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SAMMANFATTNING

Heterofila antikroppar &r endogena antikroppar som kan orsaka interferens i immunanalyser
genom att binda till analysantikroppar. Heterofila antikroppar kan ha varierande ursprung; de
kan bland annat bildas efter kontakt med arten vars antikroppar anvénds i analysen eller vara
autoantikroppar. Pa humansidan har heterofila antikroppar visats ha en koppling till klinisk
sjukdom sa som vissa tumérsjukdomar och autoimmuna sjukdomar. Ingen liknande koppling
finns beskriven hos hund, men prevalensen av heterofila antikroppar har visats vara hdg hos
berner sennenhund, en ras som ofta drabbas av olika typer av tumdérsjukdomar.

Detta arbete ar gjort som en uppfoljande studie av 44 berner sennenhundar och 31 labradorer
som provtagits ar 2017 for forekomst av heterofila antikroppar. Uppgifter om hundarna samla-
des in i form av ett frageformular med fokus pa eventuell klinisk sjukdom hos hundarna. Upp-
foljande blodprov togs pa 22 hundar for att se om de heterofila antikropparna var persisterande
eller transienta, om de fortsatt binder till samma del av mus-IgG i analysen, samt om tidigare
negativa individer utvecklat heterofila antikroppar under tva ars tid.

I denna studie observerades inget samband mellan klinisk sjukdom och férekomst av heterofila
antikroppar. Kontakt med moss kunde inte forklara forekomsten av heterofila antikroppar och
darfor kvarstar en misstanke om att de heterofila antikropparna kan vara autoantikroppar. | stu-
dien var heterofila antikropparna oftast persisterande efter tva ar med ett liknande reaktions-
monster som tva ar innan. Tre tidigare negativa berner sennenhundar testades positiva for
heterofila antikroppar i denna studie.

Fler studier behdvs pa ett storre antal hundar av flera raser for att avgéra om det finns en kopp-
ling mellan heterofila antikroppar och klinisk sjukdom, samt for att underséka om heterofila
antikroppar hos hund &r autoantikroppar.



SUMMARY

Heterophilic antibodies are endogenous antibodies with ability to cause interference in immu-
noassays by binding to assay antibodies. Heterophilic antibodies can have different origins.
Some heterophilic antibodies are formed after contact with the species whose antibodies are
used in the assay, others are formed as autoantibodies. Research in human medicine has found
connections between heterophilic antibodies and different types of tumours and autoimmune
diseases. No similar connection is described in dogs, but it has been shown that Bernese Moun-
tain Dogs have a high prevalence of heterophilic antibodies, and the breed is known to be pre-
disposed for tumour diseases.

This study is a follow-up of 44 Bernese Mountain Dogs and 31 Labrador Retrievers that were
tested for heterophilic antibodies in 2017. Data about the dogs in this study was collected via a
questionnaire with focus on clinical disease in the dogs. Blood samples were taken from 22
dogs to follow up if the heterophilic antibodies are persistent or transient, and to test whether
the antibodies bind to the same region of mouse-1gG in the assay and if previously negative
dogs had developed heterophilic antibodies during the last two years.

In this study, no connection was seen between clinical disease and heterophilic antibodies.
However, the origin of the heterophilic antibodies could not be explained by contact with mice
making it possible that these heterophilic antibodies can be autoantibodies. In most cases the
heterophilic antibodies were still persistent after two years and had a similar reaction pattern as
before. Three previously negative Bernese Mountain Dogs were tested positive for heterophilic
antibodies in this study.

More research is needed on a larger number of dogs and different breeds to conclude whether
or not there is a connection between clinical disease and heterophilic antibodies in dogs. More
studies are also needed to investigate if the heterophilic antibodies in dogs are, in fact, autoan-
tibodies.
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INLEDNING

Heterofila antikroppar ar k&nda for att kunna ge upphov till stérningar inom immundiagnostik
genom att binda till analysantikroppar. Inom humanmedicin har heterofila antikroppar pavisats
kunna ha koppling till autoimmuna sjukdomar och tumdérsjukdomar (Koshida et al., 2010;
Zhang et al., 2015). Inom veterinarmedicin finns fa studier inom d&mnet och flera fragor &r fort-
farande obesvarade.

Studier har pavisat heterofila antikroppar dven hos hund och de har visats orsaka felaktiga ana-
lysresultat (Solter et al., 2008; Bergman et al, 2019a), daremot &r betydelsen av heterofila an-
tikroppar for klinisk sjukdom hos hund inte utredd. Om de heterofila antikropparna visas ha en
koppling till autoimmuna sjukdomar eller tumérsjukdomar dven hos hund ar det mojligt att géra
framsteg bland annat inom diagnostisering av sjukdomar. Berner sennenhund har visats ha en
signifikant hogre prevalens av heterofila antikroppar jamfért med labrador retriever (Bergman
et al., 2019b). Som ras ar berner sennenhund predisponerad for tumdérsjukdomar; ungefar half-
ten av berner sennenhundar dor till foljd av tumaérsjukdomar och ofta i en 1ag alder (Egenvall
et al., 2000; Nielsen et al., 2010; Erich et al., 2013; Klopfenstein et al., 2016). En stor del av
tumorsjukdomar hos berner sennenhund har &ven visats vara &rftliga (Padgett et al., 1995;
Abadie et al., 2009). Pa grund av den hogre prevalensen av heterofila antikroppar inom rasen
ar det intressant att utreda ifall det finns ett samband mellan dessa antikroppar och klinisk sjuk-
dom med tanke pa rasens sjukdomsstatistik.

Heterofila antikroppar kan ha varierande ursprung, vilket inte finns utrett fér hund. De hetero-
fila antikroppar som pavisats hos hund kan vara anti-musantikroppar som bildats efter kontakt
med moss, vilka upptécks eftersom mus-1gG ofta forekommer i immunanalyser. Alternativt kan
de heterofila antikropparna vara autoantikroppar som kroppen bildat mot sitt eget IgG, och da
kan det finnas en koppling till immunmedierade sjukdomar och tumdérsjukdomar.

Forsta syftet med denna studie &r att félja upp hundarna som provtogs tva ar tidigare for studien
av Bergman et al. (2019b) for att fa veta om hundarna utvecklat nagon sjukdom och i sa fall
vilken, samt om hundarna kan ha en koppling till méss for att kunna undersoka kallan till anti-
kropparna. Det andra syftet med studien &r att underséka om dessa hundar fortsatt har heterofila
antikroppar och om de binder till samma region som under forsta provtagningen. De uppfol-
jande proverna ger information om hur lange de heterofila antikropparna stannar kvar i cirku-
lationen, om de &r persistenta eller transienta. Eftersom heterofila antikroppar kan ge upphov
till felaktiga provresultat ar det intressant att veta om de finns kvar och kan fortsatt paverka
provresultat, nagot som eventuellt behéver tas hansyn till pa laboratorier. Om de heterofila an-
tikropparna ar kopplade till sjukdomsutveckling kan de vara vardefulla diagnostiskt om de gar
att pavisa i ett tidigt sjukdomsstadie, nagot som eventuellt kan forbéattra prognosen for en pa-
tient.



LITTERATUROVERSIKT
Antikroppar inom diagnostik

Immunanalyser ar biokemiska metoder som anvénds for att upptécka eller mata analyter i pro-
ver med hjélp av antikroppar, som ar proteiner med en specifik formaga att binda till antigen
(Vidarsson et al., 2014). Immunglobulin G (IgG) ar den mest anvanda antikroppen inom im-
munanalyser. IgG-molekylen bestar av fyra polypeptidkedjor; tva identiska tunga kedjor samt
tva latta kedjor. Kedjorna bildar tillsammans en fragment crystalline (Fc) -region som genom
ett hingeomrade kopplas till tva antigenbindande fragment antigen binding (Fab) armar som
tillsammans kallas F(ab’)2. | figur 1 illustreras en 1gG-molekyl med dess regioner.

—— Fab

Figur 1. lllustration av 1gG-molekyl och dess delar.

Heterofila antikroppar

Heterofila antikroppar ar endogena antikroppar som orsakar interferens genom att reagera med
analysantikroppar i immunanalyser och kan inom immundiagnostik ge upphov till felaktiga
resultat (Preissner et al., 2005). Heterofila antikroppar medfor en risk for feldiagnostisering och
fel val av behandling pa grund av i de flesta fall falskt hdga och ibland falskt laga provsvar.
Heterofila antikroppar ger inga synliga avvikelser pa provet till skillnad fran exempelvis hemo-
lys och lipemi, och de kan darfor vara svara att upptacka. En analysmetod dar heterofila anti-
kroppar kan orsaka interferens &r icke-kompetitiva immunanalyser dér djurantikroppar anvands
(Bolstad et al., 2013). | en icke-kompetitiv immunanalys kravs det att analyten binder till tva
antikroppar, vilket gor att de har en hdg sensitivitet och specificitet jamfort med kompetitiva
analysmetoder och anvénds darfor ofta till immunanalyser. Hur heterofila antikroppar ger upp-



hov till interferens illustreras i figur 2. Interferens &r inte lika vanligt i kompetitiva immunana-
lyser, vilket kan bero pa en for 1ag affinitet hos de heterofila antikropparna (Miller, 2004). Hos
heterofila antikroppar ses oftast affinitet till mus-1gG-1, som &r de mest anvénda antikropparna
inom immunanalyser, men det finns dven beskrivet att heterofila antikroppar kan binda till
andra subtyper av mus-1gG (Bjerner et al., 2005).

Ingen Falskt Falskt
interferens hog/positiv lag/negativ

Detection
antikropp
Heterofil
antikropp ——
Analyt —
Capture
antikropp

Figur 2. lllustration av interferens i icke-kompetitiva immunanalyser. Till vanster férekommer ingen
interferens och analyten kan binda till bada analysantikropparna. | mitten ses hur en heterofil antikropp
kan binda till analysantikropparna och orsaka ett falskt hogt eller positivt resultat. Till hoger ses hur
en heterofil antikropp kan hindra analyten att binda till analysantikropparna och darmed orsakar ett
falskt 1agt eller negativt resultat.

Heterofila antikroppar kan uppsta av olika anledningar och ursprunget &r oftast inte kant. En
typ av heterofila antikroppar &r anti-djurantikroppar som bildas vid en kand exponering for den
djurart vars antikroppar anvands i analysen (Bolstad et al., 2013). Framfor allt orsakas problem
av anti-musantikroppar da antikroppar fran moss ar vanligt forekommande i analyser (Kricka,
1999). Pa humansidan sker exponeringen i vissa fall vid en injektion av djurantikroppar for
terapeutiska eller diagnostiska syften, men heterofila antikroppar kan &ven uppkomma vid di-
rekt kontakt med djurslaget i fraga (Berglund & Holmberg, 1989). En annan typ av heterofila
antikroppar ar reumatoida faktorer som &r autoantikroppar som bildats av kroppen mot Fc-reg-
ionen i kroppens egna IgG-antikroppar (Bolstad et al., 2013). De finns i hog grad hos patienter
med reumatoid artrit, men dven hos 5-10 % av den friska populationen (Nishimura et al., 2007).
Korsreaktivitet med reumatoida faktorer férekommer pa humansidan eftersom Fc-regionen for
humant IgG liknar den hos flera olika djurantikroppar (Bolstad et al., 2013). Ovriga heterofila
antikroppar saknar en kand exponering och de kan &ven vara naturligt forekommande (Levin-
son & Miller, 2002). Hur lange heterofila antikroppar kvarstar i kroppen ar ofta oklart, det finns
beskrivet att heterofila antikroppar kan vara transienta och forsvinna efter tre veckor (Kazmi-
erczak et al., 2000), men &ven att de kan persistera i flera ar (Kricka, 1999).



Konsekvenser av heterofila antikroppar

Immundiagnostik anvands inom flera medicinska omraden, bland annat for hormonanalyser
och for olika biomarkdrer inom exempelvis kardiologi och onkologi (Kazmierczak et al., 2000;
Solter et al., 2008; Tan et al., 2009; Mongolu et al., 2016). Felaktiga analysresultat pa grund
av interferens orsakat av heterofila antikroppar finns rapporterat i flera fall pa humansidan och
de kan ge allvarliga konsekvenser vid feldiagnostisering (Rotmensch & Cole, 2000; Cappy et
al., 2013).

Forutom att de heterofila antikropparna kan stéra laboratorieanalyser kan de &ven vara till hjélp
genom att ge information om patienten vid utredning av sjukdom. Autoantikroppar kan anvén-
das for att tidigt detektera bland annat brost- eller lungcancer (Chapman et al., 2007; 2008). Pa
humansidan har heterofila antikroppar visats ha en koppling med vissa typer av tumdrsjukdo-
mar. Humana cancerpatienter har visats ha anti-musantikroppar i hdgre utstrackning jamfort
med patienter utan cancer (Koshida et al., 2010). Cancer-associerade matrix metalloproteinaser
(MMP) kan klyva kroppseget 1gG-1 i hingeregionen, vilket leder till bildning av sa kallade anti-
hingeantikroppar eller anti-F(ab’)z-antikroppar som &r autoantikroppar mot hingeregionen av
1gG-1 (Brezki & Jordan, 2010). Antikroppsklyvning med hjalp av MMP misstéanks kunna vara
en metod for tumorer att ta sig forbi immunsystemet (Brezki & Jordan, 2010). En 6kning i anti-
hingeantikroppar kan &ven ses vid autoimmuna sjukdomar sa som SLE (systemic lupus erythe-
matosus) och reumatoid artrit.

Vid sjukdomsutredning av autoimmuna sjukdomar kan reumatoida faktorer vara vardefulla da
de i vissa fall gar att pavisa i ett tidigt sjukdomsstadie. P4 humansidan ar det visat att 88 % av
patienter med SLE har autoantikroppar for SLE flera ar innan diagnos stalls (Arbuckle et al.,
2003). Av patienter med reumatoid artrit har ungefér hélften avvikande autoantikroppar redan
flera ar innan patienten far kliniska symtom av sjukdomen (Nielen et al., 2004). Sa kallad epi-
tope spreading dar reaktionsmanstret for antikroppen andras kan ske flera ar innan klinisk sjuk-
dom (van de Stadt et al., 2011). En 6kning av IgM reumatoid faktor eller anti-CCP (anti—cyclic
citrullinated peptide) hos friska individer har visats korrelera med utveckling av reumatoid art-
rit senare i livet. Det finns dven resultat som tyder pa att anti-F(ab’)2-antikroppar kan ha en
skyddande effekt mot immunmedierad hemolytisk anemi hos manniska (Terness et al., 1995).

Heterofila antikroppar hos hund

Inom veterinarmedicin finns det endast fa studier om heterofila antikroppar och forskning pa-
gar. I hundplasma har det pavisats heterofila antikroppar som kan ge upphov till falskt positiva
resultat i analyser med ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Solter et al., 2008). | en
studie dar prover analyserades fran 320 hundar som vistats pa djursjukhus var prevalensen av
heterofila antikroppar 9 % (Bergman et al., 2018). Interferens i analyser av anti-mullerskt hor-
mon finns beskrivet hos hund, dér ett falskt hdgt véarde orsakat av heterofila antikroppar skulle
kunna leda till onddiga kirurgiska atgarder (Bergman et al., 2019a). En signifikant hogre andel
av berner sennenhundar har visats ha heterofila antikroppar jamfort med labrador retriever i en
studie av Bergman et al. (2019b). Av hundarna som deltog i studien pavisades heterofila anti-
kroppar hos 20 % av berner sennenhund och hos 4 % av labrador retriever. Av proverna fran
de tolv individer som testades positiva reagerade fem med bade helt IgG och F(ab’).-fragment,
tre med helt 1gG, tva med helt 1gG samt Fc-fragment, och tva med enbart Fc-fragment. Av



hundarna hade alla fyra hundar vars prover reagerade med Fc-fragment en diagnos eller tecken
pa klinisk sjukdom, medan endast en av hundarna som reagerade med F(ab’).-fragment hade
en klinisk sjukdom i form av ett lipom.

Sjukdomar hos berner sennenhund

Berner sennenhund &r en schweizisk gardshund som numera framfor allt anvands som familje-
hund. Enligt Svenska Kennelklubbens rasspecifika avelsstrategi ar rasens storsta problem lag
livslangd kopplat till tumdrsjukdomar, skelett- och ledsjukdomar sa som armbagsleds- och hoft-
ledsdysplasi och njursjukdomar i form av renal dysplasi och familjar nefropati (Svenska Ken-
nelklubben, 2018). Inom rasen finns dven reproduktionsproblem sa som laga kullstorlekar och
lag draktighetsprocent.

Medelalder och dodsorsaker

Berner sennenhund &r en ras med lag medellivslangd och tumdrsjukdomar ar den vanligaste
dodsorsaken enligt flera studier. | en hollandsk studie med 1092 berner sennenhundar dog hun-
darna i genomsnitt vid atta ars alder och tumorsjukdomar stod for 55,1 % av dodsfallen (Erich
et al., 2013). Klopfenstein et al. (2016) studerade 381 berner sennenhundar i Schweiz och me-
dellivslangden fér hundarna var 8,3 ar, av dem dog 58,3 % till foljd av tumorsjukdomar. I me-
dian levde tikarna dver ett ar langre an hanhundarna. | en retrospektiv studie gjord pa 290 berner
sennenhundar i Danmark var medellivslangden for hundarna 7,1 ar och 42,1 % av hundarna
dog av tumarsjukdomar, medan de andra och tredje vanligaste dodsorsaken var alder och njur-
sjukdom och stod fér 10,3 % respektive 6,9 % av dddsfallen (Nielsen et al., 2010). En annu
hogre andel med 61 % av dodsfallen pa grund av tumorsjukdomar har visats i en tysk population
med en medellivslangd pa 8,3 ar (Hartmann et al., 2011). Av svenska berner sennenhundar dor
41 % till foljd av tumorsjukdomar enligt statistik fran forsakringsbolag och sannolikheten att
hundarna lever Gver 10 ar &r 30 % (Egenvall et al., 2000). Motsvarande tal for labrador retriever
ar 75 % (Egenvall et al., 2005). Tumdrsjukdomar &r den vanligaste dddsorsaken aven hos alla
hundraser totalt, men star endast for 18 % av dodsfallen i de fall dar en diagnos ar stalld (Bon-
nett et al., 2005). Inom de flesta hundraser &r tumorsjukdomar en vanligare dédsorsak for aldre
tikar jamfort med hanar, men for berner sennenhund har hanar en 6kad risk att do till foljd av
tumorsjukdomar da de blir aldre jamfort med tikar i samma alder (Egenvall et al., 2005). Dods-
orsaker for berner sennenhund &r studerade &ven i Nordamerika och resultaten &r lika som i de
europeiska studierna da 55 % av hundarna i studien détt pa grund av tumdérsjukdomar (Fleming
etal., 2011).

Tumorsjukdomar

Den vanligaste tumdrsjukdomen hos berner sennenhund ar histiocytiskt sarkom, &ven kallad
malign histiocytos, en aggressiv typ av tumdérsjukdom som har visats vara arftlig (Abadie et al.,
2009). Studier visar varierande resultat for hur stor andel av berner sennenhundar dor av his-
tiocytiskt sarkom; 15,3 % enligt Erich et al. (2013) och 4,5 % enligt Nielsen et al. (2010),
forfattarna papekar dock att flera hundar i studierna saknar en exakt diagnos for sin tumorsjuk-
dom men har haft kliniska sjukdomstecken som skulle kunna kopplas till histiocytiskt sarkom
och att prevalensen darfor sannolikt ar hogre. Av tumorsjukdomar hos berner sennenhund utgor
histiocytiskt sarkom cirka en fjardedel av fallen totalt (Padgett et al., 1999; Erich et al., 2013).



| de fall dar en exakt diagnos ar stélld utgor histiocytiskt sarkom 65 % (Erich et al., 2013).
Ruple och Morley (2016) har undersokt riskfaktorer for utveckling av histiocytiskt sarkom hos
berner sennenhund och foreslar kronisk inflammation som en méjlig riskfaktor da ortopediska
problem ger en storre risk att utveckla histiocytiskt sarkom. Sedan ar 2014 har det funnits ett
gentest som kallas SH-test (sarcome histiocytaire) och pavisar en minskad eller forhojd risk att
hunden insjuknar i histiocytiskt sarkom vilket kan tas i beaktande inom avel (Svenska Kennel-
klubben, 2018).

Den nést vanligaste diagnostiserade tumoérsjukdomen som drabbar berner sennenhund &r ma-
lignt lymfom, f6ljt av olika typer av sarkom, melanom och carcinom enligt studien av Erich et
al. (2013). Av hundar med en exakt diagnos utgor malignt lymfom 24 % av fallen. | flera studier
om tumarsjukdomar hos berner sennenhund saknas en exakt diagnos for flera av hundarna och
tumorerna ar endast specificerade till organsystem.



MATERIAL OCH METODER
Hundar i studien

I studien deltog hundar av raserna berner sennenhund och labrador retriever. Som inklusionkri-
terium anvandes att hundarna deltagit och provtagits ar 2017 for studien av Bergman et al.
(2019b). Gruppen bestod av totalt 107 hundar varav 54 av rasen berner sennenhund och 53 av
rasen labrador retriever. | gruppen ingick bade hundar vars dgare sjalva angett intresse for att
delta i den tidigare studien samt hundar som besokt Universitetsdjursjukhuset (UDS) i Uppsala
eller andra veterinarkliniker och vars éverblivna blodprover hade anvants efter skriftligt eller
muntligt tillstdnd. Agarna till hundarna kontaktades antingen via e-post eller telefon. De som
angett en e-postadress fick en lank till ett frageformular pa undersokningsplattformen Netigate
(www.netigate.se), medan resten svarade pa samma fragor via telefon. Uppgifterna for hun-
darna som besokt UDS och som enligt journalerna hade avlivats fylldes i baserat pa journalerna
utan att &garna kontaktades. De hundar vars &gare inte gick att kontakta exkluderades ur stu-
diens foljande steg.

Frageformuléar

Frageformularet var dppet i sex veckor. Formularet borjade med tilltalsnamn och ras pa hunden
for att kunna koppla ihop svaren till ratt individ. Kon efterfragades for att veta om kastrations-
status andrats under de senaste tva aren. | foljande steg stalldes fragan om hunden blivit utredd
for sjukdom hos veterinar efter ar 2017. Om svaret var ja efterfragades typ av sjukdom genom
att fylla i vilken eller vilka typer av sjukdomar inom kategorierna hudsjukdom, njursjukdom,
magtarmsjukdom, nervsjukdom, tumorsjukdom, ortopedisk sjukdom, hjartsjukdom och 6vrig
sjukdom. Djurégarna bads beskriva vad hunden utreddes for mer exakt i efterféljande textruta
och om hunden fatt en diagnos och i sa fall vilken. Darefter fragades vilket ar utredningen
skedde och det fanns éven en textruta dar djurdgarna kunde beratta mer om sjukdomen. De
hundar som inte utretts for sjukdom efter ar 2017 gick direkt vidare till foljande fraga om hun-
den behandlats med lakemedel efter ar 2017. For att fanga upp eventuella sjukdomar som inte
utretts hos veterinar fanns en fraga om hunden hade nagon hemmadiagnos. Om hunden datt
eller avlivats stélldes en fraga om orsaken var kand och i sa fall vilken.

For att fa information om eventuell kontakt med moss fragades om hunden jagar/jagade maoss,
samt om hunden haft annan kontakt med mass. | slutet av frageformuléaret stélldes fragan om
djuragarna dven kunde tanka sig bidra genom att lata ta ett uppfoljande blodprov pa hunden.

Provtagning och analyser

Blodprov togs av 22 hundar, varav sju var positiva for heterofila antikroppar ar 2017 och 15
var negativa och anvandes som kontrollgrupp. Nio hundar provtogs pa plats i Uppsala och 6v-
riga prover skickades in fran lokala veterinarkliniker. Till den positiva gruppen valdes alla tidi-
gare positiva hundar som var vid liv och vars dgare ville delta i provtagningen. Kontrollgruppen
bestod av ett slumpmassigt urval av negativt testade hundar. Alla positiva hundar var berner
sennenhundar, medan kontrollgruppen bestod av tolv berner sennenhundar och tre labradorer.
Av hundarna togs vendsa blodprov i serumrér som centrifugerades varefter serumet separerades
och frystes i -20 °C.



Helt mus-1gG, Fc-fragment och F(ab’)>-fragment av mus-1gG spaddes ut med NaHCO3z (pH
9,5) till koncentrationen 2 pg/mL och pipetterades pa mikrotiterplattor i polystyren med 96
brunnar som inkuberades i 4 °C 6ver natten. Brunnarna tvéttades fyra ganger med 200 pL
Tween-20 spadd i PBS (0,05 %). Av varje serumprov pipetterades 50 pL i brunnarna, tva av
proverna var utspadda till 1:2 med PBS pa grund av liten provmangd. Som positiv kontroll
anvandes duplikat av 50 pL anti-mus IgG i spadningen 1:1600. Negativa kontroller bestod av
50 uL PBS i duplikat. Plattorna inkuberades i 90 minuter i rumstemperatur varefter de tvattades
fyra ganger med 200 pL PBS. Alla brunnar fylldes med 50 puL monoklonalt HRP-konjugerat
mus anti-human CEA 1IgG i spadningen 1:400 och inkuberades i rumstemperatur i 90 minuter.
Brunnarna tvattades igen fyra ganger med 200 puL PBS och 100 pL av substratet TMB tillsattes
i brunnarna. Efter atta minuters inkubering avbrots reaktionen med 100 pL H2SOa. Plattorna
avlastes vid 450 nanometer med en fotometrisk avlasare for mikroplattor.

Statistiska analyser

Resultaten fran frageformularet fordes in i Excel och proportioner for de positiva och negativa
grupperna berdknades for varje sjukdom samt for sjukdomarna totalt. Fisher’s exact test anvén-
des med signifikansnivan o = 0.05 for att berakna samband mellan sjukdomar och forekomst
av antikroppar.

Berékning av cut-off for varje assay berédknades genom att ta medianvéardet av 0-kalibratorn (x
20 replikat) + 4 SD. Signal-to-noise ratio berdknades genom att dividera medianen av de posi-
tiva proverna med medianen av de negativa kontrollerna.



RESULTAT
Sammanfattning av frageformular

Svarsfrekvens

Utav de 107 hundar som provtogs ar 2017 av Bergman et al. (2019b) kontaktades 95 hundars
agare per telefon eller e-post. Uppgifterna till sju hundar som avlivats imputerades baserat pa
journalerna fran UDS. Fem hundégare gick inte att kontakta da fyra agare saknade kontaktupp-
gifter och en hund som bestkt UDS hade ett felaktigt journalnummer. Svarsfrekvensen for
frageformularet var 71,6 % (68/95), dar bortfallet bestod av hundar vars dgare inte svarade pa
e-post eller telefon. Totala svarsfrekvensen var 73,5 % (75/102). Tio av hundarna var positiva
vid provtagning tva ar tidigare och bildade en positiv grupp, medan 6vriga 65 ingick i den
negativa gruppen.

I studien ingick nio agare med tva hundar, tva dgare med tre hundar, en dgare med fem hundar
och en agare med sex hundar, vilket gjorde att totalantalet hundégare som kontaktades var 73.
Av de dgarna som svarat pa frageformularet hade sju &gare tva hundar, tva agare tre hundar och
en &gare fem hundar.

Ras, kon och alder

Av de totalt 75 hundar som deltog i studien var 58,7 % (n = 44) av rasen berner sennenhund
och 41,3 % (n = 31) av rasen labrador retriever. Konsfordelningen var lika mellan raserna,
fordelningen mellan den positiva och negativa gruppen ses i figur 3. I den negativa gruppen
hade 9,2 % (6/65) andrat kastrationsstatus sedan studien av Bergman et al. (2019b), i den posi-
tiva gruppen var kastrationsstatus oférandrat for alla hundar.
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Figur 3. Konsfordelning av hundarna i studien. Hundarna &r indelade i tva grupper baserat pa om de
testats positiva eller negativa for heterofila antikroppar ar 2017 av Bergman et al. (2019b).



Medianaldern for hundarna var fem ar, aldersfordelningen totalt samt for bada raserna och de
positiva och negativa grupperna ses i figur 4. Totalt hade 22,7 % (17/75) av hundarna avlivats,
elva berner sennenhundar med medianaldern atta ar och sex labradorer med medianaldern nio
ar. En hund i den positiva gruppen hade avlivats.
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Figur 4. Aldersfordelning av hundarna i studien. Aldersférdelning for alla hundar samt indelning enligt
ras, dar BS = Berner sennenhund och LR = labrador retriever, samt grupperat enligt om hundarna
testats positiva eller negativa for heterofila antikroppar ar 2017 av Bergman et al. (2019b).

Sjukdomar

Under de senaste tva aren hade 61,3 % (46/75) av hundarna utretts for nagon sjukdom, varav
23,9 % (18/75) hade fatt fler &n en diagnos och ingick i tva eller fler sjukdomskategorier. For-
delningen av antalet diagnoser som stallts inom de olika sjukdomskategorierna redovisas i figur
5 for de positiva och negativa grupperna. En lika stor andel av bada raserna hade utretts for
sjukdom efter ar 2017. Den vanligaste sjukdomskategorin for berner sennenhund var tumor-
sjukdomar (22,7 %, 10/44), medan motsvarande for labrador retriever var ortopedisk sjukdom
(25,8 %, 8/31).
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Figur 5. Fordelningen av antalet diagnoser stallda inom olika sjukdomskategorier och friska individer.
Hundarna &r indelade i tva grupper baserat pa om de testats positiva eller negativa for heterofila anti-
kroppar ar 2017 av Bergman et al. (2019b).

Immunsupprimerande lakemedel

Immunsupprimerande ldkemedel hade getts till 13,3 % (10/75) av alla hundar i studien, varav
12,3 % (8/65) av den negativa gruppen och 20 % (2/10) av den positiva gruppen. | den negativa
gruppen hade en hund fatt mykofenolsyra och en annan hund klorambucil, resten av hundarna
som fatt immunsupprimerande ldkemedel hade fatt kortison.

Tumarsjukdomar

Totalt hade 20 % (15/75) av hundarna diagnostiserats med en tumorsjukdom, 22,7 % (10/44)
av berner sennenhundarna och 16,1 % (5/31) av labradorerna. Sju berner sennenhundar och tva
labradorer hade avlivats till f6ljd av tumdrsjukdomar.

Mortalitet

Mortaliteten for de olika sjukdomskategorierna for de senaste tva aren var 60 % for tumorsjuk-
domar (9/15), 6,3 % for hudsjukdomar (1/16), 10 % for ortopediska sjukdomar (1/10), 22,2 %
for reproduktionssjukdomar (2/9), 20 % for magtarmsjukdomar (1/5), 25 % for nervsjukdomar
(1/4), 50 % for infektionssjukdomar (1/2) och 100 % for njursjukdomar (1/1). Fér endokrina
sjukdomar (N = 1) och hjartsjukdomar (N = 1) var mortaliteten 0 %.
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Samband mellan sjukdom och heterofila antikroppar

Mellan den positiva och negativa gruppen férekom ingen signifikant skillnad i férekomst eller
avsaknad av sjukdom (p = 0,50). Ingen signifikant skillnad i forekomst av sjukdom mellan
grupperna forekom i de olika sjukdomskategorierna hudsjukdom (p = 1), tumdérsjukdom (p =
1), ortopedisk sjukdom (p = 0,34), reproduktionssjukdom (p = 0,59), magtarmsjukdom (p =
0,52), nervsjukdom (p = 1), infektionssjukdom (p = 0,25), njursjukdom (p = 1), hjartsjukdom
(p = 1) och endokrin sjukdom (p = 1).

Positiva hundar

Tio av de tolv hundar som testats positiva av Bergman et al. (2019b) deltog i studien. De posi-
tiva hundarnas alder, kon och sjukdomsbeskrivning for denna och foregaende studie redovisas

i tabell 1.

Tabell 1. Beskrivning av ras, alder, kon och eventuell sjukdom fore och efter provtagning ar 2017 for
hundarna som testats positiva for heterofila antikroppar av Bergman et al. (2019b). Vid hund-1D star
B for berner sennenhund och L fér labrador retriever. Avlivad markerad med asterisk (*)

Hund- Alder Kon Sjukdomsbeskrivning 2017 — 2019 Sjukdomsbeskrivning
ID (ar) — 2017 (Bergman et al.,
2019b)
B1 9 Hankastrat ~ Adenom eller karcinom i lever, PLE PLE
(protein losing enteropathy)*
B5 8 Hane Mastocytom Mastocytom
B10 7 Honkastrat ~ Granulocytdr anaplasmos, borrelios Lipom
B19 3 Tik Yt-pyodermi -
B25 6 Hane Misstankt allergi med blasor i munnen, -
erythem vid lappar, nos och pungen,
tappat pigment pa flera stallen
B9 12 Honkastrat - Korshandsskada
L9 5 Hankastrat - Polyuri/polydipsi
B11 5 Honkastrat - -
B42 5 Hankastrat - -
B51 3 Tik - -
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Kontakt med moéss

Nio av de tio positiva hundarna hade inte haft nagon kand kontakt med maoss, for den tionde
hunden var det oklart om hunden haft kontakt med mdss. Av de negativa hundarna hade 10,7
% (7/65) haft kdnd kontakt med moss.

Analyser

Sex av de sju hundarna som var positiva i provtagningen av Bergman et al. (2019b) var positiva
vid den uppfoljande provtagningen. Tre hundar som innan varit negativa var positiva denna
gang. Reaktionsmaonster for de positiva hundarna presenteras i figur 6. Signal-to-noise ratio var
6,3 for helt mus-1gG, 6,82 for Fc-fragment och 6,55 for F(ab”),-fragment.
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Figur 6. Reaktionsmonster for helt mus-19G, Fc-fragment och F(ab’),-fragment av mus-1gG. Varje
linje representerar en hund som testats positiv for en eller flera delar.
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En jamforelse av vilka delar av musantikropparna de positiva individerna reagerade mot under
provtagningarna till studien av Bergman et al. (2019b) samt till denna studie redovisas i tabell

2.

Tabell 2. Reaktionsmonster for musantikroppar vid tva provtagningar fér hundarna som testats posi-

tiva i denna studie eller ar 2017 av Bergman et al. (2019b)

Hund-ID 2019 2017 (Bergman et al., 2019b)
BS Fc Fc

B9 Hel 1gG och Fc Hel 1gG

B10 Hel 1gG Hel IgG och F(ab’),
B11l Negativ Hel 1gG

B19 Hel IgG och F(ab’): Hel IgG och F(ab’)z
B24 F(ab’): Negativ

B25 Hel IgG och F(ab’), Hel 19gG

B28 Fc Negativ

B42 Hel IgG och F(ab’): Hel IgG och F(ab’):
B44 Fc Negativ

De nya positiva hundarnas alder, kon och sjukdomsbeskrivning for denna och féregaende studie
redovisas i tabell 3. Endast en av de nya positiva hundarna hade haft kontakt med mass.

Tabell 3. Beskrivning av ras, alder, kon och eventuell sjukdom fére och efter provtagning ar 2017 for
hundarna som testats positiva for heterofila antikroppar i denna studie men testades negativa ar 2017
av Bergman et al. (2019b). Vid hund-ID star B for berner sennenhund

Hund-ID  Alder Kén Sjukdomsbeskrivning Sjukdomsbeskrivning
(ar) 2017 — 2019 —2017 (Bergman et al.,
2019b)
B24 4 Tik Yt-pyodermi -
B28 9 Hane Nybildning i tandkottet -
B44 3 Tik Onormalt 16p och hélta -
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DISKUSSION

Det forsta syftet med studien var att folja upp hundarna som deltog i studien av Bergman et al.
(2019b) for att se om det finns ett samband mellan heterofila antikroppar och klinisk sjukdom,
framfor allt i avseende pa tumorsjukdomar och autoimmuna sjukdomar.

Svarsfrekvensen for frageformuléret beddms som god. Den vanligaste sjukdomskategorin for
berner sennenhundar som deltog i studien var tumdrsjukdomar, vilket stimmer dverens med
tidigare studier om sjukdomar hos rasen (Egenvall et al., 2000; Nielsen et al., 2010; Erich et
al., 2013; Klopfenstein et al., 2016), dock var andelen insjuknade hundar inte lika hog vilket
kan forklaras med att hundarna i denna studie inte var sa gamla. Daremot hade ingen av hun-
darna i studien histiocytiskt sarkom och det fanns fa évriga sjukdomar som &r typiska for berner
sennenhundar; frekvensen av ortopediska sjukdomar var relativt lag och ingen berner sen-
nenhund hade en njursjukdom. Aven detta kan paverkas av aldern pa hundarna, samt av att
enbart sjukdomar inom de tva senaste aren efterfragades, vilket gor att tidigare sjukdomar inte
togs i beaktande. Ingen hund var diagnostiserad med en autoimmun sjukdom sa som SLE eller
reumatoid artrit, men en labrador retriever i den negativa gruppen var diagnostiserad med hy-
poadrenokorticism, vilket kan ha en autoimmun bakgrund (Van Lanen & Sande, 2014). En
berner sennenhund i den positiva gruppen hade missténkt allergi dar hunden bland annat hade
tappat pigment pa flera stallen, vilket skulle kunna ha en autoimmun bakgrund (Tham et al.,
2019). Det laga antalet autoimmuna sjukdomar var forvantat da autoimmuna sjukdomar inte &r
vanligt forekommande hos berner sennenhund och de star endast fér 1,3 % av dodsfallen inom
rasen enligt Klopfenstein et al. (2016).

Materialet i denna studie visade inget samband mellan férekomst av heterofila antikroppar och
klinisk sjukdom eller avsaknad av det. Dock forekommer det ndgra begransningar i studien pa
grund av att materialet var litet och framfér allt antalet positiva hundar var lagt. Endast tva
hundraser var med i studien, vilket gor att resultaten inte fullstandigt kan stréckas 6ver hela
hundpopulationen. Sjukdomarna delades in i kategorier enligt information fran djuragarna, vil-
ket gor att all information om sjukdomarna inte ngdvéndigtvis skrevs i formuléret, exempelvis
en veterindrmedicinskt korrekt diagnos. | kategorierna forekom systemiska och lokala sjukdo-
mar som inte ar direkt jamforbara, exempelvis fanns det bade benigna lipom och malignt
lymfom i kategorin tumorsjukdomar. Kategorierna gick dock inte att dela in mer exakt pa grund
av avsaknad av information samt fa hundar i studien. Grupperingen av sjukdomarna kunde
gjorts pa andra sétt an i denna studie och resultaten skulle eventuellt kunna se olika ut da. Flera
studier behovs pa ett storre antal hundar for att sékert kunna séga att det inte finns nagon kopp-
ling mellan sjukdom och forekomst av heterofila antikroppar.

Varfor fler berner sennenhundar har heterofila antikroppar jamfért med labrador retriever skulle
kunna bero pa en hog immunreaktivitet. Berner sennenhundar har visats ha en hog koncentra-
tion av IgA jamfort med flera andra raser inklusive labrador retriever (Olsson et al., 2014). De
vanligaste typerna av tumdrer hos rasen, histiocytiskt sarkom och malignt lymfom, har sitt ur-
sprung i immunceller vilket skulle kunna ha en koppling till h6g immunreaktivitet. P2 human-
sidan finns forskning om att histiocytiskt sarkom skulle kunna transdifferentiera fran B-cells-
lymfom (Wang et al., 2010), vilket kan tyda pa ett gemensamt ursprung for de vanligaste tu-
morerna hos berner sennenhund.
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Det andra syftet med studien var att gora en uppféljande provtagning pa de hundar som testats
positiva for tva ar sedan for att se om de heterofila antikropparna var persisterande och hade
lika reaktionsmonster, samtidigt som prover fran hundar som testats negativa analyserades for
eventuell uppkomst av heterofila antikroppar.

Ursprunget till heterofila antikroppar hos hund &r fortfarande oklart. Att de flesta tidigare posi-
tiva hundarna var positiva dven denna gang tyder pa att det ar nagot som haller kvar de hetero-
fila antikropparna eller att minnes-B-cellerna producerar mer av dem, vilket i sin tur krdver en
upprepad exponering (Vidarsson et al., 2014). Detta talar mot att de skulle uppsta efter kontakt
med moss eller vid andra tillfalliga kontakter. En fjardedel av de tidigare negativa hundarna
som provtogs hade utvecklat heterofila antikroppar. Att alla de nya positiva individerna var
berner sennenhundar stérker resultatet att heterofila antikroppar &r vanligt forekommande hos
rasen (Bergman et al., 2019b). Dock provtogs fa labradorer i denna studien vilket gor det svart
att jamfora mellan raserna. Uppkomsten av anti-musantikroppar kan ske iatrogent, men aven
icke-iatrogena anti-djurantikroppar finns beskrivet av Berglund och Holmberg (1989). Inga
kdnda iatrogena kallor for anti-musantikroppar hos hund finns beskrivet och darfor fragades
agarna om hundarna hade haft kontakt med mdss. Kontakt med mdss kan enligt detta material
inte forklara uppkomsten av heterofila antikroppar, vilket gor det mer troligt att det kan vara
fragan om autoantikroppar. For att undersoka det behover vidare analyser géras.

Reaktionsmonstret for de heterofila antikropparna var lika som vid studien av Bergman et al.
(2019b), dar de flesta individerna reagerade mest med antingen Fc-delen eller med bade helt
IgG och F(ab’)2-delen av mus-1gG. Val av cut off-varde skulle eventuellt kunna forklara skill-
nader i reaktionsmonster for individer under de tva provtagningarna. Det fanns inga tecken pa
epitope spreading da ingen av hundarna hade #ndrat reaktionsménster fran Fc till F(ab’), eller
tvartom. En av de tidigare positiva hundarna testades negativ denna gang, vilket tyder pa att
heterofila antikroppar inte alla ganger &r persisterande utan kan dven vara transienta. Att hetero-
fila antikroppar ofta &r persisterande &r viktigt att ta hansyn till vid eventuella immunanalyser
som gors pa hundar som har heterofila antikroppar, eftersom de kan orsaka interferens och
felaktiga provresultat pa laboratoriet, vilket i varsta fall kan leda till felaktiga behandlingar.

KONKLUSION

I denna studie kunde inget samband hittas mellan klinisk sjukdom och férekomst av heterofila
antikroppar. Kontakt med maoss kunde inte forklara férekomsten av heterofila antikroppar. Upp-
foljande provtagning visade att heterofila antikroppar inte séllan &r persisterande under tva ars
tid och att reaktionsmonstret mot olika delar av mus-1gG &r i stort sett oférandrat under denna
tid. Fler studier behdvs pa ett storre antal hundar av flera raser for att sékerstalla att det inte
finns en koppling mellan heterofila antikroppar och sjukdom, samt for att avgéra om de hetero-
fila antikropparna ar autoantikroppar.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Antikroppar &r proteiner som tillhdr kroppens immunférsvar. Deras funktion ar bland annat att
kdnna igen och binda till kroppsfrimmande &mnen som kallas antigen. Sa kallade heterofila
antikroppar har formagan att binda till andra arters antikroppar och kan darmed bland annat ge
upphov till storningar i laboratorieanalyser som gérs med immundiagnostik, till dessa tillhor
exempelvis hormonanalyser.

Ursprunget till heterofila antikroppar &r inte alltid ként. Heterofila antikroppar kan bildas bland
annat genom exponering for andra arters antikroppar, de ar oftast mot moss och kallas da anti-
musantikroppar. En annan grupp av heterofila antikroppar ar reumatoida faktorer som bildas i
samband med autoimmuna sjukdomar sa som reumatoid artrit, dar kroppen attackerar sina egna
vavnader. Hos manniskor har heterofila antikroppar visats ha samband med vissa tumérsjukdo-
mar och autoimmuna sjukdomar. For hund finns endast fa studier om d&mnet, men en studie har
visat att dessa antikroppar finns i en hogre utstrackning hos berner sennenhund jamfort med
labrador retriever. Berner sennenhund &r en schweizisk gardshund som numera framfor allt
anvands som familjehund. Rasen har en lag medellivslangd pa cirka sju ar, vilket i stor utstrack-
ning beror pa att manga hundar insjuknar i tumérsjukdomar.

Forsta syftet med denna studie var att undersdka om det finns ett samband mellan heterofila
antikroppar och klinisk sjukdom hos hund, samt om kontakt med mdss skulle kunna férklara
uppkomsten av de heterofila antikropparna. Studien gjordes som en uppféljning av 75 hundar
som provtogs for en studie tva ar tidigare. Av hundarna var 44 av rasen berner sennenhund och
31 av rasen labrador retriever. Tio av hundarna hade i den tidigare studien pavisats ha heterofila
antikroppar. Agarna till hundarna svarade pa ett frageformulér per telefon eller e-post, och for
sju hundar som avlivats pa Universitetsdjursjukhuset i Uppsala anvandes uppgifterna som fanns
i journalerna. I frageformularet stilldes fragor om eventuella sjukdomar och behandlingar,
eventuell dédsorsak och om hunden haft kontakt med madss. | materialet i studien kunde inget
samband pavisas mellan forekomst av heterofila antikroppar och sjukdom. Kontakt med maoss
kunde inte forklara ursprunget till heterofila antikroppar och darfor finns en misstanke om att
de heterofila antikropparna skulle kunna vara autoantikroppar som kroppen bildar mot sina
egna vavnader.

Andra syftet med studien var att utreda om hundar som tidigare haft heterofila antikroppar i
studien som gjordes ar 2017 fortfarande hade dem kvar, eller om hundar som inte haft heterofila
antikroppar hade utvecklat dem under tva ars tid. Blodprov togs av 22 hundar varav sju hade
haft heterofila antikroppar innan. Proverna analyserades for forekomst av heterofila antikroppar
eller delar av dem. Alla utom en hund som for tva ar sedan haft heterofila antikroppar hade det
aven nu, men dven tre nya berner sennenhundar hade utvecklat heterofila antikroppar. Reak-
tionsmonstret for antikropparna, d.v.s. vilken del antikropparna binder till var likt det i forra
studien, vilket visar att heterofila antikroppar inte andras under aren.

| denna studie kunde inget samband pavisas mellan sjukdom och férekomst av heterofila anti-
kroppar, men eftersom antalet hundar i studien var lagt behovs fler studier pa ett storre antal
hundar for att sakerstélla att det inte finns nagon koppling mellan dem. Eftersom det endast
finns fa studier om heterofila antikroppar hos hund behovs aven studier pa flera raser. For att
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utreda om heterofila antikroppar hos hund &r autoantikroppar kan analyser goras med hjalp av
hundantikroppar. Studien visade att heterofila antikroppar ofta stannar kvar i tva ars tid, vilket
ar viktigt att ta hansyn till i laboratoriearbete eftersom de heterofila antikropparna kan ge upp-
hov till felaktiga resultat vid immunanalyser.
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