S L u Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences
Fakulteten for veterindrmedicin

och husdjursvetenskap
Institutionen for kliniska vetenskaper

Anvandbarheten av inflammationsmarkdren
SAA som komplement vid kvarkadiagnostik

Sandra Lennartsson

Uppsala
2018

Examensarbete30 hp inom veterindrprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2018:71






Anvandbarheten av inflammationsmarkédren
SAA som komplement vid kvarkadiagnostik

Usability of the inflammatory marker SAA as a complement
in strangles diagnostics

Sandra Lennartsson

Handledare: John Pringle, institutionen for kliniska vetenskaper, SLU

Examinator: Miia Riihimaki, institutionen for kliniska vetenskaper, SLU

Examensarbete i veterindrmedicin

Omfattning: 30 hp
Niva och fordjupning: Avancerad niva, A2E
Kurskod: EX0736

Utgivningsort: Uppsala

Utgivningsar: 2018

Delnummer i serie: Examensarbete 2018:71
ISSN: 1652-8697

Elektronisk publicering:https://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: Kvarka, Serum Amyloid A, subklinisk smittb&rare
Key words: Strangles, Serum Amyloid A, subclinical carrier

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for kliniska vetenskaper


https://stud.epsilon.slu.se/




SAMMANFATTNING

Kvarka &r en global bakteriell dvre luftvagsinfektionssjukdom hos hést orsakad av bakterien
Streptococcus equi (S. equi). Sjukdomen i sig ar séllan livshotande for de h&star som drabbas
men innebér ett lidande for djuren och den orsakar ofta stor skada. Dels i form av ekonomiska
forluster for naringsidkare pa grund av isolering, merarbete, sjukdomskostnader och bortfall av
potentiell inkomst. Det innebar &ven psykosocial skada for den drabbade hastdgaren da
sjukdomen ar mycket stigmatiserad bland hastfolk. Senare ars forskning har visat att det finns
subkliniska smittbarare i hastpopulationen och dessa bar pa bakterien i sina luftsackar och de
utgor darmed en reservoar och smittorisk.

Nuvarande gold standard for diagnostik av kvarka hos hést ar med hjalp av Polymerase Chain
Reaction (PCR) dar man detekterar bakterie-DNA fran provtagningsmaterialet. Dock &r denna
metod kostsam vid provtagning av flera hastar da bade provtagningen och analysen &r
resurskravande, och darfoér vore det intressant att hitta ett alternativt screeningtest for kvarka
eller ett beslutsstodjandetest infor riktad PCR-diagnostik. Vid en kvarkainfektion férandras
matbara parametrar sa som den vita blodbilden och olika inflammationsmarkdrer utéver de
Kliniska sjukdomstecken som hastarna kan uppvisa i varierande grad. Denna studie amnar
undersoka hur inflammationsmarkéren Serum Amyloid A:s (SAA) véarde fordndras over tid
under pagaende kvarkainfektion hos hast, om subkliniska smittbarare har forhojda SAA-varden
och om SAA-vérdet kan anvandas prognostiskt eller for att bedéma graden av infektion.

Insamlad data kom fran en tidigare studie (Tscheschlok et al., 2018) av ett hundratal unghéstar
vid stuteri Lewitz i Tyskland. Hastarna undersoktes fran oktober 2014 till och med mars 2015
under ett pagaende kvarkautbrott. Resultaten fran denna undersékning visar att det pa gruppniva
finns ett samband mellan férhéjda SAA-véarden och verifierad S. equi infektion i den akuta
sjukdomsfasen. SAA-vardet var inte forhojt hos de subkliniska smittbdrarna och kan darmed
inte anvandas i screeningsyfte for att hitta dessa individer. Normalt SAA-vérde kan inte utesluta
en pagaende kvarkainfektion men ett hogt SAA-vérde kan anvandas som ett beslutsstod for
riktad PCR-diagnostik vid en kvarkamisstanke eller vid screening under ett pagaende utbrott.
Denna studie kunde inte visa att SAA-vardet gick att anvanda for att uttala sig om prognos eller
bedéma den kliniska graden av infektion vid kvarkainfektion.



SUMMARY

Strangles is a global bacterial upper respiratory tract infection in horses, caused by the
bacterium Streptococcus equi (S. equi). The disease is rarely life-threatening for affected horses
but causes great suffering and is a welfare concern. The damage caused by the disease has for
the horse owners both economical and psychosocial implications. Business owners may
experience financial losses due to the isolation, additional work, costs associated with the
outbreak and loss of potential income. The stigma surrounding the disease may also inflict
emotional distress. Recent years’ research has shown that some horses become subclinical
carriers, harbouring the bacteria in their guttural pouches, thereby posing a risk of spreading
the disease.

Present gold standard for diagnosing strangles is by polymerase chain reaction (PCR), where
bacteria DNA is detected in the testing material. However, this method is rather costly when
several horses must undergo testing and consequently it would be of great interest to find an
alternative screening test or a decision aid for directed strangles testing. Several clinical
parameters apart from the clinical signs are affected by strangles, such as the total leucocyte
count and various inflammatory markers. The aim of this study is to investigate how the
inflammatory marker Serum Amyloid A’s (SAA) value changes over time during a natural
outbreak of strangles. Do the subclinical carriers have elevated SAA values and can SAA be
used to evaluate the degree of disease or to predict prognosis?

Collected data is from a previous study (Tscheschlok et al., 2018) which examined a large group
of yearlings at Lewitz stud, Germany, during a natural outbreak from October 2014 to March
2015. The results from the current study shows a link on a group level between elevated SAA
values and strangles during the acute face. The SAA value remained normal with the subclinical
carriers, making SAA unsuitable as a screening test to detect these individuals. Normal SAA
value cannot exclude the possibility of an ongoing infection while an elevated SAA value can
be used as a decision aid for directed PCR testing when suspecting strangles or as a screening
test during a confirmed outbreak. This study could not make any conclusions on the utility of
SAA as a predictor to evaluate the degree of disease or prognosis.
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INLEDNING

Kvarka ar en global bakteriell vre luftvagsinfektionssjukdom hos hést. Sjukdomen orsakas av
bakterien Streptococcus equi subspecies equi (S. equi) och borjar med hdg feber, vanligtvis foljt
av nosflode och hosta inom nagon dag. Nosflodet blir ofta varigt och lymfknutorna i huvud-
och halsregionen svullnar och kan bilda bélder som senare kan spricka upp. Dock kan en del
héstar fa mildare symtom, med eller utan feber vilket kan forsvara diagnostisering och déarmed
riskera att smittspridningen kan paga under en langre tid innan diagnosen stalls. Sjukdomen ar
for de allra flesta hastar ofarlig och de tillfrisknar efter sjukdomsférloppet men den innebér ett
lidande for djuren och &r ett patagligt valfardsproblem. En del hastar har visat sig kunna bli
subkliniska smittbarare efter de till synes tillfrisknat, och riskerar darmed att kunna fora smittan
vidare under en langre tid. Konsekvenserna for djurdgarna &r ekonomiska men &ven
psykosociala. Den ekonomiska paverkan beror pa isoleringen, merarbetet, sjukdomskostnader
och bortfall av potentiell inkomst for naringsidkare. Bara i Storbritannien star hastindustrin
arligen for 7 miljarder pund av landets ekonomi (Robinson et al., 2018). Sjukdomen &r bland
manga hastagare mycket stigmatiserad och fruktad och det ar inte sallan i stall med flera
héstagare inblandade att en fraga om skuld kan uppkomma. Vilken hast ar den skyldige till att
smittan kom till stallet?

Gold standard for diagnostik av kvarka hos hast ar med hjéalp av PCR (Polymerase chain
reaction) dar man detekterar bakterie-DNA fran provtagningsmaterialet. Vid kvarkainfektion
forandras dven andra matbara parametrar sa som den vita blodbilden och olika
inflammationsmarkdrer. Serum Amyloid A (SAA) &r en inflammationsmarkdr hos héast som
kan stiga vid bakteriell sjukdom och har visat potential att anvandas for att utvdrdera
sjukdomsgrad och prognos. PCR-provtagning for kvarka ar vid provtagning av flera héstar
kostsamt och det vore av intresse att hitta ett alternativt potentiellt screeningtest eller ett
beslutsstodjande test infor riktad PCR-diagnostik. Subkliniska smittspridare &r ett allvarligt
problem i smittspridningen och idag kan de endast upptdckas genom att endoskopera och ta
prov fran luftsackarna.

Med detta som bakgrund &mnar denna studie undersoka hur vérdet for inflammationsmarkoren
SAA forandras over tid under pagaende kvarkainfektion hos hast. Hur forhaller sig SAA-vardet
med bakteriologi for S. equi och Streptococcus equi subspecies zooepidemicus samt serologi
for S. equi avseende antigen A och C? Overensstammer SAA med 6vriga infektionsparametrar,
LPK och feber? Ar SAA-vardet fortsatt forhojt hos subkliniska smittbarare? Kan SAA
anvandas for att saga ndgot om prognos, och/eller infektionsgrad?



LITTERATUROVERSIKT
Kvarka - Streptococcus equi subspecies equi

Kvarka ar en bakteriell infektionssjukdom hos hast som framst drabbar de 6vre luftvégarna. Det
ar en av de tidigast beskrivna hastsjukdomarna i varlden, redan ar 1251 skrev Jordan Ruffus om
sjukdomen i De Medicina Equorum (Ruffus, 1251).

Todd (1910) inleder sin artikel med att ta upp flera aldre kallor fran 1600- till 1800-talet som
beskrivit sjukdomens enzootiska karaktdr och dess smittsamhet. Vidare beskrev Todd att
kvarka forefoll att drabba den yngre hastpopulationen hardare jamfort med éldre héstar.
Solleysel rekommenderade redan ar 1664 isolering av sjuka djur och menade att en vanlig
smittvag var via vattenhinkar som sjuka héstar anvént.

Kvarka ar endemisk i vérlden och ar i engelsktalande lander kand som strangles. Namnet har
sitt ursprung i det kvéavda latet vid andning, som en del drabbade hastar kan utveckla pa grund
av de svullna lymfknutorna i halsregionen.

| Sverige ar kvarka anmalningspliktigt vid misstanke och vid konfirmerade sjukdomsfall. Ar
2016 rapporterades 116 indexfall (Jordbruksverket, 2016). Sedan 2017 har kvarka rappor-
teringsplikt dven i USA och vissa andra lander (Boyle et al., 2018).

Etiologi

Streptococcus equi subspecies equi (S. equi) ar en grampositiv, katalas negativ, fakultativt
anaerob, kockoid, beta-hemolyserande streptokock tillhérande Lancefield grupp C (Sweeney et
al., 2014). Det finns bevis som talar for att S. equi har en gemensam anfader i en stam av
Streptococcus equi subspecies zooepidemicus (S. zooepidemicus) (Jorm et al., 1994; Webb et
al., 2008; Holden et al., 2009). S. equi anses vara vérdspecifik for hastdjur, Equidae, men ett
fall finns beskrivet av S. equi infektion hos hund (Ladlow et al., 2006).

Virulensegenskaper hos bakterien

S. equi har flera olika egenskaper som paverkar dess virulens och de symtom den ger vid
infektion. Det finns flertalet vetenskapliga artiklar som beskriver potentiella virulensfaktorer
utifran att de studerat sekvenserat genom fran S. equi och dess néra slakting S. zooepidemicus.

Harrington et al. (2002) valde i deras review artikel 6ver S. equi:s virulensfaktorer att
kategorisera dem i tre huvudgrupper utifran deras presumtiva huvudfunktion. Adherens till
vardytan, undvikande av varddjurets immunfoérsvar och ackvisition av ndring. En del
virulensfaktorer som deltar i ackvisition av naring kan dven ha egenskaper som skadar vérden
eller bidrar till spridningen av S. equi. Till gruppen som framjar adherens hor fibronectin-
bindande protein och fibrinogen-bindande protein men dven bakteriekapseln har visat potential
till denna egenskap, vilket studier pa narbesléktade S. zooepidemicus och andra streptokocker
indikerat. Virulensfaktorer som undviker vérddjurets immunférsvar ar kapseln, mitogena
faktorer och cellvéggs associerade M-likeprotein, till exempel det S. equi specifika SeM. De
narings-ackvirerande virulensegenskaperna ar surt fosfats, ABC-transportorer, degenerativa
enzymer och streptolysin-liknande toxin.



Anzai et al. (1999) undersokte tre olika stammar av S. equi och fann att den strdéng som inte
uttryckte en kapsel varken kunde motsta fagocytos av neutrofiler eller ge klinisk sjukdom, trots
att den bakteriestrangen kunde aterfinnas i luftsackarna och att de infekterade hastarna hade
serokonverterat.

Timoney et al. (2014) undersokte sambandet mellan tva av S. equi:s virulensegenskaper
hyaluronkapseln och det fibrinogenbindande ytproteinet SeM och de fann att vid avsaknad av
en kapsel blev de bakteriestrangar som anda uttryckte SeM mer mottaglig for fagocytos. Detta
tolkades som att SeM:s antifagocytiska egenskap ar beroende av en kapsel. De drog slutsatsen
att tidigare studiers resultat att kapseln ar en viktig virulensfaktor endast ar fullstandigt giltigt
om bakterien samtidigt uttrycker SeM.

Patogenes

S. equi smittar antingen direkt mellan hastar eller via mukopurulenta utséndringar fran
infekterade hastar som kan finnas pa kontaminerad utrustning, i miljon eller pa personer.
Bakterien tar sig oftast in via nos eller mun dér den penetrerar slemhinnan i tonsillkryptor och
snabbt sprider sig till lymfatisk vavnad och lymfknutor, da framfor allt retrofaryngeal- och
submandibularlymfknutorna. Redan tre timmar efter intranasal inokulering med S. equi kan
bakterien aterfinnas i dranerande lymfvavnad i huvud och halsregionen (Timoney & Kumar,
2008).

Kliniska sjukdomstecken utvecklas tre till 14 dagar efter infektionstillfallet och infekterade
héstar blir smittsamma forst en till tva dagar efter feberinsattandet. Detta innebar att nya fall
kan isoleras innan de far mojlighet att smitta fler héastar, forutsatt att man registrerar
feberinséttandet (Sweeney et al., 2005).

Det forsta sjukdomstecknet &r oftast hog feber, foljt av nosflode och lymfadenopati.
Lymfknutor i huvud och halsomradet svullnar och kan bilda bolder som om de spricker kan
dréaneras externt eller i kroppen. Bélder som drénerar sig i kroppen kan potentiellt orsaka att var
hamnar i luftvdgar eller luftsdckar. Inflammationen i halsen i kombination med svullna
lymfknutor orsakar smarta vilket kan leda till anorexi eller minskad aptit. Sjuka hastar kan aven
hosta, vara letargisk eller utveckla 6dem (Smith, 2014).

Hastar i alla aldrar kan drabbas av kvarka. Yngre hastar far generellt kraftigare sjukdomstecken
med langre sjukdomsforlopp och ofta med bolder som spricker. Medan dldre hé&star ofta
uppvisar mildare sjukdomstecken och ett kortare sjukdomsforlopp, sa kallad atypisk kvarka.
Detta beror troligtvis pa tidigare exponering for bakterien eller genomgangen sjukdom som
skapat en viss immunitet.

Aven virulensen hos just den bakteriestam som orsakat sjukdom paverkar symtombild och
morbiditet (Anzai et al., 1999; Timoney & Kumar, 2008; Lindahl et al., 2013a; Tscheschlok et
al., 2018).

Duffee et al. (2015) rapporterade hur vanligt forekommande klassiska tecken pa kvarka var hos
de 108 kvarkafall som de undersokt. De fann att 72 % presenterat med feber, 62 % med
mukopurulent nosflode och endast 22 % hade utvandiga bélder i faryngealomradet. Till de
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mindre vanliga symtomen hdorde letargi 27 %, 6dem 9 % och 3 % hade neurologisk nedsatthet
(Ett fall av generell svaghet, tva fall av dysfagi). 9 % av fallen uppvisade inga tecken pa kvarka.

Efter genomgangen infektion utvecklar ca 75 % av hastarna en avtagande immunitet som
kvarstar ungefar 5 ar (Todd, 1910; Hamlen et al., 1994). Hastar som behandlas med antibiotika
under ett utbrott utvecklar inte en lika stark immunitet, troligtvis for att de inte genomgar
infektionen sa att deras immunforsvar kan anpassa sig och utveckla antikroppar. Piché (1984)
sag att vid det kvarkautbrott de studerade, sa insjuknade de flesta unga fol i kvarka en tid efter
huvudutbrottet lugnat sig och nar penicillinprofylaxbehandling avslutats for dessa fol.

Riskfaktorer for att utveckla kvarka ar lag alder hos individen, att dela vattenhink, att fora
samman stora grupper héastar med okand medicinsk historia, lang transporttid eller andra
faktorer som orsakar ett nedsatt immunforsvar.

Foéljdsjukdomar och komplikationer

I de flesta fall laker kvarka ut av sig sjélv efter nagra veckor, dock kan sjukdomsférloppet vara
intensivt. | enstaka fall kan dock allvarliga komplikationer uppsta, ibland med dodlig utgang.
Aven om infektionens primara predilektionsstalle ar lymfvavnad i huvud- och halsomréadet s&
kan bakterien sprida sig till andra delar av kroppen till exempel hjarnan och buken och dér bilda
bolder, sa kallad kastad kvarka. Mojliga foljdsjukdomar till kvarka &ar lunginflammation,
pleurit, luftsdcksempyem, anasarka, immunomedierad myosit och nervpaverkan i form av
pares.

Sweeney et al. (1987) rapporterade att 20,3 % av kvarkafallen i deras studie drabbades av nagon
form av komplikation. I en studie av Duffee et al. (2015) fann man att av kvarkafallen i studien
utvecklade 6,5 % anasarka och 2 % kastad kvarka. Cirka halften av kvarkafallen undersoktes
med endoskop i luftsédckarna och av dessa hade 64 % luftsacksempyem och 6 % chondroider.

I en litteraturgenomgang undersékte Ramey (2010) om antibiotikabehandling var en riskfaktor
for att utveckla kastad kvarka och fann att det inte fanns stod for den teorin utifrdn radande
forskningslége.

Anasarka &ven kallad purpura hemorrhagica ar en typ Il hypersensitivitets-immunomedierad,
aseptiskt, nekrotiserande, systemisk vaskulit. Det ar antikroppskomplex som paverkar genom-
slappligheten i blodkarlen. Den kliniska bilden kan variera i allvarlighetsgrad fran mild till
dddlig och visar sig som ventrala 6dem, petekier och ecchymoser (Smith, 2014).

Duffee et al. (2015) undersokte om det fanns riskfaktorer som kunde forutsdga om en hést skulle
utveckla foljdsjukdomar eller komplikationer till sin kvarkainfektion. De fann ett samband
mellan anemi och risken att utveckla anasarka, dar hastar med anemi hade 22,9 ganger storre
risk att utveckla anasarka. Nagon riskfaktor for att utveckla luftsacksempyem eller kastad
kvarka sags ej.

En relativt ovanlig komplikation till kvarka &r olika former av nervpaverkan. Piché (1984)
rapporterade ett fall av en unghast som fatt unilateral facialispares pa grund av en bold som
orsakat tryck pa nerven. Denna pares kvarstod tio manader efter att kvarkainfektionen avlakt.
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Picheé citerar &ven tidigare forskning som ndmner laryngeal pares som en mojlig komplikation
vid kvarkainfektion. Detta orsakas da av svullnad som skapar tryck pa Nervus recurrens.

Differentialdiagnoser

De kliniska sjukdomstecknen for kvarka kan under de olika sjukdomsfaserna och vid atypisk
kvarka vara forvillande lika flertalet andra sjukdomar som drabbar luftvdgar. Att anvanda en
specifik provtagning for kvarka ar darfor av yttersta vikt vid misstanke for att kunna begrénsa
smittspridningen.

Flera luftvagsviroser som influensa, ekvint herpesvirus, rhinitvirus, ekvint adenovirus och
ekvin virusarterit kan ge en symtombild med feber, nosfléde, nedsatt aptit samt hosta i
varierande allvarlighetsgrad. Bakteriell sinusit kan ge purulent nosfléde och forstorade
mandibularlymfknutor, nosflodet &r oftast endast enkelsidig. Bakteriella infektioner i
luftvdgarna orsakade av till exempel Actinobacillus spp och Bordetella bronchiseptica
upptrader oftast sekundart till en viros eller nedsatt immunforsvar av annan orsak, men
sjukdomstecknen kan likna kvarka. Bronkit och bronkiolit pa grund av 6verkanslighet och
allergi kan ge luftvagssymtom med framfor allt hosta men ger inte feber. Hos fol ar
luftvagsinfektioner med Rhodococcus equi och Streptococcus spp vanliga differentialdiagnoser
till luftvagssymtom. Hosta hos fol kan &ven vara orsakad av spolmaskinfektion (Smith, 2014).

Streptococcus equi subspecies zooepidemicus

S. zooepidemicus anses vara en kommensal i noshalan pa hast som inte ensam ska kunna ge
sjukdomssymtom. Men Lindahl et al. (2013a) kunde mest trolig i sin studie faststalla att orsaken
till utbrottet av luftvagssymtom som de undersokte berodde pa en viss stam av S.
zooepidemicus. Andra stammar av S. zooepidemicus kunde isoleras hos de friska kontrollerna i
studien, men inte den stam som isolerats hos de sjuka hastarna.

Subkliniska smittbarare

Redan 1910 foreslog Todd att vissa utbrott av kvarka kunde forklaras av persistent infekterade
hastar som inte sjalva visade kliniska tecken pa sjukdom. Denna teori utgick fran de
observationer han gjort i militarstallar. Dar brét kvarka ut trots att inga nya héstar introducerats
eller kontakt med infekterade héastar skett. Todd tolkade detta som att det fanns hastar som
troligtvis bar pa bakterien och hade en egen immunitet (Todd, 1910).

Vid ett kvarkautbrott pa ett stuteri i Kanada 1984 kunde S. equi odlas fram fran provtagnings-
material fran en unghast med luftsacksempyem (Piché, 1984).

Sweeney et al. (1989) kunde i sin studie identifiera subkliniska smittbérare med hjalp av
nossvabb upp till 27 dagar efter att de kliniska tecknen upphért. | deras studie var prevalensen
av subkliniska smittbérare 19,4 %. | en annan studie av Newton et al. (2000) var prevalensen
av subkliniska smittbarare mellan nio och 44 %.

Newton et al. (1997) kunde i sin studie visa att de hastar som var subkliniska smittbdrare hade
bakterien i sina luftséckar, vilket dven Wood et al. (1993) sett hos en ponny med intermittent
smittutsondring. En hast var positiv for S. equi i 39 manader (Newton et al., 1997).



Davidson et al. (2008) undersokte om serologi ar en anvandbar metod for att forutsdga om en
hast ar subklinisk smittbarare men kom fram till att det endast kan konfirmera en tidigare
exponering for S. equi. Endoskopisk undersokning och bakteriell provtagning av luftsdckarna
ar den enda tillforlitliga metoden att pavisa om hasten &r en subklinisk smittbarare. Dock finns
en nyare serologisk metod (Robinson et al., 2013) som vad forfattaren k&nner till ingen
utvarderat i syfte att kunna diagnostisera subkliniska smittbérare.

Det var inte alla sjuka hastar som utvecklade tecken pa kvarka i Duffee et al.:s (2015) studie,
vilket belyser vikten av att ta prov fran luftsackarna for att verkligen kunna identifiera ett
potentiellt kvarkafall.

Kontroll och prevention

Att kvarka ar en mycket smittsam hastsjukdom har varit kéant i flera arhundraden trots att
upptéckten av smittdmnen och bakterier kom forst under 1800-talets andra hélft. Solleysel
menade redan 1664 att isolering av sjuka héstar och att undvika att friska hastar delade
vattenhink med sjuka hastar var ett sétt att begransa smittspridningen.

Det finns fa publicerade studier som tittat pa S. equi:s 6verlevnad i gardsmiljé och vilken roll
overlevande smitta i miljon kan spela i smittspridningen. Weese et al. (2009) undersokte S.
equi:s overlevnad utomhus, mellan juli och september i Kanada. Detta gjordes genom att
inokulera ytan pa fyra olika sorters material med S. equi upplost i fysikaliskt koksalt respektive
i vre luftvagssekret fran doda eller avlivade respiratoriskt friska hastar som ej antibiotika-
behandlats. De fann i sin studie att Overlevnadstiden var <1-3 dagar. Material och regn
paverkade inte Gverlevnadstiden men exponering for solsken (UV-ljus) sankte daremot
Overlevnadstiden signifikant. Deras resultat stodjer teorin att laboratoriestudier om
Overlevnadstid inte &r adekvata for att kunna uttala sig om hur lange smittan persisterar
utomhus. Deras resultat antydde att 6verlevnaden i luftvagssekret var nagot hégre an i koksalt.
De belyste dven att mikrofloran i omgivningen kan ha en paverkan, genom att konkurrera om
plats med S. equi men aven paverka bakteriell analys av provmaterialet. De efterlyste vidare
miljooverlevnadsstudier av andra ytor, da andra faktorer som t.ex. vatten och fodertillblandning
potentiellt kan ha en paverkan och poéngterade att deras resultat inte bor extrapoleras till
omraden som inte exponeras for solljus (Weese et al., 2009).

Boyle et al. gav 2018 ut ett uppdaterat consensus statement utifran radande forskningslage dar
de gav detaljerade rekommendationer kring smittskydd och kvarkabekdmpning som ér till god
hjalp for sa val veterinarer som stallagare.

| Sverige ar tavlingsstall anslutna till Svensk Travsport skyldiga enligt Svensk travsports
smittskyddsreglemente (Svensk Travsport, 2018) att halla ett misstankt eller konfirmerat
kvarkastall isolerat 20 dygn efter den sista h&sten hade feber och/eller nosflode. Sveriges
Veterinarmedicinska Anstalt (SVA) rekommenderar att man haller stallet isolerat i minst fyra
till sex veckor efter sista sjukdomstecknet. Ett problem med dessa rekommendationer &r att det
inte fullt ut tar hansyn till risken med subkliniska smittbarare.

Som stallagare kan man skydda sig mot att ta in smitta pa sin gard genom att ha ett fungerande
karantanstall med separata hagar dar nya hastar fa vara i minst tre veckor. Under karantéantiden
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ar det viktigt att monitorera hastarnas kroppstemperatur och att vara uppmarksam pa eventuella
sjukdomstecken samt att de personer som hanterar de nya hastarna haller god smitt-
skyddshygien.

Efter ett kvarkautbrott &r det viktigt att rengdra och desinficera de miljéer som sjuka héstar
vistats i och att vara extra noga dar luftvagssekret och béldmaterial kan finnas, till exempel vid
vattenkoppar och krubbor. Aven utrustning bor saneras. Om mojligt ar det bra att 1ata de boxar
och hagar som anvénts av sjuka héstar fa sta tomma en tid, SVA rekommenderar 30 dagar.

Vaccination

| lander utanfor Sverige ar det vanligt att vaccinera mot kvarka. Dock har det inte funnits nagot
sakert vaccin pa marknaden som gett ett fullgott, langvarigt skydd mot infektion. | Sverige ar
kvarka anmalningspliktigt vid misstanke och vid konfirmerade fall. Eftersom det hittills inte
funnits nagot DIVA-vaccin (Differentiation of Infected from Vaccinated Animals) pa
marknaden har vaccinering inte varit en mojlighet da de tillgangliga vaccinerna gett utslag pa
tester for antikroppar mot kvarka.

Forskning att fa fram ett vaccin baserat pa rekombinanta proteiner som dessutom har DIVA-
egenskaper har visat lovande resultat med skydd mot kvarka och fa biverkningar (Robinson et
al., 2018).

Diagnostik
Feber

Veterindrer har anvént sig av métning av kroppstemperaturen som ett diagnostiskt verktyg
sedan 1770. Hos hast &r den vanligaste orsaken till feber infektion. Febern behéver inte vara
konstant, vid manga tillstand &ar det vanligt med intermittent feber. Under en febertopp kan
temperaturen ga upp med ca 0,75°C for att sedan féljas av en temperatursankning. | manga fall
kan den sankningen vara ned till normaltemperatur. Febertopparna férekommer vanligast under
eftermiddag och kvall och den lagsta temperaturen uppméts oftast pa morgonen, men
individuell variation forekommer (Smith, 2014).

| en retrospektiv fall-kontroll studie av Duffee et al. (2015) sags att bara 72 % av de 108
undersokta kvarkafallen haft feber som en del av symtombilden. Mediantemperaturen var
39,4°C och interquartile range i studien var 38,9°C till 40,0 °C.

Bakteriologi

Odling

Odling av provtagningsmaterial for att pavisa kvarka var lange gold standard men i takt med
att nya mer sensitiva metoder utvecklas far bakteriell odling idag anses som ett komplement till
diagnostiken (Newton et al., 2000; Baverud et al., 2007; Lindahl et al., 2013b; Webb et al.,
2013; Waller, 2014).

Den framsta fordelen med odling &r att det kan pavisa en pagaende infektion eftersom det kréavs
levande bakterier for att fa en positiv odling. Dock kan en negativ odling inte utesluta en
infektion. Det kan bero pa att provet kan ha tagits for tidigt i sjukdomsférloppet innan hasten
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borjat utsondra bakterier, att andra bakterier konkurrerat ned antalet S. equi i prov-
tagningsmaterialet, att andra bakterier vaxt i odlingen vilket forsvarar tolkningen samt att det
kravs en hogre koncentration av bakterier narvarande for att metoden ska fa hogre sensitivitet.
S. equi kan ibland okulart vara mycket svar att skilja fran S. zooepidemicus vilket innebér att
man &ndd kan behova komplettera med en PCR undersokning. Sedan &r odling mer
tidskravande, det tar en till tva dagar innan man har sitt odlingsresultat.

PCR - polymerase chain reaction

Realtids PCR aven kallat kvantitativ PCR, gPCR pa engelska anses idag vara gold standard vid
kvarkadiagnostik. Metoden baseras pa detektion av bakterie DNA har hogre sensitivitet an
odling (Newton et al., 2000; Baverud et al., 2007; Lindahl et al., 2013b; Webb et al., 2013;
Waller, 2014).

Fordelarna med PCR ar manga, det ar en snabb metod, man far svar inom nagon timme.
Eftersom metoden bygger pa att valda DNA sekvenser amplifieras ar sensitiviteten mycket hag,
det kravs inte s& mycket bakterier i provtagningsmaterialet for att fa ett positivt resultat. Man
kan skilja S. equi fran S. zooepidemicus. En nackdel med metoden ar att den inte skiljer pa
levande och doda bakterier vilket i avsaknad av synliga sjukdomstecken kan forsvara
bedémningen om det &r en pagaende infektion, en aktiv subklinisk smittbarare eller en héast som
tillfrisknat fran sjukdom och de avdodade bakterierna rakade finnas kvar i prov-
tagningsmaterialet. | de fallen kan odling anvéndas som ett bra komplement till PCR. Metoden
kan aven ge falskt negativa resultat i de fall dar man har en intermittent smittutséndring fran
luftsdckarna och forutsatt att provet inte tagits darifran. Falska negativa kan dven bero pa att
man tagit prov innan hasten borjat utséndra bakterier. Metoden ar aven relativt dyr, framfor allt
om det &r manga hastar som ska tas prov ifran, vilket kan bli en kannbar kostnad for djuragaren.

For att identifiera subkliniska smittbédrare &r den sékraste metoden att endoskopera och ta prov
fran luftsdckarna (Newton et al., 1997).

Lindahl et al. (2013b) fann att genom att kombinera provtagningslokalisation och direkt analys
med PCR eller i kombination med odling och sedan PCR kunde 90 % av fallen vid akut kvarka
identifieras. Provtagningslokalisationerna var nosskolj och nos- eller nasofarynxsvabb.

Serologi

Nar immunforsvaret sttt pa ett smittodmne producerar det antikroppar mot detta, vid serologisk
diagnostik &r det dessa antikroppar som mats i serum. Antikropparna delas in i fem huvud-
klasser, 1gG, IgM, IgE, IgA och IgD. De tar olika lang tid att bildas, och hur lang tid de
persisterar i cirkulationen ar beroende pa vilken antikroppsklass de tillhor.

De kommersiella antikroppstest som finns for kvarka analyserar IgG (Boyle et al., 2018).

En positiv antikroppstiter for kvarka innebar bara att hasten ndgon gang stott pa bakterien, det
kan inte avgora om en infektion pagar. Vid parprover eller upprepad provtagning far man
ytterligare diagnostisk information dér man kan folja en trend for att se om titrarna 6kar eller
minskar.



Galan & Timoney (1985) kunde visa att sju dagar efter exponering hade héstarna férhojda
antikroppstitrar. En senare vaccinstudie (Timoney et al.,, 2007) uppmétte de hogsta
antikroppstitrarna cirka fyra veckor efter exponering och att titrarna sedan avtog under de
kommande tre till fyra manaderna. Antikroppar mot SeM var fortsatt forhjda efter 200 dagar.

Ett problem vid serologisk kvarkadiagnostik har tidigare varit att ytproteinet SzM hos S.
zooepidemicus som ar homolog med SeM hos S. equi 6ver C-terminalen korsreagerat i
analysen. Detta kunde leda till missvisande provsvar (Kelly et al., 2006). Genom att kombinera
tva iELISA for tva olika ytstrukturer (Antigen A och C) som &r unika for S. equi fann Robinson
et al. (2013) att man fick en betydligt sakrare metod att identifiera hastar som exponerats for S.
equi. Sensitiviteten och specificiteten blev da 93,3 % och 99,3 % jamfort med den SeM iELISA
som de jamforde med, sensitivitet 89,9 % och specificitet 77,0 %.

Davidson et al. (2008) fann att serologi med iELISA for SeM inte gick att anvénda for att
identifiera subkliniska smittbéarare.

Boyle et al. (2009) undersokte om det fanns faktorer som dkade risken for att en frisk hést
skulle ha forhdjda antikroppstitrar mot SeM och fann att dldre héastar, hastar vaccinerade mot
S. equi, hastar fran gardar med stor hastomsattning, hastar fran gardar med kvarkahistorik,
héstar som exponerats for kvarka och hastar som varit sjuk i kvarka hade en hégre oddskvot.

Hematologi: LPK

Nagot som kan forandras vid pagaende inflammation och/eller infektion &r blodbilden hos det
drabbade djuret. Det &r vedertaget inom veterindrmedicin att vid diagnostik avseende
inflammation eller infektion undersdka hur den totala vita blodbilden och de olika fraktionerna
forhaller sig till varandra. Den roda blodbilden kan dven den vara paverkad men det berérs inte
I denna studie. Totalantalet vita blodkroppar dven k&nt som leukocytpartikelkoncentration
(LPK), bestar mestadels av neutrofiler, darpa lymfocyter och minst monocyter, eosinofiler och
basofiler. Genom att analysera forhallandet mellan dessa i ett s& kallat leukogram, kan man fa
ytterligare diagnostisk och prognostisk information. Totalantalet och forhallandet mellan
leukocyterna forandras vid olika fysiologiska och patologiska tillstdnd. Andra faktorer som
paverkar &r alder, kon, ras, kraftig fysisk anstrangning och draktighet.

Nyfodda friska fol har andra forhallanden mellan sina vita blodkroppar &n vuxna individer, men
vid 3-4 manaders alder har de samma referensvarden (Welles, 2010). Sma skillnader mellan
ston, valacker och hingstar finns rapporterade, ston har ett nagot hogre totalantal leukocyter.
Kraftig fysisk anstrangning kan ge tillfalliga forandringar i blodbilden som beror pa férandrade
nivaer av adrenalin och kortisol (Grondin & Dewitt, 2010). Fysiologisk leukocytos ar en
overgaende mattlig 6kning av LPK, (12,000-25,000/uL) som varar 20-30 minuter (Welles,
2010).

Blodbilden analyseras pa blod med EDTA-tillsats med hjélp av ett hematologi laboratorie-

instrument eller genom manuell differentialrakning av laboratoriepersonal. Det vanligaste sattet

att analysera blodbilden & med hjélp av laboratorieinstrument, vilket i de allra flesta fall ger ett

tillforlitligt vérde, ar snabbt, lattillgangligt och kan analyseras av de flesta personer med adekvat

upplarning. Laboratorieinstrumenten kan ha olika referensvarden beroende pa hur de &r
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kalibrerade. Som alla maskiner har de sina begransningar och beroende pa analysmetoden kan
de ibland klassa de olika blodkropparna fel eller inte fa fram nagot giltigt varde alls. Men for
att analysera den totala vita blodbilden utan de olika fraktionerna &r laboratorieinstrument ett
fullgott alternativ. For att fa en sa exakt skattning av blodbilden som mojligt kan en manuell
differentialréakning vara att féredra. Detta ar dock mer kostsamt och tidskravande eftersom det
kraver laboratoriepersonal med sarskild kompetens. Vid manuell differentialrékning bér man
gora blodutstryket sa snart som mojligt efter provtagning.

Antikoagulantian EDTA som tillsats till blodprovet l&mpar sig bast vid analys av blodbilden
eftersom blodkropparna behaller sin naturliga morfologi battre jamfért med ovriga anti-
koagulantia. Blodprovet bor analyseras sa snart som mojligt, efter 24 timmar kan man se tydliga
forandringar pa blodkropparna och ju langre tid som gar desto storre ar risken att man fa
felaktiga matresultat som foljd (Welles, 2010).

Normalt referensvarde for totalantal leukocyter hos friska vuxna hastar ar 5,400-14,300/uL for
varmblodiga raser och 6,000-12,000/uL for kallblodiga raser (Grondin & Dewitt, 2010). Vid
stegring av totalantalet leukocyter kan man klassificera lymfocytosen fran lindrig till extremt
kraftig. Welles (2010) anger 14,000-20,000/pL som mattlig, 20,000-30,000/puL som kraftig och
>30,000/uL som extremt leukocytos. Vid sénkt totalantal leukocyter (lymfopeni), &r det oftast
en foljd av neutropeni. Neutropeni beror generellt pa kraftiga akuta sjukdomar, dar neutrofilerna
forbrukas i storre hastighet an de hinner rekryteras (Welles, 2010).

Hamlen et al. (1992) undersokte hur hematologiska parametrar forholl sig i tva grupper av fol,
den ena kliniskt positiv for kvarka och den andra negativ. Blodprover togs 0, 2, 4, 6, och 10
veckor efter att folen exponerats for ett experimentellt infekterat fol. De fann en signifikant
skillnad med hogre LPK varde i den kvarkapositiva gruppen vid tva och fyra veckor efter
exponering. Denna 6kning var dven associerad med en 6kning av veckomedian hélsoindexet
for studien (hdgre index = gravare symtom av kvarka).

ljaz et al. (2012) rapporterade ett signifikant hogre LPK medelvarde hos kvarkainfekterade
hastar jamfort med friska, vecka ett, tvd och tre efter infektion. Vid de tre mattillfallena
varierade LPK medelvardet fran 12,800/uL (160 SE) till 14,990/uL (+220 SE) hos de
kvarkainfekterade hastarna.

Aven Neamat-Allah & El-Damaty (2016) kunde se ett signifikant hogre LPK vérde hos
kvarkainfekterade arabhéstar (9,860/puL +90 SE) jamfort med friska (6,060/uL £160 SE).

Serologiska inflammationsmarkdorer

Serologiska inflammationsmarkdrer mer kant som akutfasproteiner eller APP:s fran engelskans
Acute-Phase Protein, ar proteiner som okar vid inflammationsstimuli i kroppen. Petersen et al.
sammanfattar i sin review-artikel fran 2004 att APP bildas som en respons pa skada och att det
ar en tidig ospecifik forsvarsmekanism innan ett specifikt immunsvar uppstatt. Proinflam-
matoriska cytokiner bildas framst av monocyter dar skadan uppstatt vilket i sin tur stimulerar
leverns hepatocyter att syntetisera APP. APP:s klassificeras utifran om de okar eller minskar
vid ett akutfassvar och i vilken utstrdckning. Positiva APP:s delas in i major, moderate och
minor och det finns djurslagsskillnader i indelningen. Major APP:s har normalt en lag till
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omatbar basniva, stiger snabbt vid ett inflammatoriskt stimuli, 6ver tio ganger normalvérdet,
och atergar relativt snabbt till basvardet vid tillfrisknande. Moderate APP:s okar en till tio
ganger normalvérdet och har normalt sett en méatbar basniva, de tar nagot langre tid pa sig att
stiga vid inflammation och detsamma galler nar de atergar till normalnivan. Minor APP:s okar
endast med en halv gang till det dubbla av normalvardet vilket generellt sett inte gor dem
ldmpade som diagnostiska inflammationsmarkérer. Alla akutfasproteiners syfte och funktion ar
annu inte helt kartlagda och mer forskning inom &mnet behdvs. Fordelarna med APP i ett
diagnostiskt syfte ar att de ar relativt stabila, klarar av frysning och inte namnvart paverkas av
stress och kortisonbehandling, dock férekommer undantag.

Serum Amyloid A - SAA

Serum Amyloid A (SAA) ér till dags dato det enda major akutfasproteinet man funnit pa hast
(Pepys et al., 1989; Jacobsen & Andersen, 2007). Jamfort med 6vriga beskrivna akutfas-
proteiner hos hast har SAA hdgst sensitivitet (Pepys et al., 1989; Nunokawa et al., 1993; Hultén
& Demmers, 2002; Hultén et al., 2002; Petersen et al., 2004; Hooijberg et al., 2014) vilket gor
det attraktivt som potentiell inflammationsmarkor for olika tillstand.

SAA dr ett apolipoprotein som i blodet framst ar bundet till high density lipoprotein (HDL)
(Benditt & Eriksen, 1977; Husebekk et al., 1986). Hultén et al. (1997) kunde i sin studie visa
att SAA forekommer i tre isomerer. Dess biologiska funktion &r inte helt kdnd men studier har
visat att det bland annat deltar i immunoregleringen. Dar har SAA en inhiberande effekt pa
feber och pa neutrofiler och deras forméaga att frisldppa “oxidative burst”. SAA har kemotaktisk
effekt pa monocyter, granulocyter och T-celler och in vitro har en inhiberande effekt pa
immunsvaret setts. SAA kan inducera kalciummobilisering hos monocyter och inhibera
trombocytaktivering. | lipoproteinmetabolismen hjalper SAA till att transportera kolesterol fran
doende celler till hepatocyterna (Thomas, 2000; Petersen et al., 2004).

SAA produceras framst i levern av hepatocyterna nar de far stimulering av proinflammatoriska
cytokiner. Det som har storst paverkan pa SAA koncentrationen i blodet hos hast &r darmed
leverns formaga att syntetisera SAA vid ett inflammatoriskt stimuli (Pepys et al., 1989;
Nunokawa et al., 1993; Stoneham et al., 2001; Hultén & Demmers, 2002; Hultén et al., 2002;
Petersen et al., 2004). Men flera studier hos andra djurslag inklusive ménniska har kunnat visa
pa extrahepatisk produktion av SAA.

SAA:s normala varde i blodet hos friska hastar ar lagt till omatbart (Pepys et al., 1989; Hultén
et al., 1999b; Jacobsen et al., 2006), mellan 0-5 mg/L, referensvardet kan variera mellan de
olika matmetoderna. Hos f6l under den forsta levnadsveckan och for ston tre dagar post partum
upp till en manad efter nedkomst har férhojda SAA varden uppmatts (Nunokawa et al., 1993;
Stoneham et al., 2001). Da SAA ér ett major akutfasprotein kan dess varde 6ka med over tio
ganger det normala.

Vid en inflammation tar det cirka tva till tre dagar for SAA att na sitt hogsta varde (Pepys et
al., 1989; Nunokawa et al., 1993; Hultén et al., 1999b). Hur stor SAA stegringen blir beror pa
hur stort det inflammatoriska stimulit &r. Flera studier har visat att SAA 6kar markant vid akuta
bakteriella infektioner men dven vid viroser (Pepys et al., 1989; Hultén et al., 1999b; a;

Stoneham et al., 2001; Hultén & Demmers, 2002; Belgrave et al., 2013). Andra inflamma-
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toriska tillstand som till exempel véavnadsskada efter kirurgi, ledinflammation eller
tarminflammation ger &ven de forh6jda SAA véarden men i en mindre grad (Pepys et al., 1989;
Hultén et al., 1999b, 2002; Jacobsen et al., 2006; Westerman et al., 2015). Sma stegringar av
SAA i intervallet 5-30 mg/L kan vara utldsta av en intramuskuldr injektion, intensiv traning
med mera och behdver inte betyda att en infektion &r orsaken (Lillieh6ok, 1., Professor vid
Institutionen for kliniska vetenskaper; enheten for klinisk kemi, pers.medd., 2018-03-28).

Jacobsen et al. (2006) sammanstéllde i sin diskussion att SAA:s halveringstid i plasma som
uppmiatts hos laboratoriedjur i flera studier ar 30 minuter till tva timmar. Vidare diskuterade de
att denna egenskap hos SAA gor den val lampad for att 6vervaka graden av inflammation hos
ett djur, eftersom att SAA sjunker relativt fort da levern slutat att syntetisera SAA. Studier har
uppgett att det tar cirka sju dagar till fyra veckor for SAA att aterga till normalnivan efter ett
inflammationsstimuli upphdrt (Pepys et al., 1989; Nunokawa et al., 1993). Flera studier har
visat ett positivt samband mellan SAA vérdet och graden av kliniska sjukdomstecken och
darmed dess potential for att évervaka ett sjukdomsforlopp (Hultén et al., 1999a; Hultén &
Demmers, 2002; Jacobsen et al., 2005; Hobo et al., 2007; Belgrave et al., 2013; Hooijberg et
al., 2014).

Hobo et al. utformade 2007 en studie dar de ville undersoka SAA som potentiell markor for
bakteriell pneumoni genom att experimentellt infektera en grupp héstar med S. zooepidemicus.
| sin studie fann de att serumnivaerna av SAA hos den infekterade gruppen féljde graden av
kliniska tecken jamfort med den friska kontrollgruppen som hade laga SAA vérden.

Westerman et al. (2015) undersokte sambandet mellan SAA vardet vid tiden for inskrivning pa
hastkliniken och en okad risk for att drabbas av komplikationer eller avlivning under
sjukhusvistelsen, men fann att nagot sadant samband inte fanns. Deras slutsats var att upprepade
prover av SAA-vardet sannolikt ar mer informativt for att évervaka sjukdomsférloppet och for
att forutspa prognos an ett enskilt méatvarde.

Hultén et al. (1999b) rapporterade att det fanns individuella skillnader i SAA svaret hos de
héstar som utsatts fér samma kirurgiska vavnadstrauma. Dar nagra individer hade ett bifasiskt
SAA svar med en andra SAA-vardes topp nagra dagar efter den forsta som inte verkade
korrelera med 6kad klinisk inflammation eller komplikationer.

| denna studie anvandes en immunoturbidometrisk metod for analys av SAA via ett automa-
tiserat kemiinstrument. Immunologiska metoder har alltid en relativt hég imprecision.
Inomkarningsvariationen och mellankérningsprecisionen (CV%) for serumprover fran hast ar
oftast mellan 5-10% for varden >5mg/L. Vid maétresultat <Smg/L kan imprecisionen vara
betydligt hogre (Lillieh6ok, 1., Professor vid Institutionen for kliniska vetenskaper; enheten for
klinisk kemi, pers.medd., 2018-03-28).

En studie fann att SAA koncentrationen i héastserum minskade signifikant efter 48 och 72
timmars forvaring i rumstemperatur (Rendle et al., 2009) medan en annan studie rapporterade
att SAA koncentrationen var stabil i 17 dagar och att ingen skillnad mellan att forvara proverna
I kyl (4°C) eller i rumstemperatur (22°C) kunde ses (Hillstrom et al., 2010).
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| en studie av bovint SAA och dess stabilitet vid forvaring sags en signifikant minskning av
SAA koncentrationen vid frysforvaring i -18°C (To6thova et al., 2012).

SAA anses stabilt dver tid vid frysforvaring, men forfattaren till denna studie har inte hittat
nagon artikel som specifikt undersokt ekvint SAA:s stabilitet vid frysforvaring. En studie
(Jacobsen et al., 2006) anvande sig av frysta SAA prover som var upp till ett ar gamla nar de
utvarderade en human immunoturbiodometrisk analys metod, samma som anvénts i denna
studie, och de ansag sina resultat som valida. Dock diskuterade de aldrig frysforvaringen och
vilken eventuell paverkan detta kan ha haft pa deras resultat.

Pepys et al. (1989) rapporterade i sin studie att det fanns héastar som exponerats for S. equi som
inte insjuknat och inte heller hade férhojda SAA nivaer.

Flera studier har tittat pA SAA:s samstammighet med 6vriga inflammationsmarkdérer. Belgrave
et al. (2013) hade i sin studie en mycket svag positiv korrelation mellan SAA, fibrinogen och
LPK medan en svag negativ korrelation mellan SAA och albumin:globulin kvoten kunde
pavisas. Nunokawa et al. (1993) fann en positiv korrelation mellan forhojt SAA-varde och
forhojt CRP, men konkluderade att SAA var mer sensitivt for att diagnostisera inflammation
hos hést. Hultén & Demmers (2002) fann att folen i deras studie hade signifikant forhdjda SAA-
och fibrinogenvérden i gruppen med bakteriell infektion men att ingen statistisk skillnad i LPK
eller neutrofilkoncentration mellan gruppen med bakteriell infektion och den Gvriga gruppen
kunde ses. Hooijberg et al. (2014) sag att SAA var den inflammationsmarkér som hade hogst
precision att diagnostisera inflammation hos hast av serumjéarn, fibrinogen, LPK och totalantal
neutrofiler.

Fibrinogen

Fibrinogen &r hos hast en moderate APP och dess funktion i kroppen &r som prekursor i
hemostasen och det verkar dven som ett forstadium for reparation efter vavnadsskada (Thomas,
2000).

Fibrinogen cirkulerar normalt i blodet och har ett normalvarde pa 100-400 mg/dl (Grondin &
Dewitt, 2010).

Fibrinogenvardet okar i blodet vid inflammation, under draktighet och vid partum. Vid
disseminerad intravasal koagulation (DIC) gar vérdet ned da fibrinogen forbrukas (Thomas,
2000).

Fibrinogen nar sitt hogsta vérde tva till fem dagar efter att inflammationsstimulit introducerats
(Hultén et al., 2002; Hobo et al., 2007).

Belgrave et al. (2013) fann att sensitiviteten och specificiteten for fibrinogen att kunna
diagnostisera en hast med ett pagaende inflammatoriskt tillstand var 59 % respektive 51 %.

Hobo et al. (2007) jamférde hur fibrinogen och SAA forhéll sig hos en grupp héstar med
experimentellt inducerad pneumoni och fann att fibrinogen-véardet inte alls féljde sjukdoms-
forloppet i samma grad som SAA. Fibrinogen var fortfarande forhojt cirka en vecka efter att

SAA-vérdet och de kliniska tecknen avtagit.
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Hamlen et al. (1992) undersokte bland annat hur fibrinogen forholl sig i tva grupper av fol, den
ena kliniskt positiv for kvarka och den andra negativ. Blodprover togs 0, 2, 4, 6, och 10 veckor
efter att fOlen exponerats for ett experimentellt infekterat f6l. De fann en signifikant skillnad
med hogre fibrinogenvérde i den kvarkapositiva gruppen vid tva och fyra veckor efter
exponering, 1,6 - 1,9 ganger sa hogt varde som i den negativa gruppen. Denna 6kning av
fribrinogenvardet var dven associerad med en 6kning av veckomedian hélsoindexet for studien
(hogre index = gravare symtom av kvarka). ljaz et al. (2012) kunde &ven i sin studie se ett
signifikant hogre fibrinogenvarde hos kvarkainfekterade hastar jamfort med friska, cirka tva
ganger sa hogt.

Hultén & Demmers (2002) sag i sin studie att de fol som hade en bakteriell infektion hade hogre
fibrinogenvérden i akutskedet an de f6l i studien som hade en icke-bakteriell infektion eller
oklar diagnos. 6,6 g/L i medelvarde hos gruppen med bakteriell infektion jamfért med den andra
gruppen 3,5 g/L.

Vid experimentellt inducerad aseptisk ledinflammation kunde forhéjda serumnivaer av
fibrinogen uppmatas, vilket visar att lokala processer kan ge utslag systemiskt (Hultén et al.,
2002).

Haptoglobin

Haptoglobin &r hos hast en moderate APP vars funktion &r att binda fritt hemoglobin i blodet.
Dess vérde kan sjunka vid en hemolytisk anemi eller vid ett massivt hematom. Vid ett
inflammationsstimuli okar vardet inom 24 till 48 timmar. Okade haptoglobinvarden kan aven
ses vid akut och kronisk gréasbetessjuka (Thomas, 2000). F6l har forhojda haptoglobinvarden
upp till ett ars alder och ston har forhéjda varden fyra manader pre-partum och upp till en manad
post-partum (Taira et al., 1992). Haptoglobinkoncentrationen i serum forblir stabil vid
forvaring i rumstemperatur i upp till tre veckor och i minst sex manader vid frysforvaring i -
26°C (Kent & Goodall, 1991). I Sverige finns idag ingen kommersiellt tillganglig tillforlitlig
analysmetod av haptoglobin.

Westerman et al. (2015) fann att SAA och haptoglobinnivaerna var signifikant hogre hos hastar
med inflammatoriska tillstdnd. De menade att utvardering av haptoglobinkoncentrationen i ett
Kliniskt sammanhang skulle vara mest anvandbart for att utvardera kroniska
inflammationstillstand.

Vid experimentellt inducerad aseptisk ledinflammation var haptoglobinkoncentrationen 1,14
ganger hogre an baslinjenivaerna hos de undersdka hastarna (Hultén et al., 2002).
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Serumjarn

Serum- eller plasmajarn &ar en negativ inflammationsmarkdér som sjunker under akutfasen for
att minska tillgangligheten av jarn for bakterier och darmed inhibera deras tillvaxt. Hypoferremi
ar inte specifikt for akutfasreaktionen utan kan vara orsakat av anemi av andra orsaker an
inflammation till exempel blédning (Smith, 2014).

Borges et al. (2007) kunde visa att sensitiviteten for serumjarn att pavisa systemisk inflamma-
tion var hogre an for fibrinogen, 90 % jamfort med 82 %. Skiljekriteriet for att klassas som
hypoferremi var ett varde under 105ug/dL.

Hooijberg et al. (2014) utvarderade olika rutindiagnostest pa hast som finns for att utvardera
inflammation och fann att efter SAA var serumjarn nast kansligast for att pavisa systemisk
inflammation.

Serumjarnkoncentrationen var avsevart lagre hos de hastar med en kraftigare inflammation efter
kastration an de som inte hade en uttalad inflammation, denna skillnad sags atta dagar efter
ingreppet. Detta indikerar att serumjarn kan anvédndas for att monitorera graden av
inflammation (Jacobsen et al., 2005).

Albumin

Albumin &r det vanligaste plasmaproteinet i blodet och dess funktion &r att transportera
molekyler och joner, reglera det kolloidosmotiska trycket samt vara en kélla av aminosyror for
vavnaden. Albumin produceras av levern. Albuminvéardet 6kar relativt vid dehydrering och det
ar den vanligaste orsaken till hyperalbuminemi. For att utvardera en sankning av albumin ar
den sékraste metoden att rakna ut ration mellan albumin och totalantalet globuliner. Albumin
fungerar som ett negativt akutfasprotein, det vill sdga att vid inflammation ses en
hypoalbuminemi. N&r hypoalbuminemin &r ett akutfassvar bor man &ven se forhgjda
koncentrationer av globuliner. Hypoalbuminemi i kombination med normal eller 6kad
globulinkoncentration beror generellt pa en 6kad forlust av albumin, att albumin trader ut
extravaskulart eller pa grund av nedsatt alouminproduktion. Hypoalbuminemi i kombination
med sankta globulinnivaer kan bero pa Gvervatskning t.ex. vid intravends droppterapi, akut
blodférlust, exsudativ lesion eller protein-losing enteropati (Thomas, 2000).

Vid kvarkainfektion hos hast kunde ljaz et al. (2012) se ett signifikant l&gre alouminvérde, cirka
30 %, hos kvarkainfekterade hastar jamfort med friska. Neamat-Allah & El-Damaty (2016) fick
aven de i en liknande studie ett signifikant lagre albuminvérde, cirka 20 % lagre jamfort med
friska arabhéstar.
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MATERIAL OCH METODER
Hastar i studien

I ursprungsstudien av Tscheschlok et al. (2018) undersoktes 112 nyligen avvanda varmblodsfol
i dldern 7-10 manader under hosten 2014 till och med mars 2015 pa stuteri Lewitz i Tyskland.
De var grupperade utifrdn kén och gick i separata hagar med vindskydd, men nos-till-
noskontakt mellan grupperna kunde férekomma. | borjan av hosten 2014 efter avvénjning
borjade flera av folen att uppvisa kliniska tecken pa kvarka vilket sedan spreds till allt fler
individer i de tva grupperingarna. Inga atgarder for att begransa smittspridningen inom
grupperna gjordes, utan smittspridningen och sjukdomsfarloppet fick ha sin naturliga gang tills
héastarna tillfrisknade. Syftet var att observera och ta prover fran hastarna fran det akuta
insjuknandet till tillfrisknande och undersoka utvecklingen av eventuella subkliniska
smittbarare. Ingen av hastarna fick antibiotikabehandling for sin kvarka. Personalen pa garden
sag till hastarna varje dag och de blev regelbundet undersokta och provtagna av veterinar.

I denna studie om SAA och kvarka valdes de héstar ut som det fanns ett SAA-prov for vid sista
provtagningen i mars 2015. Detta resulterade i 98 stycken individer, 44 stycken hingstar och 55
stycken ston, vars redan insamlade data undersoktes retrospektivt.

Klinisk understkning och provtagning

| mitten av november 2015 nar utbrotten forefoll att ha natt sin kulmen genomgick alla hastar i
studien en klinisk undersokning, det togs blodprov och nossvabbprov tagna ca 15 cm upp i
nosen med hjélp av amies kolat transportmedium (Swab, Amies-Coal; Sarstedt AG&Co 51588
Niimbrecht, Germany). Engangshandskar anvandes vid nossvabbstagningen och de byttes infor
varje ny individs provtagning. | december genomgick héstarna annu en klinisk undersékning
och blodprovstagning. Vid den sista provtagningen i mars 2015 genomgick héstarna &nnu en
klinisk undersokning och blodprov togs. Den bakteriella undersdkningen utokades utOver
nossvabb dven med skoljprov fran nos och luftsackar for odling och PCR. Skéljprovet fran
luftsdckarna togs med hjélp av endoskop.

Analys av prover

Bakteriologi: Odling och PCR

Odling och gPCR avseende Streptococcus equi subspecies equi och Streptococcus equi
subspecies zooepidemicus.

Serologi

Serumproverna analyserades efter forvaring i -20°C med en optimerad ELISA som undersoker
bade antigen A (SEQ_2190) och Antigen C (SeM) (Robinson et al., 2013).

Hematologi: LPK
LPK analyserades med Sysmex KX-21N; Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Tyskland.

SAA

Serumproverna analyserades pa klinisk kemiska laboratoriet vid Universitets Djursjukhuset

(UDS) i Uppsala under februari 2018 efter forvaring i -20°C, med ett automatiserat

kemiinstrument Architect c4000 fran Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA.
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Analysmetoden ar en immunoturbidometrisk metod, LZ test SAA fran Eiken Chemicals Co,
Ldt, Tokyo, Japan.

Bearbetning

Bearbetning av radata skedde i Microsoft Office Excel innan data exporterades till IBM SPSS
Statistics version 24. Fran ursprungsradata i Excel plockades data ut fran tre undersoknings-
tillfallen som det fanns sparade serumprover fran. Detta inkluderade data om feber, LPK,
serologi for antigen A och C, samt bakteriologi (odling och PCR) avseende S. equi och S.
zooepidemicus. Detaljerade data fran de kliniska undersokningarna utelamnades for att
begransa materialet. De 14 individer som det inte fanns ett sparat serumprov for fran den sista
provtagningen i mars 2015 exkluderades ur studien.

| SPSS kodades vissa variabler om for att mojliggora vidare analys. Feber, SAA och LPK,
Antigen A och C kodades om till dikotoma variabler. Serologi och LPK kodades om till
trikotoma variabler och SAA kodades dven om till en polytom variabel. Saknade vérden fick
en egen kodning 999. Vid sista provtagningen i mars 2015 togs tre olika PCR prov for S. equi
fran samma individ. Det sammanlagda resultatet fran de provtagningarna bildade en ny
variabel, positiv for S. equi pa >1 av PCR proven.

De hypoteser som studien ville prova var om det fanns ett samband mellan att vara positiv for
S. equi och samtidigt ha ett forhojt SAA varde i den akuta sjukdomsfasen samt for subkliniska
smittbarare. Hur 6verensstdmde SAA vérdet med de 6vriga inflammationsmarkdérerna feber och
LPK? Hur paverkades SAA vardet om hasten var positiv for S. zooepidemicus? Och paverkades
SAA vardet om hésten hade serokonverterat for S. equi:s antigen A och/eller C?

Statistisk analys

Till den deskriptiva och analytiska statistiken anvandes IBM SPSS Statistics version 24.
Shapiro-wilks test anvandes for att beddma om data var normalférdelad infor vidare analyser.
| analyserna ansags ett P-varde <0,05 vara signifikant. Mann-Whitney-test utfordes for att
utvardera medelvardesskillnader i SAA-vérden mellan gruppen PCR positiv och negativ for S.
equi. For jamforelse mellan skillnader av samma variabel mellan tva grupper utférdes
McNemar-test. Sensitivitet och specificitet kalkylerades for att utvdrdera de enskilda
variablernas potential att indikera en potentiell kvarkainfektion.
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RESULTAT
Bakteriologi: PCR

Har redovisas resultaten fran PCR provtagningarna vid de tre provtillfallena eftersom att i
samtliga fall var sensitiviteten for PCR provtagningen hdgre an for bakteriell odling. Ingen hast
var positiv pa sin bakterieodling for S. equi utan att samtidigt vara positiv pA PCR. For att
askadliggora detta presenteras aven odlingspositiva i tabell 2a och 2b november 2014, vilket
var den provtagning med flest positiva pa odling.

Vid den forsta provtagningen i november 2014 togs prov pa samtliga 98 individer avseende
bakteriologi for S. equi och S. zooepidemicus. Totalt var 45 (46 %) av 98 individer PCR positiva
for S. equi. | gruppen som var PCR positiv for S. equi var 35 (77,8 %) samtidigt positiv for S.
zooepidemicus. | gruppen som var PCR negativ for S. equi var 53 (100 %) samtidigt positiv for
S. zooepidemicus.

Vid den sista provtagningen i mars 2015 utdkades den bakteriella provtagningen for att kunna
pavisa eventuella subkliniska smittbarare, resultatet for PCR provtagningen for S. equi ar
sammanstallt i tabell 1. 15 (15,3 %) var PCR positiva for S. equi pa en eller flera av provtag-
ningsmetoderna och dessa utgjorde sedan den totala gruppen som jamforelser mot S.
zooepidemicus och 6vriga variabler gjordes. | den PCR positiva gruppen for S. equi var 9 (60
%) positiva for S. zooepidemicus pa nossvabb, 13 (86,7 %) pa nosskolj och 11 (73,3 %) pa
luftsdcksskadlj. 1 den PCR negativa gruppen for S. equi var 46 (55,4 %) positiva for S.
zooepidemicus pa nossvabb, 83 (100 %) pa nosskolj och 58 (70,7 %) pa luftsacksskalj. Bland
luftsacksskoljproverna i den negativa gruppen saknades prov for en individ och det ar valid
procent som presenteras.

Tabell 1. Mars 2015 PCR S. equi

Frekvens (valid %) Antal (%) Saknas (%)
PCR positiv PCR negativ

Positiv pa 21 av
provmetoderna 15 (15,3%) 83 (84,7%) 98 (100%)

nedan
Nossvabb 2 (2%) 96 (98%) 98 (100%)
Nosskolj 9(9,2%) 89(90,8%) 98 (100%)

Luftsacksskolj 10 (10,3%) 87(89,7%) 97 (99%) 1 (1%)

Ingen av hastarna som testade positivt uppvisade synliga kliniska tecken pa kvarka.
Av de som var positiv pa nossvabb var en negativ pa évriga prov. Fyra av
nosskoljningarna var inte positiv pa luftsacksskolj och fem av luftsacksskoljningarna
var inte positiv pa nosskolj.
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Serologi, LPK, SAA och férekomst av feber

Resultaten for SAA, LPK, forekomst av feber och serologi fran de tre provtagningarna i
november och december 2014 samt mars 2015 &r presenterade i tabell 2a-4a. Resultaten har
grupperats utifrdn om individen testats positiv for S. equi pa PCR i provtagningen i november
2014 respektive mars 2015. FOr proverna tagna i mars 2015 klassades individen som positiv
om den testat positivt pa ett eller flera av provtagningsmetoderna. Resultaten for medelvarde,
median, minimivérde och maxvérde ar presenterade i tabell 2b-4b.

Tabell 2a. November 2014, Odling och PCR for S. equi jamfort med SAA, LPK, Feber och Serologi

Variabel Frekvens (valid %) Antal (%) Saknas (%)
>900
SAA mg/L 0-5 (inom 5,1-250 (lindrigt 2(21(;&“3?9 (mycket
referensomradet) -mattligt forhojt) kraftigt forhajt) Igrafg_gt
forhojt)
Odling+ 12 (85,7%) 0 2 (14,3%) 0 14 (100%) 0
PCR+*1 %2 34 (82,9%) 2 (4,9%) 2 (4,9%) 3(7,3%) 41(91,1%) 4 (8,9%)
PCR- *1 %2 36 (81,8%) 4 (9,1%) 4 (9,1%) 0 44 (83%) 9 (17%)
<5400 (under 5400-14000 >14 000
LPK 10%uL referensslardet) (normalt) (forhojt)
Odling+ 0 9 (64,3%) 5 (35,7%) 14 (100%) 0
PCR+ 0 31 (68,9%) 14 (31,1%) 45 (100%) 0
PCR- 1(1,9%) 39 (73,6%) 13 (24,5%) 53 (100%) 0
Feber Feber Feberfri
Odling+ 2 (14,3%) 12 (85,7%) 14 (100%) 0
PCR+ 9 (20%)** 36 (80%) 45 (100%) 0
PCR- 8 (15,1%)** 45 (84,9%) 53 (100%) 0
. . 0,3-0,49 >0,5
Serologi <0.3 negativ misstankt positiv  serokonverterat
gglti'r?gei a 5 (35,7%) 1(7,1%) 8 (57,1%) 14 (100%) 0
Antigen A PCR+ 13 (29,5%) 4 (9,1%) 27 (61,4%) 44 (97,8%) 1 (2,2%)
Antigen A PCR- 22 (42,3%) 8 (15,4%) 22 (42,3%) 52 (98,1%) 1 (1,9%)
églti'r?geﬂ © 14 (100%) 14 (100%) 0
Antigen C PCR+ 44 (100%) 44 (97,8%) 1 (2,2%)
Antigen C PCR- 51 (98,1%) 1(1,9%) 52 (98,1%) 1 (1,9%)

*!McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,0001) i resultaten av att ha normalt SAA (<5mg/L) och att ha
ett forhojt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.
*2McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,001) i resultaten av att ha normalt-mattligt forhojt SAA (0-250
mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt forh6jt SAA (>250 mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.
Temperatur >38,2 °C klassades som feber. **McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,0001) i resultaten
mellan gruppen PCR+ och PCR-.
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Tabell 2b. November 2014, Odling och PCR for S. equi jamfort med SAA, LPK

och Feber

Variabel Median Medelvarde Min. varde Maxvarde

SAA mg/L* Odling+ 0,12 50,2 0,0 4459
PCR+ 118,8 0,0 0,0 1500
PCR- 0,08 54,3 0,0 569,3

LPK 10%/uL Odling+ 12500 13 307 7400 22 500
PCR+ 12 658 12 400 5600 24 900
PCR- 11 400 11 906 1100 22 900

Feber °C Odling+ 38,0 38,0 37,6 38,5
PCR+ 38,02 38,0 37,5 38,8
PCR- 37,987 38,0 37,3 39,5

*Mann-Whitney test kunde inte pavisa nagon signifikant medelvardesskillnad i SAA
mellan gruppen PCR+ och PCR-.

Tabell 3a. December 2014, PCR resultat for S. equi fran november jamfort med SAA, LPK, Feber och Serologi

Variabel Frekvens (valid %) Antal (%) Saknas (%)

0-5(inom  51-250 (lindrigt , 2201899 ~ ~ >900 (mycket

SAA mg/L referensomradet) -mattligt forhojt) (matt]!:jg}rtr]—cjjlf[;aftlgt gﬁfgﬁ;
PCR-+*1#2 38 (84,4%) 4 (8,9%) 1 (2,2%) 2 (4,4%) 45 (100%) 0
PCR-*1 %2 44 (86,3%) 6 (11,8%) 1 (2%) 51 (96,2%) 2 (3,8%)
< — v aes
B T e e
PCR+ 40 (88,9%) 5 (11,1%) 45 (100%)
PCR- 50 (94,3%) 3 (5,7%) 53 (100%)
Feber Feber Feberfri
PCR+ 11 (24,4%)** 34 (75,6%) 45 (100%)
PCR- 14 (26,4%)** 39 (73,6%) 53 (100%)
. . —0,4 >
Serologi <0,3 negativ miss(':éiikct)’pgsitiv serokor?\;grterat
Antigen APCR+ 13 (28,9%) 1 (2,2%) 31 (68,9%) 45 (100%)
Antigen A PCR- 21 (39,6%) 5 (9,4%) 27 (50,9%) 53 (100%)
Antigen C PCR+ 45 (100%) 45 (100%)
Antigen C PCR- 50 (94,3%) 2 (3,8%) 1 (1,9%) 53 (100%)

*IMcNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,00001) i resultaten av att ha normalt SAA (<5mg/L) och att ha ett
forhojt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.

*2McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,001) i resultaten av att ha normalt-mattligt férhojt SAA (0-250
mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt forhojt SAA (>250 mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.

Temperatur >38,2 °C klassades som feber. **McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,006) i resultaten
mellan gruppen PCR+ och PCR-.
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Tabell 3b. December 2014, PCR resultat for S. equi fran november jamfort med
SAA, LPK och Feber

Variabel Median Medelvarde Min. varde Maxvarde
SAA mg/L* PCR+ 0,0 85,8 0,0 1500
PCR- 0,0 12,2 0,0 403
LPK 10%/uL PCR+ 10800 11411 5600 31000
PCR- 10100 10 287 5700 17 400
Feber °C PCR+ 38,0 38,05 37,4 38,7
PCR- 38,0 37,99 37,3 39,1

*Mann-Whitney test kunde inte pavisa nagon signifikant medelvérdesskillnad i
SAA mellan gruppen PCR+ och PCR-.

Tabell 4a. Mars 2015, PCR for S. equi jamfort med SAA, LPK, Feber och Serologi

Variabel Frekvens (valid %) Antal (%) Saknas (%)
>900
SAA ma/L. 0-5 (inom 5,1-250 (lindrigt %ﬁ](;t%[ﬂgtgg (mycket
g referensomradet) -mattligt forhojt) wrafti gt - kraftigt
raftigt forhojt) forhojt)
PCR+*1*2 15 (100%) 15 (100%) 0
PCR-*1*2 75 (91,5%) 5 (6,1%) 2 (2,4%) 82 (98,8%) 1 (1,2%)
3 <5400 (under 5400-14000 >14 000
LPK 10%uL referensvérdet) (normalt) (forhojt)
PCR+ 1 (6,7%) 11 (73,3%) 3 (20%) 15 (100%) 0
PCR- 77 (92,8%) 6 (7,2%) 83 (100%) 0
Feber Feber Feberfri
PCR+ 7 (46,7%)** 8 (53,3%) 15 (100%)
PCR- 29 (34,9%)** 54 (65,1%) 83 (100%) 0
. . 0,3-0,49 >0,5
Serologi <0.3 negativ misstankt positiv  serokonverterat
Antigen A PCR+ 2 (13,3%) 1 (6,7%) 12 (80%) 15 (100%) 0
Antigen A PCR- 19 (23,8%) 19 (23,8%) 42 (52,5%) 80 (96,4%) 3 (3,6%)
Antigen C PCR+ 10 (66,7%) 3 (20%) 2 (13,3%) 15 (100) 0
Antigen C PCR- 74 (92,5%) 2 (2,5%) 4 (5,0%) 80 (96,4%) 3 (3,6%)

*IMcNemar test kunde inte pavisa en signifikant skillnad i resultaten av att ha normalt SAA (<5mg/L) och att ha ett
forhojt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.

*2McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,002) i resultaten av att ha normalt-mattligt férhojt SAA (0
250 mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt forh6jt SAA (>250 mg/L) mellan gruppen PCR+ och PCR-.

Temperatur >38,2 °C klassades som feber. **McNemar test visade pa en signifikant skillnad (p <0,001) i resultaten
mellan gruppen PCR+ och PCR-.
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Tabell 4b. Mars 2015, PCR for S. equi jamfért med SAA, LPK och Feber

Variabel Median Medelvarde Min. varde Maxvarde
SAA mg/L* PCR+ 0,0 0,2 0,0 2,1
PCR- 0,0 21,8 0,0 819
LPK 10%/uL PCR+ 12200 11 473 1400 16 200
PCR- 10800 10 848 5900 15 800
Feber °C PCR+ 38,2 38,26 37,6 39,1
PCR- 38,2 38,16 37,3 39,1

*Mann-Whitney test kunde inte pavisa nagon signifikant medelvérdesskillnad i
SAA mellan gruppen PCR+ och PCR-.

Sensitivitet och specificitet for variablerna att indikera en kvarkainfektion

De olika variablernas individuella diagnostiska potential att pavisa eller att avskriva en
kvarkamisstanke ar presenterade i tabell 5 utifran om de provtagits positivt for kvarka pa PCR.

Tabel 5. Sensitivitet och specificitet for de olika variablerna avseende S. equi

November Sensitivitet Specificitet
SAA 17,1% 81,8%
Feber 20,0% 84,9%
LPK 31,1% 75,5%
Antigen A 61,4% 57,7%
Antigen C 100,0%

December
SAA 15,6% 86,3%
Feber 24,4% 73,6%
LPK 11,1% 94,3%
Antigen A 68,9% 49,1%
Antigen C 0,0% 98,1%

Mars
SAA 0,0% 91,5%
Feber 46,7% 65,1%
LPK 20,0% 92,8%
Antigen A 80,0% 47,5%
Antigen C 13,3% 95,0%

SAA >5mg/L, Feber >38,2 grader C, LPK >14 000 10%/uL, Antigen A och C
>0,5.

22



SAA-vardets forhallande till 6vriga variabler oberoende av S. equi

| tabell 6 ar SAA-vardets forhallande till variablerna feber, LPK, PCR status for S.
zooepidemicus och serologiskt status for antigen A och C vid de tre provtagningarna
presenterade.

Tabell 6. SAA-vardets forhallande till dvriga variabler oberoende av S. equi
Variabel och provtagningstillfalle Frekvens (valid %)

SAA mg/L
0-5 >51 0-250 >250
Feber
November Feber 10 (11,8%) 5 (5,9%) 11 (12,9%) 4 (4,7%)
Feberfri 60 (70,6%) 10 (11,8%) 65 (76,5%) 5 (5,9%)
December Feber 17 (17,7%) 8 (8,3%)* 23 (24,0%) 2 (2,1%)**
Feberfri 65 (67,7%) 6 (6,3%)* 69 (71,9%) 2 (2,1%)**
Mars Feber 35(36,1%) 1 (1,0%)* 35(36,1%) 1 (1,0%)**
Feberfri 55 (56,7%) 6 (6,2%)* 60 (61,0%) 1 (1,0%)**
LPK
November Férhojd 15 (17,6%) 9 (10,6%) 18 (21,2%) 6 (7,1%)**
Normal 55 (64,7%) 6 (7,1%) 58 (68,2%) 3 (3,5%)**
December Férhojd 4 (4,2%) 4 (4,2%) 5 (5,2%) 3 (3,1%)
Normal 78 (81,3%) 10 (10,4%) 87 (90,6%) 1 (1,0%)
Mars Forhojd 7 (7,2%) 2 (2,1%) 8 (8,2%) 1 (1,0%)**
Normal 83 (85,6%) 5 (5,2%) 87 (89,7%) 1 (1,0%)**
PCR S. zooepidemicus
November Positiv 62 (72,9%) 14 (16,5%)* 68 (80,0%) 8 (9,4%)**
Negativ 8(9,4%) 1(1,2%)* 8 (9,4%) 1(1,2%)**
Mars Positiv 88 (90,7%) 7 (7,2%)* 93 (95,6%) 2 (2,1%)**
Negativ 2 (2,1%) 0* 2 (2,1%) 0**
Positiv serologi
November Antigen A 38 (44,7%) 6 (7,1%)* 41 (48,2%) 3 (3,5%)**
Negativ 32 (37,6%) 9 (10,6%)* 35 (41,2%) 6 (7,1%)**
December Antigen A 46 (47,)%) 11 (11,5%)* 54 (56,3%) 3 (3,1%)**
Negativ 36 (37,5%) 3 (3,1%)* 38 (39,6%) 1 (1,0%)**
Mars Antigen A 50 (53,2%) 3 (3,2%)* 53 (56,4%) 0**
Negativ 37 (39,4%) 4 (4,3%)* 39 (415%) 2 (2,1%)**
November Antigen C 0 0 0 0
Negativ 70 (82,4%) 15 (17,6%) 76 (89,4%) 9 (10,6%)
December Antigen C 0 1(1,0%)* 1(1,0%) 0
Negativ 82 (85,4%) 13 (13,5%)* 91 (94,8%) 4 (4,2%)
Mars Antigen C 6 (6,4%) 0 6 (6,4%) 0
Negativ 81 (86,2%) 7 (7,4%) 86 (91,5%) 2 (2,1%)

SAA anvandes i tva jamforelser mot 6vriga parametrar. Normalt SAA (0-5mg/L) mot
forhojt SAA (>5,1mg/L) och normalt-lindrigt forhojt (0-250mg/L) mot lindrigt-
kraftigt forh6jd (>250mg/L). Temperatur >38,2 °C klassades som feber. LPK >14 000
10%/uL klassades som forhojd. Positiv serologi var ett varde >0,5. *McNemar test
visade pa en signifikant skillnad mellan grupperna (p <0,000-0,035). ** McNemar

test visade pa en signifikant skillnad mellan grupperna (p <0,000-0,039).
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DISKUSSION
Resultatdiskussion

Bakteriologi: PCR

| samtliga fall var sensitiviteten for PCR provtagningen hogre an for bakteriell odling. Ingen
hést var positiv pa sin bakterieodling for S. equi utan att samtidigt vara positiv pd PCR vilket
Overensstdammer med tidigare resultat (Newton et al., 2000).

Vid den sista provtagningen i mars 2015 var det ingen av de 15 PCR positiva for S. equi som
uppvisade synliga kliniska tecken pa kvarka. Endast tva var positiva pd nossvabb varav en
testade negativt pa ovriga prov. Av de som testade positivt pa nosskolj var fyra negativ pa
luftsacksskolj och fem av de positiva pa luftsacksskolj var inte positiv pa nosskélj. Samtliga 15
positiva bor darfor klassas som subkliniska smittbarare. Av resultaten kan man dra slutsatsen
att for att med storsta sakerhet kunna upptécka en subklinisk smittbdrare bor man kombinera
de tre bakteriologiska provlokalisationerna.

| gruppen som var negativ for S. equi var samtliga hastar positiv for S. zooepidemicus vid de
tva provtagningarna (nossvabb vid den forsta provtagningen 2014 och nosskolj vid den andra
provtagningen 2015).

Serologi

Hastarna i studien utvecklade en mild form av kvarka (Tscheschlok et al., 2018) dar valdigt fa
serokoverterade for bade antigen A och C i den optimerade ELIZA (Robinson et al., 2013) som
anvandes. Eftersom de kliniska sjukdomstecknen var sa milda bor detta aven ha paverkat graden
av inflammation hos de drabbade h&starna och dédrmed SAA vérdet, vilket dven resultaten i
studien pekar mot. Tittar man pa allvarlighetsgraden av utbrottet kom det inte i narheten av det
utbrott Piché beskrev 1984 dar flera héstar utvecklade komplikationer och/eller dog under
utbrottet. Att just detta utbrott var sa milt tror Tscheschlok et al. (2018) kan vara kopplat till
den minskade andel som serokonverterade for antigen C. De kunde inte hitta ndgon férandring
i SeM proteinet som antigen C &ar en del av daremot en 61 baspar lang deletion i genen
SEQ _0402. Vad detta innebér for S. equi:s virulens kunde de inte svara pd i sin studie utan
vidare forskning pa amnet kravs.

Hematologi: LPK

Vid de tre provtagningarna hade den PCR positiva gruppen for S. equi en storre andel individer
med ett LPK hogre dn 14,000 10%/uL jamfort med den negativa gruppen. PCR-positiva gruppen
(31,1 %, 11,1 % och 20 %) jamfort med den PCR-negativa gruppen (24,5 %, 5,7 % och 7,2 %).
Vid de tre provtagningarna var aven median och medelvardet nagot hogre i den PCR-positiva
gruppen, men inget som var statistiskt signifikant. | den PCR-positiva gruppen varierade
minimivardet och maxvérdet mellan 1,400 10%/uL och 31,000 10%/uL vid de tre mattillfallena
jamfort med den negativa gruppen, 1,100 10%/uL och 22,900 10%/uL.

Enligt Welles (2010) far fol liknande referensvarden som vuxna redan vid tre till fyra manaders
alder. Vilket for denna studie innebér att hastarnas alder och tolkningen av LPK-resultaten inte
bor vara en felkalla i resultatet, speciellt eftersom de undersokta hastarna var runt ett ar gamla.
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Tidigare studier har rapporterat signifikant forh6jd LPK en till fyra veckor efter insjuknande i
kvarka (Hamlen et al., 1992; ljaz et al., 2012), men efter den akuta fasen gick LPK ned till mer
normala nivaer. ljaz et al. (2012) sag att under forsta till tredje veckan varierade LPK-
medelvérdet fran 12,800 10%/puL (£160 SE) till 14,990 10%/uL (220 SE). En annan studie
rapporterade att kvarkainfekterade arabhastar hade cirka 3500-4000 10%/uL hogre LPK jamfort
med de friska kontrollerna.

Trots att inget signifikant hogre LPK-varde kunde uppmatas i denna studie sags en tendens med
storre andel individer med hogt LPK och nagot hogre median och medelvérde i den PCR-
positiva gruppen. Den leukocytos som sags var mild till mattligt, liknande som i ljaz et al.:s
studie (2012). Detta innebér att ur ett kliniskt perspektiv kan LPK anvéndas tillsammans med
andra diagnostiska metoder for att géra en samlad bedémning av patienten. Men normalt LPK
kan inte utesluta en potentiell kvarkainfektion da enskilda individer kan ha normalt LPK trots
infektion alternativt att man rakat ta sitt blodprov efter akutfasen da LPK atergatt till mer
normala nivaer.

SAA

Vid den forsta provtagningen i november 2014 hade den S. equi PCR-positiva gruppen och den
negativa ungefar lika stor andel individer som hade ett SAA-varde >5 mg/L, 17,1 % respektive
18,2 %. Sett till férdelningen hade 12,2 % i den positiva gruppen ett SAA som var mattligt till
mycket kraftigt forhojt medan i den negativa gruppen hade 9,1 % ett SAA som var mattligt-
kraftigt forhojt. McNemar-test kunde visa pa en signifikant skillnad mellan att ha normalt SAA
(<5mg/L) och att ha ett forhdjt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR-positiv och PCR-negativ,
dar den positiva gruppen hade hogre varden. McNemar-test visade dven pa en signifikant
skillnad mellan att ha normalt-mattligt forhojt SAA (0-250mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt
forhojt SAA (>250mg/L) mellan gruppen PCR-positiva och PCR-negativa, dar den positiva
gruppen hade hogre varden. Medelvérdet i den positiva gruppen var hdgre &n i den negativa,
118,8 mg/L jamfort med 54,3 mg/L men nagon signifikant skillnad kunde inte pavisas med
hjalp av Mann-Whitney-test. Medianvardet var O respektive 0,08 mg/L. Maxvardet var
betydligt hogre i den positiva gruppen, 1500 mg/L jamfort med 569,3 mg/L.

Vid den andra provtagningen i december, drygt tva veckor efter den i november hade den S.
equi positiva gruppen nagot storre andel individer med ett SAA-varde >5 mg/L, 15,5 % jamfort
med 13,8 % i den negativa gruppen. 6,6 % i den positiva gruppen hade ett SAA som var mattligt
till mycket kraftigt forhojt medan i den negativa gruppen hade 2 % ett SAA som var mattligt-
kraftigt forhojt. McNemar-test kunde visa pa en signifikant skillnad mellan att ha normalt SAA
(<5mg/L) och att ha ett forh6jt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR-positiv och PCR-negativ,
dar den positiva gruppen hade hogre varden. McNemar-test visade dven pa en signifikant
skillnad mellan att ha normalt-mattligt forhojt SAA (0-250mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt
forhojt SAA (>250mg/L) mellan gruppen PCR-positiva och PCR-negativa, dar den positiva
gruppen hade hogre véarden. Medelvérdet i den positiva gruppen var hogre an i den negativa,
85,5 mg/L jamfort med 12,2 mg/L men nagon signifikant skillnad kunde inte pavisas med hjalp
av Mann-Whitney-test. Medianvardet var 0 mg/L for bada grupperna. Maxvardet var betydligt
hogre i den positiva gruppen, 1500 mg/L jamfért med 403 mg/L.
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Vid den sista provtagningen i mars 2015, cirka fyra manader efter decemberprovtagningen hade
samtliga i den S. equi positiva gruppen ett SAA-varde inom referensomradet. | den negativa
gruppen hade nu 8,5 % ett SAA-varde >5 mg/L, av dessa med forhojt varde hade 2,4 % ett SAA
som var mattligt-kraftigt forhojt. McNemar-test kunde inte pavisa en signifikant skillnad mellan
att ha normalt SAA (<5mg/L) och att ha ett forhdjt SAA (>5mg/L) mellan gruppen PCR-positiv
och PCR-negativ. McNemar-test visade pa en signifikant skillnad mellan att ha normalt-
mattligt forhojt SAA (0-250mg/L) och att ha ett mattligt-kraftigt forhojt SAA (>250mg/L)
mellan gruppen PCR-positiva och PCR-negativa, dar den negativa gruppen hade hogre varden.
Medelvardet i den positiva gruppen var lagre i &n i den negativa, 0,23 mg/L jamfort med 21,8
mg/L men nagon signifikant skillnad kunde inte pavisas med hjalp av Mann-Whitney test.
Medianvardet var 0 mg/L fér bada grupperna. Maxvardet var betydligt hégre i den negativa
gruppen, 819 mg/L jamfort med 2,1 mg/L.

Vid de tva forsta provtagningarna var det 45 av 98 individer som raknades till den positiva
gruppen medan i den sista provtagningen var det 15 individer av 98. Det forefaller att i mars
hade den akuta kvarkainfektionen avtagit eftersom alla kvarkapositiva hade normala SAA-
varden. De hogre vardena i den negativa gruppen maste vara orsakad av andra inflammations-
skapande faktorer &n S. equi.

De signifikanta skillnaderna mellan grupperna som McNemar-test kunde pavisa var sma
eftersom att Mann-Whitney-test inte kunde pavisa nagon signifikant medelvardesskillnad
mellan grupperna vid ndgon av provtagningarna. Sensitiviteten och specificiteten vid de tre
provtagningarna varierade mellan 0,0-17,1 % och 81,8-91,5 % respektive.

Utifran dessa resultat kan slutsatsen dras att det finns ett samband mellan forhojt SAA och S.
equi i det akuta sjukdomsskedet nar man undersoker det pa gruppniva. Men det ger inte utslag
vid medelvardesjamforelse och gar man ned pa individniva kan resultaten variera stort. Tidigare
studier har visat att det finns en individvariation i SAA-svaret nar individer utsatts for samma
inflammationsstimuli (Hultén et al., 1999b). Ur ett Kliniskt perspektiv innebér det att normalt
SAA inte kan utesluta en kvarkainfektion dven om specificiteten kan vara forhallandevis hog.
Pa grund av smittsamheten och de konsekvenser sjukdomen far ar det onskvart med ett
screeningtest med hog sensitivitet snarare an specificitet. Men ett hogt SAA kan anvédndas som
beslutsstod for riktad PCR-diagnostik i till exempel en screeningsituation.

Av de hastar som var subkliniska smittbarare vid sista provtillféallet, hade ingen ett férhojt SAA-
varde. Vilket tolkas som att de bakterier som hastarna harbargerade i sina luftséckar inte gav en
generellt matbar inflammation som gav utslag pa serum-SAA. Utifran de resultaten i denna
studie kan SAA inte anvandas i diagnostiskt syfte for att upptacka subkliniska smittbarare. Dock
var antalet undersokta subkliniska smittbarare endast 15, en storre undersokt grupp hade gett
ett sakrare svar pa fragan.

SAA-vardets forhallande till 6vriga variabler oberoende av S. equi

Nér utbrottet var i det akuta sjukdomsskedet i december var det signifikant fler individer som
hade feber och samtidigt hade ett forhojt SAA-vérde, jamfoért med de feberfria. Vid den forsta
provtagningen i november sags ingen signifikans, detta kan mojligen forklaras av den

fordrojning pa tva till tre dagar (Pepys et al., 1989; Nunokawa et al., 1993; Hultén et al., 1999b)
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det tar for SAA-vardet att ga upp vid inflammatoriskt stimuli samt att febern ar som hogst
initialt och sedan kan sjunka. Vid den sista provtagningen och nér de kliniska kvarkatecknen
lakt ut sags en omvand signifikans dar den feberfria gruppen var de med forhojda SAA-vérden.
Utifran detta gar inga tydliga slutsatser att dras om SAA-vardets forhallande till feber. Feber
anvands flitigt av kliniker som en diagnostisk markor pa infektion och det &r da intressant att
det inte Overensstammer pa det satt man forvantar sig med den major inflammationsmarkor som
SAA anda ar. Forfattaren har inte i sin efterforskning till litteraturéversikten kommit 6ver nagon
artikel som undersokt feber och dess validitet att diagnostisera inflammation eller infektion.

Vid studiens borjan i november var det signifikant fler i gruppen med mattligt-kraftigt forhojd
SAA (>250mg/L) som samtidigt hade forhojd LPK (>14000 10%/uL), vilket liknar de data
tidigare studier (Hamlen et al., 1992; ljaz et al., 2012) presenterat om LPK vid bérjan av en
kvarkainfektion. Aven vid den sista provtagningen i mars sags signifikant fler med mattligt-
kraftigt forhojd SAA och forhdjd LPK. SAA och LPK forefaller att ha ett positivt samband nar
det géller kraftigt inflammation med tydligt forhdjda SAA-vérden, dock behdvs ytterligare
studier och statistiska analyser for att ge ett tydligt svar.

SAA-vardet och PCR-status for S. zooepidemicus hade ett positivt samband med signifikant
fler PCR-positiva som hade ett forhojt (>5mg/L) och mattligt-kraftigt forhajt (>250mg/L) SAA
vid bada provtagningarna. Dock hade den storsta andelen av de PCR-positiva normalt eller
lindrigt-mattligt forhojt SAA.

Som man kan forvanta var det signifikant fler med forhéjt SAA men med normala titrar for
antigen A vid provtagningen i november, Detta eftersom det tar en tid innan héastar serokon-
verterar vid en kvarkainfektion (Galan & Timoney, 1985; Timoney et al., 2007). | december
var det signifikant fler som serokonverterat for antigen A och som samtidigt hade forhojt SAA.
Vid provtagningen i mars var det fler i den negativa gruppen som hade forhojt SAA, vilken
éverensstammer med flera av de 6vriga forhojda variablerna som alla pekat at att de forhojda
SAA-véardena i mars har andra orsaker &n S. equi.

I december var det signifikant fler som inte serokonverterat for antigen C som hade ett forhojt
SAA (>5mg/L), dock sags inte samma samband géllande mattligt-kraftigt forhojd SAA. Detta
var kliniskt ett mycket milt utbrott och man kan anta att vid andra utbrott med gravare
sjukdomsbild och stérre andel som serokonverterar for antigen C att ett positivt samband mellan
SAA och antigen C borde kunna pavisas i nagon grad.

SAA som indikator pa prognos och inflammationsgrad

Resultaten fran denna studie kan inte visa att SAA gar att anvanda for att bedéma vare sig
prognos eller graden av inflammation. Dock var detta ett kliniskt milt utbrott med inga
rapporterade komplikationer under utbrottet. Studiedesignen vad galler blodprovtagnings-
frekvensen i det akuta skedet var inte heller optimal for att kunna utvardera SAA-vardets
Overrensstammelse med graden av sjukdomstecken och inflammationsgraden (Westerman et
al., 2015). Flertalet studier vars studiedesign varit mer optimal for att undersdka fragan har
kunnat visa pa SAA:s potential att folja ett sjukdomsforlopp (Hultén et al., 1999a; Hultén &
Demmers, 2002; Jacobsen et al., 2005, 2006; Hobo et al., 2007; Belgrave et al., 2013).
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Feber

Andelen som hade feber var hogre i den S. equi-positiva gruppen vid den forsta och sista
provtagningen (p<0,0001 och p<0,001) medan vid den andra provtagningen i december hade
den negativa gruppen en hogre andel individer med feber (p<0,006).

En mojlig forklaring kan vara att nya fall av kvarka tillkommit i den negativa gruppen eftersom
klassningen utgick fran PCR-provtagningen tva veckor tidigare. Att fler hade feber i den
positiva gruppen i mars 6verensstammer inte med SAA-vérdena, da alla lag inom referensom-
radet. Vad galler medelvarde och median var de i princip liknande varden i bade den positiva
och negativa gruppen vid samtliga provtagningar. Som da lag under gransen fér vad som
réknades som feber (>38,2°C), forutom medelvéardet for den PCR-positiva gruppen i december
som da var 38,5°C.

Kvarkainfektion kan i det initiala skedet ge hog feber, 6ver 40°C, men ingen individ hade sa
hog temperatur i studien. Det hogsta maxvardet var 39,5°C pa en individ i den negativa gruppen
i november, som det da saknades serologi och SAA-prover for. | december hade den individen
serokonverterat for antigen A och SAA var lindrigt forhojt (68,1 mg/L) men i mars var antigen
titrarna aterigen negativa, SAA lindrigt forhojt (24,3 mg/L) och den testade aldrig positivt for
S. equi. LPK var inom referensomradet vid alla provtagningarna, daremot testade den positivt
for S. zooepidemicus pa nossvabb och nosskéljning i mars.

Sensitiviteten och specificiteten avseende S. equi vid de tre provtagningarna varierade mellan
20-46,7 % och 65,1-84,9 % respektive. Att feber ar sa ospecifikt kan dels forklaras av att febern
kan vara intermittent och variera under olika tider pd dygnet (Smith, 2014) men alla
kvarkapositiva hastar uppvisar inte heller alltid feber (Duffee et al., 2015).

Nagot att notera &r att cirka hélften av de PCR-positiva vid den sista provtagningen i mars 2015
som klassades som subkliniska smittbarare hade normal kroppstemperatur. Och de flesta av
dem med en forhojd kroppstemperatur hade endast en lindrig feber. De tva subkliniska
smittbararna med hogst temperatur hade 38,9°C och 39,1°C. Av dessa observationer
tillsammans med de siffror denna studie fick fram gallande sensitivitet och specificitet kan
slutsatsen dras att avsaknad av feber och kliniska tecken pa kvarka inte kan utesluta en potentiell
kvarkainfektion. Vilket ytterligare pekar pa problematiken kring de subkliniska smittbararna
och vilken utmaning de skapar i en smittreningsprocess vid ett ként utbrott men framforallt vad
det innebér for ett nationellt och eller internationellt utrotningsarbete.
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Resultatsammanfattning

Sammanfattningsvis
e 15,3 % av hastarna i studien var i mars 2015 subkliniska smittbé&rare.
e Normalt LPK kan inte utesluta en potentiell kvarkainfektion.

e | det akuta sjukdomsskedet finns ett samband mellan SAA och S. equi pa gruppniva.
Dock kan det variera pa individniva.

e Normalt SAA-véarde kan inte utesluta kvarka trots relativt hog specificitet.

e Hoga SAA-vérden kan anvandas som ett beslutsstod for riktad kvarkadiagnostik vid
kvarkamisstanke eller i ett screeningsammanhang under pagaende utbrott.

e SAA ér inte forhojt hos subkliniska smittbarare och kan déarmed inte anvandas som ett
diagnostiskt verktyg att hitta dessa i screeningsyfte.

o SAA-vérdet Overensstimmer delvis med 6vriga markdrer for inflammation och
infektion, men det &r den sammantagna bilden som bor undersokas for att fa en bra
analys.

e SAA kan inte utifran denna studie anvandas som ett verktyg for att sdga nagot om vare
sig prognos eller infektionsgrad, ytterligare storre riktade studier kréavs.

e Vid PCR-provtagning for att upptacka subkliniska smittbdrare far man det sakraste
resultatet om man kombinerar nossvabb, nosskélj och luftsacksskoljning.

e Avsaknad av feber ar inte specifikt nog for att ensamt utesluta en potentiell
kvarkainfektion.

Metoddiskussion

Denna studie har utgatt fran insamlad data fran en redan utford studie av Tscheschlok et al.
(2018) dar analysen av SAA har gjorts i efterhand pa frysta serumprover. Denna utgangspunkt
ar grunden till de styrkor och begransningar som studien har.

En av de framsta styrkor studien har &r att ett stort datamaterial redan var insamlat, som strackte
sig Gver en langre tidsperiod med uppfdljande data pa en relativt stor grupp av individer. Inom
ramen av ett examensarbete i veterinarmedicin hade forfattaren aldrig pa egen hand rent
praktiskt kunnat fa ihop ett sa stort datamaterial. Ursprungsstudiens syfte var att kliniskt,
serologiskt och mikrobiologiskt undersdka en grupp immunologiskt naiva unghéstar vid ett
naturligt kvarkautbrott. Ur perspektivet att undersoka SAA och hur det fordndras under ett
kvarkautbrott sa hade det varit onskvart att vid studiedesignen planera en mer frekvent
blodprovstagning fram for allt i det akuta sjukdomsskedet, till exempel en extra provtagning
mellan den i november och december samt en till cirka tva veckor efter den i december. Det ar
mojligt att en mer frekvent blodprovstagning i det akuta skedet hade kunnat ge en mer
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nyanserad bild av varje enskild individs sjukdomsférlopp. Westerman et al. (2015) diskuterade
de okade mojligheter en upprepad SAA-provtagning kan ge vad galler att 6vervaka ett
sjukdomsforlopp och potentiellt kunna stélla prognos. Flera studier har framfort SAA:s
potential som markdr for sjukdom men dven att kunna folja férloppet (Hultén et al., 1999a;
Hultén & Demmers, 2002; Jacobsen et al., 2005, 2006; Hobo et al., 2007; Belgrave et al., 2013),
dock gar SAA-vardet ned inom sju dagar till fyra veckor nar den akuta sjukdomen &r Gver
(Pepys et al., 1989; Nunokawa et al., 1993). Vilket innebér att det ar detta fonster man maste
forhalla sig till vid provtagning. Sedan &r ju fragan om en mer frekvent provtagning hade varit
praktiskt genomforbart i denna studie da det roérde sig om en sa pass stor grupp relativt
ohanterade unghéstar.

Som jadmforelse i studien hade det varit intressant att analysera andra k&nda serologiska
inflammationsmarkoérer pa hast. Till exempel fibrinogen, albumin och serumjarn. For
haptoglobin finns i dag ingen tillganglig tillforlitig kommersiell analysmetod i Sverige.
Fibrinogen ar en vedertagen parameter vid inflammationsdiagnostik (Thomas, 2000; Grondin
& Dewitt, 2010) och albumin har i andra studier (ljaz et al., 2012; Neamat-Allah & El-Damaty,
2016) visat sig ha signifikant lagre varden vid kvarkainfektion. Flera studier har pekat pa att
nast efter SAA &r serumjarn den tillforlitligaste inflammationsmarkéren hos hast (Jacobsen et
al., 2005; Borges et al., 2007; Hooijberg et al., 2014).

Vid den forsta provtagningen i november har ursprungsforfattarna valt djup nossvabb som
provtagningsmetod infor PCR-analysen av S. equi. Nosskéljning hade varit ett nagot béttre
alternativ eftersom det dkar kontaktytan av slemhinna som blir provtagen, utan att det ar en
namnvért dyrare eller mer komplicerad provtagningsmetod. Just den 6kade kontaktytan ar
speciellt 6nskvart i borjan av en kvarkainfektion innan bakterieutsondringen kommit igang pa
riktigt. | den basta av varldar hade det varit intressant att aven fa med en luftsécksskoljning for
att verkligen kunna félja upp vilka som hade kvarka vid studiens borjan och om det potentiellt
kan ha funnits subkliniska smittbarare redan da. Garden som studien utférts pa har en historik
av kvarkaproblematik sa det ar inte en omajlighet att nagon av hastarna utsatts for smitta men
kunnat vara skyddade av maternella antikroppar fram tills utbrottet. Att endoskopera luftséckar
ar en kostsam och resurskravande undersokning som forfattaren har all forstaelse for att man
valt att spara till den avslutande provtagningen i mars.

| mars nar den akuta kvarkainfektionen avtagit och da alla kvarkapositiva hastar hade normala
SAA-vdrden var det den kvarkanegativa gruppen som hade foérhdjda SAA-varden. Vilket
betyder att andra inflammationsskapande faktorer fanns med i studien, confounders eller
storfaktorer pa svenska. Eftersom det har var en stor grupp unghastar ar det mycket vanligt med
diverse viroser som cirkulerar, lite som pa en forskola i humanvérlden. Det & mycket svart att
designa en studie dar man kommer ifran dessa faktorer, man far acceptera att de finns och ta
hansyn till det n&r man analyserar sina data.

Vad galler information om hur lang tid det tog fran det att blodproverna togs till dess att de
antingen analyserades (LPK) eller centrifugerades och analyserades (serologi) och/eller frystes
in (SAA) och hur de forvarades daremellan saknas i denna studie. Det a&r mojligt att mindre
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optimal hantering kan haft en lindrig paverkan pa resultaten av de olika laboratorieunder-
sOkningarna.

Fysiologisk leukocytos (Grondin & Dewitt, 2010; Welles, 2010) ar en mojlig felkélla till
forhojda leukocytvarden i studien, framforallt dd man kan anta att dessa unga relativt
ohanterade hastar bor ha upplevt undersékningen som stressande.

SAA-proverna i denna studie hade vid tiden for analys forvarats cirka 35-39 manader i -20°C.
SAA anses stabilt vid frysforvaring, men nagra specifika studier pa ekvint SAA och dess
stabilitet vid frysforvaring éver en langre tid finns inte. En studie pa bovint SAA visade
signifikant lagre SAA-koncentrationer efter frysforvaring (T6thova et al., 2012), och studier pa
ekvint SAA och dess stabilitet vid forvaring har gett motstridiga resultat (Rendle et al., 2009;
Hillstrom et al., 2010). Jacobsen et al. (2006) anvande sig i sin studie av frysta SAA-prover
som forvarats i upp till ett ar med godtagbara resultat. Mest troligt har den langa frysférvaringen
paverkat resultaten i denna studie, men hur mycket lagre SAA-koncentrationen blivit gar inte
att uttala sig om. Det har férmodligen haft storst paverkan pa de provsvar som endast var
lindrigt férhojda fran referensvardet, medan de med mattligt-kraftigt forhdjda varden anda har
gett tydligt utslag pa analysen.

Analysmetodernas reliabilitet och validitet

SAA ar hér analyserad med en immunologisk analysmetod. De immunologiska metoderna har
alltid en relativt hog imprecision. Inomkdrningsvariationen och mellankérningsprecisionen,
variationskoefficienten (CV %) for hastprover ar oftast mellan 5-10 % for varden éver 5mg/L.
Medan mycket laga varden kan ha betydligt hogre imprecision (Lillieh6ok, 1., Professor vid
Institutionen for kliniska vetenskaper; enheten for klinisk kemi, pers.medd., 2018-03-28). Detta
innebar i praktiken att ett och samma prov fran samma individ kan fa olika testresultat vid
upprepade métningar. Vid tolkning av SAA-vérdet ar det darfor viktigt att se pa resultatet som
en flytande skala och dela in resultaten i lindrigt-kraftigt forhojd snarare &n att Overtolka
enskilda numeriska matvéarden.

Automatiska hematologiinstrument har den begransningen att de kan riskera att klassificera
blodkroppar fel i analysen, vilket kan fa storst paverkan vid analys av de olika fraktionerna av
blodkropparna. | denna studie har endast total leukocytpartikelkoncentration analyserats sa
detta borde vara en mindre risk till felaktigt resultat.

Tidigare har korsreagens av S. zooepidemicus protein SzM varit ett mojligt fel vid serologisk
undersokning for kvarka (Kelly et al., 2006) men detta har l6sts genom att kombinera tva
ytantigen specifika for S. equi i analysen (Robinson et al., 2013) vilket & den metod som
anvants i denna studie. Andra faktorer som paverkar ar till exempel vart man drar sitt cut-off
varde i analysen, vilket paverkar den sensitivitet och specificitet analysen far.

Faktorer som kan paverka resultaten av kroppstemperaturmétning ar vilken termometer som
anvants. Har samma termometer anvants vid alla provtagningar pa alla individer? Det ar troligt
att anta att olika termometrar kan skilja sig nagon hundra- eller tiondel i det resultat de visar.
Sedan kan det praktiska handhavandet vid sjalva matningen spela in, hur langt in har man fort
termometern i rektum, har den forts mot tarmslemhinnan eller kan det ha funnits track i véagen.
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Detta bor inte heller ha paverkat mer an nagon tiondel. Tiden pa dygnet som provtagningen
skett spelar in da hastarna kan ha haft intermittent feber samt att febertoppar oftast kommer pa
eftermiddag eller kvéll och att den lagsta temperaturen oftast kan uppmétas pa morgonen
(Smith, 2014).

Statistisk analys

I denna studie har enklare statistiska analyser utforts. Kalkyleringen av sensitivitet och
specificitet far anses mest exakt géllande marsprovtagningen da PCR-statusen var baserad pa
de tre provtagningsmetoderna sammantaget och minst tillforlitlig i december sa PCR-statusen
var baserad pa novemberprovtagningen. McNemar-test kan bara svara pa fragan om en
signifikant skillnad mellan tva grupper foreligger, den anger ingen riktning och ger inget svar
pa fragan hur sambandet forhaller sig. Mann-Whitney-test anvands for medelvardesjamforelse
mellan tva grupper nar data inte ar normalfordelade. Valet av hur man grupperar variablernas
resultat, till exempel dikotom eller polytom, paverkar vilka statistiska analyser som ar mojligt
och vilka sorters fragor och svar man kan fa.

Eftersom att det finns uppfoljande prover fran samma individer och Gver olika variabler dver
tid bor det ha varit mgjligt att gora en mer avancerad sambandsanalys och eller gruppjamforelse.
Da data enligt Shapiro-Wilks test var snedfordelad bor nagot icke-parametrisk test kunnat vara
lampligt. Nar det kom till att vélja ratt statistisk metod brast det pa forfattarens bristande
statistikkunskaper vilket blev begransningen i detta fall.

De statistiska resultaten i studien har inte blivit validerade genom en statistisk analys som
undersokt rimligheten i resultaten, vilket innebar att vid tolkning av de resultat denna studie fatt
ska en viss forsiktighet tillampas da resultaten kan vara slumpmaéssiga aven om de tycks peka
at ett hall.
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