories mainly work with a different type of SAA assay, the so-called turbidimetric immunoassay (TIA) of which a human TIA (TIA-Hum) and a
veterinary TIA (TIA-Vet) are available. Precision is extremely variable both within the same test method and between different test methods and
a bias can occur when measuring equine SAA. Validation studies of a POCA show an analytical coefficient of variation (CVa) of up to 45.5%.
The reported biases vary between -28.8% (TIA-Hum versus TIA-Vet) and 80.9% (POCA versus TIA-Vet). Linearity of SAA-POCAs is fair (de-
termination coefficient [R?] =0.87; SAA 0-562ug/ml) to excellent (R? =0.99; SAA 0-1000ug/ml). Linearity of the TIAs TIA-Hum and TIA-Vet
is very good (R?2=0.95) to excellent (R2=0.99) when measuring SAA concentrations from 0-1593 ug/ml (TIA-Hum) and from 0-6160ug/ml
(TIA-Vet) and using a sample pre-dilution of 1:6. In one POCA, the Hook effect can lead to falsely low SAA concentrations when measuring
high SAA concentrations > 3000 ug/ml. While lipemia might result in falsely high SAA measurements, bilirubinemia and hemolysis potentially
cause falsely low SAA results. The comparison of SAA results between different test methods (POCA versus TIA), of varying sample material
(serum versus plasma versus whole blood) and measurement with test cartridges of different lots is not recommended. Overall, imprecision,
bias between methods, Hook effect, and interferences can lead to misinterpretation of the measured SAA values, thus potentially cause unjus-
tified adjustments of an initiated treatment plan. The clinical appearance of a horse must always be correlated with the determined SAA value.
If there are obvious deviations, dilutions and repeat measurements may have to be carried out. The quick and uncomplicated assessment of
a horse’s state of health, which is attributed to POCAs must be critically questioned as the approximation of an SAA result to an “as true as
possible” SAA value is only possible with well-founded background knowledge for the interpretation of SAA results.
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Einleitung

Serum Amyloid A (SAA) ist ein in der Pferdemedizin sehr hdu-
fig gemessenes Akute-Phase-Protein (APP) (Witkowska-Pilasze-
wicz et al. 2019). Fir die SAA-Messung im Pferdepraxis- oder
Klinikalltag stehen verschiedene patientennahe Point-of-Care
Assays (POCAs) zur Verfigung (Schwartz et al. 2018, Stack et
al. 2019, Karam et al. 2020, Kiemle et al. 2022), wéhrend
in veterindrmedizinischen GrofBllaboren hauptséachlich turbidi-
metrische Immunoassays (TIAs) verwendet werden (Jacobsen
et al. 2006a, Jacobsen et al. 2019). Den SAA-POCAs wird
generell die schnelle und patientennahe Einschétzung des
Gesundheitsstatus eines Pferdes (Schwartz et al. 2018, Karam
et al. 2020) zugeschrieben. Verschiedene Validierungsstudien
berichten jedoch von einer teilweise sehr hoher Imprézision
und von ausgeprégten Mittelwertsunterschieden (Bias) der
SAA-POCAs im Vergleich zu der jeweiligen Referenzmethode,
was einen erheblichen Einfluss auf die Interpretation der er-
mittelten SAA-Werte hat (Schwartz et al. 2018, Kiemle et al.
2022).

Insgesamt kénnen Fehler im gesamten Testprozess auftreten,
wobei traditionell pré&-analytische (bei der Probengewin-
nung), analytische (Funktionsstérung des Gerdtes, Interfe-
renzen beim Messprozess selbst) und post-analytische Fehler
(bei der Befunderstellung) unterschieden werden (Hawkins
2012). Teilweise wird noch eine weitere Differenzierung in
eine prd-prd-analytische Phase (Indikationsstellung fir den
Test, Wahl des Antikoagulans und Transport der Proben) und
eine post-post-analytische Phase (korrekte Interpretation der
Testergebnisse) vorgenommen (Hawkins 2012). Untersu-
chungen in Humanlaboren haben ergeben, dass die meis-
ten Fehler in der pra-pré-analytischen (46-68%) und in der
post-post-analytischen Phase (25-46%) auftreten, dagegen
die wenigsten in der rein analytischen Phase (713 %) (Pleba-
ni 2010). Da die POCAs sehr anwenderfreundlich und auch
von ungeibten Untersuchern einfach durchzufihren sind (Ka-
ram et al. 2020), sind auch hier in der reinen analytischen
Phase vergleichsweise wenig Fehler zu erwarten. Wichtig ist
hier jedoch — &hnlich wie in der Humanmedizin — die Kennt-
nis von prd-pra-analytischen Faktoren wie eine korrekte In-
dikationsstellung fir die SAA-Messung, patientenbedingte
Faktoren wie der Einfluss von Stress, kérperlicher Belastung,
vorangegangener Impfung und Graviditét des Plerdes sowie
die Wahl des Probenmaterials und Antikoagulans auf die
Messresultate (Braun et al. 2015). Die Kenntnis der Testei-
genschaften selbst wie Prézision, Linearitdt, Hook-Effekt so-
wie Mittelwertsunterschied (Bias) und Korrelationsanalyse im
Vergleich zu einer Referenzmethode vervollstandigen das Bild
(Jensen und Kjelgaard-Hansen 2006, Flatland et al. 2013).
Sie fuhren zusammen mit Kenntnissen Gber die biologische
Variation des Messparameters und der von Prézision und
biologischen Variation bestimmten kritischen Differenz, des
sogenannten ,Reference Change Value” (RCV) zu einer kor-
rekten Interpretation der Testresultate in der post-post-analyti-
schen Testphase. Der RCV ist die Differenz von zwei Verlaufs-
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untersuchungen eines Patienten, die als signifikant und somit
als klinisch relevant betrachtet werden kann (Fraser 2009,
Fraser 2011, Walz und Fierz 2015).

Da Fehler im gesamten Testprozess der SAA-Messung schwer-
wiegende medizinische Fehlentscheidungen nach sich ziehen
kénnen (Fiedler und Thiery 2004), ist das Ziel der vorliegen-
den LiteraturGbersicht, eine Interpretationshilfe fir die mittels
POCAs gemessenen SAA-Werte bei Pferden zu liefern. Hierbei
sollen die Indikation und Bedeutung der Messung von SAA als
APP beim Pferd und die bei verschiedenen physiologischen
und pathologischen Zusténden zu erwartende Héhe des SAA-
Anstiegs vorgestellt werden. Weiterhin soll auf die derzeit auf
dem Markt befindlichen POCAs, die zu ihrer Evaluation ver-
wendeten Referenzmethoden und ihre Testeigenschaften ein-
gegangen und die daraus resultierenden Einflisse auf die
Interpretation der Testergebnisse in der post-post-analytischen
Phase diskutiert werden.

Indikation und Patienten-Einflisse auf die SAA Messung
beim Pferd

Die Messung von SAA hat in der Pferdemedizin vielseitige In-
dikationen. Als APP ist es beim gesunden Pferd nur in sehr
geringen Konzentrationen (<20ug/ml) (Witkowska-Pilasze-
wicz et al. 2019) vorhanden, wobei es beim erkrankten Pferd
zu einem sehr schnellen tausendfachen Konzentrationsanstieg
kommen kann (Urieli-Shoval et al. 2000, Christensen et al.
2012, Jacobsen et al. 2019). Es wird von SAA-Konzentra-
tionsanstiegen von > 15000ug/ml berichtet (Jacobsen et al.
2019, Kiemle et al. 2022). Dabei erreicht die SAA-Serum-
konzentration innerhalb von 48 Stunden nach entzindlichem
oder infektidsem Stimulus (Petersen et al. 2004, Jacobsen
und Andersen 2007) Maximalwerte, die bei erfolgreicher The-
rapie innerhalb von 12 Stunden wieder absinken (Long und
Nolen-Walston 2020). Aus diesem Grund gilt SAA als idealer
Parameter, um gesunde von erkrankten Pferden mit ablaufen-
den Entzindungsreaktionen zu unterscheiden (Nolen-Walston

2015).

Zu einem SAA-Anstieg kommt es beim Pferd unter zahlrei-
chen klinischen Bedingungen (Tab. 1), wobei der Anstieg des
SAA-Wertes mit dem Ausmafl der vorhandenen Symptome
korreliert (Hultén et al. 1999). Die héchsten SAA-Anstiege
auf > 3000ug/ml werden dabei im Zusammenhang mit vira-
len und bakteriellen Infektionen gesehen (Viner et al. 2017).
Neben chirurgischen Traumata (Pepys et al. 1989), Geburten
(Coutinho da Silva et al. 2013) und Kastrationen (Jacobsen
et al. 2005) fohren auch Langstreckentransporte (Endo et al.
2015), Distanzritte (Cywinska et al. 2010) und Impfungen
(Andersen et al. 2012) zu einem SAA-Anstieg. Der SAA-Trend
wird auBerdem zur Erfolgskontrolle einer begonnenen Thera-
pie verwendet. Dies ist hilfreich, um beispielsweise die Wirk-
samkeit zur Therapie ausgewdhlter Antibiotika zu kontrollie-
ren (Witkowska-Pilaszewicz et al. 2019).
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Tab. 1

Konzentrationsspannweiten und Mediane, modifiziert nach Kiemle, 2021. |
increase with the associated concentration ranges and medians, modified from Kiemle, 2021.

Ubersicht tber Krankheitsbilder und Konditionen des Pferdes, die zu einem SAA-Konzentrationsanstieg fiihren sowie die assoziierten SAA-
Overview of equine diseases and clinical conditions leading to an SAA

Konzentrationsspannweite Median Quellen
Pferde ohne Entzindungen 1,8-14,5ug/ml 5,6 ug/ml Hooijberg et al. 2014
Systemische Entzindungen 688-4000ug/ml 1583 ug/ml Hooijberg et al. 2014
Lokale Entzindungen 37-1609 ug/ml 343 ug/ml Hooijberg et al. 2014
ElV-Infektionen 0->3000ug/ml 731 ug/ml Viner et al. 2017
EHV-4-Infektionen 0->3000ug/ml 1173 ug/ml Viner et al. 2017
S. equi subsp. equi-Infektionen 0->3000ug/ml 1953 ug/ml Viner et al. 2017
R. equi-Pneumonie des Fohlens 7-781 ug/ml 212 ug/ml Giguére et al. 2016
Andere bakterielle Pneumonien des -
Fohlens auBer R.equi 0-604 ug/ml 27 ug/ml Giguére et al. 2016
Fohlen mit lokalen Infektionen (z.B.
Omphalitis) k.A. 195ug/ml Stoneham et al. 2001
Fohlen mit Septikémie k.A. 280ug/ml Stoneham et al. 2001
Pferde ohne intraabdominale KA. 1ug/m|"" (gemgssen in Peritoneal- Pihl ef al. 2013
Schmerzen flussigkeit und Serum)
Intraabdominale Schmerzen k.A. 249/19/ml* (gemessen.in Set) Pihl et al. 2013
97 ug/ml* (gemessen in Serum)

Koliken entzindlichen Ursprungs
(Enteritis, Colifis, Peritonifis) 3-500ug/ml 65,5ug/ml Vandenplas et al. 2005
|diopathische Peritonitis 90-2754 ug/ml 799 ug/ml* Odelros et al. 2019
Chirurgische, nicht-entzindliche Ko-
liken; strangulierende Obstruktionen 0,3-58,6ug/ml 4,81g/ml Vandenplas et al. 2005
el i Kol eilloa o 346,4-1078,7 g/ml 4545 1g/ml De Cozar ef al. 2019
Kolik-OP
E‘(kegf, mit Komplikationen post-Ko- 402,4-1819,5ug/ml 949,8ug/ml De Cozar ef al. 2019
Equine Grass Sickness k.A. 50ug/ml Copas et al. 2013
Kleinere operative Eingriffe 100-400ug/ml k.A. Pepys et al. 1989
Kastration 400-600ug/ml k.A. Jacobsen et al. 2005
Stuten 36 Stunden post partum 0-1615ug/ml 189 ug/ml Couﬁnth%c] gi/vo et al.
Experimentell induzierte Plazentitis 274,2-4385,9 ug/ml k.A. Coufinthcé)o] gilvo ciclh
Pyometra 11,36-22,90ug/ml 19,36 ug/ml El-Bahr und El-Deeb, 2016

Jacobsen et al. 2006b
Synovia gesunder Pferde k.A. < 5ug/ml Nunokawa et al. 1993

Septische Gelenkserkrankungen

Experimentell erzeugte aseptische
Gelenkserkrankungen

Experimentell erzeugte septische
Gelenkserkrankungen

Transport
Impfung

Distanzritt

0-368,9 ug/ml (gemessen in Synovia)
0-1421,8ug/ml (gemessen in Plasma)

0-Oug/ml (gemessen in Synovia)
0-Oug/ml (gemessen in Serum)

60-555ug/ml (gemessen in Synovia)

217-1434ug/ml (gemessen in Serum)

KA.
~ 30-175ug/ml
KA.

39,2 ug/ml (gemessen in Synovia)
275,5ug/ml (gemessen in Plasma)

Oug/ml (gemessen in Synovia)
Oug/ml (gemessen in Serum)

135ug/ml (gemessen in Synovia)
663ug/ml (gemessen in Serum)

160 + 348,5ug/mlt
k.A.
13,8 = 1,3ug/mlt

Sanchez-Teran et al. 2012

Robinson et al. 2017

Robinson et al. 2017

Robinson et al. 2017

Endo et al. 2015
Andersen et al. 2012
Cywinska et al. 2010

EHV — Equines Herpesvirus / EIV — Equines Influenzavirus/k.A. — keine Angaben / R. equi — Rhodococcus equi / S. equi subsp. equi — Streptococcus equi subspecies equi /
* Angabe von Mittelwerten / 1 Angabe von Mittelwerten = Standardabweichung
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POCAs zur Messung von equinem SAA

Nach aktuellem Stand der Literatur sind 3 POCAs zur pa-
tientennahen Messung von equinem SAA auf dem amerikani-
schen (Karam et al. 2020) und europdischen Markt erhdiltlich
(Schwartz et al. 2018, Stack et al. 2019, Karam et al. 2020,
Kiemle et al. 2022). Hierbei handelt es sich um die POCAs
der Firmen 1) Stablelab, in Deutschland vertrieben Uber Zoe-
tis Deutschland GmbH, Berlin (Stablelab EQ-1 Handheld
Reader und StableLab Testkartuschen, nachfolgend POCA-1
genannt) (Schwartz et al. 2018, Kiemle 2021, Kiemle et al.
2022), 2) Veterinary Medical Research and Development Inc.,
USA (VMRD-SAA, nachfolgend POCA-2 genannt) (Karam et
al. 2020) und 3) Accuplex Diagnostics Ltd, Maynoth Universi-
ty, Iland (EquiCheck™-SAA, nachfolgend POCA-3 genannt)
(Stack et al. 2019). Diese POCAs werden regelméBig zur
schnellen Messung von equinem SAA im Praxis- oder Klinik-
alltag angewendet (Schwariz et al. 2018, Stack et al. 2019,
Kiemle et al. 2022). Sie sind einfach anzuwenden und liefern
Ergebnisse innerhalb weniger Minuten (Kiemle 2021), was
eine schnelle Uberprifung von Gesundheitsstatus und Thera-
pieerfolg erméglichen soll.

J. Kiemle et al.

Referenzmethoden zur Messung von equinem SAA

Grundlage fir die Messung von equinem SAA ist die Kreuz-
reakfivitdt von anti-Mensch-SAA-Antikérpern mit equinem
SAA (Jacobsen et al. 2006a, Jacobsen et al. 2019). Alle zur
Verfigung stehenden SAA-Assays zur Messung von equinem
SAA verwenden heterologe anti-Mensch-SAA-Antikérper (Ja-
cobsen et al. 2006a, Schwartz et al. 2018, Jacobsen et al.
2019, Stack et al. 2019, Karam et al. 2020, Kiemle et al.
2022), da die Purifizierung von equinem SAA bisher nicht ge-
lungen ist (Karam et al. 2020). Wéhrend POCAs vor allem
in Pferdepraxen und -kliniken Anwendung finden, werden in
tiermedizinischen Grofllaboren TIAs zur Messung von Pfer-
de-SAA verwendet (Jacobsen et al. 2006a, Jacobsen et al.
2019). Ein humanmedizinischer TIA (LZ-SAA, Eiken Chemical
Co, Ltd, Tokyo, Japan, TIA-Hum genannt) wurde als zuverlds-
sig bei der Messung von equinem SAA befunden (Jacobsen et
al. 2006a). Der Nachteil des TIA-Hum bei der Messung von
equinem SAA ist, dass dieser TIA auf der Grundlage mono-
klonaler sowie polyklonaler anti-Mensch-SAA-Antikérper be-
ruht, was ein hohes Risiko fir Messwertunterschiede zwischen
einzelnen Testchargen birgt (Jacobsen et al. 2006a, Jacobsen

Tab. 2

Ubersicht tber die Intra- und Inter-Assay Prézision zweier Point-of-Care-Assays im Vergleich zu zwei turbidimetrischen Immunoassays

innerhalb verschiedener SAA-Konzentrationsstufen, modifiziert nach Kiemle 2021 und Kiemle et al. 2022. |  Overview of the intra- and inter-assay
precision of two point-of-care assays compared to two turbidimetric immunoassays within different SAA concentration levels, modified from Kiemle 2021

and Kiemle et al. 2022.

Intra-Assay-Prézision Inter-Assay-Prazison
Gerat SAA KB SAA [ug/ml] CVa [%] SAA [ug/ml] CV, (%] Studie

SAALow 102 =33 16,1 83,5+28,5 22,4
SAAMed 784,5+955 7,6 248 72 19,8 Kiemle et al. 2022
SAAHigh 1772,5+647,5 30,0 1926 =871 35,8

POCA-1
SAALow 63,9+9,3 14,5 55,9+8,5 15,0
SAAMed 115,8 20,6 18,0 140,1+19,0 14,0 Schwartz et al. 2018
SAAHigh 782,3+103,9 13,0 1372,4 =624,9 45,5
SAALow 113,8+8,6 7,8 953=11,0 12,0
SAAMed 684,1 = 64,9 9,8 668,9 +62,3 9,7

POCA-2 SAAHigh 1416.8+182,2 13,3 1437.3+139,4 10,0 Naraw & el 2020

2601,7+215,3 8,6 2710=149,1 5,7

SAALow 352+2,5 4,8 77,7=11,6 8,8
SAAMed 330,1 15,3 3,8 236,3+10,8 3,1 Kiemle et al. 2022
SAAHigh 1068 =26 1,6 29451535 40,2

TIA-Hum
SAALow 0,67+0,16 24,4 0,48+0,16 33,2
SAAMed 55,48 0,89 1,6 60,85+2,78 4,6 Jacobsen et al. 2006a
SAAHigh 771£16,13 2,1 773,80 +50,48 6,5
SAALow 94,2+5,9 3,3 42,2+3,9 4,9
SAAMed 560=+18,5 2,5 137,3+18,9 8,3 Kiemle et al. 2022
SAAHigh 857 =44 3,5 1272,4 +202,1 11,6

TIA-Vet
SAALow 124,7+3,8 3,0 113,4+7,7 6,8
SAAMed 805,3+41,9 5,2 842,0+63,6 7,6 Jacobsen et al. 2019
SAAHigh 4443 +161,3 3,6 4646 =445,7 9,6

CVa, welche die Qualitétsanforderungen an humanes SAA von 12,5% Gberschreiten, sind fett gedruckt. | CVa exceeding quality requirements for human SAA of 12.5%

are printed in bold lefters.

CVa — analytischer Variationskoeffizient / KB — Konzentrationsbereich / POCA — Point-of-Care-Assay

POCA-1 — Point-of-Care-Assay-1, Firma friher: StableLab (Sligo, Irland), jetzt Zoetis (Berlin, Deutschland)

POCA-2 — Point-of-Care-Assay-2, Firma Veterinary yeqgical Research and Development (Pullman, USA)

SAA — Serum Amyloid A / SAA,,, — Gruppe niedriger SAA-Werte / SAAy o4 — Gruppe mittlerer SAA-Werte / SAAy;g, — Gruppe hoher SAA-Werte
TIA-Hum — humanmedizinischer turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken Chemical (Tokyo, Japan)

TIA-Vet — veterindrmedizinischerr turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken Chemical (Tokyo, Japan)
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et al. 2019). Der TIA-Hum war bis Juni 2022 auf dem Markt
und wurde durch einen Nachfolgetest (RUO-SAA, Eiken Che-
mical Co, Ltd, Tokyo, Japan) abgeldst, fir den derzeit noch
keine publizierten Daten fur die Veterinédrmedizin vorliegen.
Seit 2020 ist ein TIA (VET-SAA Test, Eiken Chemical Co, Ltd,
Tokyo, Japan, nachfolgend TIA-Vet genannt) verfigbar, der
for die Messung hoher, vor allem in der Pferdemedizin vor-
kommender SAA-Werte ausgelegt ist. Grundlage hierfir ist
die ausschlieBliche Verwendung monoklonaler anti-Mensch-
SAA-Antikérper zur Messung von Pferde-SAA (Jacobsen et al.
2019).

Testeigenschaften der POCAs und ihre Interpretation
Prézision

Die Prazision eines Gerdtes oder Tests ist neben den Eigen-
schaften der Methode selbst auch vom Messbereich abhén-
gig. Daher erfolgt die Bestimmung der analytischen (Infra- und
Inter-Assay-) Variationskoeffizienten (CV,) innerhalb verschie-
dener SAA-Konzentrationsbereiche (Flatland et al. 2010). In-
tra-Assay-CV, werden nach wiederholter Messung derselben
SAA-Probe am selben Tag berechnet, wéhrend Inter-Assay-
CV, durch die Messung derselben SAA-Probe an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen kalkuliert werden (Flatland et al.
2010). Tabelle 2 zeigt die CV, der Geréte POCA-1, POCA-2,
TIA-Hum und TIA-Vet, die in verschiedenen Studien und fir
verschiedene SAA-Konzentrationsbereiche ermittelt wurden
(Jacobsen et al. 2006a, Schwartz et al. 2018, Jacobsen et al.
2019, Karam et al. 2020, Kiemle et al. 2022). Vor allem der
POCA-1 zeigt teilweise erhebliche Abweichungen von den
Qualitétsanforderungen (Schwartz et al. 2018, Kiemle et al.
2022) an den CV, fir humanmedizinische SAA-Assays, der
unter 12,5% liegen soll (Westgard et al. 1974). Besonders
bei der Messung hoher SAA-Konzentrationen ist beim POCA-
1 eine hohe Impréazision nachweisbar mit CV, von 35,8%
(Kiemle et al. 2022) beziehungsweise 45,5% (Schwartz et al.
2018). Im Gegensatz hierzu liegen die CV, der Assays POCA-
2, TIA-Hum und TIA-Vet gréBtenteils <12,5% (Karam et al.
2020, Jacobsen et al. 2006a, Jacobsen et al. 2019, Kiemle
et al. 2022). Praktisch dargestellt bedeutet dies: Wenn bei
einem Pferd ein SAA-Wert von 1000ug/ml mit einer Methode
deren CV, bei 10% liegt gemessen wird, kann der ,wahre”
SAA-Wert zwischen 900ug/ml und 1100ug/ml liegen. Der
SAA-Assay kann somit nicht zwischen diesen Werten unter-
scheiden. Liegt der CV, eines Assays bei 40%, kann der Test
nicht zwischen einem SAA-Wert von 600 ug/ml und 1400ug/

ml differenzieren.

Biologische Variation und Reference Change Value

Betrachtet man Verlaufsuntersuchungen, werden diese neben
der analytischen Variation (CV,) auch durch die intra-individu-
elle, biologische Variation (CV;) beeinflusst (Jensen und Kjel-
gaard-Hansen 2010). Die Frage, welche Differenz zwischen
zwei Messwerten eines Patienten bei einer Verlaufsuntersu-
chung als klinisch relevant und somit als ,echter” Unterschied
beurteilt werden kann, soll der RCV (oder auch kritische Dif-
ferenz im Deutschen) beantworten, in dessen Berechnung
der kombinierte Einfluss von CV, und CV; einflieBt (Boulat et
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al. 2011, Walz und Fierz 2015). Erst wenn der prozentuale
Unterschied zwischen zwei Messwerten einer Verlaufsunter-
suchung den RCV Uberschreitet, liegt eine ,echte” Differenz
zwischen zwei Ergebnissen einer Verlaufsuntersuchung vor
(Walz und Fierz 2015). Fir Pferde ist der CV; nach aktuellem
Stand der Literatur nicht bekannt (Jensen und Kjelgaard-Han-
sen 2010). Legt man aber den fir den Menschen bekannten
CV; von 25% (D Eril et al. 2001) fur die Berechnung des
RCV zugrunde, bedeutet dies, dass bei einem CV, von 10%
und einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p <0.05 der RCV bei
75% liegt. Bei einem Pferd, bei dem an Tag 1 ein SAA-Wert
von 1000ug/ml gemessen wird, kann erst ein SAA-Anstieg
von > 75% (das heifit auf einen Wert > 1750ug/ml) als ,ech-
ter” SAA-Anstieg erkannt und interpretiert werden. Ist der CV,
dagegen mit 40% sehr hoch, dann liegt der RCV bei 131 %.
Dies bedeutet, dass erst ein SAA-Anstieg von > 1310ug/ml
(das heifit von 1000 ug/ml auf 2310ug/ml) als ,echte” Diffe-
renz erkannt werden kann. Damit hat ein Test mit einer derart
hohen Imprézision nicht das Potenzial, kleinere Veréinderun-
gen zu erkennen und ist somit fir Verlaufsuntersuchungen
auch nicht zu empfehlen.

Linearitdt und Hook-Effekt

Der POCA-1 hat im SAA-Konzentrationsbereich 0-10312ug/
ml eine gute Linearitdt (Bestimmtheitsmaf [R?] =0,92) und
eine maBige Linearitat bei SAA-Werten von 0-562ug/ml
(R2=0,87) (Kiemle 2021, Kiemle et al. 2022). Eine andere
Studie zeigt eine hervorragende Linearitét des POCA-1 bei
SAA-Werten < 1000ug/ml (R2=0,99), wobei der POCA-1
SAA-Werte > 3000ug/ml im Vergleich zum TIA-Hum Gber-
schétzt (Schwartz et al. 2018). Der POCA-2 hat eine sehr
gute Linearitét bei SAA-Werten bis zu 3000 ug/ml (R2=0,98)
(Karam et al. 2020) (Tab. 3). Wie fir den POCA-1 beschrie-
ben, kénnen bei der Messung hoher SAA-Werte die Verdin-
nungsprotokolle der POCA-Herstellerfirmen hilfreich sein, um
lineare Ergebnisse zu erhalten (Kiemle et al. 2022). Fir beide
TIAs werden hervorragende Linearitéten bei der SAA-Mes-
sung beschrieben, wenn eine automatische Vorverdiinnung
der Proben von 1:6 erfolgt. Dabei zeigen der TIA-Vet bei einer
Messung von SAA-Werten von 0-969ug/ml und der TIA-
Hum bei der Messung von SAA-Werten zwischen 0-1593 ug/
ml die niedrigste aber immer noch sehr gute Linearitét
(R2=0,95) (Kiemle et al. 2022). Der TIA-Hum hat hervor-
ragende Linearitéten bei der Messung von SAA-Werten von
0-198ug/ml (R?=0,99) (Kiemle et al. 2022) beziehungswei-
se bei SAA-Werten <800ug/ml (R2=0,98) (Jacobsen et al.
2006a). Auch der TIA-Vet zeigt eine hervorragende Lineari-
tat (R2=0,99), wenn SAA-Werte von 1-115ug/ml (Kiemle
et al. 2022) beziehungsweise von 0-3000ug/ml und von
0-6160ug/ml (Jacobsen et al. 2019) gemessen werden (Tab.
3). Im Messbereich zwischen 3000 ug/ml und 6000ug/ml ist
beim TIA-Vet eine geringgradige Uberschétzung der SAA-Wer-
te festzustellen (Jacobsen et al. 2019).

Bei TIAs und POCAs kann es bei der Messung sehr hoher SAA-
Werte zu dem sogenannten Hook-Effekt kommen (Schwartz et
al. 2018, Kiemle et al. 2022). Dabei werden falsch-niedrige
SAA-Konzentrationen gemessen, wenn eigentlich sehr hohe
SAA-Werte vorliegen, weil alle Bindungsstellen des zur Messung
verwendeten Antikérpers durch den zu messenden Analyten be-
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legt sind (Rey et al. 2017). Wahrend das Phdnomen des Hook-
Effekts in Groflaboren hinreichend bekannt ist, muss es auch
bei der Anwendung der POCAs beriicksichtigt werden. Fir den
POCA-1 wird beispielsweise bei SAA-Werten von > 3000 ug/m!
Uber das Vorkommen eines Hook-Effekts berichtet (Schwartz et
al. 2018, Kiemle et al. 2022). Das Nicht-Erkennen eines Hook-
Effektes birgt potenziell eine ,Gefahr” fir den Patienten, da ge-
gebenenfalls falsche Schliusse gezogen werden. So kénnte zum
Beispiel ein scheinbares Absinken der SAA-Resultate bei einem
kritisch kranken Pferd félschlicherweise als ,Verbesserung” des
klinischen Zustandes interpretiert werden, was méglicherweise
Fehlentscheidungen beziglich der weiteren Therapie und Pro-
gnose zur Folge hat (Kiemle 2021). Praktisch lasst sich diese
Situation folgendermafien darstellen: Wenn bei einem Pferd,
welches Fieber, Apathie und andere Symptome einer schweren
systemischen Entzindungsreaktion zeigt (Moore und Vanden-
plas 2014), ein inaddquat niedriger SAA-Wert von 1000ug/
ml gemessen wird, der nicht zum klinischen Zustand passt, liegt
hier vermutlich ein Hook-Effekt vor.

Tabelle 1 stellt mehrere Krankheitsbilder beim Pferd dar, die
zu einer SAA-Konzentration von > 3000 ug/ml fGhren kénnen.

Tab. 3 Die Linearitdt von Point-of-Care Assays und turbidime-
trsichen Immunoassays bei verschiedenen Serum Amyloid A-Kon-
zentrationen. | Linearity of point-of-care assays and turbidimetric
immunoassays at different serum amyloid A concentrations.

Getesteter SAA- i it
Test Konzentrations- |nze;23| “ Studie
bereich [ug/ml]
Kiemle 2021
0-562 0.87 Kiemle et al. 2022
POCA-1 0-1000 0,99 Schwartz et al. 2018
Kiemle 2021
0-10312 0,92 Kiemle et al. 2022
POCA-2 0-3000 0,98 Karam et al. 2020
POCA-3 n.d. n.d.
Kiemle 2021
L= 0,72 Kiemle et al. 2022
TIA-Hum < 800 0,98 Jacobsen et al. 2006a
Kiemle 2021
L=l s Kiemle et al. 2022
Kiemle 2021
1=115 0,99 Kiemle ef al. 2022
Kiemle 2021
TIA Vet 0-969 05 Kiemle et al. 2022
0-3000 0,99 Jacobsen et al. 2019
0-6160 0,99 Jacobsen et al. 2019

n.d. — nicht durchgefhrt

POCA-1 — Point-of-Care-Assay-1, Firma friher: StableLab (Sligo, Irland), jetzt
Zoetis (Berlin, Deutschland)

POCA-2 — Point-of-Care-Assay-2, Firma Veterinary Medical Research and De-
velopment (Pullman, USA)

POCA-3 — Point-of-Care-Assay-3, Firma Accuplex Diagnostics, Kildare, Irland
R? — Bestimmtheitsmaf

SAA — Serum Amyloid A

TIA-Hum — humanmedizinischer turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken
Chemical (Tokyo, Japan)

TIA-Vet — veterindrmedizinischer turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken
Chemical (Tokyo, Japan)

48

J. Kiemle et al.

Dementsprechend ist bei vielen Erkrankungen des Pferdes ein
Hook-Effekt potenziell zu erwarten, zumindest fir die Messung
mittels POCA-1, fir den das Auftreten dieses Phénomens bei
SAA-Werten > 3000 ug/ml beschrieben ist (Schwartz et al.
2018, Kiemle 2021, Kiemle et al. 2022). In den Validierungs-
studien der POCAs-2 und -3 (Karam et al. 2020, Stack et al.
2019) wurden die jeweiligen Assays nicht auf das Vorhan-
densein eines Hook-Effekts untersucht. Ist ein Hook-Effekt bei
einem Test haufig zu erwarten und kann man sich dement-
sprechend lediglich auf den klinischen Zustand des Patienten
verlassen, ist die Hilfestellung bei der Entscheidungsfindung
mittels SAA-Testergebnis sowie die Anwendung eines POCA
fraglich. Dem bekannten Hook-Effekt des POCA-1 kann zu-
mindest teilweise durch die Anwendung der herstellereigenen
Verdiinnungsprotokolle fir SAA-Werte > 3000 ug/ml entgan-
gen werden (Kiemle et al. 2022). Es tritt jedoch keine ent-
sprechende Warnmeldung auf, so dass bei einer deutlichen
Diskrepanz zwischen der Stérung des Allgemeinbefindens des
Pferdes und dem SAA-Ergebnis, d.h. ein hochgradig gestértes
Allgemeinbefinden bei gleichzeitig niedrigem SAA-Messwert,
an einen Hook-Effekt gedacht und eine Nach-Messung nach
Anwendung des Verdinnungsprotokolls durchgefihrt werden
sollte.

Korrelation und Mittelwertunterschied der Methoden

In der Literatur ist eine hervorragende Korrelation (R? =0,96)
zwischen dem POCA-2 und TIA-Hum beschrieben (Karam et
al. 2020). Die Leistung des POCA-3 wurde im Vergleich zu
einem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-SAA-Test
Uberprift, wobei ebenfalls eine hervorragende Korrelation
zwischen den beiden Methoden (R?=0,96) festgestellt wurde
(Stack et al. 2019). Bisher gibt es keine publizierte Studie, die
den POCA-3 mit einem TIA vergleicht.

Zwischen dem POCA-1 und den TlAs TIA-Hum und TIA-Vet
sind jedoch deutliche Mittelwertsunterschiede (Bias) nach-
gewiesen (Tab. 4): Beim Vergleich der SAA-Ergebnisse des
POCA-1 mit den Resultaten des TIA-Hum und des TIA-Vet
liegen Bias von 56,7 % beziehungsweise 80,9 % vor (Kiemle
et al. 2022). Auch in einer friheren Studie wird von einer
generellen Uberschatzung von POCA-1-SAA-Ergebnissen im
Vergleich zu TIA-Hum-SAA-Ergebnissen berichtet (Schwariz et
al. 2018).

Selbst die in den Studien verwendeten Referenzmethoden sind
nicht frei von einem Mittelwertsunterschied. Beim Vergleich
zwischen TIA-Hum und TIA-Vet wird zwar von einer hervorra-
genden Ubereinstimmung berichtet (R2 = 0,93) (Kiemle 2021,
Kiemle et al. 2022), jedoch ermittelt der TIA-Vet-Test 28,2 %
niedrigere  SAA-Ergebnisse als der TIA-Hum-Test (Kiemle
2021, Kiemle et al. 2022).

Fur Mittelwertsunterschiede zwischen Labortests kénnen eine
Vielzahl von Faktoren verantwortlich sein: Vor allem bei der
Messung hoher SAA-Werte kommt es zu deutlichen Bias zwi-
schen POCA-1 und TIA-Hum (Schwartz et al. 2018, Kiemle
2021, Kiemle et al. 2022) sowie zwischen POCA-2 und TIA-
Hum (Karam et al. 2020) (Tab. 4). Teilweise sind in verschie-
den Studien beobachtete, unterschiedlich hohe Bias zwischen
den Assays durch unterschiedlich hohe Analytenkonzentratio-
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nen zu erkléren (Flatland et al. 2010). Einer der Griinde fir
die deutlichen Bias zwischen den POCAs-1 (Schwartz et al.
2018, Kiemle 2021, Kiemle et al. 2022) und -2 (Karam et al.
2020) im Vergleich zu den jeweiligen Referenzmethoden kann
auBerdem sein, dass eine Kalibrierung einzelner Testchargen
lediglich fur den POCA-2 méglich ist (Karam et al. 2020).
Einer der wichtigsten Grinde fir Mittelwertsunterschiede und
variable Testergebnisse bei den equinen SAA-Assays sind vari-
able Antikérper-Kreuzreaktivitéten von anti-Mensch-SAA-An-
tikérpern fur equines SAA (Jacobsen et al. 2006a, Jacobsen
et al. 2019). Starkere Affinitéten der anti-Mensch-SAA-Anti-
kérper zu equinem SAA fihren dabei zur Messung héherer
equiner SAA-Werte (Jacobsen et al. 2019).

Weitere mégliche Ursachen fir die beobachteten Bias zwi-
schen den Tests sind die Messmethodik (Jacobsen et al. 2019,
Kiemle et al. 2022), biochemische Hintergrundreaktionen
(Hindenberg et al. 2018), Variationen verschiedener Testchar-
gen (Schwartz et al. 2018), Anwenderfehler wie Verdinnungs-
und Pipettierfehler (Hindenberg et al. 2018), die Verwendung
verschiedener Analysegerdte (Jasensky et al. 2015, Hinden-
berg et al. 2017, Hindenberg et al. 2018), die Verwendung
von unterschiedlichem Probenmaterial und Antikoagulans wie
beispielsweise Serum versus Plasma (Schwartz et al. 2018)
und die Verwendung derselben Testmethode auf verschiede-
nen Analysegerdten (Jasensky et al. 2015, Munoz-Prieto et al.
2017, Hindenberg et al. 2018).

Haben zwei Methoden einen deutlichen Bias, hat dies zur
Konsequenz, dass bei Verlaufsuntersuchungen eines Patien-
ten nicht zwischen den Testmethoden gewechselt werden darf
(Kiemle 2021, Kiemle et al. 2022). Die Ergebnisse der Studien
(Schwartz et al. 2018, Kiemle et al. 2022) zeigen auflerdem,
dass die mit POCAs erhobenen Resultate (beispielsweise aus
dem Notdienst) im weiteren Verlauf nicht mit einem TIA im
GroBlabor weiterkontrolliert werden kénnen.

Interferenzen
Hamoglobin, Bilirubin und Triglyceride haben einen deutli-

chen Einfluss auf die SAA-Messergebnisse des POCA-1 und
des TIA-Vet (Kiemle 2021, Kiemle et al. 2022). Dies ist fur
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die Pferdepraxis besonders dann von Bedeutung, wenn Pferde
mit entsprechenden klinischen Konditionen vorgestellt werden
(Kiemle 2021). Eine Lipidémie kann zu falsch-hohen SAA-
Werten fihren (Kiemle 2021). Dagegen bedingen Bilirubing-
mie (beispielsweise bei einem Inanitionsikterus) und Hamo-
lyse (beispielsweise bei Vorliegen einer hdmolytischen Andmie
(Okumiya et al. 2004, Kyaw et al. 2008), bei Endotoxinbe-
lastung (Kyaw et al. 2008) oder pré-analytisch durch falsche
Transportbedingungen des Blutes (Bush und Mangan 2003)
und folgender artifizieller Himolyse) die Messung falsch-nied-
riger SAA-Werte mittels POCA-1 (Kiemle 2021). Zum Zeit-
punkt der Veréffentlichung liegt keine Interferenzstudie fur die
POCAs-2 und-3 vor. Der TIA-Vet wurde auf Interferenz durch
Hémolyse und Lipédmie untersucht, wobei kein Einfluss von
10g/L Hémoglobin oder 5g/L Intralipid auf die gemessenen
Werte festgestellt wurde (Jacobsen et al. 2019).

Einfluss des Antikoagulans

Auch wenn die Wahl des Antikoagulans ein pré-pré-analyti-
scher Faktor ist, bestimmen die Testeigenschaften die konkre-
ten Auswirkungen. So gibt es Tests, die kaum oder gar nicht von
dem verwendeten Antikoagulans beeinflusst werden, woge-
gen andere Tests signifikante Messwertunterschiede in Abhan-
gigkeit von dem verwendeten Antikoagulans zeigen. So weist
der POCA-1 signifikante Unterschiede von SAA-Resultaten bei
der Messung von Serum oder Plasma im Vergleich zur SAA-
Messung aus EDTA-Vollblutproben auf (p=0,002) (Schwartz
et al. 2018). Hierbei wird bei EDTA-Vollblutproben mit SAA-
Konzentrationen > 500ug/ml ein negativer proportionaler
Bias (Mittelwertsunterschied -71,8 = 31,6 ug/ml) beobachtet
(Schwartz et al. 2018). Bei der Untersuchung von SAA-Werten
mittels POCA-2 konnten keine signifikanten Messwertunter-
schiede bei der SAA-Messung aus EDTA-Plasma im Vergleich
zur Messung aus EDTA-Vollblut festgestellt werden (p > 0,05).
Jedoch wurden bei der Messung von EDTA-Vollblutproben
in dieser Studie tendenziell héhere SAA-Ergebnisse ermittelt,
als bei der Messung von EDTA-Plasmaproben (Karam et al.
2020). Vergleichbare Untersuchungen fehlen bisher fur TlAs.
Praktisch bedeutet dies, dass bei der Messung von SAA un-
abhéngig von dem angewendeten POCA stets derselbe Blut-
probentyp verwendet werden sollte.

Tab. 4 Ubersicht tber die proportionalen beobachteten Bias sowie die Korrelation zwischen Point-of-Care Assays und Turbidimetrischen Immu-
noassays. |  Overview of the observed proportional bias as well as correlation between point-of-care assays and turbidimetric immunoassays.

POCA Referenztest Biasobs [%] Korrelation (R?) Studie

POCA-1 TIA-Hum -56,7 0,77 Kiemle et al. 2022

POCA-1 TIA-Hum n.d. 0,96 Schwartz et al. 2018

POCA-1 TIA-Vet -80,9 0,69 Kiemle et al. 2022

POCA-2 TIA-Hum n.d. 0,96 Karam et al. 2020

POCA-2 TIA-Vet n.d. n.d.

POCA-3 SAA-ELISA n.d. 0,96 Stack et al. 2019

Biasobs — beobachteter proportionaler Bias / ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay / n.d. — nicht durchgefihrt
POCA-1 — Point-of-Care-Assay-1, Firma friher: StableLab (Sligo, Irland), jetzt Zoetis (Berlin, Deutschland)
POCA-2 — Point-of-Care-Assay-2, Firma Veterinary Medical Research and Development (Pullman, USA)

POCA-3 — Point-of-Care-Assay-3, Firma Accuplex Diagnostics, Kildare, Irland
RZ — Bestimmtheitsmaf / SAA — Serum Amyloid A

TIA-Hum — humanmedizinischer turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken Chemical (Tokyo, Japan)
TIA-Vet — veteringrmedizinischer turbidimetrischer Immunoassay, Firma Eiken Chemical (Tokyo, Japan)
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Fazit for die Praxis

Die Resultate der unterschiedlichen Testmethoden (POCA vs.
TIA) sind nicht vergleichbar. Aus diesem Grund ist die teilwei-
se Ubliche Kontrolle eines im Fremdlabor mittels TIA-Methode
bestimmten, erhdhten SAA-Wertes anhand eines praxiseige-
nen POCA nicht zu empfehlen. Um einen méglichst ,wahr-
heitsgetreuen” SAA-Trend zu erhalten, sollte stets dieselbe
Testmethode und dasselbe Antikoagulans verwendet werden.

Eine grofie Limitation der POCAs ist ihre Imprézision mit Va-
riationskoeffizienten von teilweise > 40%, die nur eine sehr
grobe Beurteilung der tatséchlich vorhandenen SAA-Kon-
zentration erlaubt. Bei Verlaufsuntersuchungen sind unter
Beriicksichtigung der biologischen Variation nur sehr starke
Verdnderungen der SAA-Konzentration von > 130% des Aus-
gangswertes als ,echte” Differenz interpretierbar.

Eine weitere Limitation der POCAs ist das Auftreten eines Hook-
Effektes bei einer bei Pferden mit einer akute Phase-Reaktion
héufig zu erwartenden SAA-Konzentration von etwa 3000 g/
ml, der nicht von einer Warnmeldung begleitet ist. Daher muss
bei Pferden mit hochgradig gestdrtem Allgemeinbefinden und
einem scheinbar niedrigen, dazu nicht passenden SAA-Mess-
wert an einen Hook-Effekt gedacht und eine Nachmessung
nach Verdinnung durchgefihrt werden. Das Vorliegen einer
Hamolyse, Bilirubindmie oder Lipiddmie muss stets bei der
Interpretation der SAA-Ergebnisse bericksichtigt werden.

Die den SAA-POCAs zugesprochene schnelle Uberprifung
und Einschétzung des Gesundheitszustandes von Pferden
muss aufgrund der dargelegten Fakten kritisch hinterfragt
werden. Eine realistische Interpretation ermittelter SAA-Wer-
te ist lediglich mit fundiertem Hintergrundwissen Gber die
moglichen Limitationen der SAA-POCAs beim Pferd maég-
lich. Letzten Endes bleibt die SAA-Messung einer unter vielen
weiteren diagnostischen Parametern, der immer im Kontext
mit dem klinischen Gesamtbild des Pferdes betrachtet wer-
den sollte.
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