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SAMMANFATTNING

Hypotyreoidism &r en av de vanligaste endokrina sjukdomarna som drabbar hundar. Studier har
visat att 0,2 — 0,8 % av hundpopulationen drabbas av sjukdomen. Da tyroideahormonerna har
en inverkan pa flera av kroppens organsystem gor det att symtomen &r manga och varierade.

| dagsléaget finns det inte ett enskilt prov for att diagnostisera hypotyreoidism, utan hansyn far
tas till kliniska tecken samt analyser av tyroideahormon och tyreoideastimulerande hormon
(TSH).

Analys av totalt tyroxin (tT4) i serum har under en langre tid anvénts for att diagnostisera
hundar med misstankt hypotyreoidism. Det har dock visat sig att tT4 &ven kan sjunka vid andra
sjukdomar som inte &r relaterade till en underfunktion av skdéldkorteln, detta kallas ”euthyroid
sick syndrome”. Aven vissa lakemedel kan ha en paverkan pa hormonnivaerna. Detta ger en
okad risk att hundar felaktigt kan fa diagnosen hypotyreoidism.

Fritt T4 (fT4) &r den fria fraktionen av T4 och den delen som &r biologiskt aktivt. Flera studier
har visat att fT4 inte paverkas i lika hog grad av andra sjukdomar och lakemedel som tT4. For
analys av fT4 anses equilibriumdialys (jamviktsdialys) vara ”gold standard”. Metoden anses ge
en mer korrekt bedémning av tyroideas funktion &n tT4, och béttre sérskilja hypotyreoida
hundar fran hundar med normalt fungerande tyreoidea.

Syftet med denna studie var att utvardera en metod for analys av fT4 hos hund efter
jamviktsdialys (Vet Direct Free T4 by Equilibrium Dialysis, IVD Technologies, Santa Ana,
USA). | utvarderingen ingick att underséka om metoden fungerar battre d4n den nuvarande
metoden for att analysera fT4. | dagslaget sker analys av fT4 pa Universitetsdjursjukhuset
(UDS) med en automatiserad kemiluminiscensbaserad immunologisk metod (Veterinary free
T4, IMMULITE 2000).

| studien har 30 friska hundar provtagits for att faststélla ett referensintervall. Referens-
intervallet for fT4 efter jamviktsdialys faststalldes till 7,7 — 27 pmol/L. DA studien innehéller
relativt fa hundar far detta referensintervall dock anses vara preliminart.

Aven serum fran 27 hundar med annan sjukdom &n hypotyreoidism analyserades. Resultaten
visade att baserat pa fT4 hade 7,4 % av dessa hundar klassats som hypotyreoida med
jamviktsdialys, jamfort med 44,4 % med kemiluminiscens. Analys av tT4 visade att 37 % av
hundarna hade klassats som hypotyreoida.

Detta tyder pa att analys av fT4 med jamviktsdialys &r ett sakrare satt att skilja de verkligt
hypotyreoida hundarna fran hundar med “euthyroid sick syndrome”.



ABSTRACT

Hypothyroidism is one of the most common endocrine diagnoses in dogs. Studies have shown
that 0.2 — 0.8% of all dogs have hypothyroidism.

Total serum T4 (tT4) has been used to diagnose dogs with hypothyroidism, but studies have
shown that non-thyroidal illnesses and certain medication can decrease the levels of tT4. This
increases the risk of dogs being misdiagnosed with hypothyroidism.

Free T4 (fT4) is the fraction of T4 that is not bound to proteins and it is this fraction that is
biologically active. Studies have shown that the concentration of fT4 is not as likely to be
affected by non-thyroidal illness and medication as tT4. This is why analysis of fT4 is
considered to give a more accurate assessment of thyroid function than tT4. Equilibrium
dialysis is considered to be gold standard for analysis of fT4.

The purpose of this study was to evaluate a method for analysis of fT4 in canine serum by
equilibrium dialysis (Vet Direct Free T4 by Equilibrium Dialysis, IVD Technologies, Santa
Ana, USA). One part of the evaluation included to examine if this method works better than the
current method for analyzing fT4 at the University Animal Hospital (UDS). The current method
used at UDS is an automated chemiluminescence immunoassay (Veterinary free T4,
IMMULITE 2000)).

Serum samples from 30 clinically healthy dogs and 27 euthyroid dogs with non-thyroidal iliness
were analyzed.

The reference interval for fT4 by equilibrium dialysis was set to 7.7 — 27 pmol/L. This reference
interval is to be considered preliminary due to the relatively small population used in this study.

The study also shows that 7.4% of the 27 sick dogs with other disease than hypothyroidism
would have been considered hypothyroid based on fT4 using equilibrium dialysis, compared to
44.4% when analyzing fT4 with chemiluminescence. Analysis of tT4 resulted in 37% being
considered hypothyroid.

The results of this study indicate that fT4 measured after equilibrium dialysis is more accurate
than fT4 measured by chemiluminescence in diagnosing canine hypothyroidism.



INNEHALLSFORTECKNING

INLEDNING

LITTERATUROVERSIKT
Etiologi
Priméar, sekundar och tertiar hypotyreoidism
Predisponerande faktorer
Kliniska tecken
Diagnostik

Totalt T4

Fritt T4

TSH

T3

Autoantikroppar

MATERIAL OCH METOD
Provtagning
Prov fran friska hundar
Prov frAn hundar med hypotyreoidism
Prov frdn hundar med annan sjukdom &n hypotyreoidism
Prov med motstridiga provresultat
Analysmetoder
FT4ED
Immulite fT4lmme, tT4 och TSH
Utvardering av fritt T4 med jamviktsdialys
Jamforelse mellan fT4ED, fT4lmme och tT4

RESULTAT

Foljdriktighet

Variationskoefficient (CV)
Hallbarhetsstudie

Referensintervall

Hundar med hypotyreoidism

Fritt T4 med jamviktsdialys och Immulite
Totalt T4 Immulite

TSH 18

Prover med motstridiga provresultat
DISKUSSION
POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

REFERENSLISTA

g o0 b~ B B D WO DNDNDNDN

© ©O© © 00 00 N N N

I e
» O O

12
12
13
14
15
15
16
17

18

19

21

23



FORKORTNINGAR

* Total T4 —tT4

*Fritt T4 — T4

* Fritt T4 med jamviktsdialys — fT4ED
* Fritt T4 med IMMULITE- fT4lmme
* Tyroglobulin autoantikroppar— TgAA
* Tyroideastimulerade hormon — TSH

* Thyrotropin releasing hormone — TRH



INLEDNING

Underfunktion av skoéldkorteln, hypotyreoidism, ar en av de vanligaste endokrina sjukdomarna
hos hund. Prevalensen varierar mellan 0,2 % och 0,8 % (Paradis et al., 1991; Dixon and
Mooney, 1999).

Da tyroideahormonerna tyroxin (T4) och trijodotyronin (T3) har en inverkan pa manga olika
organ och vavnader i kroppen gor det att symtomen pa hypotyreoidism &r manga och varierade.
De vanligast forekommande symtomen &r metabola symtom sa som langsammare metabolism,
viktuppgang och letargi, samt dermatologiska symtom som tunn pals och alopeci. Aven
neuromuskuléra, kardiovaskulédra och reproduktiva symtom har beskrivits (Dixon et al, 1999;
Panciera, 1999; Platt, 2002). Det &r detta vida spektrum av symtom som gor att hypotyreoidism
kan vara en differentialdiagnos i manga utredningar, men det diskuteras ocksa att det har lett
till att hypotyreoidism ar 6verdiagnostiserad hos hund (Scott-Moncrieff, 2007).

For att diagnostisera hypotyreoidism anvands analysmetoder for att mata totalt T4 (tT4) och
tyroideastimulerande hormon (TSH) i serum. De allra flesta hypotyreoida hundarna har lagt
tT4-varde och hogt TSH. Diagnostiken forsvaras dock av att tT4 dven sjunker vid andra
sjukdomar &n hypotyreoidism, samt vid anvéndning av vissa lakemedel (Kemppainen &
Behrend, 2001). Detta kan ge en missvisande bild och leda till en felaktig diagnos. Aven TSH
kan ge en missvisande bild da den kan ligga pa normala nivaer hos hypotyreoida hundar.
Bristande funktion av skoldkorteln &r inte den enda anledningen till hogt TSH (Ramsey, Evans
and Herrtage, 1997), pa humansidan har det visats att heterofila antikroppar kan ge falskt hoga
TSH-vérden (Despres & Grant, 1998), samt kan forhojda TSH-varden ses vid aterhamtnings-
fasen vid andra sjukdomar (Ramsey, Evans and Herrtage, 1997).

Fritt T4 (fT4) ar den andelen av T4 som inte &r bundet till proteiner. FT4 &r den fraktionen som
ar biologiskt aktiv och bestar av mindre an 0,01 % av tT4. Studier har visat att fT4 inte sjunker
lika mycket vid icke-tyreoidala sjukdomar som tT4 gor. Analys av fT4 kan darfér ge en mer
korrekt indikation pa tyreoideas funktion &n analys av tT4. (Daminet & Ferguson, 2003).

| dagslaget finns flera olika satt att analysera fT4, men ”gold standard” anses vara
equilibriumdialys (jamviktsdialys) (Ferguson, 2007), dar man med hjélp av ett filter avlagsnar
stérande antikroppar och andra proteiner for att darefter analysera fT4. Studier har visat att
jamviktsdialys foljt av analys av fT4 (fT4ED) ar ett sékrare sétt att skilja de verkligt hypo-
tyreoida hundarna frén hundar med s.k “euthyroid sick syndrom” (Ferguson, 2007). Det ar
viktigt att utvérdera varje analysmetod som anvénder sig av jamviktsdialys eftersom resultatet
till exempel kan paverkas av hur provet dialyseras och dven vilken antikropp som anvands vid
sjalva analysen.

Syftet med denna studie dr att utvardera en kommersiell metod for analys av T4 hos hund med
en kompetetiv radioimmunologisk metod efter jamviktsdialys (Vet Direct Free T4 by
Equilibrium Dialysis, IVD Technologies, Santa Ana, USA). | denna utvardering ingar att se om
metoden fungerar battre &n den nuvarande metoden for att analysera fT4 och for att stélla
diagnosen hypotyreoidism. | dagslaget analyseras fT4 pa Universitetsdjursjukhuset (UDS) med
en kemiluminiscensbaserad kompetetiv immunologisk teknik pa ett automatiserat instrument
(Veterinary free T4, IMMULITE 2000, Siemens, Miinchen, Tyskland).



LITTERATUROVERSIKT

Etiologi

Tyreoidea ar en endokrin kortel vars vavnad bestar av ett stort antal folliklar. Lumen i dessa
folliklar kallas kolloider och det &r i dessa kolloider lagras tyreoglobulin. Tyreoglobulin &r en
prekursor till tyreoideahormonerna tyroxin (T4) och trijodtyronin (T3) som bildas i
tyreoideacellerna. Hypotalamus utsondrar tyreoideastimulerande hormon (TRH) som
stimulerar hypofysen att utsondra mer TSH som i sin tur stimulerar tyreoidea att bilda T4 och
T3. Produktionen av hormonerna regleras av negativ feedback, vilket betyder att laga
koncentrationer av T3 och T4 i blodcirkulationen stimulerar TRH och TSH vilket leder till 6kad
produktion av tyreoideahormon. Storsta andelen av tyreoideahormonerna ar bundna till
plasmaproteiner (Pashmakova et al., 2014), endast 0,01 % av T4 cirkulerar fritt och &r
biologiskt aktivt (Daminet & Ferguson, 2003).

Primar, sekundar och tertiar hypotyreoidism

Hypotyreoidism kan vara kongenital eller forvarvad. Hos hund ar den forvarvade formen
vanligast. Den kongenitala ses sallan men leder da till en oproportionell dvargvéaxt (Daminet,
2003; Kemppainen & Clark, 1994). Hypotyreoidism kan delas in i tva kategorier; priméar och
central. Den centrala formen innefattar bade sekundar och tertiar hypotyreoidism.

Den primara formen ar den vanligast forekommande, > 95 % av fallen beror pa denna. Den
primara formen uppkommer pa grund av destruktion av tyreoideavavnaden. Lymfocytar
tyreoidit och idiopatisk follikular atrofi ar de vanligaste orsakerna (Scott-Moncrieff, 2007;
Mooney, 2011). Lymfocytar tyreoidit kdnnetecknas av en infiltration av lymfocyter som ger en
progressiv destruktion av tyreoideas folliklar. Orsaken till den idiopatiska atrofin &r inte helt
kand. Tyreoideavévnaden ersatts med fettvdvnad och/eller fibros vavnad. (Graham, Refsal &
Nachreiner, 2007)

Sekundar hypotyreoidism uppstar till f6ljd av atrofi av tyreoideavavnad pa grund av minskad
utsondring av TSH fran hypofysen. Mindre dn 5 % av fallen beror pa den sekundéara formen.

Den tertidra formen beror pa en otillracklig produktion eller utsondring av TRH (Kemppainen
& Clark, 1994). Den ar vildigt ovanlig hos hund och har &n sé lange bara beskrivits i en studie
(Shiel et al., 2007).

Predisponerande faktorer

Kastration av hundar, bade tikar och hanar, har visat sig vara en riskfaktor for att drabbas av
hypotyreoidism (Milne & Hayes, 1980; Panciera, 1994; Dixon, Reid & Mooney, 1999).
Predisponerade raser &r dobermann, schnauzer, retrievers, hundar av spanielras, tax, Shetland
sheepdog och Irlandska settrar (Mooney, 2011). Hypotyreoidism drabbar oftare medelalders till
gamla hundar. Tva studier har visat att medelaldern for drabbade hundar ar 7 ar (Panciera, 1994;
Dixon & Mooney, 1999).



Kliniska tecken

Tyreoideahormonerna har en inverkan pa manga olika organ och véavnader i kroppen, vilket
ocksa gor att brist pa dessa hormoner kan ge manga och varierande symtom.

De vanligast forekommande symtomen pa hypotyreoidism ar langsammare metabolism och
dermatologiska forandringar. Aven neurologiska, kardiovaskulara och reproduktiva symtom
har beskrivits (Scott-Moncrieff, 2007).

Tyreoideahormonerna paverkar de flesta vavnaders metabolism och syrekonsumtion vilket gor
att nar kroppen har brist pa dessa hormon manifesteras det i metabola férandringar som letargi,
viktuppgang, ovilja att motionera, mental slohet och kénslighet for kyla (Happ, 1995; David,
2001). Enligt en studie visade 84 % av hundarna med hypotyreoidism metabola symtom
(Dixon, Reid & Mooney, 1999).

Dermatologiska forandringar ar valdigt vanliga, enligt studier férekommer de i 60-80 % av
fallen (Dixon, Reid & Mooney, 1999; Panciera, 1999; Scott-Moncrieff, 2007). Torr och/eller
tunn pals, bilateral alopeci, seborré, hyperpigmentering och pyodermi har beskrivits. Aven otitis
externa forekommer (David, 2001).

Neurologiska symtom ér inte lika vanligt, men férekommer. En studie beskrev att 29 % av
hundarna visade neurologiska symtom, medan en annan studie endast rapporterade en prevalens
pa 6 %. Symtom fran bade det centrala- och perifera nervsystemet, som larynxparalys,
neuromuskular dysfunktion, megaesofagus och encefalopati har beskrivits (Jaggy et al., 1994;
Mooney, 2011).

Tyreoideahormon paverkar hjartats retledningssystem, kontraktilitet, frekvens och diastoliska
funktion (David, 2001). Brist pa tyreoideahormon leder till en forlangd aktionspotential och en
langsammare depolarisation (Panciera, 1994). Symtom som bradykardi har rapporterats i flera
studier, men prevalensen har varit allt fran 5 % till 26 %. Langsammare atrioventrikular
éverledning har angetts som en orsak till bradykardin. EKG-abnormalier som laga R-vagor
rapporterades hos 58 % av hundar med hypotyreoidism, i en annan studie var det 74 %. Det &r
inte helt klart varfor hundar med hypotyreoidism har mindre R-vagor, men évervikt, forminskad
myokardiell massa och minskad cirkulerande blodvolym har angetts som bidragande faktorer
(David, 2001).

Reproduktiva symtom som forlangda, tysta och uteblivna 16p, abort, testikelatrofi, forsamrat
libido och sterilitet forekommer ocksa, men &r mindre vanligt (Scott-Moncrieff, 2007).
Hematologiska och biokemiska fynd inkluderar lindrig icke-regenerativ normocytar och
normokrom anemi, neutropeni, 6kade serumtriglycerider, kolesterol och kreatininkinas (Dixon,
Reid & Mooney, 1999). En studie visade att 36 % av 126 hundar hade anemi. Anemin beror pa
minskad produktion av erytrocyter. Reducerade nivaer av plasmaerytropoetin, forsamrat svar
pa erytropoetin hos erytroida prekursorceller och en forsamrad direkt effekt av
tyreoideahormoner pa hematopoetiska pluripotenta stamceller kan vara anledningen (David,
2001).



Diagnostik

Att diagnostisera hypotyreoidism kan vara komplicerat da det inte finns nagra symtom som &r
patognomona for just hypotyreoidism (Panciera, 1999). For att diagnostisera sjukdomen finns
det inte ett enskilt prov som kan tas, utan hansyn far tas till kliniska tecken samt analyser av
tyreoideahormon och TSH.

Totalt T4

Vid analys at tT4 analyseras bade T4 som ar bundet till protein och den fria fraktionen av T4.
Att analysera tT4 i serum har dock en lag specificitet for att diagnostisera hypotyreoidism,
enligt en studie var det sa lagt som 0,75 (Dixon & Mooney, 1999; Panciera, 1999). TT4 &r
visserligen oftast lagt hos hypotyreoida hundar, men kan dven vara lagt hos hundar som inte &r
hypotyreoida. Koncentrationen tT4 har visat sig sjunka dven vid andra sjukdomar &n
hypotyreoidism, s.k. “euthyroid sick syndrome” (Miller et al., 1992; Kantrowitz et al., 2001).
Sjukdomar som kan leda till l&gre koncentrationer av tT4 &r bland annat hyperadrenokorticism
(Peterson & Ferguson, 1984), SIRS, sepsis (Pashmakova et al., 2014), diabetes mellitus,
leversjukdom och njursjukdom (Elliott, King and Zerbe, 1995).

Awven vissa lakemedel som glukokortikoider, fenobarbital, sulfonamider och karprofen kan
sénka koncentrationen av tT4 (Daminet & Ferguson, 2003).

Normala nivaer av tT4 anses dock kunna anvandas for att utesluta hypotyreoidism
(Kemppainen & Behrend, 2001).

Autoantikroppar mot T4 ar ytterligare en faktor som kan paverka T4-koncentrationen. Studier
har visat att autoantikroppar mot tT4 har lett till falskt hoga nivaer och att det dkar risken for
att feldiagnostisera hypotyreoida hundar (Kemppainen & Behrend, 2001; Piechotta, Arndt &
Hoppen, 2010).

Fritt T4

FT4 &ar den fria fraktionen av T4 och den delen som kan ta sig in i celler och &r biologiskt aktivt.
FT4 bestar av mindre &n 0,01 % av tT4 (Daminet & Ferguson, 2003). Studier har visat att fT4
inte paverkas lika mycket av andra sjukdomar och lakemedel som totalt T4. Analys av fT4
anses darmed ge en mer korrekt beddomning av tyreoideas funktion, och béttre sérskilja
hypotyreoida hundar fran hundar med normalt fungerande tyreoidea, 4n analyser av tT4 i serum
(Kemppainen & Behrend, 2001; Schachter et al., 2004). Det finns flera olika typer av metoder
for att analysera fT4 som fungerar mer eller mindre bra for diagnostik av hypotyreoidism.
Equilibriumdialys (jamviktsdialys) anses vara battre &n dvriga metoder for att stélla ratt diagnos
(Dixon & Mooney, 1999; Schachter et al., 2004; Welsh & Soldin, 2016).

TSH

Hos hypotyreoida hundar ligger TSH ofta 6ver referensintervallet, det har dock rapporterats att
25-40 % av hundar med hypotyreoidism kan ha normala TSH-varden (Welsh and Soldin, 2016).
Anledningar till att TSH-nivaerna inte ar forhojda kan vara andra samtidiga sjukdomar som
sénker koncentrationen TSH, att analysmetoden for att mata TSH inte k&nner igen hormonet
och att nivaerna av TSH kan fluktuera till normalspannet hos vissa hundar (Kemppainen &



Behrend, 2001). Det finns dven studier som visar att hos hundar med hypotyreoidism sjunker
TSH-nivaerna efter 1 — 2 ar (Diaz-Espifieira et al., 2008).

T3

Studier har visat att T3 inte bor anvandas for att utvérdera tyreoideas funktion hos hund da
nivaerna i serum inte skiljde sig signifikant mellan hypotyreoida och eutyreoida hundar (Miller
et al., 1992). T3-nivaerna kan vara sankta under sjukdomens sena skede, men i borjan &r
nivaerna hos hypotyreoida hundar ofta inom referens (Kemppainen & Behrend, 2001).

Autoantikroppar

En komplikation i diagnostiken av hypotyreoidism ar autoantikroppar mot tyroglobulin (en
prekursor till tyroideahormon), T4, T3 samt heterofila antikroppar som kan stéra vid analys av
alla tyreoideahormon, inklusive TSH. Den vanligaste av dessa antikroppar &r antikroppar mot
tyroglobulin, den har rapporterats hos 30-50 % av hypotyreoida hundar. Autoantikroppar mot
T3 och T4 ar inte lika vanligt, men av dessa tva ar autoantikroppar mot T3 nagot mer
forekommande. Studier visar att prevalensen autoantikroppar mot T3 varierar fran 0, 2 till 4 %.
Prevalensen autoantikroppar mot T4 &r 0,2-0,8 % (Despres & Grant, 1998; Kemppainen and
Behrend, 2001). Beroende pa vilken sorts analysmetod och vilken antikropp det handlar om,
kan dessa autoantikroppar ge antingen falskt hoga eller falskt laga varden av T4 (Despres &
Grant, 1998).

Analys av fT4

For att mata koncentrationen fT4 anvéander sig de flesta laboratorier av nagon form av
immunologisk metod. En vanlig metod for att mata fT4 ar en s.k. enstegs kompetetiv
immunologisk metod. Det dr dven denna metod som for narvarande anvands pa UDS for att
analysera fT4. Patientens serum inkuberas tillsammans med en inmérkt t4-analog som tévlar
om att binda till en fast fas anti t4-antikropp. Den fasta fasen &r en polystyrenkula som &r kladd
med antikropp.

Efter att provet har inkuberats, tvéttas den obundna fraktionen bort. Darefter tillsatts
kemiluminiscenssubstrat, provet inkuberas igen och resultatet (ljussignalen) lases av i en
luminometer.

Equilibriumdialys (jamviktsdialys) anses vara gold standard” for analys av fT4 hos bade hund
och méanniska (Schachter et al., 2004; Welsh and Soldin, 2016). Analysen separerar fT4 fran
proteinbundet med hjalp av ett semipermeabelt membran som blockerar stérre molekyler. Detta
gor att T4 bundet till protein samt autoantikroppar inte kan komma igenom, utan endast mindre
molekyler som t ex fritt T4 kan passera (van Deventer& Soldin, 2013).

For jamviktsdialysen anvands en engangscell med en liten och en stor dialyskammare. | den
stora kammaren pipetteras dialysbuffert och i den lilla kammaren serumprov. Engangscellerna
inkuberas sedan tills jamvikt nas och fT4 kan vandra 6ver dialysmembranet till dialysbufferten.
Nar detta har gjorts, aspireras dialysbufferten som innehaller fritt T4 och analyseras med en
kompetetiv radioimmunologisk metod (RIA) vilken baseras pa tyroxin som ar inmarkt med
radioaktiv jodisotop - 1*?°. Det radioaktiva tyroxinet tavlar med fT4 om bindningsstéllen pa en



antikropp. Graden av radioaktivitet beror pa hur mycket av det inmarkta radioaktiva tyroxinet
har kunnat binda till antikroppen. Radioaktiviteten rdknas i cpm (counts per minute). Om hdog
radioaktivitet mats betyder det att serumet innehaller ldg koncentration fT4 och Iag
radioaktivitet betyder att serumet innehaller hog koncentration fT4.

Jamviktsdialys anvands i dagslaget inte pa nagot veterinarmedicinskt laboratorium i Sverige,
utan analys baseras pa immunologiska metoder utan dialys. Nackdelen med jamviktsdialys ar
att den &r dyrare och mer tidskravande an andra analysmetoder for att méta fT4 och kréaver
utrustning som gammaréknare och tillstand for hantering av radioaktivt material.



MATERIAL OCH METOD

Provtagning

Prov fran friska hundar

Provtagning av Kkliniskt friska hundar till denna studie paborjades varen 2018. Etiskt tillstand
C193/14 fanns for provtagningen. 21 friska hundar genomgick en klinisk undersékning och
djurdgarna fick svara pa fragor for att sékerstdlla att hunden &r frisk. | den kliniska
undersokningen ingick:

e Hjartauskultation

e Lungauskultation

e Bedtmning av slemhinnor

e Tandsten

e Palperbara lymfknutor

e Bukpalpation

e Palpation av tyreoidea och juver

Djuragarna fick dven svara pa féljande fragor:
e Nar at din hund senast?
e Vad ater din hund for foder?
e Normal torst och aptit?
e Krakning/diarré/hosta/snuva/trétthet/avmagring?
e Tidigare sjukdomar?

Utover dessa 21 hundar har Gverblivet serum fran 9 friska hundar som provtagits tidigare
anvants. Dessa hundar var friska enligt klinisk undersokning av veterinar och enligt djurdgare.
For att hundarna skulle fa vara med i studien skulle de vara 6ver 1 ar och inte ha atit pa minst
8 timmar innan provtagning.

Tabell 1. Friska hundar i studien

Ras Kon Alder
Labrador Hane 7ar
Labrador Hona 2ar
Spinone Honkastrat 9ar
Tollare Hane 5ar
Whippet Hankastrat 2 ar
Cocker spaniel Hankastrat 5ar
Kleiner Munsterlander Hankastrat 5ar

Blandras Hona 1ar




Tax Hane 2 ar

Tibetansk spaniel Hankastrat 3ar
Finsk lapphund Hona 2 ar
Blandras Hona 5ar
Border Collie Hane 5ar
Engelsk springer spaniel Hona 2ar
Labrador Hane 1ar
Welsh springer spaniel Hona 1ar
Shetland sheepdog Hona 1ar
Border collie Honkastrat 12 ar
Labrador Hankastrat 9 ar
Norrbottenspets Hane 2 ar
Blandras Hona 8 ar

Prov fran hundar med hypotyreoidism

Under tiden for denna studie analyserades serum fran 4 hundar med laboratorieresultat som
tydligt talar for hypotyreoidism, det vill séga lagt tT4 och hogt TSH.

Prov fran hundar med annan sjukdom &an hypotyreoidism

Under hosten 2018 har dven overblivet serum fran 27 hundar med icke-tyreoidal sjukdom
samlats. De 27 hundarna var patienter pa IVA, vard eller poliklinikpatienter pa
Universitetsdjursjukhuset. For de inneliggande hundarna pa IVA och vard fick djurdgarna
skriva pa en tillatelse att dverblivet serum fran deras hundar fick anvéndas till forskning, vad
galler poliklinikpatienterna tillfragades djuragarna muntligt. Hundarna genomgick en klinisk
undersokning dar parametrarna allméantillstdnd, hjartauskultation, lungauskultation,
bukpalpation, palperbara lymfknutor och kontroll av slemhinnor kontrollerades. Utefter dessa
parametrar kategoriserades hundarna i tre kategorier, dar hundarna i kategori 1 var de lindrigt
sjuka och de i kategori 3 svarast sjuka. Behandlande veterinar hade ingen klinisk misstanke om
hypotyreoidism. Serumet som togs fran hundarna centrifugerades inom en timme efter
provtagning och forvarades sedan i — 70 °C fram till analys av fT4ED, tT4lmme och TSH.

Tabell 2. Sjuka hundar i studien

Ras Koén Kategori
Golden retriever Hona 3
Blandras Hane 3

Dobermann Hane 1




Dvéargschnauzer Hane

Blandras Hane
Mellanpudel Hona
Dvargschnauzer Hona
Bullterrier Hona
Finsk lapphund Hona
Blandras Hane
Cocker spaniel Hane
Blandras Hane
Blandras Hane
Dvargschnauzer Hona

Parson Russel terrier

Jamthund Hane
Labrador Hona
Schéfer Hane
Ny ras Hona
Wachtel Hane
Jack Russel Hona

Fransk bulldogg Hane

W NN NN NN PPN DD PN NN WO R, PP DN DN O DN

Bichon Havanais Hona
Wachtel Hona
Blandras Hona
Pointer Hona
Boxer Hona

Prov med motstridiga provresultat

Autoantikroppar mot T4 kan ge falskt hégt T4 i kompetetiva immunologiska metoder. Under
tiden som detta arbete pagick identifierades 3 hundar med ovanliga resultat dvs hogt FT4Imme
i kombination med hogt TSH och lagt TT4. Serum fran dessa hundar analyserades i duplikat
med fT4ED.

Analysmetoder

FT4ED

Fritt T4 med Vet Direct Free T4 by Equilibrium Dialysis (fTE4D) fran IVD technologies ar en
veterindrmedicinsk immunologisk metod framtagen for hund. | varje koérning analyseras 7
standarder med koncentrationen 2,6, 5,1, 10,3, 20,6, 41,2, 82,4 och 164,8 pmol/L, lag och hog
kontroll samt patientprover. Patientproverna samt kontrollerna dialyserades forst i en



dialyskammare. For jamviktsdialysen anvandes en engangscell med en liten och en stor
dialyskammare. 1,325 ml dialysbuffert pipetterades i den stora kammaren och 200 pl serum i
den lilla kammaren. Dialyscellerna técktes sedan med tejp for att forhindra avdunstning.
Cellerna inkuberades i 37 + 2 °C i 17,5 h tills det nddde jamvikt. Darefter aspirerades 700 pL
dialysbuffert innehallande fT4 till ett provror till vilket en forsta antikropp och inmarkt
radioaktivt T4 tillsattes. Roren blandades val och inkuberades i 37 °C vattenbad. Déarefter
inkuberades proverna i 2-4 °C i 30 minuter. En andra antikropp tillsattes och proverna
inkuberades 1 timme i 2-4 °C. Efter detta centrifugerades provernai 3300 varv per minut (RPM)
I 3 °C i 33 minuter. Supernatanten hélldes av och radioaktiviteten i pelleten méattes med en
gammaraknaren Wallac Wizard 2470 (Perkin Elmer, MA, USA). Standardkurvan anvéndes for
att rdkna ut koncentrationerna hos patientproverna och kontrollproverna med hjalp av
programmet WorkOutPlus (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Immulite fT4lmme, tT4 och TSH

IMMULITE 2000 &r en kemiluminiscensbaserad immunologisk metod. Till analysen anvéndes
reagenskitet Canine free T4. Denna metod ar den som i dagslaget anvands pa UDS for att
analysera fT4. IMMULITE 2000 anvandes aven for att analysera tT4 och TSH.

Utvardering av fritt T4 med jamviktsdialys

For att utvardera om analysmetoden var foljdriktig utfordes tva spadningsserier. Det forsta
provet seriespaddes tva ganger. Koncentrationen for det ospadda provet noterades och utifran
den berdaknades en forvéntad koncentration for varje steg i seriespaddningen. Provet spaddes
forst 50 % och den losningen spaddes sedan med 50 %. Proverna analyserades tva ganger vid
varje tillfalle for att fa ett medelvérde. Det andra provet spaddes med direktspadning till 80, 60,
40 och 20 % av ursprunglig koncentration. Vid denna spadningsserie analyserades bara ett
replikat.

For tolkning av foljdriktigheten raknades observerat véarde (O) ut i forhallande till forvantat
varde (E) och detta angavs i procent. Ett perfekt foljdriktigt forhallande (linjart samband) ger
ett resultat pa 100 %.

For att kontrollera metodens precision beraknades variationskoefficient (CV) pa resultat fran
upprepade analyser av tva poolade prover — en med lag koncentration och en med hdg
koncentration av fT4. Varje pool delades in i 4 allikvoter som frystes i -20 °C. Provet
analyserades i 1-2 replikat under totalt 4 dagar. Variationskoefficient ar ett matt pa spridningen
runt medelvardet. CV i procent rdknas ut genom att dela standardavvikelse med medelvérdet
och multiplicera med 100. Man tittar pa spridningen inom en korning (dvs inomkérnings CV)
och mellan olika kérningar pa olika dagar (dvs mellankornings CV).

For att kontrollera hallbarheten for fT4 i serum fick ett centrifugerat serumprov sta framme i
rumstemperatur i 3 dygn for att se hur fT4 nivaerna paverkades.

For hallbarhet, CV och foljdriktighet anvandes Gverblivet serum fran patientprover pa klinisk
kemiska laboratoriet pa Universitetsdjursjukhuset.
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Serumprov fran 30 kliniskt friska hundar anvéandes for att fa fram ett referensintervall med hjalp
av Reference value advisor (Geffré et al., 2009, 2011). Proverna analyserades i duplikat hos 21
hundar och medelvardet anvéndes for berdkning. Hos 9 hundar rackte serumet endast till ett
replikat. De individuella véardena fran de 30 friska hundarna var normalfordelade enligt
Anderson-Darlings test. Det sags inga outliers enligt Dixon eller Tukeys test. | dataprogrammet
réknades 90 % konfidensintervall for Ovre och undre referensintervallet ut genom
bootstrapping.

For att titta pa om metoden korrekt kunde klassificera hypotyreoida hundar analyserades serum
fran 4 hundar med tydliga laboratorieresultat pa hypotyreoidism. Dessa prov analyserades i
duplikat.

Metodernas nedre méatomrade har markerats i figur 4-6. Koncentrationer under de lagsta
matvardena kan inte matas pa ett tillforlitligt satt och brukar inte rapporteras ut. I diagrammen
har de faktiska vardena som fatts fram i analyserna plottats in i diagrammet, men den roda linjen
markerar var gransen for lagsta matvardet gar.

Jamforelse mellan fT4ED, fT4lmme och tT4

I gruppen sjuka hundar med icke-tyreoidal sjukdom anvéndes det Gverblivna serumet till analys
av tT4, fT4ED, fT4 med kemiluminiscens (fT4lmme) samt TSH. For analys av fT4ED
analyserades proverna i duplikat och for 6vriga analyser i ett replikat. Koncentrationen av TT4
och fT4 matt med IMMULITE 2000 har sedan jamforts med fT4 matt efter jamviktsdialys for
att se vilken metod som paverkas minst av andra sjukdomar. Behandlande veterinar hade ingen
Klinisk misstanke om hypotyreoidism.
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RESULTAT

Foljdriktighet

Seriespadning (prov A) av ett hogt prov visade O/E mellan 59 % och 100 % nar alla replikaten
togs med i utrakningarna. Ospatt hade provet en koncentration pa 50,5 pmol/L. De forvantade
koncentrationerna och de uppmatta koncentrationerna presenteras i tabell 3 och figur 1.
Eftersom resultaten fran spadningen av prov A inte var helt linjar gjordes en ny spadningsserie
med tétare intervall med ett annat prov (prov B).

Vid visuell analys av direktspadningen (prov B) sag det ospadda provet ut att vara en outlier.
Provet med nast hogsta spadningen (80 %) sattes darfor som forvantat varde. Med den nést
hdgsta spadningen som forvéntat varde var O/E 82 — 106 % (tabell 4 och figur 2).

Tabell 3. Medelvarden och forvantade varden i pmol/L av seriespadning (prov A)

Spédning Medelvarde  Forvantat varde O/Ei %
Ospatt 49,9 50,9 50,5 50,5 100
0,5 23,7 18,7 21,1 25,2 84
0,25 5,9 8,9 7,5 12,6 59
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Figur 1. Jamforelse forvantad koncentration och uppmatt koncentration av ett prov A seriespétt tva
ganger och analyserat i tva replikat (replikaten ar de roda och grona fyrkanterna i diagrammet).
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Tabell 4. Uppmatta varden och forvantade varden i pmol/L av direktspadning (prov B)

Spadning Uppmatt varde Forvantat varde O/Ei%
Ospatt 30,2 21,5 140
0,8 17,2 17,2 100
0,6 13,1 12,9 102
04 6,8 8,6 79
0,2 3,7 4,3 87
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Figur 2. Jamforelse forvantad koncentration och uppmatt koncentration av prov B vid direktspadning.
Varje spadning ar analyserat i ett replikat (de rdda fyrkanterna i diagrammet).

Variationskoefficient (CV)

Vid utvardering av CV tittar man pa hur val resultaten Gverensstammer med varandra efter
upprepade matningar av samma prov under samma forhallanden. Ingen outlier identifierades
enligt Grubb’s test #ven om en dag visade ett hogt virde inomkornings CV pa lag pool.
Inomkornings CV for lagt prov 1dg pa mellan 8,3 - 30,3 % och hogt prov 2,8 - 8,6 %.
Mellankérnings CV lag pa 12,1 % for lagt prov och 16,8 % for hogt prov (se tabell 5 och 6).
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Tabell 5. Variationskoefficient (CV) lag pool

Inom
Dag Rep. 1 Rep. 2 Std Medelvarde Ccv
1 9,4 pmol/L 8,3 pmol/L 0,8 8,9 pmol/L 8,7 %
2 7,7 pmol/L 6,9 pmol/L 0,6 7,3 pmol/L 8,3%
3 7,0 pmol/L 8,3 pmol/L 0,9 7,7 pmol/L 12,3 %
4 11,4 pmol/L 7,4 pmol/L 2,9 9,4 pmol/L 30,3 %
Mellan
Std 1,00
Medelvéarde 8,3 pmol/L
CVv 12,1 %
Tabell 6. Variationskoefficient (CV) hdg pool
Inom
Dag Rep. 1 Rep. 2 Std Medelvérde CcVv
1 30,0 pmol/L 28,8 pmol/L 0,8 29,4 pmol/L 2,8%
2 22,9 pmol/L 25,8 pmol/L 2,1 24,35 pmol/L 8,6 %
3 26,8 pmol/L Slut
4 36,0 pmol/L 32,4 pmol/L 2,6 34,2 pmol/L 7,5
Mellan
Std 4,9
Medelvarde 29,3 pmol/L
Ccv 16,8 %

Hallbarhetsstudie

Ett prov analyserades farskt samt efter 2 respektive 3 dygn (se tabell 7). Hallbarheten dndrades
mindre 4n 6 % vilket ansags vara hallbart.

Tabell 7. Hallbarhet i procent

Rep.1 Rep. 2 Medel Skillnad i %
Farskt prov 13,8 pmol/L 18,3 pmol/L 16,1 pmol/L
Hallbarhet 2 dygn 15,1 pmol/L 16,5 pmol/L 15,8 pmol/L -19%
Hallbarhet 3 dygn 15,8 pmol/L 14,7 pmol/L 15,2 pmol/L -5,6 %
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Referensintervall

95 % referensintervall raknades genom att ta medelvardet +/- 2 standardavvikelser. Resultatet
blev ett referensintervall pa 7,7 — 27 pmol/L. Referensintervall raknades dven med robust
metoden och detta satt gav exakt samma referensintervall som medelvardet +/- 2
standardavvikelser.

Konfidensintervallet for referensintervallets undre och 6vre gréns var bredare &n vad man
onskar sig (Geffré et al., 2011) vilket troligen beror pa att for fa djur var med i studien
(Friedrichs et al., 2012).
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Figur 3. Varden for fT4ED for de friska hundarna. Det hdgsta uppmaétta
medelvardet var 26,5 pmol/L och det lagsta 4,97 pmol/L.

Hundar med hypotyreoidism

For att titta pa hur fT4ED skulle se ut hos hypotyreoida hundar analyserades serum fran 4
hundar med laboratorieresultat som tydligt talar for hypotyreoidism, det vill siga lagt tT4 och
hogt TSH. Alla dessa hundar visade sig ha fT4ED under detektionsnivan (<2,6). Alla 4 hundar
hade aven laga nivaer fT4 (Immulite) (<3,9) (se tabell 8).

Tabell 8. Varden for hundar med hypotyreoidism. Referensintervall for fT4ED &r 7,7 - 27 pmol/L, tT4
14-45 nmol/L, TSH < 40 IU/L och fT4lmme 7,5 — 40 pmol/L

FT4ED TT4 TSH FT4Ilmme
Hund 1 <2,6 <6 <200 <39
Hund 2 <2,6 <6 51 <39
Hund 3 <2,6 <6 127 <39
Hund 4 <2,6 <6 70 <3,9
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Fritt T4 med jamviktsdialys och Immulite

| dessa kategorier ingar 27 hundar med icke-tyreoidal sjukdom. Hundarna i kategori 1 ar de
lindrigast sjuka och i kategori 3 de svarast sjuka.

Kategori 1

| denna kategori hade vi 7 hundar, vardena for fT4ED lag mellan 7,2 — 80,9 pmol/L. 14,3 %, 1
av 7 hundar, hade klassats som hypotyreoid om var preliminara nedre referens 7,7 pmol/L
anvants. Enligt tillverkarens referensintervall pa 10,3 — 41,2 pmol/L, hade ocksa 1 av 7 hundar
klassats som hypotyreoid.

Vid analys av fT4lmme fick vi varden mellan <3,9 — 34,9 pmol/L. 42,9 %, 3 av 7 hundar, i
denna kategori hade klassats som hypotyreoida enligt laboratoriets nedre referens pa 7,5
pmol/L.

Kategori 2

| kategori 2 hade vi 14 hundar, vérdena for fT4ED var mellan 8,5 — 54,7 pmol/L. Ingen av
hundarna hade klassats som hypotyreoid enligt vart preliminara referensintervall. Enligt
tillverkarens nedre referens 10,3 pmol/L, hade 1 av 14 klassats som hypotyreoid.

Vérdena for fT4lmme blev 4,5 — 20,2 pmol/L. 35,7 %, 5 av 14 hundar, hade klassats som
hypotyreoida enligt laboratoriets nedre referens pa 7,5 pmol/L.

Kategori 3

| kategori 3 hade vi 6 hundar. VVardena for fT4ED var mellan <3,9 — 19,8 pmol/L. Av hundarna
i kategori 3 hade 16,7 %, 1 av 6 hundar, klassats som hypotyreoid om var preliminara nedre
referens 7,7 pmol/L anvénts. Enligt tillverkarens nedre referens 10,3 pmol/L, hade 3 av 6 hundar
klassats som hypotyreoida.

Vérdena for fT4lmme blev <3,9 — 9,3 pmol/L. 66,7 %, 4 av 6 hundar, hade klassats som
hypotyreoida enligt laboratoriets nedre referens pa 7,5 pmol/L.

Av alla sjuka hundar i studien hade 7,4 % klassats som hypotyreoida med jamviktsdialys (se
figur 3) medan 44,4 % hade klassats som hypotyreoida med fT4Imme (se figur 4 och 5).
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Figur 4. Diagram med fT4ED-varden for alla sjuka hundar oavsett kategori. Gra bakgrund
ar referensintervallet, de svarta punkterna &r varden for alla hunder med icke tyreoidal
sjukdom och roda strecket ar 1agsta matvardet. Av dessa hundar hade 7,4 %, dvs 2 av 27
hundar, kategoriserats som hypotyreoida.
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Figur 5. Diagram med vérden for fT4lmme for alla sjuka hundar oavsett kategori. Gra
bakgrund ar referensintervallet, de roda punkterna &r varden for alla sjuka hundar och det
roda strecket ar lagsta métvardet. Av dessa hundar hade 44,4 %, dvs 12 av 27 hundar,
kategoriserats som hypotyreoida.

Totalt T4 Immulite

Kategori 1

Vardena for tT4 hamnade mellan 7,5 och 40,4 nmol/L. 28,6 %, 2 av 7 hundar, hade klassats
som hypotyreoida enligt nedre referens pa 14 nmol/L.
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Kategori 2

Vérdena for tT4 hamnade mellan 8,7 — 34,5 nmol/L. 28,6 %, 4 av 14, hade klassats som
hypotyreoida enligt nedre referens pa 14 nmol/L.

Kategori 3

Vérdena for tT4 hamnade mellan <6,0 — 21,4 nmol/L. 66,7 %, 4 av 6 hundar, hade klassats som
hypotyreoida enligt nedre referens pa 14 nmol/L.

Av alla sjuka hundar i studien hade 37 %, 10 av 27 hundar, klassats som hypotyreoida (se figur
6).
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Figur 6. Diagram med varden for tT4 for alla sjuka hundar oavsett kategori. Gra bakgrund ar
referensintervall och gréna prickarna tT4-varden for de sjuka hundarna, réda strecket ar lagsta
matvardet. Av dessa hundar hade 37 %, dvs 10 av 27 hundar. kategoriserats som hypotyreoida.

TSH

Det ovre referensintervallet for TSH ar 40 IU/L. Ingen av hundarna i studien lag over den
gransen.

Prover med motstridiga provresultat

3 hundar uppvisade ovanliga varden med lagt tT4, hogt TSH men hogt fT4Imme. Nér dessa
analyserades fT4ED hade dessa hundar Iaga tyroxinnivaer (se tabell 9).

Tabell 9. Tre blodprov med ovanliga varden

FT4ED TT4 TSH FT4Ilmme
Hund 1 <2,6 pmol/L <6 nmol/L >200 IU/L 23 pmol/L
Hund 2 <2,6 pmol/L <6 nmol/L >200 IU/L 77 pmol/L
Hund 3 <2,6 pmol/L <6 nmol/L >200 IU/L >77,2 pmol/L
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DISKUSSION

Det ar viktigt att varje laboratorium tar fram egna referensintervall eller verifierar tillverkarens
referensintervall, eftersom detta kan variera mellan olika laboratorium och &ven vilken
population hundar som provtagits. Referensintervallet vi fick fram i denna studie berdknades
till 7,7 - 27 pmol/L. Referensvérden ska vara baserade pa 95 % av populationen vilket betyder
att 5 % bor ligga utanfor intervallet. De friska hundarna som provtagits i denna studie lag alla
innanfor tillverkarens referensintervall pa 10,3— 41,2 pmol/L och tendensen var snarare att de
lag at det lagre hallet. Detta kan tyda pa att tillverkarens referensintervall ar for brett jamfor
med vart, men for att pavisa detta behover fler friska hundar provtas.

For att jamfora tillverkarens och vart referensintervall behdver vi dven veta vilka raser
tillverkaren har anvant sig av. I tillverkarens referensintervall ingar 33 blodgivarhundar vilket
betyder att de troligen &r raser av storre storlek (Lucas, Lentz and Hale, 2004), medan vi i var
studie hade en blandning av raser och storlekar. Detta kan vara en anledning till att
referensintervallen skiljer sig at da studier har visat att medelvérdet for fT4 kan variera
signifikant mellan raser (Hegstad-Davies et al., 2015) och storlek pa hund (Fialkovi¢ova et al.,
2012). Det ar viktigt att referensintervallet &r baserat pa den population hundar déar
analysmetoden ar tankt att anvandas och denna studies blandning av raser och alder ger troligen
ett mer korrekt referensintervall &n tillverkarens. Det faststallda referensintervallet i denna
studie far dock anses som ett preliminart referensintervall da det &r relativt fa hundar med i
studien.

Analysen av fT4ED visade acceptabla varden vad galler CV och foljdriktighet. Metoden
innehaller manga pipetteringssteg och det kan ha haft en pdverkan pa bade CV och
foljdriktighet. Inomkornings CV for lag pool dag 4 var oacceptabelt hogt (ca 30%) men 6vriga
dagar lag det betydligt lagre (<13%). Det hdga vardet dag 4 kan bero pa pipetteringsfel under
nagot moment.

Pa de fyra kliniska proverna vi analyserat fran hypotyreoida hundar har metoden korrekt
klassificerat dessa som hypotyreoida, sa inom/mellankdrningsvariationen paverkade inte
diagnosen i dessa fyra fall. Vi skulle behova fler prov fran hypotyreoida hundar samt ett prov
dar vi har storande antikroppar som bade ger hogt tT4 och fT4 och TSH for att se hur metoden
beter sig.

Vad géller foljdriktigheten visade spadningsserien acceptabel foljdriktighet vid direktspadning.
Vid seriespadning var det samre foljdriktighet — ner till 59 %. Det finns en risk att detta resultat
berodde pa ett pipetteringsfel. Uppstar det ett fel i forsta spadningen kommer detta folja med
till nasta gang da det ar samma prov som spads. | direktspadningen spaddes provet annu langre
ner dn i seriespadningen vilket ocksa ar onskvart for att validera foljdriktigheten i storre del av
metodens métintervall.

Analysresultaten av de sjuka hundarna i studien visade att 7,4 % hade klassats som
hypotyreoida med analys av fT4 efter jamviktsdialys, 44,4 % av hundarna hade klassats som
hypotyreoida med immuliteanalysen och métning av tT4 hade klassat 37 % av hundarna som
hypotyreoida. Om man jamfor resultaten for fT4lmme och tT4 mot resultaten for fT4ED skulle
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det kunna betyda att 37 % fler hundar hade kunnat feldiagnostiseras som hypotyreoida om
endast resultaten for fT4lmme hade tagits i hédnsyn. 29,6 % fler hade kunnat feldiagnostiseras
baserat pa resultaten for tT4. Resultaten ar i enlighet med andra studier som gjorts inom omradet
(Dixon and Mooney, 1999; Schachter et al., 2004). Det ska dock ndmnas att diagnosen
hypotyreoidism inte ska stallas endast pa analys av tT4 eller fT4, utan alltid i kombination med
TSH och klinisk bedémning, sa i praktiken hade formodligen inte s manga hundar fatt fel
diagnos. Resultaten tyder &nda pa att analys av fT4 efter jamviktsdialys &r ett mer tillforlitligt
satt att skilja de verkligt hypotyreoida hundarna fran hundar med sick euthyroid syndrome. Ifall
referensintervallet andras sa att det mer liknar tillverkarens, kommer fler hundar att klassas som
hypotyreoida. Innan man kan dra sékra slutsatser maste man forst faststélla referensintervallet
undre gréns — detta ar dock prelimindra resultat som verkar lovande.

26 av 27 hundar inom gruppen hundar med non-thyroidal illness hade fT4-varden Gver lagsta
detektionsnivan matt efter jamviktsdialys och 23 av 27 hade varden éver detektionsnivan med
immulitemetoden. J&mfér man detta med koncentrationen av fT4 hos hundar med
hypotyreoidism ser man en tydlig skillnad da alla hundar med konstaterad hypotyreoidism hade
fT4-koncentrationer under detektionsniva bade vad galler jamviktsdialys < 2,6 pmol/L samt
immulitemetoden < 3,9 pmol/L. Detta 6verensstdmmer med flera studier som konstaterat att
nivaerna av fT4 hos hypotyreoida hundar ofta ar lagre an hos hundar med non-thyreoidal illness.
(Nelson et al., 1991; Schachter et al., 2004). | denna studie analyserades dven enstaka prov fran
hundar med udda provsvar. Tva av dessa hade fT4lmme >77 pmol/L men lagt fT4ED och lagt
tT4. Dessa resultat kan tala for att fT4 analyserat med IMMULITE 2000 paverkas mer av
storande antikroppar an tT4. Fler studier behdver dock gdras dar hundar med stérande
antikroppar analyseras for att dra sékra slutsatser angaende skillnad i interferens vid analys av
tT4 och fT4 med Immulite.

Resultaten fran denna studie visar att dialysmetoden fungerar béattre dn nuvarande analysmetod
for att sarskilja hypotyreoida hundar fran hundar med sick euthyroid syndrome och troligen
hundar med stérande antikroppar. Det som dock maste tas hansyn till innan jamviktsdialys
borjar anvandas pa UDS ar kostnaden for denna analys samt arbetsinsats. Dialysmetoden ar
betydligt dyrare och mer arbetsintensiv an den nuvarande metoden. De manga
pipetteringsstegen ger risk for enskilda avvikande varden och for att sakert identifiera dessa
hade det varit bra att analysera proverna i triplikat. Detta skulle 6ka kostnaden och kréver
dessutom stora provvolymer. Ytterligare studier som beaktar alla dessa variabler behovs.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Underfunktion av skoldkorteln, hypotyreoidism, &r en av de vanligaste hormonella sjukdomar-
na som drabbar hund. Sjukdomen drabbar vanligtvis medelalders till gamla hundar, enligt
forskning som har gjorts & medelaldern 7 ar.

Skoldkdrteln utsondrar hormonerna trijodotyronin (T3) och tyroxin (T4) och dessa hormon
paverkar flera av kroppens organ och vavnader, vilket gor att hunden kan uppvisa manga
symtom och av olika slag. Ofta ser man att hundens &mnesomséttning paverkas vilket kan leda
till viktuppgang, allman trotthet, ovilja att motionera och ¢kad kéanslighet for kyla. Aven
symtom fran hud och péls ses ofta. Hundens pals kan bli bade torrare och tunnare, kala flackar
kan uppstd, omraden i huden kan bli morkare (hyperpigmentering) och hunden kan drabbas av
hudinfektioner.

Att diagnostisera hypotyreoidism

Det gdr inte att stalla diagnosen hypotyreoidism med ett enda prov, utan hansyn maste tas till
kliniska symtom och analyser av tyreoideahormon. Lange har man analyserat totalt tyroxin
(tT4) tillsammans med tyreoideastimulerande hormon (TSH) for att stélla diagnosen. Om T4 &r
lagt och TSH &r hogt ar det en stark indikation pa att hunden ar hypotyreoid. Det som dock
komplicerar diagnostiken &r att tT4 dven kan vara lagt hos hundar med annan sjukdom &n
hypotyreoidism. Aven vissa liakemedelsbehandlingar har visat sig kunna sanka nivaerna av tT4.

Fritt T4 ar en del av den totala mangden T4 (tT4), men fT4 &r inte bundet till ndgot protein.
Fritt T4 ar en véldigt liten del av det totala T4, men det &r denna fria fraktion som &r biologiskt
aktivt. Flertalet studier har visat att analys av fritt T4 (fT4) ger en mer korrekt bedémning av
skoldkortelns funktion, da den inte paverkas lika mycket av andra sjukdomar och lakemedels-
behandlingar. Det blir da lattare att skilja hundar som verkligen har hypotyreoidism fran hundar
med andra sjukdomar som gjort att nivaerna av tT4 &r lagt.

”Gold standard” for analys av fT4 ar equilibriumdialys (jdmviktsdialys). I denna metod
anvander man sig av ett membran som gor att nar serumet passerar membranet kommer storre
molekyler inte igenom. Detta gor att T4 som &r bundet till protein inte kan passera, men daremot
fT4 eftersom den ar mindre. Efter att provet har dialyserats analyseras man sedan mangden fT4.

Studien

Jamviktsdialys anvands inte i dagslaget pa nagot veterinarmedicinskt laboratorium i Sverige.
Syftet med denna studie var att utvardera om metoden fungerade battre &n nuvarande metod for
att analysera fT4.

I studien provtogs 30 stycken friska hundar. Proven fran dessa hundar anvandes till att faststélla
ett referensintervall. Ett referensintervall sdtter en Gvre och undre grans inom vilka friska
hundars vérden ska ligga.

Aven éverblivet serum frén 27 sjuka hundar som varit inlagda p& Universitetsdjursjukhuset
(UDS) ha anvénts. Dessa hundar hade andra sjukdomar an hypotyreoidism. De sjuka hundarna
kategoriserades sedan i kategorierna 1, 2 och 3. Dar hundarna i kategori 1 var lindrigt sjuka och
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de i kategori 3 svarast sjuka. De sjuka hundarnas serumprov anvéandes sedan for att titta pa om
jamviktsdialysen var battre pa att sarskilja hundar som faktiskt var hypotyreoida fran hundar
med icke-tyreoidal sjukdom.

Resultat

Nar ett referensintervall raknas ut ska den baseras pa 95 % av populationen, vilket betyder att
5 % bor ligga utanfor ett referensintervall. Resultaten fran den har studien visade att tillverka-
rens referensintervall eventuellt ar nagot for brett, da alla vara friska hundar var inom
referensintervallet och tendensen var mer att vardena lag at det lagre hallet. VVart referensinter-
vall faststélldes till 7,7 - 27 pmol/L jamfort med tillverkarens 10,3 — 41,2 pmol/L.

Det ska dock tas i hansyn att denna studie inneholl relativt fa hundar vilket gor att
referensintervallet far anses vara preliminart.

Resultaten fran hundarna med andra sjukdomar &n hypotyreoidism visade att en storre andel av
hundarna hade felaktigt klassats som hypotyreoida om analys av T4 och fritt T4 med nuvarande
analys hade anvants. | enlighet med andra studier som har gjorts inom omradet tyder detta pa
att analys av T4 efter jamviktsdialys ger en mer korrekt bedomning av skdldkortelns funktion.
Nackdelen med jamviktsdialys ar dock att metoden ar bade dyrare och mer arbetsintensiv an
metoden som for ndrvarande anvands. En utvérdering kring kostnad och arbetsinsats bor darfor
goras innan metoden borjar anvandas pa UDS.
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