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SAMMANFATTNING

Akutfasproteinet serum amyloid A (SAA) har sedan tidigare i flera experimentella
studier visat sig vara en god inflammationsmarkor hos hést och har nyligen blivit
kommersiellt tillgéinglig 1 Sverige. Den hir studien syftar till att undersdka hur SAA
fungerar 1 den kliniska verksamheten jdmfort med Ovriga tillgdngliga
inflammationsmarkorer. 1 studien har prover samlats fran histar inskrivna vid
djursjukhus med olika inflammatoriska tillstand. I en del fall har prover tagits vid
flera tillfdllen 1 sjukdomsforloppet. Patienterna har sorterats i fyra olika grupper
baserat pa hur kraftig inflammationen har varit samt om inflammationen har varit
lokal eller generaliserad. Proverna har analyserats avseende SAA, fibrinogen och
totalantalet leukocyter samt differentialrdkning av leukocyter. Vid jamforelse av de
olika inflammationsmarkorerna sag vi att SAA var mer sensitiv for inflammation &n
bade fibrinogen och totalantalet leukocyter samt differentialrikning av leukocyter.
SAA o©kade ocksa betydligt mer #n fibrinogen vid inflammation. Resultaten visar att
SAA kan bli ett vardefullt hjalpmedel vid bedomning av diagnos, prognos samt for att
folja terapisvar hos histar med inflammatorisk sjukdom.

Vi drar slutsatsen att SAA kan komma att bli ett mycket anvindbart komplement till
de inflammationsmarkorer som traditionellt har anvints i den kliniska verksamheten
pa héstsidan.

SUMMARY

Samples have been collected from horses with different inflammatory diseases and
analyzed regarding SAA (Serum Amyloid A), fibrinogen and complete white blood
cell count. SAA have in several experimental studies proved to be a sensitive
inflammatory marker in the horse and the aim of this studie was to compare SAA
with other commersially available inflammatory markers in the clinical practice. The
patients were divided into groups based on whether the inflammation was localized or
generalized and on the degree of inflammation. SAA was a more sensitive marker for
inflammation than both fibrinogen and total blood cell count and the increase in
concentration was larger with SAA than with fibrinogen. The results indicate that
SAA can be of use in determining diagnose, prognosis and response to therapy in
horses with different inflammatory diseases.

We conclude that SAA has the potential to be a valuable complement to the
traditionally used inflammatory markers for the horse clinician.



INLEDNING

Inflammation &r ett vanligt tillstand hos héstar och tidig diagnostik liksom att folja
terapisvar dr viktigt for prognosen. Inflammationsmarkorer anvénds rutinmissigt i
diagnostiken pa de flesta djurslag. Totalantalet leukocyter och differentialrikning &r
en metod som fungerar bra pa exempelvis hund, men som inte alls &r lika sensitiv pa
hist. I stillet kompletteras ofta leukogrammet med akutfasproteinet fibrinogen pa
hdst, en markér som hos hidst ofta dr mer sensitiv for inflammation dn
differentialrikning av leukocyter men som stiger relativt langsamt och kvarstar ldnge.
En inflammationsmarkor som stiger snabbt vid inflammation och som normaliseras
snart efter inflammationens slut vore av stort diagnostiskt och prognostiskt virde for
djurslaget hist. Serum amyloid A &r ett akutfasprotein som har anvints pa
humansidan bland annat vid detektion av virala infektioner, bortstétning av
transplanterade organ och ateroskleros, och dér visat sig fungera mycket bra som
inflammationsmarkor (Malle et al, 1996, m.fl.). P4 hist har det hittills mestadels
anvénts i forskningsdndamal da bra analysmetoder for rutindiagnostik har saknats,
men man har sett att det fungerar som inflammationsmarkor vid en rad olika
bakteriella, virala och icke-infektiosa tillstand (Hobo et al, 2007, Pepys et al, 1989,
Hultén et al, 2002, m.fl.). SAA har fordelen att det har basala nivaer hos friska histar,
stiger snabbt vid inflammation och dessutom stiger kraftigt. Det sjunker ocksa snabbt
och ger dirfor ett bittre matt pa pagaende inflammation 4n exempelvis fibrinogen,
som ligger kvar hogt under ldngre tid. Fibrinogen har ocksa nackdelen att 6kningen
vid inflammation endast dr med mindre @n 10 ganger och att falskt laga eller normala
vérden kan ses vid tillstand som orsakar 6kad forbrukning av fibrinogen, t.ex. DIC,
leverinsufficiens och extensiv kirurgi. I dagsldget behovs ytterligare forskning for att
askadliggora hur SAA fordndras vid mer langvariga kroniska tillstand. Fran ar 2007
analyserar klinisk kemi vid Sveriges Lantbruksuniversitet SAA rutinméssigt vid sitt
laboratorium med en ny japansk metod. Syftet med den hér studien &r att utvérdera
hur SAA kan anvindas kliniskt 1 diagnostiken genom att jamfora SAA med andra
inflammationsmarkorer hos patienter med misstdnkt inflammation. Provtagning har
skett fran patienter vid Sveriges Lantbruksuniversitet samt vid Regiondjursjukhuset
Stromsholm  varpa SAA, fibrinogen samt totalantalet leukocyter och
differentialrikning av leukocyter har analyserats. Nér sd har varit mojligt har
uppfoljande prover tagits for att folja forloppet av dessa inflammationsmarkorer och
utvirdera om den kliniska bilden stimmer 6verens med provsvaret.

LITTERATUROVERSIKT
Leukogram

Neutrofilerna hos héstar cirkulerar i blodet i ungefar 10,5 timmar och &r precis som
hos andra djurslag fordelade i en cirkulerande pool och en marginalpool.
Marginalpoolen &r stor hos histar och man kan déarfor se en kortvarig, dvergaende
fordubbling av cellantalet efter upphetsning. Den fysiologiska leukocytosen
karakteriseras dock oftast av en mer mattlig leukocytos bestaende framfor allt av
mogna neutrofiler. Endo- eller exogena glukokortikoider leder till ett stressleukogram
likt det man ser hos andra djurslag karakteriserat av neutrofili, lymfopeni, eosinopeni



och varierande monocyttal. Lymfopeni kan &dven ses vid akuta, allvarliga
inflammatoriska tillstand och infektioner. Den klassiska bilden vid akut inflammation
ar vénsterforskjutning, eventuellt med toxiska fordndringar pa neutrofilerna. Graden
av vinsterforskjutning och toxisk granulering kan anvédndas for att beddma
prognosen. Vid kronisk inflammation kan man se en leukocytos med fler mogna
neutrofiler. Neutropeni ses oftast som ett resultat av 6kad forbrukning av neutrofiler i
perifera vidvnader men dven vid endotoxinemi da fler neutrofiler binds upp i
marginalpoolen. Benmérgens lager av mogna neutrofiler varar normalt i cirka 5 dagar
men kan forbrukas snabbare vid en allvarlig, akut infektion. Vid septikemi eller
endotoxinemi ses oftast en mattlig till kraftig leukopeni med vinsterforskjutning och
toxiska fordndringar.

Eosinofili dr ovanligt hos histar. Nir det férekommer kan det vara ett resultat av en
parasitinfestation eller att hésten varit utsatt for allergener. Eosinofili behover inte
foreligga trots kraftiga parasitangrepp da endogent kortisol kan ge ett falskt lagt
eosinofilantal 1 blodet. Eosinofilerna passerar dessutom snabbt blodet och lever desto
ldangre tid 1 vivnaden (Thomas, 2000).

Serumjarn som inflammationsmarkor

Det idr vil kint att plasmajdrnkoncentrationen sjunker till f6ljd av inflammation. Detta
ar sannolikt en skyddsmekanism for att “gomma undan” jarn fran bakterier. I en
studie av Borges et al, 2007, jimfordes koncentrationen jdrn i serum eller plasma med
fibrinogenkoncentrationen som inflammationsmarkorer hos hdstar. Man sdg att
hypoferremi var en inflammationsmarkoér med god sensitivitet hos héstar med akut,
subakut och kronisk inflammation. Hos héstar med akut systemisk inflammation var
jarn till och med en bittre markor @n fibrinogen, sannolikt pa grund av att
fordndringarna 1 jdarnkoncentrationen sker snabbare dn fibrinogenkoncentrationen. I
den hir studien sags @ven ett samband med fortsatt laga jarnnivaer samtidigt med
hoga fibrinogennivéer och en sdmre prognos hos de inskrivna héstarna. I en studie
fran 2005 ddr Jacobsen et al undersokte olika inflammationsmarkdorers anvéndbarhet i
monitorering av inflammation efter kastration hos hést inkluderades serumjirn och
fanns vara en god markor for mattlig till kraftig post-operativ inflammation.

Faktorer som kan paverka plasmajirnkoncentrationen hos hiéstar &r alder,
kortikosteroider, hemolys, leversjukdom och jarntillskott i foderintaget (Borges et al,
2007).

Akutfasproteiner — en éversikt

Skada pa celler och vdvnad som leder till en inflammation kan induceras av en rad
olika processer, till exempel bakteriella och virala infektioner, trauma, kirurgiska
ingrepp och neoplasi. De skadade cellerna frisitter cytokiner som i sin tur aktiverar
ett akutfassvar. En viktig del av akutfassvaret &r leverns produktion av
akutfasproteiner (APP). Akutfasproteiner kan definieras som proteiner vars
plasmakoncentration forindras med minst 25 % under akutfassvaret vid infektidsa
och icke-infektiosa sjukdomar. Akutfasproteinerna brukar delas in 1 positiva
respektive negativa akutfasproteiner. De positiva akutfasproteinerna Okar 1



plasmakoncentration under akutfassvaret och delas i sin tur upp i major APP:s och
minor and moderate APP:s. De forstnimnda dr APP:s som finns i mycket laga nivaer
eller inte kan mitas alls hos friska djur och vars plasmakoncentration okar kraftigt,
ofta 100 till 1000 ganger, under akutfastillstand. Hos hést &r SAA den enda major
APP:n man kinner till. Fibrinogen, haptoglobin och c-reaktivt protein 4r exempel pa
minor and moderate APP:s, vars plasmakoncentrationer dr métbara dven hos friska
djur och okar med endast 1-10 ganger under akutfassvaret. Negativa akutfasproteiner
minskar 1 plasmakoncentration under akutfassvaret och albumin och transferrin &r
exempel pa sddana (Thomas, 2000). Det tél att papekas att akutfasproteinerna endast
talar om att vi har att géra med en pdgdende inflammation, de sdger inget om
huruvida den dr akut eller kronisk, namnet till trots.

Fibrinogen

Glykoproteinet fibrinogen bildas i levern och ingar i hemostasen som ett substrat for
fibrin och deltar dven i vivnadsreparation genom att bilda ett matrix for migration av
inflammatoriska celler. Som ndmnts ovan &r det ett positivt akutfasprotein som okar
mindre @n 10 ganger som svar pa inflammation. Stegringar i fibrinogennivéer ses vid
ett antal olika inflammatoriska tillstand hos manga arter och analys av fibrinogen
ingar som en del av rutindiagnostiken hos héstar och kor da det kan vara en bittre
inflammationsmarkor in differentialrikning av vita blodkroppar vid vissa tillfdllen.
Aven det omviinda forekommer dock, fibrinogenvirdet kan vara normalt samtidigt
med fordndringar i differentialrakningen. Fibrinogennivaerna kan ocksa oka vid
fysiologisk stress, till exempel vid driktighet och i samband med forlossning.

Hypofibrinogenemi kan ses i samband med DIC pa grund av den Okade
konsumtionen (Thomas, 2000).

Efter en vidvnadsskada nar fibrinogen sin hogsta koncentration dag 3-4. Nivan pa
okningen kan delvis korreleras till vivnadsskadans omfattning.
Fibrinogenkoncentrationen normaliseras hos ménniska efter 3-4 veckor vid
okomplicerade processer (Ganrot et al, 1997). I en studie dér fibrinogensvaret hos
héstar foljdes postoperativt sags en maximal 6kning dag 4-6 efter ingreppet med
kvarstaende forhojda virden 15 dagar efter operationen (Allen et al, 1988).

Haptoglobin

Haptoglobin &r ett positivt akutfasprotein hos hist, katt, hund och nét med flera
djurslag. Dess funktion #r att binda till fritt hemoglobin i plasma varpa komplexet kan
avlidgsnas. Minskad koncentration haptoglobin ses vid hemolytisk anemi samt vid
storre hematom. Hos hist har man sett 6kade koncentrationer vid enterit, pneumoni,
transportsjuka, cellulit, kolik, abort, trauma, korsforlamning, akut och kronisk
griasbetessjuka  samt  vid  driktighet (Thomas, 2000). Normalt ligger
plasmakoncentrationen haptoglobin mellan 200 och 1000 mg/l och vid inflammation
stiger koncentrationen till mellan 400 och 2700 efter 12-24 timmar. Vid en studie av
Hultén et al 2002 paborjades stigningen over basala nivaer efter 24 timmar och den
maximala nivan naddes 48-96 timmar efter inducerad inflammation. Taira et al visade
1992 en maximal 6kning pa 1,5-9 ganger normalvirdet vilket infoll mellan dag 4 och



6. Haptoglobin kan numera métas kommersiellt med samma instrument som anvéinds
for mitning av SAA vid exempelvis regiondjursjukhuset Stromsholm.

C-reaktivt protein

C-reaktivt protein (CRP) &r inblandat i moduleringen av det inflammatoriska svaret.
Det forekommer i laga koncentrationer hos friska djur. CRP i 6kade koncentrationer
ses hos hist vid en rad olika inflammatoriska tillstand, som pneumoni, enterit och
artrit. Hos driktiga ston ser man en koncentrationsokning vid forlossningen.

CRP reagerar inte som ett akutfasprotein hos noét. Hos hund har man, liksom hos hést
sett okningar i koncentrationen vid ett flertal olika inflammatoriska tillstand (Thomas,
2000). Hos ménniska, hund och gris dr CRP en god inflammationsmarkdr, och det har
ocksa en rad anviandningsomraden inom humanmedicinen. Hos hist paverkas dock
inte serumkoncentrationen lika mycket av inflammation (Pollock et al, 2005). Basal
niva hos vuxna histar dr 7-8 pg/l (Yamashita et al, 1991). I en studie noterades en
okning om 5-6 ganger det normala dag 3-4 efter induktion av inflammation (Taira et
al, 1992) medan en annan studie sag en 6kning med 3,7 ganger normalvirdet dag 3-5
efter induktion samt en atergang till normalvirden efter 14 dagar (Yamashita et al,
1991).

Serum amyloid A

Serum amyloid A (SAA) ér ett apoprotein som hos hést har storleken 9-11 kilodalton
och vars funktion &r oklar. SAA bildas precis som Ovriga akutfasproteiner i levern,
men dven extrahepatisk produktion forekommer. Den extrahepatiska produktionen
hos hist sker i juvervdvnad och i leder. Syntesen stimuleras av inflammatoriska
cytokiner som interleukin-1, interleukin-6 samt tumoérnekros faktor a. Niar SAA har
frisatts till cirkulationen binder det till HDL (high density lipoproteins) som fungerar
som dess bdrare (Malle et al, 1996). Nerbrytningen av SAA sker i levern och
halveringstiden &r kort, endast 75-80 minuter, vilket snabbt ger minskade
plasmanivaer efter att produktionen upphort (Hoffman et al, 1983). Koncentrationen
SAA borjar stiga efter 16 timmar och nar sitt hogsta virde efter 36-48 timmar efter
skada, vilket har visats i experimentella studier (Pepys et al, 1989; Hultén et al,
2002). Okad koncentration SAA ses vid en rad olika tillstind hos hist, not och katt
(Thomas, 2000). Okade SAA-koncentrationer ses dven i samband med forlossningen
hos driktiga ston (Pepys et al, 1989, Nunokawa et al, 1993). Falskt negativa vidrden
kan forekomma vid till exempel en kronisk inkapslad abscess (Stoneham et al, 2001).

Generellt ses hos ménniska ett kraftigare akutfassvar vid bakteriella infektioner
jamfort med vid virala och parasitira infektioner (Malle et al, 1996). Aven hos hist
har det beskrivits hur bakteriell infektion ger ett kraftigare SAA-svar dn viral
infektion (Pepys et al, 1989). Stegringen av SAA har ocksa setts vara signifikant
storre vid inflammatoriska tillstand jamfort med vid icke-inflammatoriska tillstand.
P4 humansidan anvinds SAA som en markér for organavstotning efter
transplantationer. SAA har dven uppmirksammats i samband med ateroskleros, dér
man tror att proteinet kan ha del i patogenesen (Malle et al, 1996).



Jamfort med akutfasproteinerna haptoglobin och CRP sa forekommer SAA i ligre
nivaer hos friska individer och stegringen vid inflammatoriska tillstand &r
forhallandevis storre. Vid inflammation paborjas 6kningen i koncentration av SAA
tidigare och peaken kommer tidigare dn motsvarande for haptoglobin och CRP
(Hultén et al, 2002). Inga signifikanta skillnader foreligger i koncentrationen SAA
hos vuxna histar respektive hos fol och yngre individer. Fibrinogen och haptoglobin
har ddremot setts vara signifikant hogre hos f6l (Pollock et al, 2005).

Analysmetoder fér métning av SAA

Vid sektionen for klinisk kemi vid Sveriges Lantbruksuniversitet i Uppsala analyseras
fran 2007 SAA rutinmissigt med LZ Test ”Eiken” SAA, en metod didr man anvinder
sig av en latex agglutinationsreaktion och sedan maiter turbiditetsfordndringar optiskt
for att bedoma koncentrationen SAA. Denna metod &dr ursprungligen for humant bruk
men har anvints for att analysera SAA hos hist bland annat i en studie av Jacobsen et
al 2006 och visade sig dér fungera vil.

Vid Regiondjursjukhuset Stromsholm analyseras SAA med en annan metod,
Equinostic =~ EVA1  spektrofotometer. Aven med denna metod miits
turbiditetsforidndringar efter antikroppsreaktion. Dessa metoder jamfors just nu av
resident Anna Hillstrom vid sektionen for klinisk kemi vid Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU). Proverna fran Stromsholm som ingér i det hir arbetet har
dock analyserats om vid sektionen for klinisk kemi, SLU, och det dr de senare
virdena som anges for jamforbarhet.

Referensintervall for SAA

Ett flertal studier har visat pa mycket laga eller icke mitbara nivaer av SAA hos
friska héstar i vuxen alder (Pepys et al, 1989, Jacobsen et al, 2006c, Nunokawa et al,
1993, Hultén et al, 1999, med flera). Vid klinisk kemiska laboratoriet,
Universitetsdjursjukhuset, SLU, liksom i den hir studien anses védrden under 5 mg/L
vara normala. Analysomradet #r 5-500 mg/L. Variationskoefficienten for
analysmetoden dr 10 % vilket medfor att sma fordndringar inte skall 6vertolkas. En
rekommendation &r att tolka analyssvaret i grader av inflammation, exempelvis
lindrig till mattlig inflammation (ca 50-250 mg/L) respektive mattlig till kraftig
inflammation (>250 mg/L) (Anna Hillstrém, pers medd, 2007).

SAA vid kolik

En studie av Vandenplas et al, 2005, visade att plasmakoncentrationen SAA ger
virdefull information om sjukdomsprocessen, involverad anatomisk region samt
prognosen vid provtagning av histar med koliksymtom. 765 histar med
gastrointestinala  sjukdomar uppvisade som koliksymtom samt 79 friska
kontrollhéstar ingick 1 studien. Studien visade att en stor andel av patienterna med
SAA-koncentrationer Over 50 mikrog/ml hade underliggande inflammatoriska
sjukdomsprocesser som enterit, colit, peritonit eller abdominella abscesser. Dessa
patienter hade dven en signifikant simre prognos for dverlevnad. Forfattarna menar
att da det vid dessa sjukdomsprocesser kan vara svart att stilla en korrekt diagnos kan



SAA som inflammationsmarkor vara till hjdlp genom att identifiera patienter dir
inflammation &r en viktig del av patogenesen (Vandenplas et al, 2005).

SAA vid EHV1-infektion

Pepys et al (1989) infekterade experimentellt sex ston i sen driktighet med Eqvint
herpesvirus subtyp 1. Samtliga uppvisade ett klassiskt akutfassvar i SAA-virden som
normaliserdes runt 10 dagar efter infektionstillfdllet. I samma studie ingick dven tre
histar med naturlig EHV 1-infektion vilka uppvisade forhojda SAA-koncentrationer
(Pepys et al, 1989).

SAA vid eqvin influensainfektion

I en studie vid Sveriges Lantbruksuniversitet av Hultén et al 1999 ingick 70 héstar
med kliniska symtom pa influensainfektion samt serokonvertering for influensavirus.
Studien inkluderade #dven 170 friska héstar som referensmaterial. SAA-
koncentrationen var hogre hos héstar med akut stadie av influensainfektion jamfort
med héstar i konvalescensperiod och friska histar. Alla héstar provtogs inom 48
timmar efter sjukdomsutbrott och uppvisade hogre virden SAA ju senare provet togs
inom denna tidsperiod. SAA-virdet normaliserades 1 de flesta fall inom 2-3 veckor. I
den hir studien fanns SAA-viérdet vara en mer kiinslig markor, om 4n ospecifik, for
akut infektion &n nissvabbprov for virusdetektion.

SAA vid bakteriell pneumoni

Hobo et al, 2007, jimforde virden av SAA, Surfaktant protein D och fibrinogen med
den kliniska bilden hos héstar med bakteriell pneumoni. Man fann att SAA reagerade
snabbare #n fibrinogen pa fordndringar i den kliniska bilden hos héstarna. Bade SAA
och SPD bedomdes av forfattarna som anvédndbara for uppfoljning och spegling av
den kliniska bilden hos patienter med bakteriell pneumoni.

SAA vid neonatala sjukdomar

Stoneham et al presenterade 2001 en studie som inkluderade 359 fol uppdelade i
grupper om friska kontroller samt kliniska fall (septikemi, fokal infektion, failure of
passive transfer, icke-infektios sjukdom). Det visade sig att medianvirdet pa SAA-
koncentrationen skiljde sig at mellan grupperna. De friska folen och de med icke-
infektios sjukdom hade ldga virden (2,2 mg/1 respektive 3,1 mg/l) jamfort med folen
med septikemi (279,9 mg/l) samt fokal infektion (195 mg/l). Forfattarna foreslar att
neonatala f6l med SAA-koncentrationer over 100 mg/1 ska betraktas som drabbade av
en infektion. Forfattarna papekar ocksa att falskt negativa vérden kan ses tidigt i
forloppet och rekommenderar dérfor uppfoljande prover. Falskt negativa virden kan
dven ses vid en kronisk, inkapslad abscess (Stoneham, 2001).

I en studie vid Sveriges Lantbruksuniversitet inkluderades 25 f6l som inkom till
Universitetsdjursjukhuset med kliniska symtom pa infektios sjukdom. De
grupperades efter symtombild; neonatal svaghet, pneumoni och diarré. Blodprover
analyserades for leukocytrikning, fibrinogen och SAA. SAA och fibrinogen var
initialt hogre hos fol med bakteriell infektion jamfort med hos fol med icke-bakteriell



eller osdker diagnos. Svagfodda fol med negativ blododling hade ocksa laga SAA-
och fibrinogenvirden vilket indikerar att ingen infektion forelag. Totala
leukocytantalet och neutrofilantalet var inte en lika bra indikator for detta. Hos ett av
folen som hade en Rhodococcusinfektion speglade SAA-virdet védl den kliniska
bilden vid tillfrisknandet och forfattarna gor slutsatsen att SAA kan vara anvindbar
vid monitorering av behandlingssvar vid en rhodococcusinfektion. Fol med
Rotavirusorsakad diarré hade bade normala och forhojda virden SAA, mojligen hade
resultatet sett annorlunda ut om proverna tagits tidigare 1 sjukdomsforloppet (Hultén
et al, 2002).

Cohen et al undersokte 2005 om man genom att tidigt provta fol med avseende pa
SAA-virden kunde fanga upp f6l med Rhodococcusinfektion. SAA-koncentrationen
skiljde sig inte mellan affekterade och icke affekterade f6l och forfattarna
konkluderar att SAA sannolikt inte kan anvédndas som ett tidigt screeningtest for
Rhodococcusinfektion. En orsak till resultatet som forfattarna foreslar &r att
provtagningen kan ha utforts med for langa intervall och att man dirigenom missat
SAA-stegringen.

Paltrinieri et al visade 2007 att neonatal septikemi ledde till forhdjda virden serum-
SAA hos f6l. Koncentrationen SAA i serum fran de sjuka folen skiljde sig inte mellan
de som dverlevde och de som inte dverlevde.

Chavatte et al 1992 analyserade prover fran friska och sjuka fol och fann SAA vara
en god hjilp vid differentieringen av infektiosa respektive icke-infektiosa tillstand.
Forfattarna foresprakar upprepad provtagning beroende pa olika stadierna.

SAA vid icke-infektios artrit

I en experimentell studie av Hultén et al 2002 framkallades aseptisk artrit hos 24
friska héstar. Flera olika akutfasproteiner (forutom SAA 4ven haptoglobin, fibrinogen
och alfa2-globuliner) analyserades dirpa, varav SAA var det enda akutfasprotein som
steg Over referensvirdet hos samtliga héstar som ingick i studien. 16 timmar efter
injektionen hade SAA-virdet natt 6ver referensomradet hos samtliga histar. Alla
markorer var normaliserade efter 15 dagar dven om de radiologiska och kliniska
tecknen pa artrit kvarstod. Huruvida akutfasproteiner som SAA &r av virde i
diagnostiken av kroniska stadier av icke-infektiosa artriter kunde inte faststéllas.

Jacobsen et al, 2006b, undersokte SAA-nivaerna i bade ledvitska (se separat rubrik
nedan) och serum i grupper med olika former av ledsjukdom. I gruppen med
osteoartrit och osteokondros sags forhojda nivaer av serum-SAA i endast tva av nio
fall, sannolikt pa grund av att de intraartikuldra processerna inte lett till nagon
systemisk inflammation.

SAA efter kirurgi

Pollock et al, 2005, tog prover fran 19 histar i olika alder fore och efter elektiv eller
icke elektiv kirurgi varpd SAA, fibrinogen samt haptoglobin analyserades. Samtliga
ingrepp utfordes under generell anestesi. SAA steg inom 12 timmar efter elektiv



kirurgi. Aven okningen av fibrinogen och haptoglobin var signifikant, men stegringen
var inte lika stor och den kvarstod lidngre.

I en studie publicerad 2005 av Jacobsen et al ingick ett antal histar som genomgick
elektiv kirurgi (kastration). Blodprover togs preoperativt samt dag tre och atta efter
ingreppet, parallellt genomfordes dven kliniska undersokningar. Histarna delades
sedan in i tva olika grupper, en med okomplicerad post-operativ period respektive en
med komplicerad post-operativ period, baserat pa resultatet av den kliniska
undersokningen. SAA visade sig spegla det inflammatoriska forloppet vil medan
fibrinogen inte skiljde sig at mellan grupperna. For monitorering av post-operativ
inflammation och tillfrisknande hos hédstar rekommenderar dock forfattarna att
serieprover tas for att folja 6kningar och minskningar i inflammationen.

Jacobsen et al kunde i en annan studie 2006 pa ett mindre antal histar som
genomgick elektiv kirurgi (kastration) visa hur SAA okade dag tre efter ingreppet och
minskade dag 6 efter ingreppet, skillnaderna var signifikanta.

I en tidig studie av Pepys et al, 1989 genomgick fyra histar elektiv kirurgi och tva
kontrollhdstar sovdes utan nagot kirurgiskt ingrepp. De kirurgiska ingreppen bestod
av delning av bojsenor, friliggning av arteria carotis samt kastration. I samtliga fall
syntes efter ingreppen ett tydligt akutfassvar med SAA-koncentrationer som nadde
sitt hogsta virde efter 2-3 dagar. Samtliga SAA-virden hade normaliserats efter 14
dagar.

SAA i ledvétska

Ytterligare en studie av Jacobsen et al, 2006b, fokuserade pa analys av SAA i serum
samt ledvitska fran histar med olika former av ledsjukdom. Hos friska héstar utan
ledsjukdom var nivaerna av SAA i bade serum och ledvitska laga. Héstar med aktiv
infektios artrit eller infektios tenovaginit hade hoga SAA-nivaer i bade serum och
ledvitska. En av grupperna 1 studien bestod av histar med osteoartrit eller
osteokondros och hos dessa var nivaerna av SAA 1aga eller obefintliga i serum och
ledvitska. Artrocentes paverkade inte nivaerna av SAA i ledvitska men ledde till en
stegring av totala proteinkoncentrationen i ledvitskan. SAA i ledvitska bestar av
olika isoformer som hérstammar fran bade leverns produktion av proteinet och fran
ledens egen produktion.

MATERIAL OCH METODER
Djurmaterial

Provtagningen har utforts pa patienter vid Sveriges Lantbruksuniversitets héstklinik
och vid Regiondjursjukhuset Stromsholm. Vid nagot tillfélle har uppfoljande prover
Onskats efter patientens hemgang och da har dessa tagits i histens hemmiljo.
Provtagning har skett fran jugularvenen via permanentkanyl eller med hjilp av
vacutainer. Vid varje provtagningstillfille har ett EDTA-ror och ett serumror fyllts
med blod. Blodet fran EDTA-roret har analyserats med avseende pa totalantalet
leukocyter och differentialrdkning samt fibrinogen. Blodet fran serumroret har
anvints for att analysera SAA.



Patientunderlaget bestar av histar i olika aldrar och av olika raser. Vi samlade prov
fran  hdstar som  misstinktes ha pagdende inflammation, och dir
inflammationsmarkorer kunde tinkas ha ett diagnostiskt eller prognostiskt vérde. I en
del fall da det forsta SAA-provet var forhojt togs uppfoljande prover for att folja
forloppet och eventuellt terapisvar. Det var inte alltid mojligt att folja upp SAA-
virdet tills det var normaliserat pa grund av att patienterna reste hem efter att de var
fardigbehandlade eller pa grund av att de avlivades. Diagnosen var inte alltid
faststédlld vid det forsta provtagningstillfillet. Histmaterialet delades sedan in i fyra
grupper efter forvéntat inflammatoriskt svar med hénsyn till symtombild och diagnos.
De fyra grupperna var: lindrig fokal inflammation (1), kraftig fokal inflammation (2),
lindrig generaliserad inflammation (3) samt kraftig generaliserad inflammation (4).

Provtagning har skett fran jugularvenen via permanentkanyl eller med vacutainer.
Vid varje provtagningstillfdlle har ett EDTA-r6r och ett serumror fyllts med blod.
Blodet fran EDTA-r6ret har analyserats med avseende pa totalantalet leukocyter och
differentialrikning samt fibrinogen. Blodet fran serumrdret har anvints for att
analysera SAA.

Laboratorieanalyser

Alla prover tagna vid Ultunas héstklinik har analyserats samma dag som provet tagits
eller senast dagen efter vid Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset,
SLU. I de fall da proverna analyserats dagen efter har serum separerats med hjélp av
centrifugering och forvarats 1 separat ror och samtliga prover har forvarats i kyl. De
SAA-prover som har tagits pa Regiondjursjukhuset Stromsholm har dels analyserats
direkt vid Stromsholms klinisk kemiska laboratorium med en annan analysmetod &n
vad som anvédnds vid klinisk kemiska laboratoriet vid Universitetsdjursjukhuset,
SLU, dels nagot dygn senare vid det sistnimnda laboratoriet. For jaimforbara virden
har vi anvint provsvaret fran analysen vid klinisk kemiska laboratoriet vid
Universitetsdjurjukhuset, SLU. For analys av SAA anvindes LZ Test "Eiken” SAA,
en metod dir man anvénder sig av en latex agglutinationsreaktion mellan antikroppar
mot SAA och SAA i serum och sedan optiskt méter fordndringen i densitet for att
bedoma koncentrationen SAA. (Metoden finns nidrmare beskriven i Jacobsen et al,
2006c¢.)

For analys av fibrinogen anvéndes plasma fran EDTA-r6r och samma analysmetod
som  rutinmdssigt anvidnds vid  klinisk  kemiska  laboratoriet,  vid
Universitetsdjursjukhuset, SLU, Fibrinogen kinetic, Roche Diagnostics. Batroxobin,
ett enzym fran ormgift, tillsitts provet vilket spjdlkar fibrinogenmolekylerna.
Fibrinmonomererna som da fas polymeriseras till fibrin. Turbiditetsokningen kan
sedan mitas spektrofotometriskt for att faststdlla fibrinogenkoncentrationen
(Kompendium 1 klinisk kemi, 2007). Vid Regiondjursjukhuset Stromsholm
analyseras fibrinogen med K-assay fran Kamiya biomedical company. Metoden som
anvinds dr en immunoturbidometrisk assay som anvinder humana antikroppar som 1
plasma bildar immunokomplex med fibrinogen, vilket leder till en 6kad ljusspridning.
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Analys av totalantalet vita blodkroppar och differentialrikning av vita blodkroppar
skedde dven det med samma metoder som rutinméssigt anvinds vid klinisk kemi,
respektive vid Stromsholms djursjukhus. Differentialrikning skedde bade automatiskt
och manuellt.

RESULTAT

Sammanlagt ingar i studien prover fran 31 héstar varav 21 kommer ifran Ultunas
histklinik och resterande 10 fran Stromsholms djursjukhus. Fran dessa har
sammanlagt 57 prover tagits. En hést uteslots ur studien dé ingen diagnos som kunde
forklara symtombilden stilldes, dessa prover ir inte medriknade.

Resultatet av den forsta provtagningen av varje patient ses i tabell 1. Proverna har
sorterats efter inflammationsgrupp 1-4 i forsta hand, direfter efter koncentration SAA
och fibrinogen. Nr 1 tillhoér inflammationsgrupp 1, nr 2-14 tillhor inflammationsgrupp
2, nr 15-22 tillhor inflammationsgrupp 3 och nr 23-31 tillhor inflammationsgrupp 4.
LPK visar en gradering efter leukogram didr 0 motsvarar ett leukogram utan tydlig
inflammationsbild, 1+ ett leukogram med neutrofili, 2+ ett leukogram med neutrofili
och vinsterforskjutning och 3+ ett leukogram med neutrofili, vénsterforskjutning
samt toxiska neutrofiler.

11



Tabell 1. Resultat av provtagningstillfiille 1 fran samtliga héiistar i studien

Diagnos/symtombild SAA xref Fibr x ref LPK Infl.grupp
Nr1  Fokal dermatit 0,2 1,0 0 1
Nr2  Septisk artrit 0,6 1,3 0 2
Nr3  Aseptisk artrit 1,0 1,2 0 2
Nr4  Abscess 1,2 0 0 2
Nr5  Sarinfektion 1,2 1,7 1+ 2
Nr6  Abscess 3,5 1,8 0 2
Nr7  Septisk artrit 86 1,1 1+ 2
Nr8  Septisk bursit 176 1,6 1+ 2
Nr9  Sarinfektion 314 2,3 1+ 2
Nr 10  Septisk artrit, forstoppning 348 2,0 0 2
Nr 11 Sarskada 400 1,4 0 2
Nr 12 Sarskada 400 1,4 0 2
Nr 13  Septisk tenosynovit 400 1,8 0 2
Nr 14  Septisk bursit 641 1,7 0 2
Nr 15 EHV-infektion 0,1 1,6 1+ 3
Nr 16 Bronkit, ARDS 0,5 0 0 3
Nr 17 Lindrig diarré 0,6 0 0 3
Nr 18 Bakteriell luftvigsinfektion 0,8 1,4 0 3
Nr 19 Caecumkoprostas, magsar 4,3 1,0 1+ 3
Nr20 Bakteriell luftvidgsinfektion 106 1,4 0 3
Nr21 Tunntarmskoprostas 373 2,0 2+ 3
Nr22 Lindrig diarré, bandmask 519 2,3 0 3
Nr23 Invag. tunntarm, magsar 0,6 1,7 0 4
Nr 24 Peritonit 57 0,3 1+ 4
Nr 25 Purpura hemorrhagica 200 1,6 2+ 4
Nr 26 Peritonit 272 1,1 0 4
Nr27 Invag. Tunntarm 301 2,2 3+ 4
Nr 28 Esofagusforstoppn., pneumoni 362 1,6 3+ 4
Nr29 Pleuropneumoni 400 2,2 0 4
Nr30 Pneumoni 400 2,5 0 4
Nr31 Kraftig diarré 549 1,7 0 4

Tabell 2 visar SAA och fibrinogen vid det forsta provtagningstillfillet och
sammanfattar spannet samt medianvirdet i respektive grupp. Medianvirdet var hogre
for bade SAA och fibrinogen i grupperna med kraftig inflammation (2 och 4) jamfort
med grupperna som bedomdes ha en lindrigare inflammation (1 och 3).
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Tabell 2. SAA och fibrinogen vid provtagningstillfille 1 hos samtliga hdstar

SAA x ref Fibr x ref
Intervall Medianvirde Intervall Medianvirde
Grupp 1 (n1) 0,2 0,2 1,0 1,0
Grupp2 (n 13) 0,6-641 176 0,0-2,3 1,6
Grupp3 (n 8) 0,1-519 2,6 0,0-2,3 1,2
Grupp 4 (n9) 0,6-549 301 0,3-2,5 2,2

I figur 1 askadliggors hur SAA-koncentrationen vid det forsta provtagningstillfillet
fordelades i de olika grupperna.

SAA vid provtagningstillfalle 1

700,0

600,0 4

500,0 q

400,0 1 . .

300,0 q *

200,0 q *

Koncentration SAA x referensvarde
*

100,0 4 *

0,0 * * s

p

Inflammationsgrupp

Figur 1. SAA vid provtagningstillfiille 1.

Hos en av histarna (nr 29) togs sammanlagt 6 prover for att folja terapisvar.
Fibrinogen var fortfarande forhojt vid det sista provtagningstillfdllet medan SAA da
hade sjunkit till inom referensomradet. Forloppet askadliggors i figur 2.
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Hast 29, pleuropneumoni
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Provtagningstillfélle

‘ —=— SAA —e— Fibrinogen ‘

Figur 2. Hiist 29, pleuropneumoni, provtagningstillfille 1-6. LPK var vid
provtagningstillfillena 1+, 0, 1+, 2+, 2+ och 0.

I tabell 3 visas en sammanstillning av sensitiviteten for SAA, fibrinogen respektive
LPK vid det forsta provtagningstillféllet.

Tabell 3. Sensitivitet av SAA, fibrinogen och LPK for inflammation

SAA Fibrinogen LPK
Grupp 2 62 % 54 % 31 %
Grupp 3 38 % 38 % 38 %
Grupp 4 89 % 78 % 44 %

DISKUSSION

Forhoppningen var att begrinsa antalet diagnoser som inkluderads i studien men
tiden och patientunderlaget medgav dessvérre inte detta i onskad utstrickning.

Resultaten av studien bekriftar det man tidigare sett i flertalet experimentella studier
(Hultén et al, 2002, med flera), att SAA &r ett mer sensitivt sétt att uppticka
inflammation dn savil fibrinogen som differentialrikning av leukocyter (tabell 3).
Precis som dessa studier tidigare har visat sa okar dessutom SAA betydligt mer dn
fibrinogen. SAA hade en genomsnittlig 6kning av 204 ganger normalvirdet medan
fibrinogen okade med 1,4 ganger normalvirdet.
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En forklaring till att laga SAA-virden flera ganger sags vid en diagnos som graderats
som generaliserad kan vara att det forsta provet tagits sent, nir inflammationen redan
avtagit och SAA dirfor redan hunnit normaliserats. Ibland kan provet ha tagits innan
okningen av SAA é&dr mitbar. Ett normalt SAA utesluter dirfor inte att en
inflammation foreligger. Halveringstiden for SAA dr under 2 timmar medan
fibrinogenets halveringstid hos hést dr mellan fyra och fem dagar (Coyne et al, 1985).
I ett avlikningsskede kan diarfor SAA redan ha atergétt till det normala medan
fibrinogenet &r fortsatt forhojt och dirmed falskt positivt.

For enkelhetens skull har héstarna i forsta hand sorterats efter diagnos/symtombild
och det forekommer en stor variation i nir i forhallande till symtomdebut som provet
tagits. Exempelvis hade hést nr 4 laga virden av savil SAA som fibrinogen och ett
normalt leukogram utan inflammatoriska forindringar. Denna patient avlivades
senare och vid obduktionen hittades en abscess innehéllande en frimmande kropp.
Histen kan ha uppvisat ett akutfassvar i borjan av sjukdomshistorien men pa grund av
inkapslingen kunde man inte se ndgot som tydde pa inflammation i blodbilden vid det
aktuella provtagningstillfillet. Stoneham et al, 2001, missténkte liknande forlopp hos
fol med navelabscesser. SAA nar vid experimentella studier (Pepys et al, 1989, m.fl.)
sin hogsta niva efter 48 timmar och har en kort halveringstid, i var studie togs det
forsta provet i flera fall inte forrédn efter en vecka eller ldngre tid efter symtomdebut,
da stimuleringen av akutfassvaret kan ha minskat och skadorna pa god vig mot
avlikning. Medianvirdet for SAA (tabell 2) var hogre i grupperna med kraftig
inflammation (176 respektive 301) dn i grupperna med lindrig inflammation (0,2
respektive 2,6). Detsamma gillde for fibrinogen didr medianvirdet var 1,6 respektive
2,2 1 grupperna med kraftig inflammation och 1,0 respektive 1,2 i grupperna med
lindrig inflammation. I denna grupp var dven fibrinogen forhojt men 0kningen var
inte lika tydlig (0,3-2,5 ganger medelreferensvirdet). Ett fibrinogenviarde pa 0,3
ganger medelreferensvirdet hade inte riknats som forhojt i praktiken. Leukogrammet
gav hir ett varierande resultat med allt fran ingen inflammationsbild alls, till 2+.
Resultatet antyder att SAA dr den béasta inflammationsmarkoren vid en kraftig
generaliserad inflammation.

Precis som i studien fran 1989 av Pepy et al sa sags i den hir studien en kraftig
okning av SAA vid septisk artrit och dven vid andra septiska processer involverande
synoviala strukturer. Aven Jacobsen et al fann 2006 (b) forhojda virden SAA i serum
vid infektios artrit eller tenovaginit. Som Hultén et al konstaterade 2002 sa ger dven
en lokal process, om den ar tillrackligt kraftig, ett systemiskt akutfassvar. Samma bild
sag vi vid sarskador och sarinfektioner som klassificerades till samma grupp (grupp
2; kraftig fokal inflammation).

Enbart allmin anestesi ger inte 6kade SAA-koncentrationer. Daremot kan kirurgiska
ingrepp i sig orsaka ett akutfassvar (Pepys et al 1989). Aven efter upprepade
artrocenteser forblev SAA-koncentrationen i serum lag eller obefintlig (Jacobsen et
al, 2006b).

Forhoppningen ir att SAA ska kunna anvédndas som ett medel att 6vervaka terapisvar.
I studien av Hultén et al 2002 sags exempel pa detta. I var studie kan vi folja hést nr
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29 med diagnosen kraftig abscenderande pleuropneumoni som provtogs vid
sammanlagt sex tillfdllen och resultatet ses i figur 2. Histen var inskriven i ca 3
veckor och prognosen bedomdes som dalig. De forsta SAA-virdena var kraftigt
forhojda. Vid hemgang hade histens allmintillstand forbéttrats men prognosen
bedomdes som fortsatt avvaktande. SAA hade vid hemgang sjunkit till inom
referensomradet medan fibrinogen fortfarande var forhojt. Detta hade dven kunnat
tolkas som att infektionshirden kapslats in och dirfor inte genererade nagot
akutfassvar men 1 sammanvégning med den kliniska bilden speglade SAA-virdet vil
terapisvaret. Leukogrammet varierade under behandlingstiden fran O (normalt) till 2+
(med neutrofili och vénsterforskjutning) men var dven det normaliserat vid hemgang
(0). Vid telefonkontakt ca tva manader efter patientens hemging och efter utsatt
behandling mar den enligt djurdgaren fortsatt bra.

Det vore intressant att se en liknande studie med ett mer homogent hédstmaterial.

I den hir kliniska studien har ett heterogent histmaterial anvints pa grund av
begrinsad tid for provinsamling och dessutom har proverna tagits vid olika tidpunkter
1 sjukdomsforloppet. Didrmed kan vi ha missat akutfassvaret nér provet har tagits for
sent och ett lagt SAA-virde i ett sadant fall kan vara en naturlig f6ljd av minskade
inflammatoriska stimuli och skador under avldkning. Optimalt hade varit att snabbt
under sjukdomsprocessen fa ett prov och sedan folja forloppet och terapisvar med
flera uppfoljande provtagningar. Med ett enstaka SAA virde gar det inte att siga om
det dr stigande eller sjunkande och att den situationen uppstar kan vara svart att
undvika nér prover samlas fran histar som inkommer till en klinik da dessa ofta kan
ha behandlats i hemmiljo forst under varierande tidsperioder. Designen av den hér
studien medfor att vi inte kan bedoma specificiteten av SAA da alla prov har tagits
fran histar med misstdnkt inflammation.

Hur SAA forindras vid kroniska sjukdomar &r idag inte utrett och dédr behovs fler
studier for att underlitta tolkningen av resultat i framtiden.

Mojligheterna att analysera SAA har nyligen okat, dels tack vare analysmetoden som
anvénts i den hir studien och som finns tillginglig pa klinisk kemiska laboratoriet,
Universitetsdjursjukhuset vid SLU, dels genom analysmetoden som har borjat
anvindas pa Regiondjursjukhuset Stromsholm och som ér portabel. Den senare tycks
dven lampa sig vil for bruk pa mindre kliniker. Leg vet Anna Hillstrom vid sektionen
for klinisk kemi, SLU, jamfor i skrivande stund de tva analysmetoderna.

Precis som man tidigare kombinerat analys av leukogram med fibrinogen for en
bedomning sa kommer troligtvis SAA i framtiden att fa storst betydelse som ett
komplement till de analysmetoder som redan anvénts under en ldangre tid. Ett sétt kan
vara att titta pa SAA vid sidan av leukogrammet och pa det viset kan SAA komma att
bli det akutfasprotein man véljer i forsta hand och ddrmed ersitta fibrinogen.
Serumjirn analyserades inte i den hér studien men som framgar av litteraturstudien sa
ar aven det en inflammationsmarkdr som kan vara av intresse.

Man kan tdnka sig att SAA kan vara ett virdefullt hjalpmedel for att bedoma om en
akut infektion foreligger och om antibiotika skall séttas in. Upprepade provtagningar
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kan ge ett snabbt svar pa hur vil en insatt behandling fungerar. Eventuellt kan SAA
dven ge en vigledning angaende prognosen, vilket bland annat studien av Vandenplas
et al, 2005, indikerar. Aven hir behovs dock ytterligare forskning och det kommer
alltid att handla om en sammanstéllning av provtagningsresultat och en bedémning av
den kliniska bilden. Av de idag tillgingliga inflammationsmarkorerna dr det SAA
som ger det mest aktuella svaret pa hur aktiv inflammationen ir, i realtid.
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