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Sammanfattning

Inflammation &r en central del i det medfédda immunférsvaret och &r en vanlig anledning till att
djur behandlas av veterinar. For att félja en systemisk inflammations forlopp i kroppen kan man
analysera olika inflammationsmarkdrer, dven kallade akutfasproteiner, i blod. Hos nét har serum-
amyloid A (SAA) av flera forfattare klassats som ett av de viktigaste och mest anvandbara akutfas-
proteinerna vid inflammation, men det har tills nyligen inte funnits ndgon snabb och kostnads-
effektiv metod for att analysera SAA hos nét. For att analysera SAA kan man anvanda sig av en
metod som Kkallas turbidimetrisk latexagglutinationsimmunoanalys eller LATIA. Metoden har
anvants lange inom veterinarmedicinen dé den ar snabb och kostnadseffektiv, men endast for analys
av ekvint och felint SAA da den ej fungerat for bovint SAA. Nyligen (2021) gjordes en studie i
Japan, dér ett reagens for LATIA for humanbruk modifierats for att analysera bovint SAA.

Syftet med denna studie var att underséka anvandbarheten hos det nya modifierade reagenset for
bovint SAA i jamforelse med nagra andra vanliga inflammationsmarkérer hos nét. Om metoden
fungerar skulle det méjliggora for att analys av SAA hos nét kan tillampas i den kliniska vardagen.

Studiepopulationen bestod av fem not inskrivna pa idisslarkliniken vid SLU. Kriterier for
medverkan i studien var att djuret skulle genomga kirurgi eller hade tecken pa klinisk inflammation
och ett positivt glutavactest. Av djuren som medverkade skulle tva opereras for hogersidig lopmags-
forskjutning, en for vanstersidig I16pmagsforskjutning, en skulle amputera en extraspene och en hade
kraftig bursit i en has. Venost blodprov togs fran djuren fore operationen (n=4), 24 timmar efter
operation, 48 timmar efter operation samt 72 timmar efter operation. Om djuret var inskrivet for
tillstdnd som orsakade systemisk inflammation (n=1) togs ett 0-prov, sen prov 24, 48 och 72 timmar
efter O-provet. | de fall djuret skrevs ut eller avlivades innan avslutad provtagning togs farre antal
prov. Proven analyserades med avseende pa totalprotein, aloumin, globuliner, SAA, fibrinogen och
hematologi. Fore analys av SAA med det nya modifierade reagenset utvarderades metodens
variationskoefficienter och linjaritet efter spadning. Resultaten beddmdes ligga inom acceptabla
granser. Genom mixed model analys visades en signifikant skillnad mellan provtagningarna for
SAA (p=0,039), men inte fibrinogen (p=0,51).

I studien kom man fram till att SAA-nivaerna hos djuren stimde val 6verens med forvantad grad
av inflammation. Fibrinogen foljde dock inte samma monster. Djuren med hogersidig l6pmagsfor-
skjutning hade hogre virden pd SAA &an det med vanstersidig lopmagsforskjutning, vilket
Overensstammer med tidigare studier.

LATIA med en modifierad humanreagent fér analys av bovint SAA visar enligt denna studie
vara en fungerande analysmetod pé& not. Resultaten fran denna studie visar att SAA potentiellt ar
mer lamplig for dvervakning av inflammation hos nét &n glutavac och fibrinogen.

Nyckelord: Serumamyloid A, fibrinogen, inflammationsmarkdérer, akutfasproteiner, LATIA, nét



Abstract

Inflammation plays a central role in the innate immunity and is a common reason for veterinary
treatment of animals. To follow a systemic inflammation, different inflammatory markers, also
known as acute phase proteins, in blood can be analyzed. In cattle, serum amyloid A is, according
to several authors, one of the most important and most useful acute phase proteins, but up until
recently there have been no quick and cost-efficient method of analyzing SAA in cattle. To analyze
SAA a method called latex agglutination turbidimetric immunoassay, or LATIA, can be used. This
method has been used for a long time in veterinary medicine since it is quick and cost-efficient, but
only for analyzing equine and feline SAA. It has not worked for analyzing bovine SAA. In a recent
study (2021) made in Japan, a human reagent for LATIA was modified to detect the bovine SAA.

The aim of this study was to examine the usefulness of the new modified reagent for the detection
of bovine SAA and to compare the serum levels of SAA with those of several other inflammatory
markers in cattle. A reliable method would enable the detection of bovine SAA in clinical day to
day work.

The study population consisted of five cattle admitted to the ruminant clinic at the Swedish
University of Agricultural Sciences. To be included in the study, the animals needed to be admitted
for undergoing surgery, or having signs of a clinical inflammation and a positive glutavac test. The
included animals underwent surgery for right abomasal displacement (n=2), left abomasal
displacement (n=1), amputated an extra teat (n=1), or had a severe bursitis on a hock (n=1). The
surgery patients (n=4) had a venous blood sample drawn before surgery, 24 hours after, 48 hours
after and 72 hours after surgery. If the animal had a condition that caused a systemic inflammation
(n=1), a 0-sample, 24 hours, 48 hours and 72 hours after the 0-sample, were drawn. If the animal
was discharged or euthanized before the sampling was done, fewer samples were drawn. Total
protein, albumin, globulins, SAA, fibrinogen and hematology were analyzed. Prior to the analysis
with the new modified reagent, an evaluation of the method was carried out. In this evaluation the
coefficient of variation (CV) and the linearity was assessed to lay within acceptable limits. With
mixed model analysis a significant difference of SAA between the first and last sampling occasion
was seen (p=0,039), but not for fibrinogen (p=0,51).

A main finding of this study was that the SAA-levels in the animals agreed with the expected
level of inflammation. Fibrinogen and glutavac did not follow this pattern. In agreement with
previous studies, the animals with right abomasal displacement had higher values on SAA than the
animal with left abomasal displacement.

LATIA with a modified human reagent for analysis of bovine SAA shows, according to this
study, promise as a functioning method more suitable for monitoring patients than the glutavac test
or analysis of fibrinogen.

Keywords: Serum amyloid A, fibrinogen, inflammatory markers, acute phase proteins, LATIA,
bovine
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1. Inledning

Inflammation &r en central del i det medfédda immunférsvaret och kan triggas av
infektiosa eller icke-infektiosa orsaker. Dessa triggande faktorer kan vara exempel-
vis bakterier eller vavnadsskada. Inflammationen bestar av multipla celltyper och
kemiska substanser som samverkar for aterstallande av skadan i kroppen.

Inflammation &r ocksa en vanlig orsak till att djur behandlas av veterinar, men
det kan vara svart att enbart med klinisk undersokning avgéra om ett djur har
systemisk inflammation eller inte. FOr att konstatera en systemisk inflammation,
beddma prognos och &ven folja effekt av insatt behandling kan man analysera olika
inflammationsmarkdrer i blod. Metoden turbidimetrisk latexagglutinations-
immunoanalys eller LATIA, har anvants sedan 1956 for att analysera akutfas-
proteinet serumamyloid A (SAA) (Gella et al. 1991). Metoden anvands inom
veterinarmedicinen dven idag, men endast for att analysera SAA hos katt och hést
da metoden ej fungerat for analys av SAA hos nét. Nagon annan kostnadseffektiv
och snabb metod for att analysera SAA hos not har inte heller funnits (Otsuka et al.
2021), vilket medfort att analys av SAA hos nét inte anvands i den kliniska var-
dagen. Detta trots att det visats vara en av de viktigaste och mest anvandbara
akutfasproteinerna hos nét (Ceciliani et al. 2012).

Nyligen, i en japansk studie, har ett reagens for LATIA for humanbruk
modifierats och visats fungera for att analysera bovint SAA (Otsuka et al. 2021).

Syftet med denna studie var att undersoka anvandbarheten hos det nya modi-
fierade reagenset for bovint SAA i jamforelse med nagra andra vanliga inflamma-
tionsmarkdrer hos not.

Den ndmnda analysmetoden ar en automatiserad metod som, om den visar sig
fungera, ska kunna inkluderas for analys av SAA som en del av rutindiagnostiken
for not.



2. Litteraturoversikt

2.1. Inflammation

Inflammation en viktig del i det sa kallade medfédda immunfarsvaret. Inflamma-
tionen kan triggas av infektios eller icke-infektios orsak, exempelvis bakterier eller
vavnadsskada. Det medfédda immunforsvaret ar den andra skyddsbarriaren mot
infektion, efter fysisk skyddsbarriar sa som hud, och bestar av kemiska och cellulara
forsvarsmekanismer. Dessa forsvarsmekanismer ar det vi sammantaget kallar for
inflammation.

Inflammationen bdrjar med att skademolekyler (DAMPar), olika exogena pato-
gena strukturer (PAMPar) eller endogena alarminer, k&nns igen av igenk&nnings-
receptorer (PRRs) pa sentinelceller som exempelvis dendritiska celler. Sentinel-
cellerna medierar aktivering och migration ut i vavnaden av viktiga immunologiska
celltyper, sa som neutrofiler och makrofager, med hjélp av cytokiner och vasoaktiva
molekyler. Exempel pa nagra viktiga proinflammatoriska cytokiner ar I1L-1, I1L-6
och TNF-o. De vasoaktiva molekylerna, vilka inkluderar histamin, vasoaktiva
lipider, enzymer, cytokiner och kemokiner, medierar vasodilatation och forandrar
strukturen pa karlvaggarna. Detta tillater genomslapp av bland annat inflamma-
toriska celler fran blodbanan och ut i vavnaden. Det ar de vasoaktiva molekylerna
som dr centrala i orsakandet av fyra av de fem kardinalsymptomen (rodnad, svull-
nad, smarta och varme) for akut inflammation. Nar detta skett &r en inflammation
inducerad och processen mot elimination av patogener eller en reparation av skadad
vavnad ar paborjad (Punchard et al. 2004; Tizard 2009; Bertoni et al. 2015).

2.2. Akutfasproteiner

Akutfasproteiner ar biomarkorer, vilka klassas som “negativa”- eller “positiva”
proteiner som minskar respektive 6kar vid inflammatoriska tillstand (Murata et al.
2004; Gruys et al. 2005; Nazifi et al. 2009).

I en studie gjort av Horadagoda et al. ar 1999 undersoktes huruvida akutfas-
proteiner kan anvandas for att skilja mellan akut och kronisk inflammation hos nét.

10



| studien anvande man 81 kliniska fall med n6t som diagnostiserats genom klinisk
undersokning, relevanta provtagningar och, i de fall det var mojligt, obduktion.
Diagnosen klassades sedan som inflammatorisk eller icke-inflammatorisk, varpa
djuren med inflammatoriska diagnoser sasom exempelvis luftvagssjukdom, osteo-
myelit eller leverabscesser inkluderades i studien. Djuren var av olika kan, alder
och ras. Leukocyter och akutfasproteinerna serumamyloid A, haptoglobin och al-
glykoprotein undersoktes hos djuren. Genom att jamfora stegringen av olika typer
av leukocyter med stegringen av akutfasproteinerna, kom man fram till att den
sammantagna bilden av individens akutfasproteiner spelar en viktig roll i att skilja
mellan akut och kronisk inflammation hos not. Dock kréavs mer studier for att man
ska kunna anvénda metoden i den kliniska vardagen (Horadagoda et al. 1999).

Hos nét ar SAA och haptoglobin sa kallade major akutfasproteiner, vilket inne-
bér att dessa ar de akutfasproteiner som stiger mest vid inflammation. De é&r alltsa
de viktigaste akutfasproteinerna vid klinisk anvandning (Ceciliani et al. 2012), men
andra som exempelvis fibrinogen, vilken anses vara en saker indikator pa inflam-
mation hos not, anvands ocksa kliniskt (Murata et al. 2004). Aven albumin fore-
kommer, men sjunker istallet vid inflammation (Ceciliani et al. 2012).

2.2.1. Serumamyloid A

Serumamyloid A, dven kallat SAA, &r ett sa kallat positivt akutfasprotein som ékar
vid inflammatoriska processer. Hos nét finns fyra isoformer av SAA (SAA1-4),
samtliga apolipoproteiner, dar SAAL1 och SAA2 &r akutfasproteiner. Proteinet
syntetiseras i levern genom inducering av pro-inflammatoriska cytokiner sa som
IL-1, IL-6 och TNFa varpa det transporteras ut i den systemiska cirkulationen
(Ceciliani et al. 2012; Tizard 2009; Horadagoda et al. 1999; Otsuka et al. 2020).
Hos n6t kan en isoform av SAA daven syntetiseras av andra celltyper &n hepatocyter.
Studier har visat att sd kallat mammart SAA (M-SAA3) kan produceras av
epitelceller i mjolkkortlar i juvret (McDonald et al. 2001; Eckersall et al. 2006).
Déarmed aterfinns SAA3 i colostrum (Orro et al. 2008) och mjélk fran kor med
mastit (Jacobsen et al. 2005). Studier har aven visat att mMRNA som kodar for SAA3
aven uttrycks i flera andra vavnader hos not sa som exempelvis synovialmembran,
thyroidea (Berg et al. 2011) och abomasum (Dilda et al. 2012). Dock i mycket
lagre utstrackning an i hepatocyter (Berg et al. 2011; Dilda et al. 2012). Funktionen
hos SAA4 dr annu i stor utstrackning okand, men det verkar inte pa samma vis som
ovriga isoformer och &r inte involverat i inflammation (Otsuka et al. 2020).

SAA kan stiga upp emot 100 ganger vid akut inflammation och sjunker snabbt
nar inflammationen forsvinner (Kushner 1982; Ceciliani et al. 2012).

SAAs verkningsmekanism vid inflammation

SAA har flertalet olika biologiska funktioner, och alla &r sannolikt ej kartlagda &an.
SAA har immunomodulerande aktivitet och verkar direkt pa immunférsvaret.
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Genom att verka kemoattraktivt for neutrofiler, monocyter och T-celler (Tizard
2009) medieras migration, adhesion och vavnadsinfiltation av ovan nadmnda
celltyper. Humant SAA reagerar med formyl-L-methionyl-L-peptiden (fMLP) pa
FPRL1-receptorn pa cellerna och verkar da kemotaxiskt. Just denna aktivitet &r
annu inte kartlagd hos bovint SAA (Ceciliani et al. 2012). SAA kan &ven uppreglera
IL-8 vilket attraherar och aktiverar neutrofiler (Tizard 2009). In vitro-studier har
aven visat att bovint SAA3 kan hindra adherens av enteropatogena Escherichia coli
(EPEC) till humana tarmceller (Mack et al. 2003).

En annan biologisk funktion SAA har &r att binda kolesterol (Ceciliani et al.
2012). Kolesterol triggar inflammation genom aktivering av Toll-like receptors
(TLR). Dessa ar extra- och intracelluldara igenkénningsreceptorer som signalerar
olika patogena strukturer (PAMPar) och sétter igang immunrespons samt initiering
av inflammation genom olika cytokiner vid aktivering (Tall & Yvan-Charvet 2015;
Tizard 2009). Det finns flera olika typer av TLRs som signalerar for olika PAMPar,
dar TLR-1 &r den som signalerar for kolesterol (Tizard 2009). SAA binder och tar
bort kolesterol fran inflammationsplatsen. Genom sin struktur som apolipoprotein
kan SAA interagera med molekyler som sedan kan hitta och ta upp kolesterol fran
celler som gatt i apoptos vid inflammationen. SAA binder till receptorn SR-B1 pa
makrofager, vilket kar bortforsling av kolesterol fran fagocyterade cellmembran
(Westhuyzen et al. 2005; Ceciliani et al. 2012).

SAAs tredje biologiska funktion ar att verka opsoniserande (Ceciliani et al.
2012). Opsonisering innebar att komplementproteiner féster till patogenens yta for
att signalera till fagocyterande celler (Tizard 2009). Bovint SAA tros kunna opsoni-
sera bade Gram- och Gram+ bakterier. Viktigt att ndmna ar att studier som gjorts
pa bovint SAAs opsoniserande mekanismer framst utforts pa juverceller. Cirku-
lerande SAA kan darfor bete sig annorlunda (Ceciliani et al. 2012).

Turbidimetrisk latexagglutinationsimmunoanalys

Flera metoder kan anvéndas for att mata SAA i serum. Den som anvands i denna
studie ar turbidimetrisk latexagglutinationsimmunoanalys (LATIA). Metoden har
anvants lange for humanbruk (Gella et al. 1991), men &ven for analys av SAA hos
katt och hast (Stoneham et al. 2001; Tamamoto et al. 2008; Christensen et al. 2012).

Metoden LATIA innebér att man anvander en latexlankad monoklonal eller
polyklonal antikropp i ett reagens, som binder till en specifik del av proteinet som
ska undersokas, har SAA. Komplexen agglutinerar i provet och turbiditeten kan da
métas med hjélp av spektrofotometri (Christensen et al. 2012; Hiraoka et al. 2019).

Nyligen gjordes en studie av Otsuka et al. (2021) dar ett LATIA-reagens for
humanbruk som modifierats av tillverkaren (Eiken Chemical Co, Tokyo, Japan) for
att kunna analysera bovint SAA undersoktes. Reagenset, som ocksa anvands i
denna studie, & modifierat genom foréndring av antikroppen i I6sningen. Humant
och bovint SAA skiljer sig genom att det bovina SAAL och SAA2 saknar en del av
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aminosyra-sekvensen jamfort med humant SAA, och &r ddrmed kortare. Om man
jamfér regionen dar aminosyrasekvensen skiljer sig och det saknas aminosyror i
bovint SAA jamfort med humant SAA ar homologin 53,1 % respektive 76,2 %. |
ovriga delar av genomet ar homologin hog. Antikroppen modifierades sa att den
skulle binda till sekvensen fran N-terminalen 80e till 90e aminosyran i bovint SAA1
och SAA2, dar homologin &r hog. Liknande modifiering har gjorts av samma
laboratorium (Eiken Chemical Co, Tokyo, Japan) dar reagenset framgangsrikt
anvants i flera studier for att analysera SAA hos hund, katt och hast med LATIA
(Tamamoto et al. 2008; Christensen et al. 2012).

I studien fran Otsuka et al. (2021) pavisades anvandbarheten av reagenset for
att mata bovint SAA.

2.2.2. Haptoglobin

Haptoglobin &r som tidigare namnt ett viktigt akutfasprotein hos not. Det &r ett
positivt akutfasprotein som likt SAA framst produceras av hepatocyter i levern
(Ceciliani et al. 2012) genom inducering av cytokinen IL-6 (Tizard 2009). Hapto-
globin har i studier dock pavisats kunna produceras aven i vissa extrahepatiska
vavnader.

Dilda et al. (2012) gjorde en studie dar man med hjélp av Western blot och
immunohistokemi pavisade forekomst av haptoglobin i mukosans ytepitel i
abomasum. Daremot fann man inget genuttryck av mRNA som kodade for hapto-
globin i abomasum. Man kunde darfor dra slutsatsen att haptoglobinet bildades i
annan vavnad, forslagsvis enligt forfattarna i levern, och sedan transporterades till
abomasum.

Thielen et al. (2007) kunde daremot pavisa produktion av haptoglobin av
mammara celler i sin studie. Detta genom att med PCR pavisa uttryck av hapto-
globin-mRNA i alvelolara mammarceller.

Saremi et al. (2012) kunde i en annan studie med PCR pavisa uttryck av hapto-
globin-mRNA i fettvav hos not.

Haptoglobins priméra funktion &r att binda fritt hemoglobin i blodet och darmed
hindra det fran att orsaka oxidativa skador. Haptoglobin binder, férutom hemo-
globin, aven jarn. I och med sin jarnstabiliserande mekanism verkar haptoglobinet
som direkt antioxidativt (Ceciliani et al. 2012).

Haptoglobins verkningsmekanism vid inflammation

Genom sin bindning av jarn hindras jarnet fran att tas upp av jarnberoende pato-
gener sa som Escherichia coli. Pa sa satt hindras uppforékning av fler bakterier
(Tizard 2009). Daremot finns det jarnberoende bakterier som kan utnyttja hemo-
globinet och darmed dess bundna jérn, trots att komplexet &r bundet till haptoglobin
(Ceciliani et al. 2012).
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Haptoglobin verkar &ven direkt pa bade det medfédda och det forvarvade
immunforsvaret. Nar haptoglobinet ar bundet till hemoglobin binder det &ven till
CD163-receptorer pa monocyter och makrofager, vilket inducerar antiinflamma-
toriska mediatorer fran namnda celltyper. Mediatorerna ar exempelvis hemoxy-
genas-1 och IL-10 (Philippidis et al. 2004; Ceciliani et al. 2012). IL-10 ar en antiin-
flammatorisk och immunosuppressiv cytokin som dampar svar fran T-celler, NK-
celler och makrofager (Tizard 2009).

Genom bindning till neutrofiler kan haptoglobin &ven, genom inhibering av
lipoxygenas och cykloxygenas, hdmma neutrofilaktivitet. Ddrmed verkar hapto-
globinet sammantaget som antiinflammatoriskt (Ceciliani et al. 2012).

2.2.3. Fibrinogen

Fibrinogen &r ett positivt akutfasprotein som syntetiseras i levern. Det blir hos not
generellt endast forhojt upp till ca 3 ganger jamfort med normalnivan (McSherry et
al. 1970) och tar aven langre tid att sjunka jamfort med exempelvis SAA. Halve-
ringstiden for fibrinogen &r runt fyra dygn hos manniska (Tennent et al. 2006;
Davalos & Akassoglou 2012).

Fibrinogen &r en viktig del i hemostasen och koagulationskaskaden. Det ar
darfor viktigt vid l1akning av vavnadsskada. En del i kaskaden dr att trombin klyver
fibrinogenmolekylen till fibrin, som sedan polymeriseras och bildar ett fibrinnat
som trombocyter kan fasta i. Restprodukter vid klyvningen blir fibrinopeptid A och
B (Green 2006; Davalos & Akassoglou 2012; Luyendyk et al. 2019).

Fibrinogens verkningsmekanism vid inflammation

Fibrinogen verkar bade direkt och indirekt pa immunfdérsvaret genom bindning och
aktivering av flertalet immunceller. Exempelvis genom bindning till integrinerna
CD11b/c och CD18 pa leukocyter (Solovjov et al. 2005; Luyendyk et al. 2019).
Denna signalering leder till aktivering av sa kallade NF-xB-pathway (Davalos &
Akassoglou 2012; Luyendyk et al. 2019) som spelar en central roll i inflammation
och stimulerar produktion av interleukiner sa som IL-1, IL-6, IL-18 och TNF-q.
Dessa inducerar sedan ytterligare inflammation och immunrespons (Tizard 2009).
Fibrinogen kan aven binda till TLR-4 som aktiverar makrofager samt inducerar
frisattning av flertalet cytokiner (Smiley et al. 2001).

Peptiden fibrinopeptid B som tidigare namnts klyvs av fran fibrinogen i koagula-
tionskaskaden verkar direkt immunomodulerande genom att vara kemoattraktivt
for leukocyter (Davalos & Akassoglou 2012). Fibrinogen kan dven verka anti-
inflammatoriskt, genom att skydda neutrofiler fran neutrofila extracellulara fallor
(Locke et al. 2020).
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Ellis-Stranskymetoden

Fibrinogen kan matas med bland annat en sa kallad “QuickVet® analyzer”, vilken
anvander Ellis-Stranskymetoden. Detta ar en gammal vélbeprovad metod for att
mata fibrinogen i plasma. | analysen polymeriseras fibrinogen med hjélp av en
trombinreagent, pa liknande vis som i koagulationskaskaden. Turbiditeten i provet
kan sedan matas genom spektrofotometri och instrumentet omvandlar resultatet till
en fibrinogenkoncentration (Burmester et al. 1970).

Fibrinogen kan dven undersokas med glutavactestet som beskrivs nedan. Dér-
emot indikerar glutavactestet en stegring av fibrinogen och/eller immunoglobu-
liner. Man kan ddrmed inte anvanda detta test for att sékerstélla en stegring av just
fibrinogen, utan testet anvands mer som en indikator pa inflammation (Brink et al.
2005).

2.2.4. Albumin

Albumin &r ett sa kallat negativt akutfasprotein som darmed minskar vid inflam-
mation. Proteinet syntetiseras i levern och star for 35-50 % av totalproteinmangden
(Kaneko et al. 2008). En hypoalbuminemi, som karaktariserar en inflammation, kan
aven bero pa forlust av proteinet. Detta kan ske vid exempelvis njur- eller tarmsjuk-
dom. Hypoalbuminemi som uppstar vid inflammation orsakas av en nedsatt syntes
I levern till f6ljd av inflammation (Bertoni et al. 2008). En leverinsufficiens kan ge
samma effekt. Aven langvarig svalt och proteinbrist kan leda till en hypoalbumi-
nemi. Albuminets storsta funktion &r att verka som bérare av icke vattenldsliga
amnen i blodet, sa som exempelvis vissa hormoner, hemmolekyler och fettsyror.

Albumin har ingen direkt verkan pa inflammationen, utan & mer utav en
indikator for en pagaende inflammation i kombination med 6vriga symptom och
parametrar (Kaneko et al. 2008). Dock har albumin en halveringstid pa 14-16 dygn
hos idisslare, och en hypoalbuminemi till f6ljd av inflammation kan ta veckor att
utveckla (Thrall et al. 2012).

2.2.5. Globuliner

Globuliner &r globul&ra proteiner som &r involverade i flertalet biologiska processer
i kroppen. Globulinerna klassas in i olika grupper beroende pa hur snabbt de ror sig
vid en elektrofores, dar a- och B-globuliner rér sig snabbare an y-globuliner. Manga
av a- och B-globulinerna ar transportproteiner (Gaur et al. 2019). Tidigare ndmnda
haptoglobin ar exempelvis en a-globulin (Ceciliani et al. 2012). y-globulinerna, och
nagra B-globuliner, &r antikroppar och darmed direkt involverade i immunforsvaret
(Tizard 2009).

Globulinnivaerna i blodet inkluderas i analys av totalprotein i blod. Méangden
totalprotein i ett prov kan alltsa indikera om inflammation foreligger. | totalprotein
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ingar dock mangder med olika proteiner och en hyperproteinemi kan bero pa
flertalet olika orsaker, dar dehydrering ar en av de vanligaste.

En hyperproteinemi ar alltsa inte en direkt indikation pa inflammation, trots att
stegringen av globuliner kan bidra till en viss hyperproteinemi (Smith 2014). Glo-
buliner kan 6ka av andra orsaker an inflammation och elektrofores for att ta reda pa
vilken typ av globuliner som ar férhojda ger betydligt sdkrare information om en
inflammation foreligger, an ett forhojt véarde pa totalproteinerna (Tizard 2009). Ett
sankt varde pa globuliner har ett viktigt diagnostiskt varde for unga kalvar med
failure of passive transport, det vill s&ga otillrdcklig mangd maternala immuno-
globuliner fran colostrum (Weaver et al. 2000).

De olika immunoglobulinerna

De flesta immunoglobulinerna, undantaget IgM, tillhér som tidigare ndmnt gruppen
y-globuliner, vilka ror sig langsammast vid en elektrofores (Tizard 2009).

Immunoglobuliner (Ig) ar en del av det forvarvade immunférsvaret och produce-
ras av B-celler. Det ar glykoproteiner med en antikroppsaktivitet. Det finns fem
olika klasser av immunoglobuliner dér 1gG &r den som har hdgst koncentration i
serum. Darefter ar det IgM, IgA, IgE och IgD i fallande ordning. Immunoglobu-
linerna bestar av tva identiska latta kedjor och tva identiska tunga y-kedjor och har
olika manga antigenbindande platser.

IgG star for en viktig del i det antikroppsmedierade immunsvaret. 1gG binder till
antigen och verkar agglutinerande och opsoniserande. IgG kan &ven aktivera
komplementsystemet, vilket ar en enzymkaskad med flera biologiska funktioner
bland andra cytolys och opsonisering. Hos nét finns tre subklasser av IgG. Dessa
kallas 1gG1, 1gG2 och 1gG3 (Tizard 2009).

IgM &r den immunoglobulin som 6kar mest vid primdr immunrespons, men kan
aven vara involverad i sekundar immunrespons. IgM ar mer effektiv an 1gG pa att
aktivera komplementsystemet, agglutinera, opsonisera samt neutralisera virus.
Detta till f6ljd av sin pentamera struktur (Tizard 2009; Wang et al. 2016).

IgA aterfinns framfor allt pa slemhinnor i exempelvis luftvagar, mag-tarmkanal
och urinvégar. Den verkar genom att agglutinera antigen och hindrar invaderande
patogener fran att adherera till kroppsytan (Phalipon et al. 2002; Tizard 2009).

IgD ar ett immunoglobulin som inte &r lika studerat som évriga immunglobu-
liner. 1gD finns framst i membranbunden form och fungerar som en B-cellsreceptor
(Tizard 2009; Xu et al. 2012). IgM har genom antikroppsklassbyte visats kunna bli
IgD i 6vre luftvagar hos manniska, for att darpa kunna binda till invaderande bak-
terier (Chen & Cerutti 2011). Studier har visat att IgD finns hos n6t, men i mindre
utstrackning &n hos ménniska (Xu et al. 2012).

IgE ar framst en signaloverforingsmolekyl som dar kopplad till allergiska
reaktioner. Den aterfinns som tidigare namnt i mycket laga nivaer i en frisk individ.
Genom korsbindning mellan antigen, IgE och en mastcell aktiveras mastcellen och
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fristatter inflammatoriska molekyler sa som antihistamin (Kawakami & Galli 2002;
Tizard 2009).

Glutavac

Glutaraldehydtest eller Glutavac &r ett valbeprovat snabbtest for att diagnosticera
inflammation hos bland annat nét som anvéants sen 70-talet (Sandholm 1974; Brink
et al. 2005). En glutaraldehydreagent i testet, vilken innehaller en aldehydgrupp,
reagerar med fria aminogrupper i fibrinogen eller immunoglobuliner i blod och gor
att provet koagulerar. Ju hogre koncentration av fibrinogen och immunoglobuliner,
desto snabbare koagulerar provet. Provet l&ses av vid flera forbestdmda tidpunkter,
varvid diagnos om inflammation eller ej kan stéllas. Ju snabbare provet koagulerar,
desto kraftigare inflammation har individen. Glutavactestet kan ej skilja pa stegring
av fibrinogen och stegring av immunoglobuliner, utan indikerar endast en stegring
av nagon, eller bada, proteinerna (Sandholm 1974; Brink et al. 2005; Bernarski et
al. 2019).

| en studie av Metzner et al. gjord 2007 understktes anvandbarheten av testet
samt vilken typ av provmaterial som gav sakrast resultat och darmed lampar sig
bast for att anvénda. | kohortstudien undersoktes korrelationen mellan koagula-
tionstiden och proteinfraktionen i provet. Testet kordes pa EDTA- och hepariniserat
blod samt pa serum och plasma. Dubbla prov togs for att undersoka precisionen hos
testet. Resultatet blev att EDTA-blod gav sakrast svar och lampar sig darfor bast att
anvéanda som provmaterial.

I en annan studie dar testets anvandbarhet undersoktes kom man fram till att ju
kraftigare inflammation, desto hogre tillférlitlighet hade testet. | studien rekom-
menderade forfattarna att testet anvands tillsammans med klinisk bild for att ute-
sluta inflammation (Bernarski et al. 2019). | tidigare ndmnda kohortstudie av
Metzner et al. (2007) pavisades att testet hade bast effekt vid 7-8 minuters positivt
utslag.

2.2.6. Akutfasproteiners paverkan av stress

| ndgra studier pa not har det visats en statistisk signifikans for att stress kan paverka
nivaerna av akutfasproteiner i blod, och darmed skulle akutfasproteiner enligt
studierna kunna anvéndas som en valfardsmarkar.

| en studie av Alseemgest et al. (1995) visades att SAA i serum steg hos kalvar
som utsattes for stress. | studien utsattes tva grupper, med fem friska kalvar vardera,
for olika hala golv i sina inh&dgnader. Man utforde regelbundna beteendeobserva-
tioner och analyser av hur djuren rorde sig 6ver golven. En grupp halkade signi-
fikant mer an den andra. Hos dessa djur fann man lindrigt forhéjda nivaer av SAA
i serum. Daremot steg inte haptoglobin hos denna djurgrupp (Alsemgeest et al.
1995). I studien lagger man fram att tidigare bevis for att IL-6 inducerats av adrena-
lin hos rattor (van Gool et al. 1990) kan vara en méjlig forklaring till stegringen i
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SAA vid stress hos kalvar (Alsemgeest et al. 1995). Aven kortisol har visats kunna
stimulera bildning av SAA och haptoglobin av hepatocyter i in vitro studier (Hi-
guchi et al. 1994; Alsemgeest et al. 1996)

Lomborg et al. tittade ar 2008 pa huruvida aven vuxna nét fick en stegring av
akutfasproteiner nar de utsattes for stress. | studien transporterades atta friska vuxna
not i fyra till sex timmar till en forskningsanlaggning. Vid ankomst till forsknings-
anldggningen kunde djuren genom beteendeobservationer konstateras vara
stressade. Blodprov togs fore transport samt 8, 24 och 48 timmar efter transporten.
Blodproven analyserades med avseende pa SAA, haptoglobin och hematologi.
Provtagningen visade pa neutrofili i narmst anslutning till transporten, samt att SAA
och haptoglobin dkade med tiden nar djuren befann sig pa forskningsanlaggningen
och slutsats drogs att de ndmnda akutfasproteinerna 6kar vid stress aven hos vuxna
not.

Aven Giannetto et al. (2011) gjorde en studie dar man analyserade akutfas-
proteiner hos 10 vuxna nét i samband med och efter transport till slakteri. | studien
sags att SAA, haptoglobin samt totalantal leukocyter okade efter transporten, men
fibrinogen var pa liknande nivaer (Casella et al. 2012).
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3. Material och metod

3.1. Djuri studien

Djur som inkluderades i studien var fyra privatagda notkreatur och ett ntkreatur
tillhérande universitetet, vilka samtliga var inskrivna pa idisslarkliniken vid SLU
(etiskt tillstandsnummer 5.8.18-15533/2018). Kriterier for medverkan i studien var
att djuret skulle genomga kirurgi eller hade kliniska tecken pa systemisk inflamma-
tion. Djuret skulle vid misstanke om systemisk inflammation ha positiv glutavac
for att medverka. Alder, kén och ras noterades och beskrivs i tabellen nedan. Djur-
agarna godkénde djurens medverkan i studien genom att skriva under ett med-
givande vid inskrivning av djuret. Forsoket gick under Institutionen for kliniska
vetenskapers djuretiska tillstdnd och provtagningen var darmed godkand av
Uppsala djurforsoksetiska namnd (diarienummer 5.8.18-15533/2018).

Tabell 1. Djur medverkande i studien. SLB - svensk laglandsboskap, SRB - svensk rod boskap,
RDA - hogersidig I6pmagsforskjutning, LDA - vanstersidig 16pmagsforskjutning.

Identitet | Ras Alder Kén Diagnos
1 SLB 5ar Hondjur RDA
2 SRB 4 ar Hondjur RDA
3 SLB 2 ar Hondjur Spenamputation
4 SLB/SRB- 3ar Hondjur LDA
korsning
5 SRB 1ar Hondjur Bursit has

3.2. Analytiska metoder

Analyserna som inkluderades i studien var analys av totalprotein, aloumin, kalkyle-
ring av globuliner, glutavac, LATIA for analys av SAA, Elis-Stranskymetoden for
analys av fibrinogen samt hematologisk undersokning. Dessa analyser ingar an-
tingen i rutindiagnostiken vid UDS idag eller kan sattas upp och darmed inga i
framtida rutindiagnostik.
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Glutavactestet gjordes direkt i stallet bredvid djuret. Provet blandades genom att
vickas fem ganger direkt efter deponering av blod utan tillsats i roret. Darefter
vickades provet vid varje minut tills provet stelnat eller i maximalt 15 minuter.
Tiden for provets stelnande antecknades.

For analys av SAA, totalprotein och albumin anvandes serumrdr. Réren stod i
rumstemperatur i 30 min efter provtagning for att stelna. Dérefter centrifugerades
roren i 2000 x g i 10 min vid rumstemperatur och serumet pipetterades sedan upp
till tre alikvoter. Alikvoterna marktes upp och frystes in i -80 C i vantan pa analys.
Klinisk kemiska laboratoriet vid UDS analyserade sedan proverna vid ett och
samma tillfalle i slumpmassig ordning inom samma djur med avseende pa SAA,
totalprotein och albumin. Analysen utfordes pa instrumentet Abbott Architecht
¢4000. For analys av SAA anvandes det modifierade humanreagenset fran Eiken
Chemical Co. Om provkoncentrationen av SAA lag utanfor instrumentets matinter-
vall spaddes provet. Albumin analyserades av instrumentet med en metod baserad
pa bromkresolgront. Bromkresolgront binder specifikt till alouminet och bildar ett
fargkomplex vars absorbans &r direkt proportionell till albuminkoncentrationen i
provet (Lee Rodkey 1964; Wells et al. 1985). For analys av totalprotein anvander
instrumentet biuretmetoden. Metoden utnyttjar att proteiner, vilka har tva eller fler
peptidbindningar, reagerar med koppar. Dessa bildar ett fargkomplex vars
absorbans &r direkt proportionell till mangden protein i provet om koppar finns i
overflod (Sanchez Rojas & Cano Pavon 2005).

Globulinerna kunde efter varden pa totalprotein och albumin bestamts kalkyleras
genom formeln globulin = totalprotein — albumin.

For analys av fibrinogen anvandes citratplasma. Citratroret centrifugerades
direkt efter provtagning, enligt instruktion fran tillverkaren av analysinstrumentet,
i 893 x g under 8 min vid rumstemperatur, Dérefter pipetterades 100pl citratplasma
over i reagensroret fran tillverkaren. Losningen blandades genom att pipettera upp
och ater deponera losningen fem ganger. Dérefter vickades roret fem ganger for att
forsékra sig om fullstandigt blandad 16sning. Slutligen pipetterades 100ul av
I6sningen upp och deponerades i brunnen for provmaterial pa provkasetten, vilken
forts in i analysinstrumentet QuickVet® analyzer. Provet analyserades i analys-
instrumentet enligt Ellis-Stranskymetoden beskriven i sektionen 2.2.3 med en
reagent for ekvint fibrinogen.

For analys av hematologi anvandes EDTA-blod. Ett blodutstryk gjordes direkt
efter provtagning. Darefter anvandes resterande mangd blod till hematologisk
analys av analysinstrumentet Advia® 2120i pa Klinisk kemiska laboratoriet. Blod-
utstryket analyserades under mikroskop déar en manuell differentialrakning av
leukocyter gjordes. Endast leukocytantal och hemoglobin inkluderades i studien.
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Utvardering av analysmetoden fér analys av SAA

Infor LATIA med det nya modifierade reagenset for analys av bovint SAA gjordes
en utvardering av analysen. Vid utvarderingen togs ett serumprov fran ett not med
konstaterad kraftig inflammation till foljd av diagnosticerad fibrinds peritonit,
pleurit och perikardit. Provet anvandes sedan for att undersoka testets precision och
linjaritet.

For att undersoka testets precision gjordes inomkorningstester dar samma prov
analyserades tio ganger direkt efter varandra. Av resultatet fran de tio kdrningarna
kunde sedan, med hjalp av medelvardet pa kérningarna, standardavvikelsen kalky-
leras och darefter kunde variationskoefficienten (CV %) for testet faststéllas enligt
formeln CV (%) = (standardavvikelsen/medelvardet) * 100. For att ytterligare
undersoka testets precision analyserades tva olika prov med kontrollmaterial av
animaliskt ursprung (medelvarde 9,83 mg/L och 50,8 mg/L) pa 8 respektive 11
olika dagar. Mellankérningsvariationskoefficienterna for de tva proverna fast-
stalldes sedan pa samma vis som for inomkadrningsvariationen, med hjélp av medel-
vérde och standardavvikelse.

For att undersoka testets linjéritet gjordes en seriespadning i 20 %-steg med
NaCl ner till som lagst 20 % provkoncentration. For varje spadningssteg kalky-
lerades en forvantad niva (E) av SAA, genom att multiplicera det erhallna vérdet
med spédningsfaktorn. Den observerade koncentrationen (O) registrerades och
utifran detta kunde linjariteten (O/E) kalkyleras.

Statistisk analys

For de statistiska analyserna av testet anvandes JMP Pro version 16. Skillnad i
koncentration av SAA och fibrinogen under behandling utvéarderades med en mixed
model analys pa de kor som uppvisade tecken pa inflammation innan behandling
(n=4). Ko sattes som slumpmaéssig effekt och provtagning som fast effekt. For att
ytterligare undersoka vilka provtagningstillfallen som skiljde sig at gjordes Tukey’s
HSD multiple comparisons test.

3.3. Studiedesign

Venost blodprov togs ur jugularvenen pa nét. Vid provtagning konstaterades tiden
mellan ankomst till kliniken och provtagningen. Fore varje provtagning noterades
djurets status enligt klinikens veterinarer. Beddmningen anvandes senare till att
subjektivt gradera djurets kliniska bild fran 1-5 dar 1 ar frisk och 5 ar mycket all-
varligt sjuk. Provet togs med vacutainerkanyl alternativt direkt ur permanent kanyl
i de fall djuret hade en sadan. | de fall provet togs direkt ur permanentkanylen drogs
forst 5 ml blod med spruta vilket kasserades. Detta for att undvika felaktiga varden
pa fibrinogen da blod kan ha koagulerat i permanentkanylen.

21



20 ml blod drogs med spruta i de fall djuret hade permanentkanyl. Blodet forde-
lades sedan i EDTA-ror (4 ml), tva serumror (4 ml vardera), ett citratror (4 ml) och
i ett glutavac-test dar blod fylldes till mittersta strecket pa testet. Om djuret ej hade
permanentkanyl togs blodet direkt i ovan ndmnda rér med hjalp av vacutainerkanyl.

Prov togs pa samma djur fore operationen, 24 timmar efter operation, 48 timmar
efter operation samt 72 timmar efter operation. | samband med operationen behand-
lades djuren med meloxicam 15 mg/kg kroppsvikt som engangsdos eller g 24h om
det beddmdes nddvéandigt mot smarta. Behandling med bensylpenicillin 20 mg/kg
kroppsvikt g 24h paborjades dven pa djuren som genomgick bukkirurgi.

Om djuret var inskrivet for tillstand som orsakade systemisk inflammation
(exempelvis bursit) togs forst ett ankomstprov. Dérefter togs prov 24, 48 och 72
timmar efter ankomstprovet. | de fall djuret skrevs ut eller avlivades innan avslutad
provtagning togs farre antal prov.

Efter samtliga provtagningar av samtliga parametrar gjordes en analys av de
olika vérdena for respektive individ.
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4. Resultat

4.1. Utvardering av analysmetoden for SAA

For att utvardera analysmetoden som anvéndes vid undersokning av SAA kontrolle-
rades som tidigare ndmnt testets variationskoefficient samt testets linjaritet. Vid
undersokning av inomkadrningsvariation var medelvéardet av de tio seriekdrningarna
52,87 mg/L, standardavvikelsen (SD) var 0,47 mg/L och CV kalkylerades darmed
till 0,89 %.

Vid undersokning av mellankérningsvariation av de tva olika kontrollproverna
kom man fram till att medelvérdet av seriekérningarna var 9,82 mg/L respektive
50,80 mg/L, standardavvikelserna var 0,75 respektive 1,61 och CV kalkylerades da
till 7,6 % respektive 3,2 %.

Vid undersékning av linjariteten gjordes som tidigare beskrivet en seriespadning
med NaCl. Resultatet av spadningen blev att O/E var 69-89 %.
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Figur 1. Linjariteten vid spadning i 20 %-steg med NaCl dér de gréna punkterna representerar
uppmétt koncentration vid de olika spadningarna. Kurvan y=x, da man har 100 % &verens-
stdmmande med férvantat SAA, illustreras i rétt. Punkten som har 100 % 6verensstémmande
representerar ospatt prov.
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4.2. Analysresultat

4.2.1. Not 1: RDA

NGt 1 genomgick en operation utan komplikationer och gick hem efter sista prov-
tagningen genomforts. Djuret var valdigt sjuk vid ankomst till kliniken, 5 pa skalan
1-5, och madde béttre dag for dag efter operationen. Vid hemgang klassades djuret
som friskt. I samband med operationen behandlades kon med meloxicam 15 mg/kg
kroppsvikt som engangsdos. Behandling med bensylpenicillin 20 mg/kg kroppsvikt
q 24h paborjades aven.

Glutavactestet stelnade pa kortare och kortare tid vartefter tiden gick efter
operationen. Fibrinogenet steg gradvis. Vid analys av SAA behdvdes alla proven
spadas da vardena var utanfor instrumentets matintervall. SAA steg efter opera-
tionen, men gick sedan ner mellan 48 och 72 timmar. Totalproteiner sjonk efter
operationen, men steg darefter gradvis igen. Detsamma géller albuminet och globu-
linerna.

Hematologin visade pa neutrofili med mattlig vansterforskjutning samt lindriga
toxiska forandringar vid ankomst. Bortsett fran ett forhojt hemoglobin vid ankomst
var den roda blodbilden utan klinisk anmarkning. Med tiden forsvann de toxiska
forandringarna och inflammationen dampades. Déaremot bestod véansterforskjut-
ningen under hela klinikvistelsen, men gick fran mattlig till lindrig.

Tabell 2. Provresultat not nr 1, vardet pa serumamyloid A &r ett medelvarde av tva replikat. *
innebar att provet var utanfor matintervall och spétts med NaCl. Vardet som anges ar omraknat
med korrekt spadningsfaktor.

Not 1 0-prov 24 h 48 h 72 h Referens-
intervall
Klinisk bild (1-5) 5 3 2 1
Glutavac (min) 15 9 5 5 >15
Fibrinogen (g/L) 10,9 14,9 16,2 18,5 <7
Serumamyloid A (mg/L) | 180* 191* 237* 168* <7
Totalprotein (g/L) 75 61 66 68 58-75
Albumin (g/L) 30 25 26 26 32-38
Globuliner (g/L) 45 36 40 42 26-40
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Figur 2. Diagram 6ver provresultat not 1.
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Tabell 3. Hematologiresultat not 1. Endast hemoglobin &r inkluderat fran den réda blodbilden, da
6vrigt var utan klinisk relevans. Alla leukocytantal utgar fran manuell differentialrakning.

Hematologi O-prov | 24h 48 h 72 h Referens-
Not 1 intervall
Leukocyter 9,44 5,95 7,19 8,74 5,1-13,3
(x10° celler/L)

Segmentkérniga | 3,21 1,9 2,8 2,53 1,7-6,0
neutrofiler

(x10° celler/L)

Stavkarniga 1,79 0,89 0,36 0,35 <0,2
neutrofiler

(x10° celler/L)

Lymfocyter 3,4 2,62 2,59 3,41 1,8-8,1
(x10° celler/L)

Monocyter 1,04 0,18 0,5 1.4 0,1-0,7
(x10° celler/L)

Eosinofiler 1 0,36 0,93 <0,1 0,1-1,2
(x10° celler/L)

Basofiler <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
(x10° celler/L)

Toxiska Lindriga | Lindriga | Inga Inga

forandringar

Hb (g/L) 142 113 110 113 84-120
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4.2.2. Not 2: RDA

Aven not 2 genomgick alla provtagningar enligt planen. Vid ankomst till kliniken
hade djuret ikteriska slemhinnor samt véldigt daligt allméantillstand. Hon bedémdes
som 5 pa skalan mellan 1-5 dar 1 var frisk och 5 mycket sjuk. Hon genomgick en
operation som forlopte enligt plan. | samband med operationen behandlades kon
med meloxicam 15 mg/kg kroppsvikt som engangsdos. Behandling med bensyl-
penicillin 20 mg/kg kroppsvikt q 24h samt behandling med metamizol 15 mg/kg
kroppsvikt g 24h paborjades dven. Den forsta dagen efter operationen madde djuret
battre an vid ankomst. Paféljande dagar blev djuret dock inte béattre och beslut om
avlivning togs da dalig prognos. Djuret obducerades dar diagnosen ulcerativ reticu-
lorumenit med trombos i vena cava vid leverhilus stalldes. Djuret hade &ven ett
fokalt extensivt hematom i omentum, i omradet for 16pmagen.

NOt 2 hade hela tiden ett negativ glutavactest. Fibrinogenet steg lindrigt
succesivt efter operationen, men sjonk mellan 48 och 72 timmar efter operationen.
SAA sjonk relativt kraftigt, succesivt efter operationen. Totalproteinerna steg lin-
drigt efter operationen, albuminet sjénk och globulinerna steg.

Vid ankomst till kliniken hade denna ko kraftig degenerativ véansterforskjutning
med kraftiga toxiska forandringar. Detta kvarstod dagen efter operationen och
forbattrades inte forran efter 48 timmar. Da hade hon mattlig vansterférskjutning
med mattliga toxiska forandringar samt ékning av lymfocyter inom referens. Till
72 timmar efter operationen ses ytterligare forbattring med lindrig vansterfor-
skjutning samt lindriga toxiska férandringar. Den rdda blodbilden var hela tiden
utan klinisk anmarkning.

Tabell 4. Provresultat not 2, vardet pa serumamyloid A &r ett medelvarde av tva replikat.

N6t 2 0-prov 24 h 48 h 72 h Referens-
intervall
Klinisk bild (1-5) 5 3 3 3
Glutavac (min) 15 15 15 15 >15
Fibrinogen (g/L) 13,3 14,9 16,2 14,5 <7
Serumamyloid A (mg/L) 175 93 80 45 <7
Totalprotein (g/L) 55 56 57 58 58-75
Albumin (g/L) 25 24 23 23 32-38
Globuliner (g/L) 30 32 34 35 26-40
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Figur 3. Diagram 6ver provresultat not 2.

Tabell 5. Hematologiresultat nét 2. Endast hemoglobin &r inkluderat fran den roda blodbilden, da
ovrigt var utan klinisk relevans. Alla leukocytantal utgar fran manuell differentialrakning.

Hematologi 0-prov 24 h 48 h 72h Referens-

Not 2 intervall

Leukocyter 6,09 4,97 6,86 8,39 5,1-13,3

(x10° celler/L)

Segmentkarniga 1,16 0,8 1,17 2,85 1,7-6,0
neutrofiler

(x10°? celler/L)

Stavkarniga 2,25 1,59 0,82 0,5 <0,2
neutrofiler

(x10°? celler/L)

Lymfocyter 2,25 2,44 3,84 4,45 1,8-8,1
(x10° celler/L)

Monocyter 0,24 0,1 0,48 0,42 0,1-0,7
(x10° celler/L)

Eosinofiler 0,18 0,05 0,55 0,17 0,1-1,2
(x10° celler/L)

Basofiler <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2

(x10° celler/L)

Toxiska Kraftiga Kraftiga Mattliga Lindriga
forandringar

Hb (g/L) 111 103 101 100 84-120
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4.2.3. N6t 3: Spenamputation

Not 3 skrevs ut fran Kliniken efter 48 timmar och provtogs darfor endast fyra
ganger. Hon bedomdes som frisk under hela sin klinikvistelse. Hon genomgick en
operation dar en extraspene togs bort och ingreppet forlopte utan komplikationer. |
samband med ingreppet behandlades kon med meloxicam 15 mg/kg kroppsvikt som
engangsdos.

Glutavactestet var negativt vid ankomst. Dagen efter stelnade det pa 12 minuter,
for att sedan fore hemkomst stelna langsammare igen. Fibrinogenet var éver
referens (<7 g/L) vid ankomst, trots att djuret klassades som friskt. Det sjonk efter
ingreppet for att sedan stiga igen. SAA var under referens vid ankomst. Efter
ingreppet steg SAA lindrigt, for att sedan sjunka till hemgang. Totalproteiner,
albumin och globuliner steg efter ingreppet.

Vid ankomst till kliniken hade denna ko lindrig leukocytos med lindrig neutro-
fili. Den roda blodbilden var utan klinisk anmérkning.

Tabell 6. Provresultat not 3, vardet pa serumamyloid A &r ett medelvarde av tva replikat.

N6t 3 0-prov 24 h 48h | 72h Referens-
intervall
Klinisk bild (1-5) 1 1 1 -
Glutavac (min) 15 12 14 - >15
Fibrinogen (g/L) 9,2 8,9 10,1 - <7
Serumamyloid A (mg/L) <7 10 7 - <7
Totalprotein (g/L) 72 73 76 - 58-75
Albumin (g/L) 30 31 32 - 32-38
Globuliner (g/L) 42 42 44 - 26-40
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Tabell 7. Hematologiresultat not 3.Endast hemoglobin ar inkluderat fran den réda blodbilden, da
ovrigt var utan klinisk relevans. Alla leukocytantal utgar fran manuell differentialrakning.

Hematologi 0- 24 h 48 h 72 h Referens-

Not 3 prov intervall

Leukocyter 13,56 7,62 7,77 - 5,1-13,3

(x10° celler/L)

Segmentkarniga 7,73 1,83 241 - 1,7-6,0
neutrofiler

(x10° celler/L)

Stavkarniga 0,14 <0,1 <0,1 - <0,2
neutrofiler

(x10° celler/L)

Lymfocyter 4,88 4,88 3,57 - 1,8-8,1
(x10° celler/L)

Monocyter 0,14 0,53 0,93 - 0,1-0,7
(x10° celler/L)

Eosinofiler 0,68 0,38 0,85 - 0,1-1,2
(x10° celler/L)

Basofiler <0,1 <0,1 <0,1 - <0,2

(x10° celler/L)

Toxiska Inga Inga Inga -
forandringar

Hb (g/L) 107 107 107 - 84-120
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4.2.4. Not 4: LDA

Not 4 inkom i relativt daligt allmantillstand och bedomdes vara en 4 pa den 5-gra-
diga skalan 6ver maende. Hon genomgick en operation som fortlopte utan komp-
likationer. | samband med operationen pabdrjades behandling med meloxi-cam 15
mg/kg kroppsvikt q 24 h samt med bensylpenicillin 20 mg/kg kroppsvikt g 24h.

Hon madde till en borjan lite battre efter operationen, men blev sedan samre igen
och beslut om avlivning togs da prognos pessima. Djuret obduceras efter avlivning
varpa diagnos med kraftig leverlipidos samt akut hemorragisk enterit stalldes.

Djurets glutavactest var hela tiden negativt. Fibrinogenet l1ag pa nastan exakt
samma varde genom hela klinikvistelsen. SAA sjonk efter operationen. Total-
proteinerna sjonk efter operationen, men steg darefter gradvis. Albuminet sjonk till
dagen efter operationen, men steg sedan nagot. Detsamma géllde globulinerna.

Vid ankomst till kliniken hade nét 4 lindrigt forhojt Hb. Hematologiskt sags inga
tecken pa inflammation under hela klinikvistelsen. Den roda blodbilden var utan
Klinisk relevans.

Tabell 8. Provresultat not 4, vardet pa serumamyloid A ar ett medelvarde av tva replikat.

NOt 4 0-prov 24 h 48 h 72h Referens-
intervall
Klinisk bild 4 3 4 -
Glutavac (min) 15 15 15 - >15
Fibrinogen (g/L) 9,7 9,6 9,6 - <7
Serumamyloid A (mg/L) 28 22 17 - <7
Totalprotein (g/L) 62 57 59 - 58-75
Albumin (g/L) 28 24 25 - 32-38
Globuliner (g/L) 34 33 34 - 2640
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Figur 5. Diagram 6ver provresultat not 4.

Tabell 9. Hematologiresultat nét 4. Endast hemoglobin ar inkluderat fran den roda blodbilden, da
6vrigt var utan Klinisk relevans. Alla leukocytantal utgar fran manuell differentialrakning.

Hematologi 0- 24 h 48 h 72 h Referens-

Not 4 prov intervall

Leukocyter 4,26 2,73 34 - 5,1-13,3

(x10° celler/L)

Segmentkarniga 1,92 0,63 0,58 - 1,7-6,0
neutrofiler

(x10° celler/L)

Stavkarniga 0,17 <0,1 <0,1 - <0,2
neutrofiler

(x10° celler/L)

Lymfocyter 2,04 1,99 2,52 - 1,8-8,1
(x10° celler/L)

Monocyter 0,09 0,11 0,31 - 0,1-0,7
(x10° celler/L)

Eosinofiler 0,04 <0,1 <0,1 - 0,1-1,2
(x10° celler/L)

Basofiler <0,1 <0,1 <0,1 - <0,2

(x10° celler/L)

Toxiska Inga Inga Inga -
forandringar

Hb (g/L) 121 105 105 - 84-120
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4.2.5. Not 5: Bursit has

Not 5 befann sig pa kliniken under hela planerade provtagningsperioden och alla
prover togs enligt plan. Vid ankomst till kliniken bedomdes djuret ligga pa 3 pa den
5-gradiga skalan for maende. Hennes inflammerade bursor vid hasen spolades med
jodl6sning och hon sattes pa 0,5 mg meloxicam/kg kroppsvikt/dygn samt 20 mg
bensylpenicillin/ kg kroppsvikt/dygn. Bursan fortsattes att spolas dagligen med
jodlosning. Hon blev gradvis béattre under behandlingen. Efter provtagningens slut
fortsatte kvigan behandlas pa kliniken.

Kvigans glutavac stelnade vid ankomst pa 2 minuter. Dagarna efter stelnade det
ytterligare snabbare, men efter 72 timmar atergick det till att stelna pa 2 minuter.
Fibrinogenet steg fran forsta till andra provtagningen, men sjonk sedan lite var dag.
Detsamma gallde SAA och totalproteiner. Albuminet pendlade en enhet upp och
ner fran dag till dag. Globulinerna sjonk nagot dag 2 och dag 3, men var hela tiden
forhojda.

Hematologin pa detta djur var hela tiden utan anméarkning. Leukocyterna sjénk
fran dag till dag inom referensintervallet. Den roda blodbilden var utan klinisk
relevans.

Tabell 10. Provresultat nét 5, vardet pa serumamyloid A ar ett medelvarde av tva replikat.

NOT 5 0-prov 24 h 48 h 72 h Referens-
intervall
Klinisk bild 3 3 2 2
Glutavac (min) 2 1 1 2 >15
Fibrinogen (g/L) 18,9 19,1 17,5 17,1 <7
Serumamyloid A (mg/L) 37 37 34 17 <7
Totalprotein (g/L) 83 84 82 82 58-75
Albumin (g/L) 29 30 29 30 32-38
Globuliner (g/L) 54 54 53 52 26-40

32




NGt 5

1001 -100
-o- SAA (mg/L)
804 & * —r 4 L 80 - Fibrinogen (g/L)
w -+« Totalprotein (g/L)
I N A 60 B -+ Abumin (g/L)
) N ' v . S -+ Globulin (g/L)
40- 40 @
= — e =
20+ ] — _.;\*- -20
0 L) 1 Ll 1 0
° & W A

Figur 6. Diagram 6ver provresultat not 5.

Tabell 11. Hematologiresultat not 5. Endast hemoglobin ar inkluderat fran den roda blodbilden,
da ovrigt var utan klinisk relevans. Alla leukocytantal utgar fran manuell differentialrakning.

Hematologi 0- 24 h 48 h 72h Referens-

NOt 5 prov intervall

Leukocyter 11,93 10,1 9,68 9,38 5,1-13,3

(x10° celler/L)

Segmentkarniga 3,7 3,84 3,87 2,7 1,7-6,0
neutrofiler

(x10° celler/L)

Stavkarniga <0,1 <0,1 0,1 <0,1 <0,2
neutrofiler

(x10° celler/L)

Lymfocyter 6,8 5,35 4,55 5,91 1,8-8,1
(x10° celler/L)

Monocyter 0,72 0,61 0,58 0,38 0,1-0,7
(x10°? celler/L)

Eosinofiler 0,72 0,2 0,58 0,38 0,1-1,2
(x10° celler/L)

Basofiler <0,1 0,1 <0,1 <0,1 <0,2

(x10° celler/L)

Toxiska Inga Inga Inga Inga
forandringar

Hb (g/L) 102 100 100 101 84-120
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4.2.6. Serumamyloid A och fibrinogen hos alla provtagna djur

Preliminéra data i mixed model-analysen visade att residualerna for SAA inte var
normalfordelade och SAA logtransformerades. Modellen visade en signifikant
skillnad mellan provtagningarna for SAA (p=0,039) men inte for fibrinogen
(p=0,51). Tukey’s HSD multiple comparisons test visade att SAA vid provtagning
efter 72 h 1ag signifikant lagre (p=0,028) an vid 0-provet.

Figur 7 visar en jamforelse mellan samtliga djur 6ver hur SAA och fibrinogen
forandrades Over tid.
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Figur 7. Jdmférande bild av samtliga provtagna djur dér kinetik av serumamyloid A och
fibrinogen illustreras. SAA — serumamyloid A, RDA — hdgersidig 16pmage, LDA- vanstersidig
I6pmage. Den streckade linjen representerar angivna referensintervall.
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5. Diskussion

Huvudfyndet i denna studie var att metoden med LATIA fungerar for att detektera
SAA hos not. Vidare kan man med denna studie dven konstatera att SAA-nivaerna
hos djuren stamde vél dverens med forvantad grad av inflammation.

For att kunna anvénda den nya analysmetoden med LATIA gjordes som tidigare
namnts forst en utvardering av analysmetoden. Reagenset i denna studie &r
detsamma som Otsuka et al. (2021) undersokte i sin studie, varfor dessa tva studier
nedan jamfors med varandra.

Den forsta delen av denna studie gick ut pa att utvardera analysmetoden. Otsuka
et al. (2021) beddmde testets precision genom kalkylering av variationskoefficien-
ten med hjalp av inomkdérningstester pa tre poolade serumprov. Vid inomkérnings-
testerna i studien av Otsuka et al. kalkylerades variationskoefficienten (CV) att
variera mellan 1,08 % och 1,31 %, vilket beddms som mycket god precision. Vid
utvérdering av analysmetoden i denna studie kalkylerades CV till 0,89 %. Detta
innebdr mycket hdg precision av testet. Resultatet stammer &ven val dverens med
utvarderingen gjord av Otsuka et al. Detta dr nagot man forvantat sig eftersom
utvardering gjorts pa liknande vis och av samma test.

Vid utvérdering av en analysmetod bor dven mellankérningsvariabiliteten un-
dersokas. Samma prov analyseras da pa flera olika dagar for att sedan, pa samma
vis som inomkadrningsvariabiliteten, kalkylera en variationskoefficient. Eftersom
proverna i denna studie analyserades alla vid ett och samma tillfalle var denna
variabilitet ingenting som paverkade resultatet. Daremot var det intressant att
undersoka for att ytterligare bestdmma testets precision infor eventuell vidare
klinisk anvéndning av analysmetoden. Vid undersdkning av mellankdrningsvaria-
tionen, som blev 7,6 % och 3,2 %, kan man konstatera att denna variabilitet &r nagot
storre &n inomkadrningsvariationen men anses vara bra for en metod som &r baserad
pa antikroppar. Jamfor man de tva proverna dar mellankdrningsvariationen under-
sOktes var CV lagre for provet med medelvérde 50,8 mg/L, dar CV var 3,17 %, &n
for provet med medelvérdet 9,83 mg/L, dar CV var 7,6 %. Detta tyder pa att testets
precision blir battre vid hdgre koncentrationer.

| denna studie gjordes samma typ av spadningsserie i steg om 20 % som Otsuka
et al. (2021) gjorde i sin studie. Proverna spadddes med NaCl eftersom detta skulle
anvandas under den riktiga provanalysen om spadning av ett prov kréavdes.
Observerade SAA-nivaer i spadningarna visade ett O/E pa 69-89 %, vilket tolkades

35



som acceptabelt. Spadning med serum har undersokts i en pilotprovtagning till
denna studie, och gav liknande resultat pa O/E.

Otsuka et al. (2021) gjorde &ven en linjar regressionsanalys for att undersoka
anvandbarhet av serum respektive plasma. Resultatet blev att serum och plasma
korrelerade vél till varandra, varpa slutsatsen drogs att bade serum och plasma kan
anvandas for analysen. | denna studie valdes serum, da 6vriga analyser som skulle
koras pa samma prov kravde serumprov.

Otsuka et al. (2021) hade dven en del i sin studie som gick ut pa att kliniskt
tillampa analysen, och da att provta djur med mastit. Eftersom Otsuka et al. gjorde
namnd avgransning fokuserades denna studie pa att undersoka SAA under behand-
ling av olika diagnoser dar man forvéntar en systemisk inflammation. Otsuka et al.
jamforde stegringen av SAA med haptoglobin och alglykoprotein. Dessa akutfas-
protein &r inga som ingar i rutindiagnostiken som utfors pa Klinisk kemiska
laboratoriet vid UDS idag. Darfér valdes andra inflammationsmarkdrer att ha for
jamfarelse i denna studie. For analysen av fibrinogen anvéndes i studien ett reagens
utvecklat for hést, vilken enligt tillverkaren skulle kunna fungera for att analysera
aven fibrinogen hos nét. Denna analysmetod ar daremot inte validerad. Detta ar
nagot som bor goras om analysmetoden ska anvandas pa not.

Fokus i denna studie var att félja djuret under behandling, det vill sdga detektera
akutfasproteiner under insatt behandling. Eftersom akutfasproteinernas stegring
inte dr beroende av vilken orsak inflammationen har spelar det inte nagon roll att
djuren hade olika diagnoser. Sa lange djuren hade en konstaterad systemisk inflam-
mation och fick korrekt behandling for sin 8komma, samt provtagningen skedde
med samma tidsintervall, gick resultaten for de olika grupperna att kombinera.

Eftersom variationskoefficienterna i samtliga analysmetoder ar sa laga (<5 %)
och det skedde upprepad provtagning pa samma djur, behévde inte studiepopu-
lationen vara sa stor for att se om metoderna klarade av att identifiera en okning av
akutfasproteiner eller inte. En statistisk signifikant skillnad for minskning av SAA
i samband med behandling kunde sékerstallas trots fa fall (n=4). Eftersom kon som
var inskriven for spenamputation klassades som klinisk frisk och inte hade
systemisk inflammation exkluderades den i analysen.

Stress har som tidigare namnts visats paverka nivaer av akutfasproteiner hos
b&de unga och vuxna djur (Alsemgeest et al. 1995; Lomborg et al. 2008). Aven
hematologin kan paverkas med ett sa kallat stressleukogram vilket innebér neutro-
fili, lymfopeni, eosinopeni och monocytos (Roland et al. 2014). Stress var darmed
nagot som fick tas hansyn till vid tolkning av proverna. Huruvida SAA faktiskt
paverkas av stress eller ej kan dock diskuteras. | studien av Lomborg et al. (2008)
visades ett medel-SAA pa 137 mg/L, vilket ar kraftigt forhojt. Daremot har studien
av Lomborg et al. haft en valdigt liten studiepopulation pa endast atta djur. | studien
uppges vardena pa SAA vid 48 timmar, da det berdknats vara som hogst, vara
mellan 30 mg/L och 482 mg/L (Lomborg et al. 2008), men det gar inte att utlasa
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forandringen hos den enskilda individen. Eftersom studiepopulationen ar sa liten
kommer ett enda djur med sa kraftigt forhojt SAA som 482 mg/L dra upp
medelvérdet i populationen rejalt. Aven studierna av Alsemgeest et al. (1995) och
Giannetto et al. (2011) &r gjorda pa en valdigt liten studiepopulation pa endast 10
djur samt utan att redovisa individuella resultat. Hos exempelvis hast har 6kningar,
men inte lika hoga, setts vid stress (Casella et al. 2012). De publicerade sambanden
mellan SAA och stress hos nét ar intressant men en studie med storre population
bor goras.

N6t 1 hade vid ankomst, baserat pa klinisk bild, hematologi och akutfas-
proteiner, en systemisk inflammation, vilken okade efter operationen. Hemato-
logiskt forbattrades dock inflammationen redan till dagen efter operationen, med
exempelvis minskade nivaer av stavkarniga neutrofiler. Detta djur transporterades
cirka 2 timmar till kliniken, vilket far tas i beaktning nar man tittar pa hematologin.
Stress kan ha bidragit till 6kning i totala antalet leukocyter och neutrofiler vid
ankomst, men paverkar daremot inte att en vansterforskjutning forelag. Nagon
slutsats géllande huruvida ankomstvardet pa SAA paverkats av stress fran transpor-
ten kan ej dras eftersom underlagen for att stress skulle paverka SAA som tidigare
namnts ar nagot bristfalliga. Minskningen av neutrofiler som uppstod till dagen
efter operationen berodde sannolikt alltsa dels pa korrekt insatt behandling, och dels
att stresspaslaget fran transporten minskat. Tiden for stelnande av glutavactestet
sjonk dag for dag i takt med att fibrinogenet och globulinerna tkade. Sankningen
av totalprotein och albumin i samband med operationen berodde sannolikt pa att
djuret var dehydrerat vid ankomst, med forhojt Hb, och behandlades med intra-
venos vétska i samband med operationen. Dehydrering kan ge falskt hdga vérden
pa totalprotein och fibrinogen (Wilson 2012). Den sanna sankningen av total-
proteiner och sanna stegringen av fibrinogen i samband med Kirurgin kan darfér
vara mindre respektive storre d4n den som ses pa provsvaret. Enligt Wilson (2012)
kan man skilja en hyperfibrinogenemi orsakad av inflammation och av dehydrering
genom att kalkylera totalprotein-/fibrinogenkvoten (Wilson 2012). Om man goér det
pa detta djurs O-provsresultat hamnar kvoten under hyperfibrinogenemi orsakad av
inflammation, det vill sdga att fibrinogen ar hogt i forhallande till totalprotein
(Wilson 2012). Daremot maste man ta i beaktning att analysmetoden for fibrinogen
inte &r validerad, och tillforlitligheten darmed &ar oké&nd. Dagen efter operationen
hade totaltprotein, aloumin och globuliner sjunkit och Hb var inom referensintervall
igen. Detta tyder pa att kon blivit rehydrerad. SAA har i en studie pa far visats inte
paverkas av dehydrering (Ay & Ulutas 2020).

Kirurgin i sig skulle &ven kunna vara en bidragande faktor till sankta varden pa
totalprotein, albumin och globuliner. Albumin &r som tidigare namnt ett negativt
akutfasprotein och sjunker i samband med exempelvis trauma, vilket bukkirurgi
kan klassas som. Eftersom bade albumin och globulinerna sjonk precis efter
operationen bidrog detta till sankt totalprotein. S&nkningen av globuliner skulle,
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enligt vissa studier pa manniska och djur, kunna forklaras med att en typ av a-
globulin som kallas GC-globulin, visats sjunka precis i samband med kraftig
muskelskada sa som omfattande kirurgi. Vid cellskadan av muskelceller lacker
muskelproteinet aktin ut i cirkulationen. GC-globulin uppges da ha som roll att
binda aktin for att férhindra att den polymeriserade formen av aktin orsakar en
disseminerad intravaskular koagulation, dven kallad DIC. DIC ér ett livshotande
tillstand som kan forséatta kroppen i ett tillstand kallat MODS, eller multisystemisk
organdysfunktionssyndrom, och ge organsvikt. Eftersom en stor andel av GC-
globulinerna enligt forfattarna forbrukas precis vid muskelskadan skulle totala
antalet globuliner sjunka vid traumat (Dahl et al. 2001; Meier et al. 2006).

Denna ko visade upp ett ovantat monster med forbattrat allmantillstand trots
fortsatt hogt SAA. Alltsa finns tecken pa att en systemisk inflammation fortfarande
forelag, trots forbattrat maende. Dock forbattrades hematologin nagot fore hem-
gang. Djuret hade da neutrofili med lindrig vansterforskjutning utan toxiska forand-
ringar samt monocytos.

Sammantaget kan man konstatera att djuret fick en forvantad inflammatorisk
respons pa sin sjukdom och kirurgi, men hade oférvantat bra maende trots sina hdga
varden. Vid kontakt med djuragaren tva veckor efter operationen uppges djuret vara
fullt tillfrisknat. Hon var da pigg, at bra och mjolkade.

N6t 2 inkom med systemisk inflammation till féljd av sin hogersidiga I6pmags-
forskjutning. Tecken pa detta var forhojt fibrinogen och SAA, samt kraftig degene-
rativ vansterforskjutning med kraftiga toxiska forandringar. Daremot var hon
negativ pa glutavactestet, trots att hon hade forhojt fibrinogen. Hon hade dock inte
forhojda globuliner. Hennes fibrinogen steg lindrigt efter operationen och SAA
sjonk gradvis ganska kraftigt. Hematologiskt forbattrades inflammationen succe-
sivt. Hennes inflammation sjonk alltsd vartefter tiden gick. Trots att hennes
inflammation dampades madde hon inte battre. Nagot annat &n systemisk
inflammation tros ha fatt henne att ma daligt. Obduktionen visade som tidigare
namnt att denna ko hade ulcerativ retikulorumenit samt ett extensivt hematom i
omentum. Detta har sannolikt orsakat smérta och nedsatt aptit utan att orsaka
systemisk inflammation.

N6t 3, vilken var inskriven for spenamputation, tolkades som kliniskt frisk och
var inskriven pa kliniken for elektiv kirurgi. Dock sags en lindrig leukocytos med
en lindrig neutrofili utan vansterforskjutning vid inskrivning. Detta tros bero pa
stress fran en lang transport till kliniken.

Kon hade aven ett lindrigt forhojt fibrinogen, men eftersom analysmetoden for
fibrinogen ej ar validerad, samt att hojningen ar mycket 1ag, kan detta ej tolkas som
en hyperfibrinogenemi. Hon var negativ pa glutavactestet vid inskrivning. Efter 24
timmar var bade fibrinogen och globuliner lagre an vid inskrivning, men trots detta
stelnade glutavactestet snabbare. Det kan eventuellt bero pa att testet var falskt
positivt vid 24 timmar efter ingreppet. Eftersom testet visats ha hogre tillforlitlighet
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ju kraftigare inflammationen ar, och detta djurs test tydde pa en lindrig
inflammation, styrker det misstanken om ett falskt positivt test. SAA-kurvan hos
detta djur foljer fullt det kliniska férloppet. Hon hade normala vérden vid ankomst,
en liten topp i SAA efter kirurgin, sedan en sankning igen. Den snabba sankningen
kan relateras till att lakningen gick som forvantat utan tecken pa infektion eller
liknande i saret.

NGt 4, med vénstersidig 16pmagsforskjutning, hade en lindrig sdnkning av
totalprotein, albumin och globuliner i samband med operationen. Det kan forklaras
pa samma vis som for nét 1. Fibrinogenet steg inte som forvantat efter kirurgin som
hos ovriga bukkirurgipatienter, vilket kan relateras till djurets allvarliga leversjuk-
dom som diagnostiserades genom obduktion. Akutfasproteinerna produceras som
tidigare namnts primart av hepatocyterna i levern. Ett lagt véarde pa akutfas-
proteinerna skulle alltsa i teorin inte innebéra laggradig eller ingen systemisk
inflammation alternativt felaktighet i analysen av akutfasproteiner. Det skulle i
teorin kunna bero pa leverinsufficiens och minskad majlighet till produktion av
akutfasproteiner. | praktiken har man dock kunnat konstatera i studier pA manniska
att SAA inte ar lagre hos patienter med leversjukdom, utan snarare ar hogre (Yuan
etal. 2019). Aven studier pa nét med lopmagsforskjutning och leverlipidos har visat
att SAA ar forhojt vid leverlipidos (Guzelbektes et al. 2010). Syntesen av fibrino-
gen har dock i studier pa manniska visats kunna minska av allvarlig leversjukdom
(Shao et al. 2015). Detta &r sannolikt orsaken till avsaknad av stegring i fibrinogen
hos not 4. Alternativt har inte analysmetoden fungerat optimalt. Optimalt vore att
undersoka leverfunktionen hos alla provtagna djur, men det gjordes inte till foljd
av ekonomiska skal.

SAA hos not 4 var mycket lagre vid ankomst an hos Ovriga patienter med
l6pmagsforskjutning. Ovriga tva patienter med I6pmagsforskjutning hade dock
diagnosen RDA, vilket ofta &r forknippat med ett mer akut och allvarligt forlopp an
LDA. Enligt en studie av Maden et al. gjord 2012 dar akutfasproteiner hos nét med
I6pmagsforskjutning at hoger respektive vanster undersoktes, kom man fram till att
kor med RDA generellt hade en nagot hogre stegring av SAA én kor med LDA fore
operation.

Not 5, med bursit vid en has, var pa kliniken med ett mer kroniskt forlopp. Gluta-
vactestet stelnade mycket snabbt samt hon hade hdga nivaer av fibrinogen och
globuliner. Daremot visar inte hematologin pa sa kraftig inflammation. Inget av
hennes hematologiska varden lag utanfor referensintervallen. Trots detta kan man
med den kliniska bilden sammantaget med blodkemin diagnosticera djuret med en
systemisk inflammation. SAA fdéljer djurets forbattring i1 detta fall. Vartefter
behandlingen fortgar blir maendet pa djuret battre och SAA sjunker. Detsamma
galler for fibrinogenet. De mycket sma skillnaderna i totalprotein, albumin och
globuliner fran dag till dag anses ovasentliga. Sammantaget kan man séga att bade
fibrinogen och SAA foljer den kliniska bilden val i detta fall.
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Samtliga djur lag relativt lagt i albumin jamfort med referensintervallet fran
laboratoriet. Aven kon som var inskriven for spenamputation och klassades som
frisk hade laga nivaer. Det skulle kunna tyda pa att laboratoriet kan behéva géra en
ny verifiering av sina referensintervall for friska kor.

Hoga globuliner tycks enligt min studie vara viktigast for utslag pa glutavac-
testet. Om fibrinogen ar hogt men globuliner laga (exempelvis som hos nét 2), tycks
det i denna studie inte gett lika kraftigt utslag pa glutavactestet som om globulinerna
ar hoga och fibrinogenet lagt. Om man tittar pa n6t 1 och nét 2 ar fibrinogenet &r
samma (16,2 g/L) vid 48 timmar, men hos n6t 1 ar globulinerna 40 g/L och hos n6t
2 &r de 34 g/L. Glutavactestet ar positivt pa 5 min hos nét 1, men negativt hos nét
2. Som tidigare namnts ar dock glutavactestet med sina egenskaper allra bast pa att
utesluta en inflammation. Enligt litteraturen (Yuan et al. 2019) maste detta relateras
till leverfunktion. Man maste aterigen ha i atanke att fibrinogenanalysen inte &r
validerad for anvandning pa nét, och for att dra sékra slutsatser behovs bade fler
fall och en validerad analysmetod.

Glutavac &r som beskrivet en relativt grov metod. De tre kor med I6pmags-
forskjutning i denna studie hade normalt glutavactest vid ankomst, men 6kat SAA
och en konstaterad systemisk inflammation. SAA kan ddrmed antas vara lattare att
monitorera en patient med, an glutavactest. SAA har som tidigare ndmnts dven
beskrivits vara hogre hos nét med hogersidig I16pmagsforskjutning an hos djur med
en vanstersidig l6pmagsforskjutning. Trots att det i denna studie endast provtogs
tre djur, sdgs samma monster.

Sammanfattningsvis kan man séga att en ko dar en spene amputerats och en ko
med bursit inte forvantas ha lika hdg grad av systemisk inflammation som kor med
hogersidig 10pmagsforskjutning. Korna i denna studie ddr en spene amputerats
respektive hade bursit 1ag lagre i SAA an djuren med RDA. SAA-nivderna, men
inte fibrinogen, stamde dédrmed Overens med forvantad grad av inflammation och
lag signifikant lagre efter behandling. Detta dverensstammer dven med resultaten
Otsuka et al. (2021) fick i sin studie dar SAA var signifikant hogre hos kliniskt
sjuka djur &n hos friska djur.

5.1. Slutsats

Analys av serumamyloid A med LATIA &r enligt denna studie en fungerande
analysmetod pa nét, som gor det lattare att monitorera en patient &n med exempelvis
glutavactest och analys av fibrinogen. SAA-nivaerna stamde val 6verens med for-
vantad grad av inflammation. Studien visade &ven att det fanns en statistisk signi-
fikant skillnad pa SAA under behandling jamfort med fibrinogen, dar ingen
statistisk signifikant skillnad forelag.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Inflammation ar ett tillstdnd i kroppen som innebar att immunforsvaret reagerat pa
en skada eller ett angrepp fran exempelvis bakterier eller virus. Vid inflammationen
samverkar celler och kemiska amnen for att reparera skadan eller hindra angreppet.
De kemiska &mnena l&cker ut i kroppen och talar om for de vita blodkropparna att
de ska borja forsvara eller reparera. Amnena gor aven att blodkarlen vid skadan
eller angreppet vidgas sa att mer blod kan komma till platsen med fler vita blod-
kroppar. Platsen blir da varm, rod, svullen och gor ont. Om skadan eller angreppet
ar valdigt stort kan man fa en sa kallad systemisk inflammation, da hela kroppen
paverkas av inflammationen.

Vid en systemisk inflammation borjar kroppen dven producera nagot som kallas
akutfasproteiner, for att ytterligare hjalpa kroppen med skadan. De hér &mnena kan
man mé&ta med blodprov for att kontrollera hur allvarlig inflammationen &r. Om
man sedan tar nya prover efter en tid kan man se om patienten blir battre eller sémre.

Det finns manga olika akutfasproteiner, men hos nét har ett som heter serum-
amyloid A, dven kallat SAA, och ett annat som heter fibrinogen visats vara nagra
av de bésta att analysera.

Lange har inte ndgon billig och snabb metod som enkelt kan anvéndas for att
analysera SAA hos n6t funnits. Nyligen var det dock en forskargrupp i Japan som
utnyttjade en metod som lange anvéants for att analysera SAA hos exempelvis hast
och katt, for att analysera SAA hos not. Metoden kallas LATIA, anvénds for serum
eller plasma, och &r bade snabb och relativt billig.

I denna studie undersoktes hur olika akutfasproteiner sjonk vid behandling av
olika inflammatoriska tillstand hos not. Syftet var att undersoka anvandbarheten
hos det nya reagenset for analys av SAA hos nét med LATIA och jamféra med
nagra andra vanliga akutfasproteiner, exempelvis fibrinogen. Om metoden visades
fungera skulle den kunna inkluderas som en del av rutindiagnostiken for not pa
Klinisk-kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset, SLU.

I studien togs upprepade blodprov pa fem olika vuxna kor som var inskrivna pa
idisslarkliniken vid Sveriges lantbruksuniversitet. Fyra av korna skulle opereras av
olika anledningar, och en av korna hade en kraftig inflammation i ett ben. Av korna
som skulle opereras hade tvd magomvridning at hdger och en magomvridning at
vanster. Kor har ’fyra magar”, dér den sista innan tarmen heter 16pmagen. Den kan
vridas om exempelvis efter kon har genomgatt en forlossning av olika anledningar,
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och kon blir da mycket sjuk. For att atgarda detta maste kon oftast opereras och
magen laggas till rétta igen. Den sista kon som skulle opereras var frisk, men skulle
ta bort en extraspene som var i vagen vid mjélkningen. Kon hade alltsa fem spenar
istallet for fyra innan operationen. Blodprov togs nar korna kom till kliniken.
Dérefter togs prov 24 timmar, 48 timmar samt 72 timmar efter operation eller efter
forsta provet om kon inte opererades.

Provet analyserades sedan med det nya reagenset for SAA samt nagra andra
akutfasproteiner och blodceller. Hur djuren madde antecknades ocksa.

Genom att titta pa resultaten av de olika analyserna kunde man konstatera att
metoden med LATIA fungerar for att se en fordndring av SAA hos not. Man kan
aven med denna studie konstatera att SAA-nivaerna hos djuren stamde val Gverens
med hur kraftig man forvantade sig att inflammationen skulle vara beroende pa
deras sjukdomstillstand. Fibrinogen féljde inte samma monster.

Analys av SAA visades vara lattare att 6vervaka patienternas inflammation med
an andra akutfasproteiner, da det stiger och sjunker snabbare vid 6kning respektive
minskning av inflammation an 6vriga undersokta akutfasproteiner.
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