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Sammanfattning

Kalciumbalansen i kroppen ar normalt strikt reglerad sa att halten av kalcium i
blodet hélls relativt konstant. Regleringen av kalcium skéts framforallt av
parathormon  som  syntetiseras i  paratyreoideas  huvudceller.  Att
kalciumhomeostasen satts ur spel &r ett inte alltfér ovanligt scenario vid olika
sjukdomstillstand. Detta kan antingen bero pa en dysfunktion av sjalva
paratyreoidea eller ha helt andra orsaker. For att veta vilket som &r fallet hos den
enskilda patienten kan man méta andelen joniserat kalcium och andelen
parathormon (PTH) i blodet. Olika analysmetoder for parathormon finns framtagna
for humant bruk. En del av dessa ar applicerbara pa hund.

| detta forsok har ett antal friska hundar provtagits for att ingd som
referensmaterial vid introduktion av en parathormon-analys vid Instutitionen for
klinisk kemi, SLU, Uppsala. Hundarna har adven analyserats med avseende pa
joniserat kalcium. En sk. "two-site PTH assay” har anvénts (Coat-A-Count Intact
PTH IRMA, frdn DPC, Los Angeles, USA) och parathormon (PTH) har
analyserats fran saval serum som plasma. Vid analys av joniserat kalcium (Ca®")
har en blodanalysapparat i mikroformat framtagen for human akutsjukvard anvénts
(iSTAT). Denna apparat har lanats fran distributoren (Abbott Scandinavia AB,
Solna) for att anvandas i projektet.

Referensvarden for parathormon i serum och plasma ar framtagna, samt &ven
referensvéarden for joniserat kalcium analyserat med iSTAT. For analys av PTH
kravs en viss hantering av blodproverna. Analysen ar dessutom ganska kranglig i
sitt utférande samt an sa lange mycket kostsam. Fragan ar darfor vilken
genomslagskraft en sadan analys kan fa och om det ar lonsamt att sétta upp en
sadan analys som rutin pa ett laboratorium. Analys av joniserat kalcium kréaver
specifik apparatur och analysen har tills nu inte funnits tillgdnglig vid ovan
namnda institution. Fran vintern 03/04 kommer det dock vara mojligt att analysera
Ca®* som rutin vid Institutionen fér klinisk kemi dd nédvéandig utrustning for
denna analys har bestallts.



Inledning

Det finns en rad olika sjukdomar och sjukdomskomplex inom smadjursmedicinen
som paverkar kalciumomséattningen i kroppen. En del av dessa har en hypo- eller
hyperfunktion av paratyreoidea som bakomliggande orsak, men langt ifrdn alla
kalciumrubbningar har en sadan enkel forklaring. Ett vardefullt led i
utredningsgangen av en hypo- eller hyperkalcemi vore att pa ett enkelt sétt kunna
méta nivan av parathormon (PTH) i ett blodprov. Biokemiforetag vérlden 6ver har
under manga ar jobbat for att fa fram analysmetoder for PTH i blod hos manniska.
Ett antal forsok har dven gjorts for att fa dessa metoder applicerbara pa djur. |
dagslaget finns olika typer av immunologiska metoder for att analysera
parathormon. En del av dessa fungerar dven pa hund.

Syfte

Syftet med detta projekt ar framst att ta fram referensvérden for parathormon och
joniserat kalcium i blod hos friska hundar. Dessa varden &r ténkta att kunna
anvéandas i fungerande rutinanalyser for namnda parametrar vid Institutionen for
klinisk kemi, SLU, Uppsala. Sadana analyser skulle vasentligt forandra och
forbattra de diagnostiska och d&ven terapeutiska mojligheterna for stora
patientgrupper inom smadjursmedicinen.

Bakgrund

Kalcium

Det dagliga intaget av kalcium via fodan, hos en 20 kilos hund uppgar till ca 600
mg. Kalcium absorberas sedan i duodenum och jejunum. Absorptionen i tarmen ar
en aktiv transport som i sin tur &r beroende av vitamin D (calcitriol). ©

Den fysiologiska betydelsen av kalcium kan i stort delas in i tva kategorier.
Kalciumsalterna i benvavnad bidrar till skelettets strukturella uppbyggnad.
Kalciumjonerna i cellerna och i den extracelluldra vatskan &r nédvandiga for en
rad biokemiska processer sasom blodkoagulationen, enzymreglering,
muskelkontraktilt arbete och nervimpulsdverforing. For att dessa processer ska
fungera optimalt kravs att koncentrationen av kalcium i extracellularvitskan halls
konstant (se kalciumregleringen nedan). ¢

Néastan 99 % av kroppens totala kalciumhalt hittas i skelettet, ca 1 % finns i
andra vévnader och endast 0,1 % finns i den extracelluldra vétskan. Det kalcium
som finns i serum &r i sin tur uppdelat i tre fraktioner; 50 % foreligger i s& kallad
joniserad form (Ca®") och ar den del som ar metaboliskt aktivt. Fyrtio procent av
kalciumet &r proteinbundet, framférallt till albumin, och 10 % befinner sig i
komplex med citrat och fosfat. ¢



Kalciumregleringen

Kalciumnivan i blodet ar beroende av tre parametrar; parathormon (PTH),
calcitriol (1,25(0OH),-vitamin Ds, den aktiva formen av vitamin D) och calcitonin.
Parathormonets effekt ar att hoja Ca>* koncentrationen i extracellularvétskan. Detta
sker genom en o¢kad benresorption, 6kad absorption av kalcium fran njurar och
tarm, samt en 6kad calcitriolbildning i njurarna (se mer avsnittet PTH effekt).
Calcitriolet har en stark stimulerande effekt pa transporten av kalciumjoner fran
tarmen till blodet. Vidare &r calcitriol nodvéandigt for osteoblasternas och
osteoclasternas normala funktion och &r darmed viktigt for benresorptionen.
Calcitonin daremot, reducerar hastigheten av benresorptionen samt okar
urinutséndringen av kalcium och arbetar darmed som en antagonist till PTH och
calcitriol.

Matning av kalcium i blodet

Som né&mnts tidigare ar en stor del av kalcium i serum (40 %) bundet till protein,
framfor allt albumin. Forandringar i albumin eller proteinkoncentrationen
(dehydrering, blodforlust osv.) kan darfor forandra totalkalciumnivan medan
andelen joniserat kalcium fortfarande 4&r konstant. Man kan korrigera
kalciumvardet med avseende péa albuminhalt for att fa ett mer sant varde av
serumets totalkalciumhalt. Detta gors med hjélp av formeln:

korrigerat Ca (mg/dl) = totalCa (mg/dl) — albumin (g/dl) + 3,5 678
Eller:
korrigerat Ca(mg/dl) =totalCa(mg/d1)—(0,4x totalprotein(g/dl))+ 3,3 @132

Bindningen av kalcium till albumin &r pH-beroende. Vid en akut acidos minskar
den bundna delen och andelen joniserat kalcium 6kar. Vid en alkalos sker det
omviénda. Vid tolkning av den totala kalciumnivan i ett blodprov bér man darfor
alltid ta hansyn till alouminhalt och eventuell syra-bas-rubbning. ©

Bestdmning av andelen joniserat kalcium vore naturligtvis att féredra vid all
sorts analys, da detta ar den fraktion som ar metaboliskt aktivt. Analys av joniserat
kalcium kraver dock speciell apparatur och &r som regel mer kostsam. ©

Hyperkalcemi

Koncentrationen av joniserat kalcium i blodet halls normalt inom en mycket snav
gréans. Eftersom olika laboratorier har olika referensvarden, ar det svart att ange ett
fixt varde som indikerar hyperkalcemi. Det man déremot kan sdga ar att normalt
fluktuerar andelen joniserat kalcium inte mer &n 0,1 mg/dl eller 0,025 mmol/I &t
nagot hall, utan att det anses onormalt. ©

Vid Inst. for klinisk kemi, SLU, Uppsala, har man satt gransvérdet for totalt
kalcium i serum till: 2,2 — 2,9 mmol/l. Hos unga, vaxande valpar kan man dock



tolerera ett nagot hogre varde. Detta forutsatt att hunden samtidigt har en lindrig
forhojning av alkaliskt fosfatas (ALP) till foljd av hog osteoclastaktivitet hos
vaxande djur, samt &r kliniskt frisk och har normalt kreatininvarde.

Det finns olika differentialdiagnoser hos hund som leder till hyperkalcemi.
Primar hyperparatyreoidism &r en diagnos (se vidare separat kapitel). Ovriga
differentialdiagnoser ar;

e hyperkalcemi med malignitetsbakgrund (lymfom, analsdcksadenocarcinom,
juvertumdrer, tyreoidcarcinom, malignt melanon, multipelt myelom)
e hypoadrenocorticism

e kronisk njursvikt

e hypervitaminos D (14. 18)

Hyperkalcemi ses hos s& manga som 10 - 40 % av alla hundar med lymfom.
Symtomen utgors av varierande grad av polyuri, polydipsi, anorexi, illamaende,
krakningar, dehydrering och koma. Symtomen fran hyperkalcemin kan vara
mycket besvarande och blir oftast det storsta problemet for dessa patienter.
Mekanismen bakom hyperkalcemi vid manga tumdrsjukdomar, t.ex. malignt
lymfom, &r att tumorcellerna frisatter amnen som liknar parathormon, sa kallade
PTH-relaterade protein (PTHrP). Dessa molekyler &r stérre dn parathormonet, men
har strukturella likheter med PTH:ts aktiva yta och kan darmed efterlikna PTH sa
pass att de binder in till samma receptorer (pseudohyperparatyreoidism). @2

PTHrP har &ven detekteras med hjélp av immunohistokemisk fargning i en rad
olika normala vavnader. Man anser att dessa peptider har en viktig funktion i
normal juver- och tandutveckling samt spelar roll i kalciumhomeostasen under
laktation. ™ PTHrP kan inducera benresorption och orsaka minskad utséndring av
kalcium via njurarna, men anses inte kunna stimulera njurarnas syntes av calcitriol.
PTHrP ar sa pass olik PTH att det inte sker ndgon korsreaktion vid blodanalys
avseende PTH savida man anvénder en analysmetod avsedd for matning av intakt
PTH sk. "two-site-PTH-assay”. ‘8

Vid andra typer av tumorsjukdomar, t.ex. multipelt myelom, producerar
tumorcellerna lokala osteoclastaktiverande faktorer och det & dem som i dessa fall
orsakar hyperkalcemin. *®

Vid all typ av hyperkalcemi med malignitetsbakgrund genomgar paratyreoidea
atrofi som svar pa den hoga kalciumnivan i blodet. Detta gor att nivan av riktigt
PTH sjunker. @

Hyperkalcemi vid hypoadrenocorticism (Addisons sjukdom) &ar oftast mild och
overgdende med ratt terapi mot den underliggande sjukdomen. Hyperkalcemi
associerad till hypervitaminos D kan uppkomma som komplikation vid alltfor lang
och intensiv behandling med vitamin D hos hypoparatyreoida patienter.
Hyperkalcemin i dessa fall ses oftast tillsammans med hyperfosfatemi, eftersom
vitamin D dkar upptaget av bade kalcium och fosfat fran tarmen.



Hypokalcemi

Den vanligaste orsaken till att hypokalcemi ses pa ett blodprov fran hund ar
hypoalbuminemi. Hypoalbuminemi orsakar ett falskt lagt varde av kalcium och
dessa djur har inga kliniska symtom pa hypokalcemi. Darfor ar det viktigt att vid
hypoalbuminemi korrigera kalciumvérdet med avseende pa albumin.

Kraftig hypokalcemi, utan samtidig hypoalbuminemi &r oftast orsakad av
eklampsi eller hypoparatyreoidism (se nedan). Mild, vanligen asymtomatisk
hypokalcemi kan ses vid akut och kronisk njursvikt och akut pancreatit.

Paratyreoidea

Paratyreoidea hos hund bestar av fyra kértlar. De externa kortlarna (2st) &r ovala
och mater ca. 2 - 5 mm i l&ngd och 0,5 - 1,0 mm i bredd. Dessa ligger inbaddade i
den l6sa bindvéven kranialt och dorsolateralt om den framre poolen av tyreoidea.
De inre kortlarna (2st), & mindre och mer platta i sin struktur &n det externa paret.
Dessa ligger pa tyreoideas dorsala yta, innanfor tyreoideas fibrosa kapsel. © 617

Paratyreoidea bestar av tva celltyper; huvudceller och sa kallade oxyphila celler.
Det ar huvudcellerna som star for syntes och sekretion av parathormon (PTH)
medan de oxyphila cellerna &r biologiskt inaktiva. Funktionen av dessa celler ar
annu inte klarlagd, dock 6kar de i antal med stigande &lder. © 17

Parathormon

Syntes och nedbrytning

Parathormon (PTH), ar en polypeptid bestdende av 84 aminosyror ordnade i en
enkel kedja utan disulfidbryggor. Molekylvikten &r ungefar 9500 daltons.
Parathormon syntetiseras av huvudcellerna som ett 115 aminosyror langt
preproPTH. En proteolytisk klyvning vid NH,-terminalen genererar ett proPTH
(90 aminosyror). Innan sekretion férandras polypeptiden igen och ytterligare sex
aminosyror klyvs bort. Detta genererar slutprodukten, det biologiskt aktiva
parathormonet. Aktivt PTH kan antingen utséndras direkt, om blodets Ca**-niva ar
for 13g, eller lagras i sekretoriska granula i huvudcellerna, se figur 1. &7
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Figur 1. Syntes och lagring av PTH i parathyroideas huvudceller ©

Nedbrytning av PTH sker framforallt i lever och njure. Halveringstiden for
hormonet ar kort, i genomsnitt 20 minuter hos de flesta djurarter. © Nedbrytningen
genererar ett N-terminalfragment samt de mer langlivade C-terminal- och
mittregionfragmenten. N-terminalfragmentet &r den del som innehéller den
biologiska aktiviteten. ® Nedbrytningsprodukterna lamnar kroppen via urinen.
Beroende pa& den glomerulara filtrationen i njurarna kan vid njursjukdom vissa
fragment av PTH kvarstd i blodomloppet en ldngre tid &n normalt. Denna forh6jda
nivad av PTH fragment i blodet speglar ej en funktionsrubbning av paratyreoidea
(hyperparatyreoidism), utan ar istallet en indikation pa en férsamrad njurfunktion.
Detta har tidigare stallt till bekymmer vid analys av PTH i blod, d& man inte
kunnat specificera analysmetoderna fér matning av intakt PTH utan att f4 med de
olika metaboliterna, * °-20.21)

Reglering

Jamfort med andra endokrina system i kroppen, har paratyreoidea ett unikt
feedbackkontrollsystem baserat framforallt pa blodkoncentrationen av joniserat
kalcium (Ca?"). L4ga koncentrationer av Ca®* i blodet stimulerar till syntes och
frisattning av PTH, medan héga koncentrationer inhiberar. En férandrad Ca**-nivé
i plasma ger effekt p& PTH-sekretionen inom bara n&gra minuter. Ca®*-
koncentrationen i blodet paverkar inte bara sekretion och syntes av PTH, utan dven
andra intracellulara och metaboliska processer i paratyreoideas huvudceller. ¢9

Effekt

Parathormon binder till sina specifika receptorer i malorganen, framfor allt njurar
och benvdvnad. Detta leder till en 6kning av cykliskt AMP (CAMP) i cellerna.
cAMP fungerar som en "second messenger” och startar en kaskadreaktion inuti
cellerna. I njurarna leder denna reaktion till;

e Okad reabsorption av kalcium fran det glomerulara filtratet

e Okad sekretion av fosfat


http://www.istat.com/

e aktivering av 1-a-hydroxylas, det enzym som katalyserar calcitriolbildningen @

PTH mobiliserar kalcium, och dven fosfor, fran benvavnad. Den omedelbara
effekten av PTH involverar "osteocyt-osteoblast-pumpen” som forflyttar kalcium
fran benvavnaden till den extracelluldra vatskan. En konstant forhojd PTH niva,
som vid hyperparatyreoidism, ger mer langsiktiga forandringar i skelettet. Dessa
forandringar innebar en 6kad osteolys till foljd av osteoclastaktivering. Paradoxalt
nog orsakar PTH &ven en &kning av antalet osteoblaster vilket bidrar till
nybildning av ben. De nedbrytande processerna gar dock oftast fortare an de
uppbyggande varfor detta i slutdnden leder till en demineralisering av
benvavnaden. ® D& mineralerna forsvinner frén skelettet ersitts dessa av omogen
fibros bindvav. Detta tillstind kallas osteodystrofia fibrosa och ses vid uttalad
hyperparatyreoidism. ©

Matning av PTH i blodet

Som n&mnts tidigare, finns det olika former av PTH cirkulerande i blodet. Det ar
dels det intakta parathormonet, och dels de olika metaboliterna (C-terminal, N-
terminal,  mittfragment).  Metaboliterna  utsondras  via  njurarna.  C-
terminalfragmentet, som har mycket l&ngre halveringstid &n de 6vriga fragmenten,
ackumuleras darfor vid njurskada. 8

De forsta metoderna for att mata PTH i blod var utformade sa att de specifikt
matte halten C-terminal- eller mittfragment i blodet. P4 sa sétt fick man en méatning
bade av det intakta hormonet och dess metaboliter. Detta gav naturligtvis inget bra
varde pa paratyreoideas funktion. Utvecklingen har dock gatt framat och en "two-
site” matmetod har utvecklats, vilket innebar att antikroppar binder bade till C-
terminalen och N-terminalen av parathormonet och pa sa satt kommer endast det
intakta PTH:t att métas. Den hér typen av analysmetod framtogs forst for humant
bruk. Den &r dock dven utprovad for att fungera pa hundar. For att underlatta
differentialdiagnostiken vid hyperkalcemi, rekommenderar man att PTH-
analyserna kors parallellt med analys av antingen totalkalcium eller joniserat
kalcium, se figur 2, 4571820

Ca’'niva PTH-niva Tolkning
normal normal Kalciumregleringen fungerar optimalt.
lag hdg PTH svarar korrekt, andra test kravs
for att fa veta varfor hypokalcemi foreligger.
lag normal/lag PTH svarar inte korrekt. Har troligen
hypoparatyreoidism.
hdg hdg Paratyreoidea producerar for mkt PTH.
Nagon form av hyperparatyreoidism.
hdg lag PTH svarar korrekt. Andra tester kravs
for att fa veta varfor hyperkalcemi foreligger.

Figur 2. Tolkning av Ca®*-niva i kombination med PTH-nivd @



Hyperparatyreoidism

Hyperparatyreoidism ar det patologiska tillstind da det finns for mycket
parathormon i cirkulationen. Hyperparatyreoidism kan vara antingen primar eller
sekundar. Den primara formen beror pa en hypersekretion av PTH fran
huvudcellerna i paratyreoidea. Denna hypersekretion beror i sin tur oftast pa en
solitdr, funktionell adenombildning av huvudceller, men kan dven vara orsakad av
hyperplasi av en eller flera av kortlarna. Det ar ytterst sallsynt att sjukdomen
orsakas av ett carcinom i paratyreoidea. 31

De kliniska manifestationerna av priméar hyperparatyreoidism beror pa att PTH
orsakar en hyperkalcemi. Sjukdomen kan vara helt asymtomatisk eller leda till allt
ifrdn milda till svara systemiska symtom i form av anorexi, krakningar, depression,
polyuri, polydipsi och muskelsvaghet. ®® Hundar med hyperkalcemi kommer
oftast till veterinar pd grund av trotthet och PU/PD. Vid undersokning ar det inte
ovanligt att hjartarrytmier upptacks till féljd av hyperkalcemin. Symtomens
svarighet och intensitet ar dock inte korrelerad till graden av hyperkalcemi. ©

Den oOkade utsondringen av kalcium via njurarna kan predisponera for
urinstensbildning och sekundéra urinvégsinfektioner. | ett senare skede av
sjukdomen utvecklas nefrokalcinos och darmed sd smaningom njursvikt, 4237

Den sekundéra formen av hyperparatyreoidism &r en adaptiv 6kning av PTH
insondringen, som ej ar relaterat till patologiska tillstand i sjalva paratyreoidea.
Den Okade PTH insondringen i detta fall beror pd en kroniskt lag
plasmakoncentration av joniserat kalcium (Ca®"). Flera olika tillstdnd kan leda till
hypokalcemi, men hos hund finns egentligen bara tvd, dar man ser Kliniska
symtom i form av sekunddr hyperparatyreoidism. Dessa sjukdomstillstand ar
nutritionell kalciumbrist och kronisk njursvikt. ¢

Nutritionell sekundar hyperparatyreoidism

Nutritionell kalciumbrist ses inte sd ofta langre. Detta beror troligen pa en allt
battre kunskap vad galler utfodring av hundar. Nar sjukdomen upptrader, ar det
framforallt pa unga, snabbvéxande individer som enbart utfodras med animalisk
foda. Den laga kalciumhalten i blodet stimulerar till PTH frisattning. Eftersom
inget kalcium finns att tillgd fran tarmen, sker kalciummobiliseringen fran
skelettet. Detta leder till en demineralisering av skelettet vilket ar mycket
odesdigert for unga véaxande individer. Symtom som ses ar smarta fran
extremiteterna, hélta, ovilja till rorelse, patologiska frakturer mm. For att bota detta
tillstdnd kravs total immobilisering (bur) i flera veckor, samt naturligtvis en
forandrad diet. Mycket daliga patienter kan behandlas med intravenost
kalciumglukonat samt smartlindring. Prognosen &r generellt bra sdvida inte

tillstdndet kompliceras av svdra patologiska frakturer och deformeringar i skelettet.
(7,18)

10



Renal sekundar hyperparatyreoidism

Vid progressiva njursjukdomar, reduceras den glomerulara filtrationen och man far
darmed en dalig sekretion av fosfat samt en dalig reabsorption av kalcium. Detta i
kombination med en minskad produktion av calcitriol i njurarna, och darmed ett
minskat upptag av kalcium i tarmen, leder till utveckling av hypokalcemi.
Hypokalcemin stimulerar PTH sekretionen och leder vanligen till en hypertofi av
paratyreoidea. De Kliniska symtomen &r anorexi, krakningar, polyuri, polydipsi,
det vill saga symtom pa kronisk njursjukdom. Forst vid langt gangna fall borjar
man se symtom pa sekundar hyperparatyreoidism. Detta ses som forandringar i
skelettet. Forandringarna kan vara allt ifran milda till kraftiga i form av fibros
osteodystrofi. Urkalkningen av skelettet &r oftast mest uttalad i ansiktets ben.
Kakarna kan bli sa urkalkade att de till och med blir béjbara (rubber jaw™) och
djuret far svart att stdnga munnen. Tanderna kan ocksa lossna fran sina
infastningar. > *® Dessa kraftiga symtom pé& sekundar hyperparatyreoidism &r
ovanliga, men kan ses framforallt pa unga hundar med medfodda njurdefekter.
Aldre djur som utvecklar njursjukdom lever oftast inte tillrackligt lange for att
dessa symtom ska hinna intrada. 8

Generellt sett ar prognosen alltid dalig vid kroniska njursjukdomar. Faktorer som
inverkar ar bland annat;
e graden av kliniska symtom
e mojligheten for njurarna att i det enskilda fallet forbattra sin funktion
e hastighet av sjukdomsférloppet med och utan terapi
e djurets alder("
Det viktigaste sattet att behandla eller forhindra utvecklingen av renal
osteodystrofi &r att minska halten fosfor i blodet. Detta goérs dels genom ett
minskat intag av fosfor via fodan, och dels genom att i majligaste man férhindra
absorption av fosfor i mag-tarmkanalen. Aluminium- och kalciuminnehallande
fosfatbindare finns att tillga och kan ges via fodan. Man kan ocksa administrera
kalcium- och vitamin D tillskott for att korrigera kalcium/fosfor balansen. @®

Hypoparatyreoidism

Hypoparatyreoidism &r en ovanlig endokrin sjukdom. Tillstandet beror antingen pa
en minskad PTH-sekretion eller en minskad funktion av hormonet. Det senare kan
bero pa utsondring av biologiskt inaktivt hormon eller pa daligt svar hos
malcellerna (pseudohypoparatyreoidism). Detta har dock hittills aldrig setts hos
hund vilket gor att man anser att hypoparatyreoidism &r orsakat av en allt for lag
eller totalt utebliven PTH insondring. @58

Det finns i princip tvad bakomliggande orsaker till PTH-brist. Dessa &r radikal

kirurgi i omradet for paratyreoidea (oftast vid extirpation av tyreoidea eller vid
kirurgisk terapi av primar hyperparatyreoidism), eller idiopatisk sjukdom. @
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Den idiopatiska formen drabbar medelalders till vuxna djur och &r oftast ett
resultat av en initial, diffus infiltration av lymfocyter och plasmaceller i

paratyreoidea. Det funktionella parenkymet ersatts successivt med fibrds bindvév.
(6,18)

Symtom pa hypokalcemi kan upptrada mycket snabbt. Dessa symtom &r framfor
allt neurologiska och neuromuskuldra stoérningar som yttrar sig i form av kramper
och krampliknande tillstand. Den forsta diagnosen blir darfor oftast felaktigt
idiopatisk epilepsi, och manga av dessa patienter behandlas med antikonvulsiva
innan ratt diagnos stéllts. Symtomen kan dven vara mildare och inkludera ataxi,
depression, svaghet, inappetens, krakningar och diarré. ®

Det snabbaste och lattaste séttet att diagnosticera hypoparatyreoidism ar genom
ett blodprov. Déar forvantar man sig hitta en lag/subnormal PTH-niva och lagt
kalcium, se figur 2. En biopsi av paratyreoidea kan visa pa lymfocytar
paratyreoidit eller fibros atrofi, men det bor tilldggas att en atrofisk paratyreoidea
kan vara omgjlig att hitta. ©&19

Material och metoder

Analysmetoder

Analys 1: IMMULITE Intact PTH

Detta & en immunologiskt uppbyggd analysmetod for kvantitativ métning av
intakt parathormon i serum och plasma hos ménniska. Antikroppar riktade mot
specifika delar av parathormonet binder hormonet i sma glasbehéllare, sk.
testenheter. Ddrefter tillsatts enzyminmarkta antikroppar riktade mot en annan
specifik del av hormonet. Andelen hormon i provet avléses sedan med hjalp av
luminiscens. Att antikropparna binder till tva olika stallen pa molekylen (“two-
site™) gor att endast det intakta PTH:t kommer att matas.

Provet bor vara fasteprov taget pa morgonen. Blod tas i serumror eller EDTATr6r.
Bade serum och plasma skall separeras fran cellfraktionen sa fort som mojligt. For
serum galler att centrifugering skall ske i kyla. For EDTA géller att provet under
hela tiden skall hanteras i kyla (2 — 8°C), detta galler saval vid provtagningen som
vid centrifugering.

Proverna (bade serum och plasma) &r, efter centrifugering, hallbara i upp till 8
timmar i kyla (2 - 8°C). For langre forvaring maste proverna frysas (- 20°C) och ar
da hallbara i upp till tvd manader.

Kalibreringsomradet for analysen &r upp till 2500 pg/ml (263 pmol/l) och den

analytiska sensitiviteten ar 1 pg/ml (0,1 pmol/l). DPC:s (Diagnostic Products
Corporation) egna referensvarden for PTH hos manniska uppmétt med denna
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metod &r 7 - 53 pg/ml eller 0,7 - 5,6 pmol/l. Man rekommenderar dock att varje
laboratorium tar fram sina egna referensvarden. ©

Analys 2: Coat-A-Count Intact PTH IRMA

Coat-A-Count Intact PTH IRMA (immunoradiometric assay) ar en analysmetod
framtagen for kvantitativ matning av intakt parathormon i serum frdn manniska. |
korthet gar metoden ut pa att man med hjalp av fasta antikroppar (i forcoatade
provrér) mot PTH fangar upp det intakta PTH:t i provet. Darefter tillsatts
ytterligare antikroppar, denna géng radioaktivt inmarkta sddana (**l). De
radioaktiva antikropparna faster till de uppfdngade PTH molekylerna. Overskottet
av radioaktiva antikroppar tvéttas sedan bort med en buffrad 16sning. PTH
koncentrationen i provet &r direkt proportionell mot radioaktiviteten som finns
kvar i de forcoatade roren efter tvétt. Radioaktiviteten méts med en gammaréknare
och koncentrationen av PTH rédknas ut genom att jamfora provets count-per-minute
(CPM) med ké&nda koncentrationer i standardldsningar.

Man har sett en stegring av PTH nivan under natten och rekommenderar darfor
att provet tas efter kl. 07:00 pd morgonen och helst efter en fastande natt. Blodet
skall tas genom venpunktion och samlas upp i serumrdr alternativt EDTA ror, det
ar dd mycket viktigt att det inte blir hemolys i provet.

For serumprover géller sedan att provet skall sedimentera och koagulera vid en
temperatur av 2 - 8°C. Ddrefter separeras serumet fran cellfraktionen. Om
centrifugering sker skall denna ske i kyla. Serumet ar sedan héllbart vid 2 - 8°C i
upp till 8 timmar och vid - 20°C i upp till 2 méanader.

For EDTA prover har studier visat att intakt PTH halls stabilt i helblod i upp till
72 timmar vid en temperatur av 15 - 28°C (rumstemperatur) forutsatt att ingen
hemolys skett. Plasma (EDTA) ar hallbart i - 20° i upp till tvd ménader.

Kalibreringsomradet for analysen &r 15 — 3000 pg/ml (1,6 - 315,9 pmol/l) och
den analytiska sensitiviteten ar 1,0 pg/ml (0,1 pmol/l). DPC:s egna referensvérden
for PTH hos ménniska uppmétt med denna metod &r 12 — 72 pg/ml eller 1,3 - 7,6
pmol/l. Man rekommenderar dock att varje laboratorium tar fram sina egna
referensvarden. @

iSTAT for matning av Ca**

iSTAT ar en blodanalysapparat i mikroformat som bygger pd mikrofabricerade
tunna filmelektroder. | analysarbetet anvander man sig av sma kassetter for
engangsbruk. Dessa laddas med aktuellt blodprov och satts sedan in i den portabla
avlasningsmaskinen. | kassetterna finns allt det material som behdvs for de olika
biokemiska reaktionerna i analyserna. Blod och kalibreringsvatskor férblir under
hela analysarbetet inneslutna i kassetten och det ar dven i kassetten som sjalva
sensorn sitter.
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iISTAT anvénds for analys av elektrolyter, blodgaser och hematologi. Olika
kassetter anvéands for olika typer av parametrar. FOr analys av elektrolyter anvénds
en kassett som heter CG8+. Denna kassett méter, férutom Ca®*, dven pH, Na*, K*,
Htk, Hb, Glukos, Base excess, syreméittnad, PCO, och PO,.
Elektrolytkoncentrationen méats med hjalp av en jonselektiv elektrod.

Enligt bruksanvisningen for iSTAT (utfardad av Abbott Scandinavia AB, Solna)
skall kassetterna langtidsforvaras i kyla. Kassetterna bor ha antagit rumstemperatur
innan anvéndandet, detta berdknas ta 5 minuter. Blod som kan anvéndas ar ven-,
artér- eller kapillarblod. Vid analys av joniserat kalcium skall balanserat heparin
anvéndas som antikoagulantia. Abbott marknadsfor sarskilda kapillarrér med
balanserat heparin i. | detta projekt har dessa kapillarror anvénts och jamforts med
andra blodberedningar vid analys av Ca?* i iSTAT, se resultat nedan.

Djurgrupper
Referensgrupp 1

Blodprov fran 14 kliniskt friska hundar av olika ras och &lder togs for att fa ett
referensunderlag for analys 1. Fran varje hund togs tva serumrér. Vid
provtagningen anvandes vacutainerteknik och blod togs fran vena cephalica i
hoger eller vanster framben. Analysen skedde direkt efter provtagningen (<8
timmar).

Referensgrupp 2, en pilotstudie

Fyra kliniskt friska hundar av olika ras och alder (tabell 1) anvandes for kontroll
av analys 2, for kontroll av iSTAT Ca?*- analysen samt fér hallbarhetsstudier pé&
EDTA-blodet utan centrifugering vid analys 2.

Tabell 1. Referensgrupp 2, en pilotstudie

PTH PTH PTH PTH ca”
Ras Kén Alder  Faste- (pmol/l) (pmol/l) (pmol/l) (pmol/l) (mmol/l)
plasma plasma infryst balanserat
(ar) prov Serum (EDTA) (EDTA) serum hep.
2003-06-  2003-06- 72h 2003-09-
ja/nej 02 02 forvaring 18 2003-06-02
Lab. retr. hane 2 ja 2,5 2,4 1,6 3 1,47
Gordon- hane 11 ja 2,6 3,6 2,1 3,2 inget varde
setter
inget
Briard hane 7 ja 2 2,3 17 vérde inget varde
Schafer hane 8 ja 5 4,8 47 6,2 1,27

Provtagningstekniken var densamma som for referensgrupp 1. Fran varje hund
togs ett serumrér och tvd EDTArodr. Direkt efter provtagningen analyserades Ca**
med hjalp av iSTAT analysen fran helblod utan tillsats (serumror). Helblod s6gs
upp med hjalp av ett kapillarror innehéllande balanserat heparin som
antikoagulantia. Serumet anvéandes darefter aven till PTH analysen (analys 2)

14



direkt efter provtagning samt efter frysforvaring i cirka 3 maénader vid en
temperatur av

- 20°C. Det ena EDTA roret analyserades direkt efter provtagning med avseende
pa PTH i plasma medan det andra forvarades i rumstemperatur, utan
centrifugering, i 72 timmar innan plasman analyserades. Samtliga PTH-analyser &r
korda i parprov. | de fall vardena avvikit fran varandra &r ett medelvarde angivet.

Referensgrupp 3

Blodprov fran 15 kliniskt friska hundar i olika &ldrar, alla av rasen beagle, togs for
att & ett referensunderlag for analys 2 samt for utvérdering av anvandande av olika
blodberedningar i iSTAT Ca®* -analysen (tabell 2). Frén varje hund togs ett
serumror, ett heparinrdr och ett EDTAror. Provtagningstekniken var densamma
som for de tidigare grupperna.

Direkt efter provtagning analyserades Ca*" med hjalp av iSTAT analysen fran
helblod utan tillsats (serumrdr). Helblodet s6gs upp med hjélp av ett specifikt
kapillarror med balanserat heparin som antikoagulantia (bal.hep). Dérefter
analyserades Ca*" med samma apparatur men fran heparinblod (hep). Denna géng
anvéandes vanlig spruta och kanyl for att suga upp blod och applicera detta i
kassetten. Fran sex av hundarna analyserades ytterligare ett heparinprov med
avseende p& Ca®". Denna gang anvéandes heparinblodet uppdraget i ett kapillarror
med balanserat heparin i (hep+bal.hep). Fran samtliga 15 hundar analyserades
aven totalkalcium, totalprotein samt albumin. Dessa prover analyserades enligt
sedvanliga metoder vid Inst. for klinisk kemi, SLU.

Fran samtliga 15 hundar i denna grupp frystes proverna for PTH in (serum och
EDTA-plasma) och forvarades frysta, vid en temperatur av - 20°C, i fem veckor
innan analys. Samtliga PTH-analyser &r korda i parprov. | de fall vérdena avvikit
frén varandra &r ett medelvérde angivet.

15



(81)
Gz'0 x [6'€ + (1'0 X (1/6) utwnape) - (¥ x (1/10ww) ed303)] = (1/]0Ww) eD Jesabiiioy

:|]aW.oy apuef|o} SpURAUR |/|OLIW USJBYUS B} 11 10}

G'e + (1p/6) urngpe - (1p/6w) €010} = (1p/Bu) D YesehLIoY (ujawLIo 1B1UT »

S'e z'e 9z'T 9e'T €1 SL' 19 €€ L'e LT 14 dueH BqT
9'T T 12'T ee'T 62'T 8G'C 69 [43 4 9'c 9 dueH YT
6'T L'T 2T 12T w2 8G'C 8G9 [43 4 9'c 9 dueH BET
T 9'T €1 v'T 6€'T 08z 69 T€ LT 8'c 14 dueH LTAs
4 €' l2'T 9e'T 12'T 09'2 09 T€ 4 LT S AL eTT
8'c Sy 82'T eV'T apJeA 1a6ul €9'C 19 ve 9'c LT S AL e0T
2'e v'y new fo GE'T Ge'T €8'2 99 0€ L'e 8'c S AL ©6
L'e TV new fo ee'T 82'T 08z 09 T€ LT 8'c 14 AL €8
8'T 6'T new fo 62'T 9z'T §8'z 09 6¢ L'e 6'C L AL BL
6'T v new fo apJeA 16ul 12'T 08z 69 T€ L'e LT S dueH '9
9'T L'2 new fo ee'T 82'T €L'e 99 123 L'e LT 14 dueH Bg
8'c g'e new fo €e'T 2€e'T 8L'c Jeie) 8¢ 9'c 9'c 14 AL By
v'c € new fo 62'T S2'T €L'e €9 0€ 9'c 9'c 9 AL BE
8'T L'2 new fo GE'T 2€e'T €L'e 69 0€ 9'c LT S dueH L4
g'e 6'c new fo €e'T apJeA 1a6ul €L'e 99 ve L'e 8'c 8 dueH e
(v1a3) wnJas day'feq+day upeday ueday'eq (%) wnJas wnJas wniss (v1a3)
ewse|d ewsed
(1nowd) (1nowd) (1noww) (1noww) (1nowiw) (1nowiw) (1/6) (1/6) (1noww) — (y/jowuw) (1e) u
Hld Hld +280 +280 +280 ©D10] "110Y urejoud ulwngre €D10] €010} I9ply uoM puny

(roadarse) de road ebipwes ‘a)Beaq uasel Ae Je tepuny ebijiwes) € ddnibsuaialey "z ||1ogel



Statistik

For statistiska berédkningar har STATA version 8 anvénts. Statistik ar utford i
jamforande t-test mellan de olika blodberedningarnas analysresultat (serum resp.
plasma och heparin resp. balanserat heparin) samt for att rékna fram
konfidensintervall som utgdr referensomraden for de olika analyserna. Signifikans
réknas vid p < 0,05.

Resultat

Analys 1 samt pilotstudie

Resultaten fran analys 1 visade for samtliga prover ett PTH-varde som var < 0,1
pmol/l, vilket innebar mindre &n analysens kanslighetsomrade, dvs. ej métbara
nivaer. Darfor forkastades analys 1 i ett relativt tidigt stadium av projektet.

En pilotstudie for att testa analys 2 samt iISTAT-analysen inleddes istallet. Vid
denna studie anvdndes endast 4 hundar, vilket &r ett for litet material for att
anvanda som referensunderlag. Resultaten fran pilotstudien (tabell 1) larde oss att
hantera proverna adekvat samt gav oss en inblick i hur analys 2 och iSTAT-
analysen var uppbyggda.

I pilotstudien ingick aven ett hallbarhetstest av EDTA-blodet for att se om, och
eventuellt hur mycket PTH-nivan forandrades vid en forvaring av helblod i
rumstemperatur i 72 timmar innan centrifugering. Resultaten visade att hos
samtliga hundar sjonk PTH-nivan vid forvaring i 72 timmar jamfort med analys
direkt efter provtagning. Hos en av hundarna sjonk PTH-vardet med mer dn en
enhet (1,5 pmol/l). Aven hir var materialet for litet for att man skall kunna dra
nagra statistiska slutsatser.

Analys 2 samt iISTAT

Fréan referensgrupp 3 erholls PTH-virden bade frdn serum och EDTA-blod
(plasma) fran samtliga hundar (tabell 2). Daremot erhélls ej Ca**-varden fran alla.
Bade serum och plasma hade varit fryst i fem veckor innan analys, vilket inte ska
paverka analysresultatet enligt DPC (Diagnostic Products Corporation). Som
framgdr av tabell 2 var det tydliga skillnader i PTH-vardena uppmatta i serum
respektive plasma (EDTA). Vid ett jamférande t-test mellan serum-PTH och
plasma (EDTA)-PTH for varje enskilt prov framgar en statistisk signifikans; p =
0,0008.

Eftersom resultaten visar en signifikant (***) skillnad mellan PTH analyserat i
serum respektive plasma (EDTA), bor man ange tva olika referensomraden for
dessa blodberedningar. Referensvédrdena i detta fall anges som det 95%-iga
konfidensintervallet.
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Referensvarden for PTH:
serum-PTH 2,6 — 3,7 pmol/l
plasma (EDTA)-PTH 1,8-2,6 pmol/l

Genom iSTAT metoden analyserades Ca?* fran helblod utan tillsats (serumrér),
uppdraget i kapillarror innehallande balanserat heparin som antikoagulantia.
Resultat erhdlls fran 13 av 15 analyserade hundar (tabell 2). Fran heparinblod
uppdraget med spruta och kanyl erhélls varden fran 14 av 15 analyserade hundar
(tabell 2). Frén 6 av hundarna analyserades dven Ca*" i heparinblod uppdraget med
ovan namnda kapillarrér. Vid denna analys erhdlls varden fran samtliga 6
analyserade hundar (tabell 2 ”hep. + bal.hep”).

Efter analys sag det ut som att véardena skiljde sig at mellan proverna. Ett
jamforande t-test utfordes darfor for att kontrollera signifikans. Endast balanserat
heparin-Ca®* (bal.hep) och heparin Ca?* &r jamfért dd dessa metoder r de som har
klinisk relevans. Signifikans uppmattes, dock var standardavvikelsen mycket liten,
vilket gor att biologisk signifikans inte &r troligt i detta fall. Vardena ansags ligga
sd nara varandra att ett gemensamt 95 %-igt konfidensintervall for vardena
uppmatta i balanserat heparin (bal.hep.) och heparin far utgora vara referensvarden
for Ca®. Det 95 %-iga konfidensintervallet blir i detta fall (27 observationer
medréknade) 1,30 mmol/l — 1,33 mmol/l. Detta &r ett mycket snavt intervall vilket
beror pa att standardavvikelsen for matvardena ar valdigt liten. Darfor anges har
aven medelvarde for observationerna samt min- och maxvérden.

Referensvarden for Ca?* analyserat med iSTAT:
balanserat heparin eller heparin: 1,30 — 1,33 mmol/l
medelvarde: 1,32 mmol/l min: 1,22 mmol/l max: 1,43 mmol/I

Hundarna i referensgrupp 3 analyserades ocksd med avseende pa totalkalcium
(totCa) i saval serum som plasma, serumalbumin och serumprotein. Detta for att
kunna rakna ut andelen korrigerat kalcium i varje prov. Skulle nagon hund ha
avvikit markant i nagon av dessa parametrar, hade hunden utgatt ur forsoket. Alla
hundar lag dock inom referensomradet och ansags darfor ha en normal total
kalciumniva i blodet vid tidpunkten for provtagningen.

Diskussion

Att en fungerande analys for parathormon i blod hos hundar &r av stort medicinskt
varde, rader det ingen tvekan om. Vid allt analysarbete som innebar applicering
fran humanmedicin till veterinarmedicin, kravs det dock noggrann kontroll och
kritiskt granskande av metoderna innan man kan anse att dessa verkligen ar
applicerbara pa det aktuella djurslaget.
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I det har forsoket har metoder som redan &r utprévade pa djurslaget hund
anvants, och syftet har framst varit att fa fram referensvarden for det aktuella
laboratoriet.

For att en analysmetod inom veterinarmedicinen ska fa genomslagskraft bér den
vara nagorlunda latt att genomfora, ha en relevant kostnad, ge ett snabbt och
palitligt analyssvar samt ha god klinisk relevans. Om analys 1 (IMMULITE Intact
PTH) hade fungerat optimalt hade vi uppnatt dessa mal. Att analysen inte
fungerade i var studie har vi inte ndgot svar pa. Man har tidigare, vid samma
laboratorium pa Inst. for klinisk kemi, lyckats analysera prover innehallande
mycket hoga nivaer av PTH fran hund med denna metod, men aldrig prévat
analysen pa friska djur. Var hypotes var darfor till en borjan att vara friska hundar
aldrig nar upp till de nivaer av PTH som maskinen kraver for att kunna detektera
dem. Tillverkaren av metoden, DPC, har angivit referensvarden géllande for
maénniska (0,7 — 5,6 pmol/l) framtagna med denna analys, och dessa torde inte
ligga langt ifran forvantade varden hos friska hundar (vi uppmétte med analys 2:
2,6 - 3,7 pmol/l i serum). Var nuvarande hypotes varfor analysen inte fungerar ar
istéllet att antikropparna inte binder tillrackligt till hund-PTH, och att vi dérfor inte
far nagra matvarden. Vidare studier for att ta reda pd om sa ar fallet vore mycket
intressant.

I var pilotstudie av analys 2 (Coat-A-Count Intact PTH IRMA) sag vi tendenser
till att PTH-nivan sjonk ganska drastiskt under 72 timmars forvaring vid 24°C av
EDTA-blod. Detta ar dock inte konfirmerat statistiskt da provmaterialet anses for
litet for att dra slutsatser ifrAn. DPC ger i sina anvisningar avseende analysen (for
humant bruk), upplysningen att ingen forandring i PTH-niva skall ske under
forvaring av EDTA-blod i upp till 72 timmar, detta forutsatt att ingen hemolys
sker. I vara prover skedde ingen hemolys. Enligt Torrance & Nachreiner (1989a)
minskar PTH-nivan i hundblod med 15 % under forvaring vid 24°C i 2 - 24
timmar, dessa siffror galler saval serum som EDTA-blod. Hur DPC hanterat sina
prover och varifran de fatt hallbarhetsstudien framgar inte av analysmanualen. Det
kan till och med vara sa enkelt att humant PTH &r hallbart i upp till 72 timmar,
medan hund PTH &r mer kénsligt och kraver kyld hantering.

Vi har inte studerat huruvida forvaring av EDTA-prover enbart som plasma
paverkar PTH-nivan. Eftersom det forekommer att ett EDTA-prov i form av
helblod som siands med post genomgar viss hemolys, har vi sjdlva dragit slutsatsen
att det borde vara battre att skicka enbart plasma. Det vill séga, provtagande
veterindr ute i landet tar blod i EDTA-r6r, centrifugerar ner blodkropparna och
skickar enbart plasman for analys (liknande forfarande rekommenderas for alla
EDTA-provsanalyser som skickas till Inst. for klinisk kemi).

Vid provtagning av referensgrupp 3, hade det varit dnskvért att kunna analysera
PTH fran bade EDTA-prov (plasma) och serum i direkt anslutning till provtagning
samt att sedan jamfora dessa resultat efter en tids infrysning. Detta blev tyvarr inte
mojligt da ett fel fran huvudleverantéren gjorde att vi fick vart PTH-kit en manad
senare dn bestallt. Detta gjorde att vi fros in samtliga prover (plasma och serum)
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direkt efter provtagning. Analys av proverna skedde forst fem veckor senare, da
analyskittet anlant. Enligt DPC skall infrysning och upptining inte paverka PTH-
nivan, forutsatt att den totala frysforvaringstiden inte Gverskrider 2 manader.
Torrance & Nachreiner (1989a) har i sitt forsok visat att det inte sker nagon
signifikant minskning av PTH-nivan i serum vid upprepad infrysning och
upptining. Nagot liknande forsok avseende plasma gjordes inte i deras studie. |
samma studie skedde forsta infrysningen vid en temperatur av - 40°C. Enligt DPC
skall dock en temperatur av - 20° vara tillracklig ©.

Inom ramen for projektet skickades en intresseenkat ut till fem stora djursjukhus
i Mellansverige. Enkaten inneholl en erbjudan om att kostnadsfritt fa delta i
studien genom att skicka in prover fran hundar med misstankt rubbad PTH-niva.
Endast ett av fem djursjukhus svarade pa enkéten och sade sig vara intresserade av
att delta. Nagra blodprover skickades dock aldrig in. Min egen hypotes kring detta
ar att djursjukhusen ute i landet idag befinner sig i en sadan tidspressad situation
att man inte hinner ta till sig all information som kommer med post. Dessutom
missténker jag att man anser att denna typ av diagnostik ar litet for avancerad. Det
ar kanske inte sd ofta man misstianker hyperparatyreoidism men desto oftare har
man att géra med en rubbad kalciumhomeostas.

Slutresultatet av PTH analysen ar att vi fatt fram referensvarden som bor vara
palitliga. De ligger inom samma omrade som det humana referensvardet for
samma analys, vilket talar for att analysen troligen ar kénsligast inom detta
omrade. Vara referensintervall for PTH blev relativt snava jamfort med vad som
anges i litteraturen for andra laboratorium. Detta beror med storsta sannolikhet pa
att hundarna i var referensgrupp skiljde sig at mycket lite i PTH-niva. Det vill
séga; standardavvikelsen och dérmed &ven variansen blir liten vilket i sin tur ger
ett sndvt konfidensintervall. Skall analysen anvéndas i framtiden kan det vara av
betydelse att ta hansyn till detta vid tolkning av eventuellt hdga PTH-nivaer. Det
hogsta vardet vi uppmatte fran referensgrupp 3 var 4,5 pmol/l och trots att detta
vérde inte ligger inom de nd&mnda referensintervallen i denna studie, bor vardet
anda betraktas som normalt.

Fragetecken kvarstdr huruvida parathormonet halls stabilt vid forvaring av
plasma i rumstemperatur. En hallbarhet pa upp till 24 timmar &r naturligtvis en
forutsattning for att kunna erbjuda analysen till kliniker och djursjukhus ute i
landet, savida inte kyld transport anses aktuellt. Eftersom intresset for analysen
ute i landet hittills varit ringa, och den &nnu s lange ar mycket kostsam kan man
starkt ifragasatta vardet av att sitta upp metoden som rutinanalys vid ett
laboratorium.

Vid all analys av joniserat kalcium (Ca®") har i denna studie den lilla iSTAT-
apparaten anvénts. Detta & en mikroanalysapparat framst framtagen for
anvandning inom human akutsjukvard. iISTAT ar mycket latt att anvanda och det
tar endast ett par minuter innan analyssvaret fas. Nagra fordjupade studier 6ver
analysmetodens sékerhet och applicerbarhet pa djurslaget hund &r inte utford i
denna studie. iSTAT anvands rutinmassigt vid KM smadjurs eget
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internlaboratorium och man anser dar att apparaten fungerar tillfredsstallande och
ger tillforlitliga varden. Vid analys av just Ca?* rekommenderas att man ska
anvanda specifika kapillarrér innehallande balanserat heparin som antikoagulantia.
Detta forfarande &ar sakert bra inom human vard dar man ofta anvander sig av
kapillarblod for blodanalyser. Pa vara djur ar detta lite mer komplicerat och vi
anvander istéllet oftast vendst blod. For att fa blodet i kapillarréren maste man
saledes forst ta ett vanligt blodprov i ett serumror och darefter snabbt, innan blodet
hinner koagulera, overféra en liten méngd blod i ndmnda kapillarrér. Detta
forfarande blir krangligt och kraver dessutom att hunden i princip befinner sig
bredvid analysapparaten. Vi har darfor undersokt skillnaden i Ca*-niva beroende
pa om man analyserar blodet pa detta satt eller om man tar ett blodprov i ett vanligt
heparinror. Analys av vanligt heparinblod sag ut (tabell 2) att ge hdgre
koncentration &n analys av det balanserade heparinblodet. Detta var nagot
motsagelsefullt da Abbott’s motivering till anvandande av balanserat heparin var
att vanliga heparinror innehaller for mycket heparin vilket da binder
kalciumjonerna och man far ett falskt lagt varde i sin analys. Skillnaden mellan
analysresultaten for de olika blodberedningarna var dock mycket liten och vid
statistisk undersokning av skillnaden kunde ingen signifikans faststéllas.

Vart referensintervall for Ca?* fick darfor utgéras av det 95 %-iga
konfidensintervallet fran alla prover sammantaget (heparin och bal.hep, totalt 27
prover), vilket gav oss ett intervall av 1,30 — 1,33 mmol/Il. Detta intervall stimmer
bra 6verens med referensvirden hamtade frén litteraturen (1,12 — 1,42 mmol/l) @
dock &r vart referensintervall véasentligt mycket mindre vilket aterigen har att gora
med en mycket liten standardavvikelse for vara matvarden. Vi anser det darmed
mer palitligt att ange vara min- och maxvarden som grans for vad som kan
férmodas vara normalt dvs. 1,22 — 1,43 mmol/I.

Fran och med vintern 03/04 kommer det att pa Institutionen for klinisk kemi,
SLU, Uppsala, finnas mojlighet att analysera joniserat kalcium. Dock inte med
iISTAT som anvants i detta projekt, utan man har kopt in komplement till redan
befintliga maskiner pa laboratoriet som gor denna analys majlig. Huruvida det
kommer att ske ytterligare forsok for att fa referensvarden for just denna metod ar i
skrivande stund oklart.
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Summary

The calcium homeostasis in the body is normally strict regulated to be kept within
very narrow limits. This regulation is due to the action of parathyroid hormone
(PTH) which is synthesized in the chief cells of the parathyroid glands. In different
diseases, the calcium homeostasis is disturbed and this could either be due to a
dysfunction of the parathyroid gland itself, or it could have a completely different
explanation. To investigate disturbed calciumhomeostasis, ionized calcium and
PTH can be analyzed from a blood sample. There are a lot of different assays to
measure PTH in humans. Some of these assays can also be used on dogs.

In this project a number of healthy dogs were used, and reference values for
PTH for the Department of Clinical Chemistry, SLU, Uppsala, was established.
The test method used is a “two-site PTH assay” (Coat- A- Count Intact PTH
IRMA, from the DPC, Los Angeles, USA) and PTH has been analyzed both from
serum and plasma. For analysis of ionized calcium (Ca®"), a micro-blood analyzer
(iSTAT) has been used. This analyzer was borrowed from the distributor (Abbott
Scandinavia AB, Solna) and is commonly used for human emergency treatment.

Reference range for PTH in both serum and plasma and reference range for
ionized calcium have been successfully obtained. The analysis of PTH requires a
special treatment of the samples. The analysis is also quite complicated and
expensive. Therefore, the question is if there is any profitability to set up this
analysis as a routine-analysis. The analysis of ionized calcium requires some
special equipment. This analysis from now on will be a routine-analysis in the
Department of Clinical Chemistry.
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