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Forord

Vi har alle tre jobbet pa smadyrsklinikker under studietiden. Her har vi opplevd at hunder har
kommet inn med mistanke om rottegiftsforgiftinger. Noen har presentert seg med gkt
blgdningstendens, andre har kommet inn rett etter antatt inntak. I slike tilfeller kan det veere
vanskelig for veterineren a stille riktig diagnose, ettersom utbredelsen av rottegiftsforgiftning
er vanskelig 4 ansla, samt at diagnostikken i stor grad bygger pa klinisk presentasjon og

anamnese.

I tillegg til pasienter med mistenkt rottegiftsforgiftning, kan komplikasjoner som uforklarlig
gkt blgdningstendens intra- eller postoperativt sees hos en ellers frisk pasient.

Lars Moe og Andreas Lervik fanget var interesse da de presenterte en oppgave som
omhandlet kartlegging av bakgrunnsnivaer av antikoagulerende rottegifter hos hunder i
Norge. De gnsket blant annet & undersgke sannsynligheten for at slike pasienter kan veere
utsatt for rottegiftsforgiftninger. Ved a gjennomfare en kartlegging av den generelle
hundepopulasjonen i Norge, gnsker vi a fa et innblikk i hvor utbredt problemet er.

I tillegg gar vi inn pa diagnostikken ved slike kasus, og muligheter for nye verktgy som kan

gjere diagnostikken mer presis.

Formalet med oppgaven i sin helhet er & oppdatere og ske mengden kunnskap om

superwarfarinforgiftning hos hund i Norge.

Pa grunn av nyhetsverdien temaet har bade for dyreeiere, allmennheten og
miljgvernmyndigheter, ser vi for oss at en publikasjon i Norsk Veterinartidsskrift eller i et

annet tidsskrift kunne veert av interesse for flere.
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Sammendrag

Tittel: Forekomst av superwarfariner hos hund - kartlegging av bakgrunnsnivaer i
lever hos obduserte hunder.

Forfattere:  Sara Olerud, Jeanette Pedersen og Eiril Pettersen

Veiledere: Lars Moe, Andreas Lervik, Gjermund Gunnes og Jens Bgrsum, Institutt for
sports- og familiedyrmedisin, Institutt for basalfag og akvamedisin,

ogVeterinarinstitutet.

Antikoagulerende rottegifter av warfarintypen er mye brukt i Norge og effekter og
bivirkninger har vert darlig kontrollert. Med nye mer potente rottegifter som superwarfariner
(SW), kan disse persistere over lang tid hos bade dyr og i miljget. | en norsk studie fra 2009-
2011 ble det funnet SW i leveren hos 70 % av kongegrnene og 50 % av hubroene. Pa
bakgrunn av dette ble en gruppe dgde hunder fra den norske hundepopulasjonen undersgkt for
SW i leveren. Leverprgver fra 63 dgde hunder ble samlet inn Kkort tid etter avlivning over et
halvt ars tid. Hele 20,6 % (13/63) av hundene hadde forekomst av SW (bromadiolon,
difenakum, dieftialon eller flokumafen) i leveren. De inkluderte hundene var tilfeldig utvalgt
uavhengig av sykdom, eller symptomer og de representerer en bakgrunnspopulasjon. Vi kan
konkludere med at resultatene viser at norske hunder i overraskende stor grad er eksponert for
rottegift. Arbeidet diskuterer dagens diagnostikk ved rottegiftsforgiftning og mulige
forbedringer. Det finnes fa publiserte studier pa hund over farmakokinetikk og
farmakodynamikk hos ulike SW. Kunnskap om hvordan SW omsettes i kroppen er ngdvendig
for & forbedre diagnostikken og terapien hos hund. Vi har ikke funnet publikasjoner som
diskuterer hvordan hunder far i seg SW, og det trengs derfor en grundigere undersgkelse av

mulige kilder for forgiftning hos hund.
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Definisjoner

ACT = Activated Coagulation Time (Aktivert koagulasjonstid)

aPTT = aktivert partiell tromboplastintid

BMBT = Buccal Mucosal Bleeding Time (Blgdningstid i munnslimhinnen)

Cl, = Clearence i plasma (Utskillelse i plasma)

DIC = Disseminated Intravascular Coagulation (Disseminert intravaskulaer koagulasjon)
Faktor (x)a = Aktivert faktor (x)

FDP = Fibrin Degredation Product (Fibrin nedrbrytningsprodukt)

HMWK = High Molecular Weight Kininogen (Hgymolekylvektskininogen)

KI = Konfidensintervall

LDso = Dadelig dose for 50 % av en populasjon

NKK = Norsk Kennel klub

NSAID = Non Steroid Antiinflammatory Drug (Ikke steroid antiinflammatorisk legemiddel)
PAI = Plasminogen Activator Inhibitor (Inhiberande plasminogenaktivator)

PIVKA = Proteins Induced in Vitamin K Antagonism (Induserte proteiner i vitamin K
antagonisme)

PK = Prekallikrein

PT = protrombintid

RR = Relativ risiko

SW = Superwarfarin (samlenavn for andregenerasjons rottegift)

T1» = Halveringstid

V4 = Distribusjonsvolum

vWT = von Willebrand faktor
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Innledning

I klinisk praksis i Norge og i utlandet ser man fra tid til annen hunder med ikke-traumatisk
blgdningstendens uten kjent arsak. Dette kan veere forarsaket av medfadte- eller ervervede
blgdningsforstyrrelser. Ved obduksjon av slike hunder, er det enkelte ganger funnet
superwarfariner (SW) i lever eller i annet vev. SW er en type rottegift. De mest kjente
rottegiftene er de med antikoagulerende egenskaper. Den farste antikoagulerende rottegiften

som kom pa markedet i 1940, ble kalt warfarin.

Warfarin er fremstilt av substansen coumarin som har veert et kjent naturprodukt siden 1820.
Coumarin har en sgtaktig lukt og har blitt brukt som parfyme. | store mengder smaker det
bittert. Dette bruker vekstene som forsvar for a ikke bli spist. | 1920 ble det oppdaget hay
mortalitet hos storfe i Wisconsin, USA. Bgnder i USA hadde begynt & plante legesteinurt
(Lithospermum officinale) som var importert fra Europa. Planten inneholdt mye naring og ble
brukt som for, men farte ogsa til sykdom og gkt mortalitet hos storfe. Veterinaerpatologen
Schofield fra Alberta i USA rapporterte i 1921 at den hgye mortaliteten med spontane
blgdninger hos storfe var forarsaket av muggen legesteinurt. Coumarin forekommer naturlig i
legesteinurt, og coumarin i seg selv er ikke toksisk. 1 1940 oppdaget Karl Paul Link og
medarbeidere at nar legesteinurt blir muggent, oksideres coumarin til 4-hydroxycoumarin. 4-
hydroxycoumarin sammen med formaldehyd danner dikumarin som har antikoagulerende
egenskaper.(1)

Da dette ble oppdaget begynte man & syntetisere flere stoffer med slike egenskaper. Warfarin
var en av dem, og det ble snart brukt bade som et oralt antikoagulerende legemiddel og som
rottegift. Etter kort tid oppstod det resistens hos mus og rotte mot warfarin, og nye
andregenerasjons antikoagulerende warfarinmidler ble utviklet, ogsa kalt SW. SW har i

motsetning til warfarin en lang halveringstid (T12) 0g er mye mer potente. Hos rotter er Ty i
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lever estimert til >100 dager. (2) | et forsgk med beaglehunder kunne SW flokumafen pavises
i lever 43 uker etter eksponering. (3) | andre studier har man sett at halveringstiden hos

hunder er pa 120 dager. (4)

| perioden 2009-2011 ble det samlet inn selvdade rovfugl i Norge for & male nivaer av SW i
lever. 1 70 % av leverprgvene fra dede kongegrner og 50 % av hubroer, ble det pavist SW
konsentrasjoner mellom 11 og 255 ng/ G lever. Hos 30 % av fuglene, ble det pavist nivaer

som ble regnet som potensielt dgdelige (>100 ng/ G lever). (5)

Dersom en hund med mistenkt rottegiftsforgiftning kommer inn pa klinikk, vil diagnostikk og
behandling i stor grad basere seg pa anamnese og maling av koagulasjonsfaktorene ved a se
pa protrombintid (PT) og aktivert partiell tromboplastintid (aPTT). Dersom det foreligger en
blgdningsanemi eller en blgdningstilstand hvor det pavises forlenget blgdningstid (PT og
aPPT) vil man behandle empirisk med vitamin K hvis ikke andre arsaker finnes. Vi mangler
imidlertid en presis diagnostikk i form av maling av SW i blod eller andre kroppspraver, og vi
ma anta at hunder med en gkt blgdningstid uten kjent arsak star i fare for & motta suboptimal
behandling. Tidligere kunne man sende inn leverbiopsier av dede hunder til
Veterinarinstituttet for pavisning av warfariner eller SW. Da analysemetoden ble ansett &

veere foreldet og ungyaktig, ble tilbudet tatt bort. (6)

Det er et behov for klinikeren a kunne verifisere diagnosen far obduksjon fordi behandlingen
med vitamin K ma fortsette i mange uker ved et forgiftningstilfelle. Dersom SW i leveren hos
hund er like utbredt som hos rovfugl i Norge, representerer det en alvorlig feilkilde for

diagnostikken av SW forgiftning. Formalet med denne studien var & kartlegge

-10 -



Superwarfariner hos hund i Norge

bakgrunnsnivaet av SW hos norske hunder. Dette ble gjort ved a analysere lever fra dgde

hunder ved NMBU-Veterinazrhggskolen.

-11 -
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Bakgrunn

Generelt om hemostase

Hemostase er en livsviktig funksjon som forhindrer blodtap. Forstyrrelser i hemostasen kan
fare til hyperkoagulasjon eller gkt blgdningstid. Dette er vanligvis forarsaket av
trombocytopeni, nedsatt koagulasjonsfaktoraktivitet eller platedysfunksjon. Noen ganger ser
man ogsa hyperfibrinolyse, som gjerne oppstar i forbindelse med DIC. Hemostaseforstyrrelser
er av og til arvelig, men er oftere ervervet. De vanligste arvelige hemostaseforstyrrelsene hos
hund er von Willebrands sykdom og hemofili A. (7) Ervervede hemostaseforstyrrelser kan
komme som fglge av blant annet rottegiftsforgiftning, leversykdom, DIC og immunmediert
trombocytopeni. En hemostaseforstyrrelse kan mistenkes nar blodet ikke koagulerer etter
punktering av en vene, nar det er blgdninger pa ulike steder samtidig, eller nar blgdningen
ikke star i sammenheng med traumet. Hos hunder med arvelige blgdningssykdommer, ser

man gjerne gkt blgdningstendens ved tannfelling. (8)

Hemostasen er en kompleks mekanisme, som kan beskrives pa ulikt vis. En godt kjent modell
er koagulasjonskaskaden. De senere arene har man i stgrre grad brukt den cellebaserte

koagulasjonsmodellen. Videre fglger en oversikt over disse to modellene.

Den klassiske koagulasjonskaskaden

| koagulasjonskaskaden inngar flere ulike koagulasjonsfaktorer. De benevnes noen ganger
med navn, og andre ganger med faktortall. Det er i alt 13 ulike faktorer. Se Vedlegg 1.
Hemostase er et tett samarbeid mellom karveggen, trombocytter og koagulasjonssystemet.
Nar blod kommer i kontakt med subendoteliale strukturer som kollagenfibre eller

basalmembran, eller annet narliggende vev, igangsettes hemostasemekanismer raskt. (9,11)

-12 -
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Vevsfaktor finnes i ytre del av blodkarveggen, i epitelceller i hud, i slimhinner og i bindevev,
men ikke i intakt endotel. Endotelceller og monocytter star for vevsfaktorsyntesen.
Vevsfaktorsyntese kan forsterkes av interleukin 1, tumor nekrose faktor, mitogener, insulin,
interferon, endotoksiner, virus, trombin, immunkomplekser og molekyler fra adhererende
celler. (12) Glatt muskulatur i arterier og arterioler vil samtidig kontrahere i afferent retning, i
lopet av noen sekunder. Dette minsker blodstrgam og blodtap. Samtidig vil de farste
trombocyttene adherere pa de eksponerte kollagenfibrene. (9) Denne adhesjonen er et resultat
av VWT. Hovedsaklig produseres vVWTf av endotelceller, og lagres i vesikler kalt Weibel-Palade
legemer. Endotelceller kan skille ut vWf i blodbanen, eller til subendotelial matriks hvor vWf
bindes til kollagen. Tilstedeverelse av trombin, histamin eller fibrin kan aktivere vVWT. (13)
Trombocyttaggregatet resulterer i en initial, labil lukning av lesjonen, og stopper bladningen.
Et fibrinnettverk, som er sluttproduktet i koagulasjonen, stabiliserer trombocyttaggregatet.
Koagelet vil etter hvert minske i starrelse som falge av fibrinretraksjon og nedbrytning, og vil
til slutt veere erstattet av arrvev. Fibrin dannes ved hjelp av trombin, som er
koagulasjonssystemets viktigste protease. Trombin splitter fibrinopeptid A og B fra
fibrinogenmolekyler, og danner fibrinmonomerer som polymeriseres spontant til fibrintrader
og deretter fibrinnettverk. Transglutaminase faktor XI1I vil deretter fore til at fibrinnettverket
er bundet sammen ved hjelp av kovalente krysshindinger mellom lysin og glutaminsyre.
Dannelsen av trombin fra protrombin skjer via aktivert faktor X i samarbeid med faktor V
som fungerer som kofaktor og fosfolipid. Reaksjonene som farer til aktivering av faktor X, og
dermed ogsa dannelsen av trombin, deles vanligvis inn i to reaksjonsveier; intrinsic og
extrinsic. Se Figur 1, Vedlegg 2. Denne absolutte inndelingen eksisterer ikke in vivo, men
falges likevel av pedagogiske hensyn. Extrinsic reaksjonsvei inkluderer dannelsen av fibrin,
og regnes som initiatoren ved blodkoagulasjon. Denne reaksjonsveien aktiveres nar

vevsfaktor kommer i kontakt med sirkulerende faktor VII. Kompleksdannelse mellom

-13-
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vevsfaktor og faktor VI forgkes ved tilstedeveerelse av kalsium og fosfolipider. (14-16)Faktor
Xa (aktivert faktor X) og IXa eller faktor Xlla aktiverer faktor VI1I. Faktor Vlla-
vevsfaktorkompleks vil sa aktivere faktor X, som deretter aktiverer faktor 1X. (14,17,18)
Intrinsic reaksjonsvei er sekundaer til extrinsic reaksjonsvei, og bestar av forsterkende
komponenter. Aktivering av faktor X igangsettes av faktor 1Xa. Dette skjer nar faktor IXa
kommer i kontakt med en negativt ladet overflate, eller med et endotoksin. Faktor XII danner
kompleks med faktor XI og HMWK (et sirkulerende plasmaprotein), og aktiveres dermed til
Xlla. Faktor Xlla aktiverer deretter faktor X1 og prekallikrein. Kallikrein (aktiv form av
prekallikrein) akselererer prosessen gjennom gkning av faktor Xll-aktivering, noe som gir en
positiv feedback. Kallikrein katalyserer i tillegg autolytisk spalting, produserer B-kallikrein
med redusert koagulasjonsaktivitet, og HMWK spalting. HMWK binder til prekallikrein og
faktor X1 som kofaktor for celle-til-celle reaksjonene. Faktor IX aktiveres av faktor Xla.
Faktor 1Xa aktiverer deretter faktor X. Denne aktiveringen hjelpes ogsa fram av faktor 1Xa-
VIlI-komplekset ved tilstedevarelse av kalsium og fosfolipider. Endotelet skiller ut et
spesifikt 140-kDa granulamembranprotein (membranglykoprotein) til faktor IXa. Dette
proteinet forbedrer samarbeidet til faktor IXa-VIla-X-komplekset pa endoteloverflaten, der
koagulasjonsprosessen fortsetter. (14) Resultatet av reaksjonsveiene er omdannelsen av faktor
X til Xa. Faktor Xa vil binde til faktor Va, kalsium og fosfolipider, slik at det dannes et
protrombinasekompleks som raskt vil aktivere protrombin til trombin. Trombin klgyver
fibrinogen. Frigjorte fibrinopeptider aktiverer fibrinogen. Polymerisering av aktiverte
fibrinogenmolekyler starter. Det siste steget bestar i dannelse av kovalente krysshindinger
mellom fibrin, der faktor Xllla er involvert. Plasmaproteiner som albumin er med pa a

modulere nettverksformasjonen. (19)

-14 -
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Cellebasert koagulasjonsmodell

I den cellebaserte koagulasjonsmodellen forklares koagulasjonsprosessen som tre
overlappende faser. De tre fasene bestar av igangsetting, forsterking og oppformering.
Igangsettingsfasen handler om dannelsen av trombin ved at vevsfaktor eksponeres for faktor
VIl i blodbanen. Vevsfaktor finnes generelt sett pa utsiden av blodkarene, noe som hindrer
blodkoagulasjon ved normale omstendigheter med et intakt endotel. Ved skade pa blodkaret,
vil blodet i lgpet av kort tid komme i kontakt med en vevsfaktorbaerende celle. Faktor Vlla,
som er den eneste faktoren i blodbanen som konstant er i aktiv form, vil da binde seg til
vevsfaktor. Faktor Vlla-vevsfaktorkompleks vil deretter aktivere ytterligere faktor V11 og
Vlla, slik at det dannes flere komplekser. Videre aktiveres faktor IX og X i sma mengder.
Faktor V kan aktiveres direkte av faktor Xa, og faktor Va og Xa kan deretter danne
protrombinasekomplekset, som klgyver protrombin til trombin. Forsterkingsfasen omhandler
at trombin fra igangsettingsfasen aktiverer trombocytter og en rekke koagulasjonsfaktorer.
Dette skjer pa trombocyttenes membranoverflate. Ved binding til trombocyttenes overflate,
vil cellen endre form og skille ut granula. Trombocyttgranula innholder store mengder
proteiner og andre substanser som fungerer som materiale for trombedannelse og for
aktivering av flere trombocytter. Kalsium kan fare til at det dannes en klynge av
fosfatidylserin (protein pa cellemembranen som virker prokoagulerende), som vil gke binding
av koagulasjonsproteiner til cellemembranen. 1 tillegg til aktivering av trombocytter, vil
trombin som ble dannet under initieringen klgyve faktor XI til Xla, og aktivere faktor V til Va
pa trombocyttoverflaten. Trombin klgyver i tillegg vWT bort fra faktor V111, noe som gjar at
den kan mediere plateaggregering og adhesjon. Trombin vil deretter aktivere faktor VIII til
VIlla. Oppformeringsfasen er dannelsen av store mengder trombin, samt en masserekrutering
av trombocytter. Disse reaksjonene foregar ogsa pa trombocyttenes membranoverflate.

Ligander pa overflaten danner celle-til-cellekontakt, og danner trombocyttaggregater. Faktor

-15-
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IXa som ble dannet av faktor Vlla-vevsfaktorkomplekset under initiering, kan binde til faktor
Vllla som ble dannet under forsterkingsfasen, pa trombocyttenes overflate. Ytterligere faktor
IXa genereres som fglge av klgyvning av faktor 1X av 1)Xa som ble dannet under
forsterkingsfasen pa platenes overflate. Det dannes et faktor 1Xa-V1lla-kompleks pa platenes
overflate, som raskt produserer faktor Xa. Denne faktoren ble ogsa produsert under
igangsettingsfasen. Faktor Xa produsert pa platenes overflate binder til faktor Va, og klgyver
protrombin til trombin. Denne protrombinaseeffekten resulterer i en serie av trombindannelse
som videre farer til klgyvning av fibrinopeptid A fra fibrinogen. Nar det genereres nok

trombin raskt, vil det dannes tilstrekkelig fibrin til & danne en ulgselig fibrinmatriks. (20)

Vitamin K i hemostase

Antikoagulerende rottegift fungerer indirekte pa koagulasjonssystemet ved a kompetetivt
hemme vitamin K; epoksid reduktase, som farer til akkumulering av den inaktive formen for
vitamin K (vitamin K-epoksid) i blodet, og forhindrer karboksylering av vitamin K-avhengige
koagulasjonsforlgperproteiner. (21)

Vitamin K spiller en viktig rolle i hemostasen, farst og fremst ved a bidra til siste ledd i
leversyntesen av koagulasjonsfaktorer i hemostasen, via karboksylering. Disse vitamin K-

avhengige prokoagulerende faktorene inkluderer faktor I1, VII, IX og X.

Pavirkning av hemostase ved rottegiftsforgiftning

Uttemming av trombin er sannsynligvis hovedarsaken til dannelse av blgdninger ved
rottegiftsforgiftining. (22) De vanligste kliniske tegnene er forarsaket av forstyrrelser i
dannelsen av fibrinkoagel, og forarsaker blgdninger fra naturlige kroppsapninger og i indre

organer. Alvorlige blodtap kan fare til anemi, hypovolemisk sjokk, koma og dgd. (23) Man
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ser arts- og individforskjeller i forhold til mottakelighet for forgiftning. Predisponerende
faktorer for utvikling av koagulasjonsforstyrrelser involverer en fettrik diett, samtidig
medisinering og underliggende sykdom. Fettrik diett vil gke opptak av antikoagulerende
rottegifter i gastrointestinalsystemet, samt gke den tilgjengelige plasmakonsentrasjonen av
rottegiften ved & senke nivaet av proteinbundne warfariner i et lipemisk plasma. Hgye nivaer
av vitamin E er trodd 4 interferere med vitamin K-avhengig koagulasjon. (24) Vitamin E
quinone (vitamin E-metabolitt) er en potent inhibitor av vitamin K-avhengig karboksylase
som kontrollerer koagulasjonen. (25) Medikamenter kan spesifikt eller ikke-spesifikt pavirke
effekten av rottegift. Preparater som oxyphenbutazon (NSAID) har starre affinitet til aloumin
enn warfarin. Ved samtidig bruk tar oxyphenbutazon plassen til albuminbundet warfarin, og
gker dermed frie rottegiftsnivaer i blodet. Hgye plasmakonsentrasjoner av frie rottegifter gker
alvorlighetsgraden av koagulasjonsforstyrrelsen, men vil ogsa gke utskillelse av toksinet. (26)
Bredspektret antibiotika vil indirekte pavirke effekten av rottegiften, ved & senke
produksjonen av vitamin K i tarmfloraen. Bakterier som normalt finnes i tarmene produserer
vitamin K. (27) Aspirin, sulfonamider og glukokortikoider inhiberer koagulasjon gjennom
andre mekanismer, og vil gjennom administrasjon gke alvorlighetsgraden av den ervervede
koagulasjonsforstyrrelsen. (28,29) Enkelte sykdommer vil ogsa forverre
koagulasjonsforstyrrelsen. Viremi eller en levende virusvaksine kan forarsake
trombocytopeni, og kan dermed forverre koagulasjonsforstyrrelsen. (30) Leversykdom,
eksokrin pankreasinsuffisiens, intestinal malabsorpsjon og DIC kan ogsa forverre situasjonen
ved en ervervet koagulasjonsforstyrrelse; ved at det dannes ferre koagulasjonsfaktorer,
nedsatt utskillelse eller metabolisme av preparatet, nedsatt absorpsjon av vitamin K, eller ved

endringer i plateantall og -funksjon. (30,31)
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Antikoagulerende rottegifter

Det finnes ulike typer rottegift. De mest kjente rottegiftene er de med antikoagulerende
egenskaper. Warfarin var den fgrste antikoagulerende rottegiften som kom pa markedet og ble
derfor kalt farstegenerasjons antikoagulerende rottegift. Det forekommer ulik informasjon om
hva som er LDso hos ulike arter. Hos mus har warfarin blitt rapportert & ha en moderat
toksisitet og en LDso pa 374 mg/kg kroppsvekt. Med dette preparatet trenger dyret flere
eksponeringer for at effekten skal bli dgdelig. (32) Etter noen ar ble det oppdaget resistens for
preparatet. (33) Nar resistensproblematikken oppstod, ble det syntetisert nye preparater med
andre kjemiske strukturer. De nye preparatene var mer toksiske enn warfarinene, med akutt
LDs pa 0,4-1,75 mg/kg kroppsvekt hos mus. (32) Disse ble kalt andregenerasjons
antikoagulerende rottegifter eller SW. Grunnen til at SW har en starre potens og varighet enn
farstegenerasjons antikoagulerende rottegifter, er at de har stgrre affinitet til vitamin K; 2,3-
epoksid reduktase, forstyrrer vitamin K; epoksid syklusen pa mer enn ett sted, samt
akkumulerer i leveren og har lang biologisk halveringstid pa grunn av hgy fettlgselighet og
enterohepatisk sirkulasjon. (34,23) Antikoagulerende rottegifter kan benevnes etter kjemisk
struktur og deles opp i to hovedgrupper:

1. Hydrocoumarinene: Denne gruppen har en 4-hydroxycoumarinring med ulike
sidekjedesubstitutter pa 3-posisjonen. Vanlig brukte antikoagulanter i denne gruppen
er bromadiolon, brodifakum, flokumafen, difetialon, coumafuryl, coumatetralyl, og
warfarin. De tre farstnevnte har en halogenert gruppe pa den siste ringstrukturen i
sidekjeden. Se Figur 1, Vedlegg 4.

2. Indanedionene: Denne gruppen har en 1,3 indanedionestruktur med ulike
sidekjedesubstitutter pa 2-posisjonen. De vanligste antikoagulantene i denne gruppen

er klorofacinon og difacinon. (33)
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Virkningsmekanismer til antikoagulerende rottegifter

Virkningsmekanismen til de antikoagulerende rottegiftene er i hovedtrekk de samme. De
inhiberer vitamin K; epoksid reduktase. (33,35) | koagulasjonskaskaden trenger
koagulasjonsfaktor I1, VI, 1X og X & binde til kalsiumioner for a kunne aktiveres. Alle disse
koagulasjonsfaktorene far sin evne til a binde kalsiumioner gjennom at glutamylgrupper pa
koagulasjonsfaktorene karboksyleres til en y-karboksyl-glutamylgruppe. Vitamin K;
hydroquinon brukes som en kofaktor i denne karboksyleringsprosessen. Vitamin K
hydroguinon konverteres til sin epoksidform, vitamin K; 2,3-epoksid. | den normale syklusen
reduseres deretter vitamin K; 2,3-epoksid til sin originale form som vitamin K;
(phylloguinon) gjennom enzymet vitamin K; epoksid reduktase og blir derfor resirkulert. Se

Figur 2, Vedlegg 2. (33)
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Toksikokinetikk

Farmakokinetikken til de ulike antikoagulerende rottegiftene varierer mellom arter og stoffets
kjemiske struktur. Rottegiftene som tilhgrer gruppen 4-hydroxykumariner har en felles
coumarinring. Hos warfarin er det beskrevet at det er denne coumarinringen som binder til
enzymet vitamin K epoksid reduktase og at sidekjedene bestemmer stoffets utbredelse og
metabolisme. (36) Det er ikke funnet noen sikker informasjon om hvordan SW binder til
enzymet. Man tenker at coumarinringen star for denne bindningen, men det har ogsa blitt
anslatt at SW sidekjeder fester til en lipofil del ved siden av warfarinreseptoren. Denne

pastanden har ikke blitt vitenskaplig bekreftet. (35)

Biotilgjengelighet

Warfarinabsorpsjon har blitt studert hos menneske og absorberes fullstendig fra tarm etter oral
administrasjon. (37,38,33) Hos sau har biotilgjengeligheten hos warfarin, klorofacinon og
bromadiolon blitt studert. Den ble estimert til henholdsvis 79 %, 92 % og 88 %. (39)
Biotilgjengeligheten hos hund er ikke studert, men kan antas veere hgy pa grunn av det som

blitt rapportert hos andre arter.

Distribusjon

Etter absorpsjon havner warfarinet i plasma. Sa mye som 99 % av warfarinet binder seg til
plasmaproteinet albumin, som er det viktigste proteinet involvert i legemiddelbindninger.
(40,41). Det som ikke er bundet til aloumin utgjar en fri fraksjon. Denne fraksjonen er den
biologisk aktive formen. Warfarin binder ogsa til levermikrosomer og vitamin K; epoksid
reduktase i lever. Stoffet har ogsa vist aktivitet i pankreas, nyre og spyttkjertler. (42,43) Lever

antas a veere hovedakkumuleringsorganet for bade warfariner og SW. Konsentrasjonen i lever
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opptrer raskt og overstiger konsentrasjonen i serum med 20 ganger hos rotter. (34) SW kan
finnes andre steder enn i plasma og lever. Det har blitt sett at difacinon har starst

konsentrasjon i lever og mindre konsentrasjon i hjerne, muskel, blod og fett. (44)

Eliminasjon

Eliminasjon av antikoagulerende rottegifter er vanskelig a ansla. Det finnes flere forskjellige
studier som rapporterer forskjellige halveringstider hos ulike arter. Mange av studiene har
ikke pagatt i lang nok tid til at man sikkert kan kunne si noe om halveringstid eller hvor lenge

stoffet blir igjen i kroppen.

Det er forskjell pa farstegenerasjons rottegiftenes og SWs eliminasjon. Warfarin finnes som
to isomere former, i en S- og en R-form. Disse metaboliseres gjennom bade oksidasjon,
reduksjon og glukuronidering av cytokrom p-450 i leveren. (36) Det finnes flere ulike CYP-
enzymer som er involvert i hydroksyleringen av isomerene til warfarin. Genetiske forskjeller i
disse enzymene kan bidra til individuelle variasjoner i eliminasjon. Dette har blitt studert hos
menneske. (38) SW skilles ut i uendret form og i hovedsak via faeces. Hos rev har man funnet
bromadiolon i faeces 15 timer etter eksponering og i 26 dager etter at eksperimentet ble
stoppet. (45) En sammenligning av farmakokinetikken av warfarin hos hund, rotte, rhesusape
0g menneske viste at warfarinkonsentrasjonen i plasma avtok eksponentielt med tiden.
Halveringstiden for warfarin gkte i starrelsesorden rotte < ape < hund < menneske.
Halveringstiden for hund var 22-23 timer og halveringstiden for mennesker varierte mellom
29-37 timer. (46) SW har bade lengre halveringstid og er mer potent enn warfarin og andre
farstegenerasjons antikoagulerende rottegifter. (35) Pa grunn av SWenes sidekjede er de mer
fettlgselige, har hgyere affinitet for hepatisk vev og binder sterkere til enzymet vitamin K;
epoksid reduktase som i hovedsak finnes i lever, men ogsa i nyre og pankreas. (47)

Farstegenerasjons antikoagulerende rottegifter skilles ut med et tilsynelatende
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monoeksponetielt mgnster, mens SW skilles ut med et bieksponentielt mgnster. Dette tyder pa
at SW distribueres pa en annen mate. Halveringstider er avhengig av Cl, og kroppens V. |
studier gjort pa kanin har man sett at difenakum og brodifakum har lengre halveringstid enn
warfarin, men av ulike grunner. Difenakum har en starre V4, men omtrent samme Cl, som
warfarin. Brodifakum har omtrent samme V4 som warfarin men mer langsom Clp,. (35)
Halveringstidene varierer mellom ulike studier avhengig av hvilket stoff, hvilket organsystem
og hvilken art man har studert og hvor lenge studien har pagatt. Farmakokinetikk og
farmakodynamikk i lever, plasma og serum er mest studert. Man vet at SW akkumuleres i
lever, derfor er det naturlig & finne hgye konsentrasjoner her. Hvilke nivaer man finner i
plasma og serum er avhengig av analysemetode og inntatt mengde rottegift. Rottegiftene

bindes til albumin og dette er viktig for kinetikken.

Eliminasjon i plasma

Hos hund er det pavist en halveringstid for brodifakum og difetialon i plasma.

Robben et al. fant en gjennomsnittlig halveringstid i plasma pa 0,9-4,7 dager med en median
pa 2,4 dager hos hund. Halveringstiden for difetialon i plasma var 2,2 og 3,2 dager hos to
individer. (48) Da flere andre studier viser til at SW skilles ut med et bieksponentielt mgnster
og at halveringstiden er lang, mener vi at halveringstiden som presenteres her er alt for kort
og ma derfor trolig representere a- elimineringsfasen. Hos kanin er det blant annet beskrevet

at Ty, for difenakum og brodifakum er henholdsvis 83,1 £+ 10,3 timer og 60,8 +1,9 timer. (35)

Eliminasjon i serum

Hos hund har man pavist brodifakum i serum 24 timer etter eksponering. Serumnivaet av

brodifakum viste seg a vere hgyest 4-6 dager etter eksponering med en konsentrasjon pa
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1065-1215 ng/mL og var fortsatt detekterbart 24 dager etter eksponering. Serumnivaene
varierte mellom 37,5-83 ng/mL pa dag 10 hvor man satte inn vitamin K;-behandling.
Behandling ble stoppet pa dag 14, da var konsentrasjonen 8,5-21 ng/mL. Pa dag 24 var
nivaene mellom 3-7,5 ng/mL og dag 30 var de ikke lenger pavisbare (<2ng/mL som var
deteksjonsgrensen). Forskerne kom frem til en gjennomsnittlig halveringstid pa 6 + 4 dager
og at dette mest sannsynlig var doseavhengig. (22) Hos et voksent menneske ble en
halveringstid for brodifakum i serum pé 56 dager funnet og stoffet var pavisbart i 7 maneder.

(49)

Eliminasjon i lever

| et eksperiment fra 1991, fikk fire beaglehunder 0,5mg/kg flokumafen. Av den initiale dosen
fantes 8 % igjen i leveren 43 uker (301 dager) etter eksponering. (3) En annen studie viste at
bromadiolon ikke er like persistent i lever hos gnagere og hund som det brodifakum er, noe

som indikerer at bromadiolon elimineres raskere enn brodifakum. (32)

For en oppsummering av kjente parametre ved rottegiftsforgiftning hos hund, se Tabell 1,

Vedlegg 2.
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Kliniske tegn hos hunder med rottegiftsforgiftning

De antikoagulerende rottegiftene interfererer med enzymet vitamin K; epoksid reduktase.
Dette resulterer i et lavere niva av vitamin K. Dermed forstyrres syntesen av
koagulasjonfaktorene Il, V11, IX og X. Disse koagulasjonsfaktorene har en halveringstid pa
41, 6,2, 13,9 og 16,5 timer respektivt. Derfor er det ikke vanlig a se de farste symptomene
med en gang, men 3-5 dager etter eksponering. Dette er imidlertid individuelt og enkelte

individer kan fa symptomer allerede dagen etter at giften er inntatt. (33)

Mange hunder far i seg rottegift uten at eiere observerer dette og det er dermed ikke helt
uvanlig at det gar noe tid far symptomer oppdages. Hunden kan vere helt normal frem til et
tidspunkt der den plutselig begynner a blg. Blgdninger kan opptre i indre organer og fra
naturlige kroppsapninger. Man kan se blgdninger i form av petekkier og ekkymoser i hud og
pa slimhinner. Hunden trenger ikke & ha eksterne blgdninger, men kan vise generelle
symptomer som depresjon, slapphet, nedsatt matlyst og anemi. (22,50,51)Den vanligste
presentasjonen er akutte pustevansker som forarsakes av blgdning inn til brysthulen. (50)
Hunder kan ogsa vise halthet hvis blgdningen har oppstatt inn til ledd. Dersom blgdningen
oppstar inn til ryggmarg eller hjerne kan man fa nevrologiske symptomer. (52) Mindre

vanlige tilfeller er plutselig dgdsfall uten forutgaende kliniske tegn. (51)
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Diagnostiske hjelpemidler

Koagulasjonstester er sveert viktige diagnostiske verktey i de tilfeller der man mistenker
rottegiftsforgiftning. Blgdningstiden (BMBT), protrombin tid (PT), aktivert partiell
tromboplastintid (aPTT), og aktivert koagulasjons tid (ACT) kan veere forlenget ved
forgiftning med antikouagulanter som SW.

A méle blagdningstiden (BMBT) er metode der man lager et lite snitt i munnslimhinnen.
Deretter males tiden det tar far blgdningen opphegrer. BMBT vil vare unormal hos hunder
med trombocytopeni eller platedysfunksjon. Hos friske og normale hunder vil blgdningstiden
veere 1,0-2,5 minutter. Vanligvis benyttes denne testen preoperativt for a utelukke defekter i

primar hemostase. (53)

PT vil hovedsakelig male faktorene i extrinsic reaksjonsvei (vevsfaktor og faktor VII).

Maling av PT vil vare den beste indikatoren ettersom den maler faktoren med kortest
halveringstid (faktor V11). (54) Dette er den testen som er mest brukt til a detektere vitamin K
antagonister. (22) PT bar fglges opp og males hver 6-8 time over en periode pa 24-48 timer
etter at vitamin Kj- behandling er satt i gang. Man bar forvente en gradvis normalisering av
PT og malingene ber utfgres 2-3 dager etter at man oppherer tilfarselen av vitamin Kj.
Dersom PT begynner & gke etter dette kan det veere tegn pa at antikoagulantene er
langtidsvirkende og fortsatt har effekt i kroppen, noe som er typisk for SW. (50)

Referanseverdiene pa PT hos hund er 5,1-7,9 sekunder. (55)

ACT og aPTT maler faktorene i intrinsic reaksjonsvei (PK, HMWK og faktor XII, X1, IX og
VIII). (54) ACT er en test som er enkel a utfare i klinikken for de fleste tilstander med
mistanke om koagulasjonsdefekter. Denne testen blir ogsa forlenget ved

primarhemostaseforstyrrelser som for eksempel trombocytopeni og platedysfunksjon, mens
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aPTT pavirkes ikke av blodplateantallet. (56) ACT er forholdsvis lite sensitiv og fanger kun
opp alvorlige defekter. Konsentrasjonen av en spesifikk koagulasjonsfaktor ma veere sa lav
som under 5 % for at ACT skal sla ut. Referanseverdiene pa ACT hos hund er ca. 60-110
sekunder. (53) Referanseverdiene for aPTT er 8,6-12,9 sekunder. (55) aPTT er en mer
sensitiv test enn ACT og maler nedsatt aktivitet til en eller flere av koagulasjonfaktorene i
intrinsic og common reaksjonsvei. aPTT maler tiden det tar & danne fibrinkoagel etter
tilsetting av en kontaktoverflate-aktivator tilhgrende intrinsic reaksjonsvei og kalsium.
Koagulasjonsfaktorkonsentrasjonen ma vare under 30 % far aPTT blir forlenget. (53) Fordi
endeproduktet til bade extrinsic og intrinsic reaksjonsvei er fibrin, vil bade PT, aPTT og ACT

kunne si noe om common reaksjonsvei (faktor X, V, Il, I og XIII). (54) Se Figur 3, Vedlegg 2.

En annen mate & male koagulasjonstiden pa er trombotest eller PIVKA-test. (51) Denne testen
identifiserer koagulasjonsproteiner i plasma hos individer med sirkulerende vitamin K
antagonister eller som mangler vitamin K. Inaktive koagulasjonsproteiner syntetiseres og
lagres i lever der de venter pa karboksylering mediert av vitamin K. Nar vitamin K hemmes,
slik man ser ved SW forgiftning, vil koagulasjonsproteiner som venter pa karboksylering
hope seg opp og ga over i den systemiske sirkulasjonen. Nar de finnes i sirkulasjonen
betegnes de som PIVKA. Disse kan ikke karboksyleres sa lenge de befinner seg i
sirkulasjonen og vil forbli ufunksjonelle. Det er kun proteiner som ligger lagret i lever som
kan karboksyleres til funksjonelle koagulasjonsproteiner ved administrasjon av vitamin K.
(50) Flere studier viser at PIVKA-testen har hgy sensitivitet ovenfor rottegiftsforgiftninger.

(57,58)

Vi kan ogsa male degraderingsprodukter fra fibrinolysen, FDP. Maling av FDP

konsentrasjonen kan utfarers via kommersielt tilgjengelige tester som for eksempel Thrombo
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Wellcotest (Thermo Fisher Scientific, Lenexa, Kansas). Dette er en latex agglutinasjonstest
som kan pavise sirkulerende FDP som dannes under klgyving av fibrinogen og fibrin (for
eksempel under fibrinolyse). Hunder med DIC har ofte pavisbare FDP konsentrasjoner som
slar ut positivt pa en slik test. Hunder med rottegiftsforgiftning kan ogsa sla ut positivt pa
denne testen. Bakgrunnen for hvorfor hunder med rottegiftsforgiftning gjer dette er ikke helt
klarlagt, men en tenkt hypotese er at vitamin K antagonister aktiverer fibrinolyse gjennom a
hemme dannelse av PAI-1. Dette er en av tre plasminogenaktivatorer (PAIl 1, 2 og 3) som
forhindrer fibrinolyse og farer til trombedannelse. (54) For en oppsummering av tolkning av

parametre ved rottegiftsforgiftning, se Tabell 2, Vedlegg 2.

Behandling

Det anbefales a gi hunden brekkmiddel og aktivt kull dersom det er mindre enn 4 timer siden
inntak. Temming av magesekk er kun indisert hos asymptomatiske dyr. Dersom symptomer
pa rottegiftsforgiftning er tilstede bar man straks ga i gang og gi motgift i form av vitamin
K;. For hund anbefales en initiell dosering pa 5 mg/kg. Dette kan administreres per oralt eller
eventuelt som en injeksjon subkutant som burde fordeles over flere steder. (59) | fglge studier
som blitt gjort pa mennesker anbefales ikke intravengs administrasjon hvis pasienten har
kraftige bladninger som et resultat av koagulasjonsforstyrrelser. Dette kan gi anafylaktisk
sjokk. (60) Dersom blgdningen er omfattende bgr man vurdere a stabilisere pasienten med
blodtransfusjon og/eller blodplasma.

Effekten av vitamin K; behandling inntrer raskt og man kan gjenta behandlingen etter 6-12
timer med oral dosering pa 2,5 mg/kg fordelt 2-3 ganger daglig i 14 dager. Dersom hunden er
svaert medtatt kan denne doseringen med fordel utfgres subkutant over en periode pa 24-48
timer. Koagulasjonsstatus bgr monitoreres som tidligere beskrevet under diagnostikk. (50) En

annen studie anbefaler initiell antidotbehandlig pa 5mg/kg subkutant og deretter ny
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behandling etter 12 timer. Vedlikeholdsdosering pa 2,5-5 mg/kg gis peroralt en gang i degnet
i 3-6 uker. Dersom PT fortsatt er forlenget etter denne behandlingen bgr man fortsette i
ytterligere 2 uker. (61) Vitamin K; behandlingen bgr uansett trappes gradvis ned sa fremt PT

er normal. (48)

Diagnostisk praksis i Norge

I Norge kan man ga til innkjep av mindre analysemaskiner (Coag Dx™ Analyzer, Idexx
Laboratories og QuickVet® Portable Analyser) til & ha pa klinikken for a teste
koagulasjonsfaktorer. Disse maskinene maler bade aPTT og PT. Disse er beregnet pa
veteringermedisinsk bruk og har referanseverdier for hund, katt og hest. En annen maskin, scil
i-STAT 1 Analyser, maler blant annet ACT, men ikke aPTT og PT. Tradisjonelt sett gar
diagnostikken her til lands ut pa & hovedsakelig teste aPTT og PT i de tilfeller der man

mistenker rottegiftforgiftninger i tillegg til BMBT.

Veterinzrinstituttet hadde tidligere en tjeneste som gikk ut pa a analysere lever for rottegift.
Det var en kvalitativ metode som ga svaret “tilstede/ ikke tilstede”. Tilbudet ble lagt ned da
metoden ble ansett for & vaere gammel og ungyaktig. De gnsker & forbedre denne metoden og

haper snart a kunne tilby tjenesten pa nytt.

Flere publiserte artikler i bade human- og veterinermedisinen har omtalt metoder for

analysering av SW i bade lever, fullblod, serum og plasma. Disse analysene er ikke vanlig a

utfgre hos hund i Norge pa grunn av et begrenset tilbud og hgye kostnader. (48,62,67)
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Lovverk og rottegiftsprodukter i Norge

Bruk og markedsfgring av antikoagulerende rottegifter reguleres av Forskrift om biocider
(Biocidforskriften). EUs biocidforordning (EU 528/2012) er innfart i Biocidforskriften.
Denne forskriften innfgrer gradvis en godkjenningsordning for en rekke produkter. Produkter
som ikke oppfyller de nasjonale kravene, vil over tid forsvinne fra butikkhyllene og bli
erstattet med produkter som er vurdert og godkjent av myndighetene. Det stilles spesielle
nasjonale krav til muse- og rottegifter som inneholder antikoagulanter. Produkter til
bekjempelse av rotter er forbeholdt profesjonelle skadedyrbekjempere, mens produkter til
bekjempelse av mus er godkjent til privat bruk. Privatpersoner kan kun benytte produktene
innendgrs, og det er pakrevd a benytte atestasjoner. Korn- og pelletsprodukter er ikke tillatt

for privat bruk. (68)

Det er deklareringsplikt pa alle biocidprodukter. Disse skal deklareres uavhengig av mengde
og fareklassifisering. Deklareringen ma skije senest nar produksjon, omsetning eller

yrkesmessig bruk begynner i Norge. (69)

Deklarerte antikoagulerende rottegifter sommeren 2014 var warfarin, coumatetralyl,
brodifakum, bromadiolon, difenakum, difetialon og flokumafen. De fleste av disse produktene
er ikke klassifisert med hensyn til helse-, miljg-, brann- og/ eller eksplosjonsfare. Det betyr at
man har mulighet, men ikke er pliktig til & registrere mengden av deklarerte produkter. Pa
grunn av dette vil en mengdeoversikt av antikoagulerende rottegifter deklarert i Norge veere

ufullstendig. (70)

Profesjonelle aktgrer har benyttet seg av de mindre potente antikoagulerende rottegiftene som

blant annet warfarin, coumatetralyl, bromadiolon og difenakum. Privatpersoner har i starre
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grad benyttet seg av de mer potente antikoagulerende stoffene som brodifakum og
flokumafen. Dette har veert en direkte fglge av hvilke preparater som har blitt solgt og
markedsfert for privat bruk. | motsetning til de mindre potente antikoagulerende rottegiftene,
er brodifakum og flokumafen patentbeskyttet. Dette betyr at den gkonomiske gevinsten er
sterst ved salg av disse typene. Med innfgring av EUs biocidforordning ma alle
antikoagulerende rottegifter som skal benyttes i Norge veere godkjente for bruk og
produktgodkjennes. Det lgnner seg ikke for distributgrer & ga igjennom en
produktgodkjenningsprosess for de eldre og mindre potente typene. Det er fordi den
gkonomiske gevinsten ved salg av disse preparatene ikke er like stor som ved salg av de

patentbeskyttede, mer potente typene. (71)
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Materiale og Metoder

Bakgrunnsinformasjon/litteraturdel

Bakgrunnsinformasjon om emnet ble hentet fra fagartikler ved hjelp av sekemotorer, i
hovedsak ”PubMed” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) og faghgker som omhandler
temaet i oppgaven.

Studie 2. Litteraturdel med gjennomgang av vitenskapelige artikler som er relevante for

temaene i denne oppgaven.

Analytisk del

Leveruttak ble gjort i samarbeid mellom studentene, patologer og preparanter ved

avdeling for patologi (BasAm) ved Veteringerhagskolen.

Opparbeiding og analysering av leverprgvene ble utfgrt i samarbeid med Veteringrinstituttet,
avdeling for kjemi og toksikologi.

Innhenting av pasientinformasjon har blitt utfgrt ved hjelp av ProfVet. En egen database ble
opprettet for anonymisering av denne informasjonen. Databasen med figurer ble lagd i
Windows Excel. Det ble beregnet prosentuelle fordelinger mellom kategorivariablene ved
hjelp av Fisher eksakt test. Testen ble beregnet med 95 % konfidensintervall (K1) pa nettsiden

”Social Science Statistics” (http://www.socscistatistics.com/).

Studiedesign

Undersgkelsen ble lagt opp som en tverrsnittsobservasjonsstudie. | utgangspunktet skulle alle
hunder som dgde i perioden fra april til september 2014 inkluderes dersom eieren godkjente
obduksjon og/eller prgveuttak, og dersom leverprgvene kunne tas ut umiddelbart og i lgpet av

en %2 time, eller i lgpet av ett dggn hvis hundene hadde vart oppbevart i kjglerom etter dgden.
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Hver hund i studien fikk et eget tall som ble koblet til hundens journalnummer i en egen
database. Alle individer hadde en journal med diagnose enten fra hospitalet eller fra patologen
ved NMBU-Veteringrhggskolen (ProfVet system). Journalutskrift og prgvesvar med
sykehistorier, behandlinger osv. ble samlet etter at undersgkelsen ble avsluttet, men for
resultatene foreld. Journalutskrifter ble Kjert ut i en excelfil. Leverprgvene fra hundene ble
skaret ut ved en full eller ved en partiell obduksjon og lagt i et plastglass og frosset
umiddelbart i -20 grader C inntil analyse. Starrelsen pa leverpragven varierte fra omtrent 10 G

til 30 G.

Av praktiske grunner ble ikke alle hunder som dgde i perioden og hvor eierne ikke reserverte
seg, inkludert i studien. Arsakene til manglende uttak av leverprgver, kunne vare at hunden
ble liggende dad for lenge, stor arbeidsbelastning og manglende bemanning, forglemmelser,
o.l. Det er ikke grunn til & tro at dette representerte systematiske feilkilder slik som at visse
diagnoser ble prioriterte. | utgangspunkt hadde alle dgde dyr i perioden samme muligheter til

a bli inkludert. Anslagsvis knapt halvparten av de mulige hundene ble inkludert.

Den viktigste effekt- eller responsparameteren var kvalitativ pavising av SW i leveren ved
HPLC. Effektparameteren ble klassifisert som pavist eller ikke. Deteksjonsnivaet er omtalt
senere.

Den viktigste sekundzrresponsvariablen var hvilken type SW som dominerte i pravene. SW
vi testet for var; brodifakum, bromadiolon, difenakum, difetialon og flokumafen.

De viktigste forklaringsvariabler var kjgnn, rase, alder ved obduksjon, geografisk distribusjon,

diagnoser og sykdommer.
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Statistisk analyse

Forekomsten av SW i leverprgver hos hund ble beregnet som en prevalens for tidsperioden
med 95 % KI. Dessuten ble relativ risk ratio beregnet og Fisher eksakt test ble estimert for de

ulike forklaringsvariablene. Statistisk signifikansniva ble valgt til p<0,05.

Resultater for SW i leverpraver er presentert som antall hunder med pavist SW i leveren og
fremstilt i figurer og tabeller. Databasen ble laget i Windows Excel, og figurer og tabeller ble
laget ved hjelp av Windows Excel, samt ’Social Science Statistics” for beregning av

statistikk. StatCalc i Epilnfo ble ogsa benyttet for & beregne Fisher eksakt test.

Mobilapplikasjonen EpiTools ble benyttet for & beregne utvalgsstarrelsen fgr studien ble
gjennomfart. Se Tabell 1, Vedlegg 5. Vi estimerte en populasjonsprevalens pa 10 %, 20 % og
30 % pa bakgrunn av en lignende studie utfart pa rovfugler i Norge. Signifikansnivaet ble satt
til p<5 %. Vi anslo at en populasjonsprevalens i denne studien (20 % med et
konfidensintervall pa 95 % og et standardavvik pa 0,10) burde kunne pavises med 5 %

forkastningsniva. Analysen viste at vi trengte minst 61 leverprgver.

Kjemikalier

Analytiske standarder av bromadiolon, coumatetralyl, warfarin, brodifakum, flokumafen,
difenakum og difetialon ble innkjgpt fra Sigma-Aldrich (Seelze, Germany). Metanol (HPLC
grad) kom fra ROMIL (Cambridge, Great Britain). Andre kjemikalier som ble brukt, var av
analytisk kvalitet (VWR international, Oslo, Norway).

Stamlgsninger av de analytiske standardene (200 pgmL™) ble tillaget i HPLC grad metanol og
fortynnet videre til 10 ugmL™ og benyttet til tillaging av standardlgsninger.

Biologisk preavemateriale: Lever fra obduserte hunder.
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Prgveopparbeiding

Hver preve er merket enten med patologens journalnummer eller med bade patolog- og
klinikkjournalnummer. 1 var registreringsprotokoll har vi valgt & identifisere pravene med
klinikkens journalnummer.

Pragvene har ligget nedfrosset ved -20 grader i individuelle beholdere fra uttak til
analysetidspunkt, og har blitt analysert ved Veterinarinstituttets laboratorier.

Ekstraksjon av rottegift fra lever ble utfgrt etter metoden til Langford et al. (2013) med noen
modifikasjoner. Homogenisert lever (0,5g) ble tilsatt 750 pL acetonitril og 200 pL sinkklorid
i et 2 mL polypropylen centrifugergr. Etter risting pa vortexmikser, ble prgven sentrifugert i 4
min ved 8000 rpm. Supernatanten ble overfart til et nytt centrifugergr. Acetonitril (750 pL)
ble sa tilsatt det gjenveerende bunnfallet, resuspendert og sentrifugert pa samme mate som
forste gang. Supernatantene ble kombinert og deretter sentrifugert ved 12000 rpm i for &
bunnfelle resterende partikler i lgsningen. 200 pL av supernatanten ble sa overfert til HPLC

glass og analysert pa LC-MS/MS.

Kromatografi og massespektrometri

LC-MS/MS analyser ble utfgrt ved bruk av et Surveyor Plus LC system og et TSQ Quantum
trippel kvadropol massespektrometer utstyrt med en elektrospray ionekilde (ESI) operert i
negativ mode, alt fra Thermo Finnigan (San Jose, USA). Analyseresultatene ble behandlet i
databehandlingsprogrammet XCALIBUR (versjon 2.0).

Rottegiftforbindelsene ble separert kromatografisk pa en Xbridge (C18 3,5 um, 2,1 x 100mm)
kollonne fra Waters (Milford, USA). Mobilfase A (0,1 mM maursyre) og mobilfase B

(metanol) ble pumpet gjennom systemet (0,4 mLmin™). Forbindelsene ble eluert i en linear
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gradient fra 40 til 100 % B over 10 minutter, 100 % B i 5 minutter og deretter en
reekvilibrering i 3 min ved 40 % B for neste prave ble injisert.

Optimalisering av parametrene i massespektrometrianalysen ble gjort for hver enkelt
forbindelse. Fglgende parametre ble brukt; spray voltage, 4,5 kV; sheet gas flow-rate, 40
(arbitrary units); auxillary gas flow-rate, 2 (arbitrary units); ion sweep gas pressure, 0
(arbitrary units); capillary temperature, 260°C. loneavhengige parametre ble automatisk
innstilt og lagret i systemet for alle precursor ion — product ion overganger, se Tabell 1,

Vedlegg 3.

Identifiseringskriterier for pavisning av de forskjellige rottegiftene var at forbindelsene hadde
en topphgyde i kromatogrammet som var 10x grunnlinjestgyen og at fragment ion ratioene
avvek mindre enn 20 % sammenlignet med fragment ion ratioene i standardene, se Figur 1 i

Vedlegg 3.
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Resultater

Det ble totalt samlet inn 63 leverprgver fra dede hunder som kom inn til patologen ved
NMBU-Veterinerhggskolen i perioden april — september 2014. Prevalensen av SW
eksponerte hunder i studiepopulasjonen viste seg & vere 0,21 (13 hunder). Se Figur 1 i
Vedlegg 6. Ved beregning av prevalens med et 95 % KI, kan vi veere 95 % sikre pa at den
sanne prevalensen ligger mellom 0,306 og 0,106. SW bromadiolon, difenakum, difetialon og
flokumafen ble pavist. I noen av prgvene ble kun ett av stoffene pavist, mens det i andre
praver var kombinasjoner av flere stoffer samtidig. Se Figur 2 i Vedlegg 6. Bromadiolon ble
hyppigst pavist (38,5 %), og i tillegg fant vi falgende fordeling av de ulike SW som vi
paviste; flokumafen (7,7 %), difenakum + flokumafen (7,7 %), bromadiolon + difenakum
(23,1 %), bromadiolon + difenakum + flokumafen (15,4 %) og bromadiolon + difetialon (7,7
%). | forhold til hele studiepopulasjonen ble fordelingen slik; bromadiolon (7,9 %),
flokumafen (1,6 %), difenakum + flokumafen (1,6 %), bromadiolon + difenakum (4,8 %),
bromadiolon + difenakum + flokumafen (3,2 %), bromadiolon + difetialon (1,6 %) og hos

79,4 % av hundene ble SW ”ikke pavist”.

Kjgnnsfordeling

Av de 63 individene som har veert en del av denne studien, var det 28 hannhunder (44,4 %) og
35 tisper (55,6 %). Det viste seg at 14,3 % av det totale antall hanner, og 25,7 % av det totale

antall tisper fikk pavist rottegift i leverpraven. Se Figur 3 i Vedlegg 6 og Tabell 1 i Vedlegg 7.

Aldersfordeling

Forekomst innen de ulike aldersintervallene var < 1 ar (4,8 %), 1 ar (1,6 %), 2 ar (1,6 %), 3 ar
(6,3 %), 4 &r (7,9 %), 5 &r (4,8 %), 6 &r (1,6 %), 7 &r (6,3 %), 8 &r (15,9 %), 9 &r (12,7 %), 10
ar (12,7 %), 11 ar (11,1 %), 12 ar (3,2 %), 13 ar (4,8 %), 14 ar (3,2 %), 15 ar (0 %) og 16 ar

(1,6 %). Nar det gjelder aldersfordeling og pavisning av rottegift, fant vi forekomst hos 1 av 5
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1 kategori 74 &r”, 1 av 1 1 kategori 76 ar”, 1 av 4 i kategori 7 ar”, 1 av 10 1 kategori 7’8 ar”, 2
av 8 1 kategori 79 ar”, 1 av 8 1 kategori ’10 ar”, 3 av 7 i kategori 11 ar”, 2 av 2 i kategori ’14
ar”’ og 1 av 1 1 kategori 16 ar”. Det ble ikke pavist rottegift i kategoriene <1 ar, 1 ar, 2 ar, 3

ar, 5 ar, 12 ar og 13 ar. Se Figur 4 i Vedlegg 6 og Tabell 3 i Vedlegg 7.

Kommunefordeling

Hundene ble ogsa fordelt i forhold til hvor de kom fra; Oslo (44,4 %), Asker (6,3 %), Berum
(11,1 %), Ullensaker (1,6 %), Tansberg (3,2 %), Rayken (3,2 %), Hurum (4,8 %), Drammen
(1,6 %), Ski (3,2 %), Tregstad (3,2 %), Lardal (1,6 %), Vestby (1,6 %), Nattergy (1,6 %),
Lunner (1,6 %), Nedre Eiker (1,6 %), Lerenskog (1,6 %), Bamble (1,6 %), Nes (1,6 %),
Kongsberg (1,6 %), Halden (1,6 %) og Gausdal (1,6 %). Se Figur 5 i Vedlegg 6.

Det ble pavist rottegifter i leverprgver fra individer som var fra Oslo, Asker, Barum,
Ullensaker, Tgnsberg og Nedre Eiker. Av prgvene fra Oslo var 25 % positive, det samme
gjaldt for pravene fra Asker. Av prgvene fra Baerum var 28,5 % positive. For gvrig var det én
positiv preve fra Ullensaker, én fra Tansberg og én fra Nedre Eiker, mens pravene fra de

andre kommunene var negative. Se Tabell 4 i Vedlegg 7.

Rasefordeling

Videre plasserte vi individene inn etter rasetypene i falge Norsk kennel klub (NKK) sin
standard. Studiepopulasjonen bestod av bruks-, hyrde- og gjeterhunder (11,1 %), pincher-,
schnauzer-, molosser- og sennenhunder (19 %), terriere (9,5 %), dachs (3,2 %), spisshunder
(6,3 %), drivende-, og sporhunder (1,6 %), staende fuglehunder (14,3 %), apporterende
hunder (7,9 %), selskapshunder (15,9 %), blandingshunder (9,5 %) og ukjente raser (1,6 %).
| rasegruppene Vi paviste rottegift, var andelen positive falgene; 14,3 % (1 av 7) av bruks-,

hyrde- og gjeterhunder, 25 % (3 av 12) av pincher-, schnauzer-, molosser-, og sennenhunder,
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16,6 % (1 av 6) av terriere, 100 % (2 av 2) av dachs, 50 % (2 av 4) av spisshunder, 33,3 % (3
av 9) av staende fuglehunder, 10 % (1 av 10) av selskapshunder og 16,6 % (1 av 6) av

blandingshunder. Se Figur 6 i Vedlegg 6 og Tabell 51 Vedlegg 7.

Fordeling basert pa sykdomsdiagnoser

Hundene som hadde pavisbare konsentrasjoner av SW i leveren hadde en lang rekke kliniske
diagnoser ved avlivingstidspunktet eller hadde hatt det rett fgr avliving. Fordelingen av de
SW positive hundene er vist i Figur 7 i Vedlegg 6. Fordeling av alle hundene uavhengig av
SW status i leveren etter sykdomsdiagnoser var slik; hos 8 hunder (28,6 %) forela det neoplasi
5 hunder (7,9 %) hadde sykdommer i fordgyelsessystemet, 6 hunder (9,5 %) hadde
sykdommer i nervesystemet, 5 hunder (7,9 %) hadde sykdommer i kjgnnsorganer, 1 hund (1,6
%) hadde sykdommer i respirasjonssystemet, 4 hunder (6,3 %) hadde sykdommer i
bevegelsessystemet, 4 hunder (6,3 %) hadde sykdommer i urinveier, 1 hund (1,6 %) hadde
endokrine sykdommer, 1 hund (1,6 %) hadde immunmedierte sykdommer, 2 hunder (3,2 %)
hadde blgdning, 1 hund (1,6 %) hadde anemi, 1 hund (1,6 %) hadde ugnsket adferd, 1 hund
(1,6 %) hadde traume, 5 hunder (7,9 %) hadde ukjent diagnose, 1 hund (1,6 %) hadde annen
sykdom, 1 hund (1,6 %) hadde sykdommer i nervesystemet + blgdning, 1 hund (1,6 %) hadde
sykdommer i fordgyelsessystemet + bladning, 2 hunder (3,2 %) hadde sykdommer i
fordayelsessystemet + sykdommer i urinveier, 1 hund (1,6 %) hadde neoplasi + blgdning, 1
hund (1,6 %) hadde neoplasi + sykdommer i urinveiene + sykdommer i fordgyelsessystemet
0g 1 hund (1,6 %) hadde neoplasi + sykdommer i fordgyelsessystemet. Fordelingen mellom
diagnosegruppene hos de SW positive hundene var slik; 3 hunder (23 %) hadde neoplasi, 3
hunder (23 %) hadde sykdommer i nervesystemet, 1 hund (7,7 %) hadde sykdommer i
kjgnnsorganer, 1 hund (7,7 %) hadde sykdommer i urinveiene, 1 hund (7,7 %) hadde

blgdning, 1 hund (7,7 %) hadde sykdommer i fordgyelsessystemet + blgdning, 1 hund (7,7 %)
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hadde neoplasi + blgdning og 2 hunder (15,4 %) hadde ukjent diagnose. Se Tabell 6 i Vedlegg

7.
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Diskusjon

Etter  ha undersgkt lever fra 63 hunder fant vi at 13 var positive for SW. Dette gir en
prevalens pa 20,6 %. Se Figur 1 i Vedlegg 6. Forekomsten er overraskende hgy. Dersom vi
antar at var studiepopulasjon er representativ for norske hunder sa har altsa hver femte
voksne, middelaldrende hund SW i leveren. Det representerer bade en diagnostisk utfordring
og en miljgbelastning. Betydningen av en subklinisk SW eksponering er ikke undersgkt i den
litteraturen som vi kjenner. Dersom vi paviser SW fra leveren hos et blgdningskasus er det

slett ikke sikkert at SW forgiftning er arsaken til blgdningen.

SW hos dgde rovfugl i Norge var ogsa overraskende hgye. (5) Forekomsten av SW i lever hos
rovfugl var hgyere enn hos hund. Dette kan kanskje forklares med artsforskjeller nar det
gjelder blant annet levesett, naeringskilder, farmakodynamikk og farmakokinetikk. Vi tenker
oss at hunder ville ha lavere forekomst enn fugler da de lever under kontrollerte forhold nar
de gjelder tilgang pa mat. De fores enten med ferdigfor eller spiser husholdningsmat, og de
ferdes i det humane miljget i stor grad. Prevalensen vi har funnet star da ikke i sammenheng
med dette. Vi tenker oss at det burde veert enda lavere forekomst hos hund. Kan det bety at

SW finnes lettere tilgjengelig i hunders naturlige miljg enn i fuglers naturlige miljg?

Vi fant SW bromadiolon, difenakum, difetialon og flokumafen. Hos noen hunder forekom det
en kombinasjon av disse stoffene, se Figur 2 i Vedlegg 6. Noen av de positive prgvene
inneholdt en kombinasjon av flere virkestoffer. Omtrent 8 % inneholdt kombinasjonen
difenakum og flokumafen, 23 % inneholdt kombinasjonen bromadiolon og difenakum, 15,5
% inneholdt kombinasjonen bromadialon, difenakum og flokumafen og 8 % inneholdt
kombinasjonen bromadiolon og difetialon. Dette er interessant ettersom vi ikke er kjent med

at det selges preparater som inneholder flere enn ett virkestoff. Disse hundene har da veert
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eksponert for flere ulike preparater og mest sannsynlig fatt det i seg fra forskjellige kilder.
Disse kildene kan vaere primare eller sekundzre. En sekundzr kilde kan veere en rotte eller
mus som har forsynt seg fra ulike atestasjoner. Videre i studien har vi sett pa om ulike

assosiasjonsvariabler har noe a si for eksponerte hunder.

Tidligere har det vaert enkelt for privatpersoner & kjgpe rottegift i butikk. Der kan tenkes at
rottegiften har blitt brukt ukyndig. De fleste har ingen formening om hva stoffet egentlig er og
hvor store skader stoffene kan fare til dersom de brukes ukyndig. Det forekommer at enkelte
setter ut rottegift pa et fat som blir stdende ubeskyttet utendgrs, hvor andre dyr ogsa kunne ga
og forsyne seg, for eksempel hund, rovfugl, rev etc. | april 2014 ble en ny forskrift,
Biocidforskriften, gjeldende i Norge. Med den nye forskriften blir det kun profesjonelle
aktgrer med et godkjent skadedyrsertifikat som har lov til a plassere ut og etterfylle rottegift.
Privatpersoner kan fortsatt kjgpe musegift, men far bare lov a bruke det innendgrs. De har
ikke muligheten til & etterfylle dersom virkestoffet er et SW. Det kommer likevel til & vere en
overgangsperiode hvor privatpersoner kan fa kjept rottegift, samt at de kan ha et lager av det
hjemme som de fremdeles kan benytte seg av. Da ukyndig bruk av rottegift trolig har blitt
praktisert, tror vi at det er stor risiko for at ogsa hunder kan vaere utsatt for forgiftninger.
Siden vi ikke kjenner kildene til hvordan hund har fatt i seg SW, er det vanskelig &

konkludere.

Kjgnnsfordeling

Det var flere tisper enn hannhunder i studiepopulasjonen, og andelen tisper med forekomst av
SW var i tall hgyere enn for hannhunder. Hvis forskjellen er reell, skulle den tilsi en RR pa
1.80 for tisper. Se Tabell 1 i Vedlegg 7. Det vil si at det skulle veere 1.80 ganger starre risiko

for & veaere eksponert for rottegift dersom hunden er en tispe. Forskjellen mellom kjegnnene var
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imidlertid ikke signifikant. Se Tabell 2 i Vedlegg 7. Vi synes likevel tallene er interessante, da
tidligere studier har vist en forskjell i samme retning. (72) Det kan veare vanskelig a tolke
assosiasjoner knyttet til kjgnn, da kjgnnsfordelingen kan veere skjevfordelt i
bakgrunnspopulasjonen. Det kan tenkes at en stgrre andel av hannhundene blir avlivet pa et
tidligere tidspunkt enn tispene pa grunn av for eksempel ugnsket adferd. Dette farer til at
tisper vil vaere i overvekt i bakgrunnspopulasjonen. Hvis det er en reell forskjell mellom
kjgnnene nar det gjelder eksponering for SW, kan det tenkes a vaere knyttet til fysiologiske
forskjeller. Vi vet at SW er fettlgselige og at de trolig vil akkumuleres i fettvev. Dersom tisper
har en starre andel kroppsfett, kan det kanskje fare til at SW pavises oftere hos dette kjgnnet.
Pa den annen side, er lever det organet hvor SW akkumuleres i stgrst grad. Dessuten kan en
pastand om at tisper har en stgrre fettprosent enn hannhunder vere feil i dag, hvor en stor del

av hundepopulasjonen er overvektig. For a finne ut av dette, trengs det videre undersgkelser.

Aldersfordeling

Hunder fra aldersgruppen < 1 ar — 16 ar var representert i utvalget. Ingen hunder < 4 ar hadde
forekomst av SW, og bare en under 6 ar. Dette kan vere tilfeldig, men hvis det er utrykk for
en reell underrepresentasjon hos unge hunder, er dette interessant. Teoretisk kunne det tenkes
at de yngre hundene skulle vert mer utsatt, da de ofte er mer opptatte av a utforske og a spise
ting ute. Dette synes ikke a understgttes av vare funn. Kanskje er eksponeringen for SW
knyttet til andre forhold enn utforskningstrang? En forklaring til at vi ser sapass mange
positive prgver hos de eldre hundene kan tenkes a veere at de har rukket & bli eksponert for
rottegift over lengre tid og at SW akkumulerer i kroppen. Det er imidlertid ikke noen klar og
direkte sammenheng mellom alder og eksponering for rottegift. Det samme har blitt observert
i tidligere studier hvor forekomsten av rottegift hos hunder med kjente

koagulasjonsforstyrrelser i USA er kartlagt. (72)
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Kommunefordeling

De fleste av hundene i studiepopulasjonen kom fra Oslo og omegn, og de resterende kom fra
andre deler av @stlandet. Det er derfor ikke mulig & si hvor representativ studien er for hele
landet. Nar det gjelder andelen av positive praver fra de enkelte kommunene, er det bare fra
Oslo, Baerum og til ngd Asker det er tilstrekkelig mange prever til at det har mening a
sammenligne. Fordelingen i disse kommunene skilte seg ikke vesentlig fra den samlete
fordelingen i materialet. Nar det gjelder mulig geografiske forskjeller har vi flere sparsmal
enn svar: Hvordan er fordelingen av muse- og rottepopulasjoner i kommunene? Varierer
bruken av rottegift mellom by og land? Er holdningene til bruk av rottegift forskjellige?
Beveger hunder seg mer fritt i enkelte omrader? For a kunne si noe om disse sparsmalene ma

et starre utvalg undersgkes.

Rasefordeling

Generelt er de fleste rasegrupper eksponert. | tall varierer andelen hunder med forekomst av
SW fra rase til rase, men variasjonen virker noksa tilfeldig, uten noe klart mgnster, se Figur 6
i Vedlegg 6. Fire av de 13 positive prgvene var fra dachs- og spisshunder, som begge er
relativt sma hunder. Hvis dette ikke er tilfeldig, kunne en mulig forklaring vaere at sma hunder
er mer utsatt for eksponering enn store hunder da de lettere kan komme til pa steder der
rottegift er lagt ut. Dette har blitt vist i en tidligere studie. (72) Hos dachs- og spisshund ser vi
en hgy RR, mens hos apporterende hunder er RR null. Se Tabell 5 i Vedlegg 7. Vi syns det er
rart at ingen av de apporterende hundene var positive da bade Labrador Retriever og
Flatcoated Retriever inngar i denne gruppen. Disse rasene er generelt matglade og nysgjerrige
hunder og kunne derfor tenkes a vaere mer utsatt for rottegift ved a spise ting ute. Vi har

imidlertid delt inn hundene etter rasegrupper i forhold til NKK sitt register. | noen av disse
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rasegruppene forekommer bade sma og store hunder, derfor er det vanskelig a vurdere en

eventuell sammenheng med starrelse pa hundene i hele materialet.

Fordeling basert pa sykdomsdiagnoser

Hundene i studiepopulasjonen ble delt inn i sykdomsgrupper basert pa diagnoser. Det ble
gjort for & se etter sammenheng mellom eventuelt positive prever og diagnose. Vi ser at 3 av
de 13 hundene der SW ble pavist hadde diagnoser der blgdning er involvert, (Sykdomsgruppe
10, 17 og 19 i Tabell 6 i Vedlegg 7), mens det totale antall hunder med slike diagnoser,
(Sykdomsgruppe 10, 16, 17 og 19) ikke var mer enn 5 av 63. Dette kan tyde pa en
overpresentasjon av slike diagnoser blant de SW-positive hundene. Det er i tilfelle et
forventet, men ogsa interessant funn, ettersom det ikke har vaert mistanker om
rottegiftsforgiftning hos disse. En mulighet er at hunder som har en sykdom som gir gkt
blgdningstendens av annen arsak enn vitamin K-antagonisme, kan fa en forverret situasjon
dersom subkliniske nivaer av SW foreligger. Det trengs videre studier med et starre utvalg for
a kunne konkludere om disse eller andre sykdomsgrupper faktisk er assosiert med

eksponering for SW.

Hvordan far hundene i seg rottegift?

Med sa mye som 20,6 % positive praver og ingen direkte klar sammenheng med hvordan de
har blitt eksponert, stiller vi sparsmalet; hvordan far hundene i seg rottegift? Et annet sentralt
spgrsmal er: Hvor omfattende er utleggelse av SW i Norge? Vi tror at det brukes store
mengder SW som rottegift i Norge. Vi vil anta at de aller fleste gardsbruk med korn- og
dyreproduksjon har utlagt ate. Vi tror ogsa at det er helt vanlig at SW er utlagt i bygarder i

Oslo og i andre starre byer.
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SW har generelt mye lengre halveringstid enn fgrstegenerasjons antikoagulerende rottegifter
og kan persistere over tid bade hos dyr og i miljget. (73,74) Som tidligere nevnt har det fram
til na veert veldig enkelt & fa tak i rottegift for en privatperson. Rottegiften kan siden brukes
hvordan og hvor som helst. Det kan ha blitt lagt ut i bygarder, i parker eller pa hytta. Hunden
kan bli eksponert primaert eller sekundaert for rottegiften. Primaer eksponering er nar de spiser
ate og sekundzer eksponering er nar de spiser forgiftede malarter som rotte og mus.
Sekundarforgiftninger har blitt antatt som en vanlig arsak til forgiftning hos ville rovdyr. (75)
Dersom preparatene blir utplassert uten atestasjon (noe som har veert ulovlig i mange ar) er
risikoen betydelig starre for at andre dyr enn rotter og mus far i seg stoffet. SW kan tenkes bli
igjen i jorden etter at gnageren er nedbrutt. Det kan tenkes at det i sin tur kan forurense
planter, bekker, sjger og vanndammer. Hvis stoffet nar vannet, kan ogsa vannlevende dyr
pavirkes. Hunder kan forgiftes ved & drikke fra slike vannkilder. Atestasjoner som blir
feilaktig montert kan bidra til et forurenset naermiljg. Hvis regnvann kommer i kontakt med
atet, kan det bli spredt. En annen kilde for kontaminering av nzrmiljget er faeces fra
forgiftede dyr. SW skilles ut i uforandret form med faeces. Hunder som spiser avfgring kan
veere direkte utsatt. Andre mulige kilder som kan tenkes & forarsake forgiftning er hundefor.
Noen forer hundene sine med slakteavfall. Hvis dette kommer fra gris eller frittgaende hans,
kan det veere en mulighet for at det innholder spor av rottegifter. Gris er omnivor og kan veere
utsatt for bade primer- og sekundeerforgiftning. Dersom dette er tilfelle hadde det vaert
naturlig & ogsa finne bakgrunnsnivaer av rottegift hos mennesker som spiser innmat. Denne
informasjon mangler. Til sist kan det tenkes at eksponering for rottegift varierer med hensyn
pa arstider. Var studie dekket kun sommerhalvaret, noe som er for kort tid til at vi kan
konkludere. I en studie som ble gjort pa rev ble det observert hgyest forekomst av forgiftning

hast, vinter og var. (75)
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Med denne studien har vi estimert at 20,6 % av Norges hunder kan ga med rester av SW i seg.
Hvordan dette pavirker hundens helse er uklart. I en fransk studie fra 2004 ble det sett at mink
med rottegiftsforgiftning ble mer utsatte for andre sykdommer. (76) Vi kan ikke med
sikkerhet si om de eksponerte hundenes hemostase var pavirket selv om prgvene var positive.
Det kan likevel tenkes. Hvis dette er tilfelle kan andre faktorer som pavirker koagulasjonen ha
betydning for at hunden lettere utvikler koagulasjonsforstyrrelser ved SW forgiftning.
Legemidler kan gi koagulasjonsforstyrrelser, bade som gnsket effekt ved forebyggende
behandling av tromboser eller som en ugnsket bivirkning. Legemidler som antibiotika (som
for eksempel sufonamider og metronidazol), NSAIDs, og glukokortikoider eller ved
administrasjon av vitamin E (de som gir hunden sin tran) kan gi dette. Sykdommer som
viremi eller levende virusvaksiner, leversykdom, eksokrin pankreasinsuffisiens, intestinal
malabsorpsjon og DIC kan ogsa forverre koagulasjonsforstyrrelser. Vi kan ikke utelukke at
pakjenninger som dette hos en hund som har blitt eksponert for rottegift kan veere utlgsende

for “uforklarlig” bledning eller forverring av tilstanden.

Vanligvis snakker vi om SW generelt, men flere ulike kinetikkstudier viser at V4, Cl, og
halveringstid ikke er de samme for de ulike SW eller for ulike arter. Dette er faktorer som
gjer diagnostikken vanskelig. En ytterligere faktor som gjer diagnostikken vanskelig er at vi
na ma anta at det forekommer et bakgrunnsniva av SW hos den norske hundepopulasjonen.
Hvordan skal vi tolke en positiv prgve fra en symptomfri hund kontra en hund med
blgdningssymptomer? Som tidligere nevnt vurderer Veterinarinstituttet a innfare en kvalitativ
analysemetode for a pavise SW i lever. Med en kvalitativ metode vil det imidlertid bli
vanskelig a tolke betydningen av disse leveranalysene. Metoden burde vere kvantitativ slik at

vi kan estimere om konsentrasjonen i leveren er toksisk eller ikke. Da det sjelden tas
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leverprgver ante mortem, kunne det i stedet vaert mer aktuelt a ta en blodprgve for & analysere
SW. | en studie hos hund, ble brodifakum pavist i serum 24 timer etter eksponering og de
hgyeste verdiene fantes etter 3-6 dager. Det gikk ikke lenger & pavise 30 dager etter
eksponering. (22) DuVall et al.fant generelt lave nivaer av brodifakum i serum og stgrre
mengder i lever. DuVall et al. mente likevel at maling av serumnivaer var nyttig da det kunne
brukes som en pekepinn for hvor lenge vitamin K; -behandlingen skulle paga. (77) Robben et
al. sa at man ikke alltid kunne male SW i plasma selv om det ble pavist i lever og dermed
mente at maling av plasma ikke var palitelig. (48) At DuVall og Robben et al. kom frem til
forskjellige resultater kan bero pa at de benyttet ulike metoder. SW kan ha ulik oppholdstid i
serum, plasma og lever pa grunn av forskijell i affinitet til transportproteiner og annet vev.
Halveringstidene som ble oppgitt var mistenkelig korte og er mest sannsynlig fra den ferste
eliminasjonsfasen da stoffene trolig har et bieksponentielt utskillelsesmgnster ogsa hos hund.
Blodpraveanalysene pagikk over for kort tid til & f& med seg hele eliminasjonsfasen. A
analysere serum eller plasma for SW virker uansett som et godt diagnostisk verktay. Det er
viktig & vare klar over at hvis blodprgven er negativ, kan hunden likevel vere forgiftet.
Andre interessante diagnostiske metoder er a undersgke faeces. Dette har blitt gjort
eksperimentelt pa rev. Der ble det undersgkt for bromadiolon i faeces og i plasma. | faeces ble
bromadiolon pavist ved farste maling etter eksponering (15 timer) og ble ogsa pavist i faeces
frem til 26 dager etter eksponering. Bromadiolon ble funnet i plasma 7-24 dager etter siste
eksponering. Hos menneske har det ogsa blitt sett at man kan pavise SW i har. (78). Dette er
interessante studier som viser til at det kan finnes alternative undersgkelsesmetoder for a
pavise SW. Det ma likevel gjennomfares flere studier som ser pa farmakokinetikk og
farmakodynamikk hos hund for a fa vite mer om hvordan stoffene fordeler seg hos denne

arten.
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Da vi hadde mange leverprgver som var positive for SW, hadde det vert interessant a gjare en
retrospektiv epidemiologisk studie pé disse kasus. A kartlegge sykdomshistorie, diagnoser,
medikamentbruk samt kontakte tidligere eiere for a fa informasjon om hundens bruksomrade
og tidligere oppholdsmiljg. Eventuelle lagrede blodprgver kunne ogsa blitt undersgkt for a

sammenligne forekomsten av SW i lever og i serum, plasma og fullblod.

Konklusjon

Den norske hundepopulasjonen er eksponert for SW. Vi kan derfor ikke verifisere diagnosen
“rottegiftsforgiftning” kun pa bakgrunn av positive leverpraver. Derimot vil en negativ
leverprgve gjgre en mistanke om slik forgiftning lite sannsynlig. Det finnes fa studier gjort pa
hund i forhold til farmakokinetikk og farmakodynamikk hos de ulike SW. Dette er ngdvendig
for & forbedre diagnostikken. 1 tillegg trengs en grundigere undersgkelse av mulige kilder som

forarsaker kontaminering og forgiftning av hund.
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Summary

Title: Prevalence of superwarfarins in dogs — a survey of background levels in liver
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Authors: Sara Olerud, Jeanette Pedersen og Eiril Pettersen
Supervisors: Lars Moe, Andreas Lervik, Gjermund Gunnes og Jens Bgrsum, Department of
Companion Animal Clinical Sciences, Department of Basic Sciences and

Agquatic Medicine and Norwegian Veterinary Institute.

Anticoagulant rodenticides of the warfarin types are widely used in Norway and the effects
and side effects have been poorly regulated. New more potent rodenticides, such as
superwarfarins (SW), can persist over time in both animals and environment. In a study from
2009-2011, SW was found in the liver in 70 % of Golden Eagles and 50 % of Eurasian Eagle-
Owl in Norway. We decided to perform a survey of the concentration of SW in liver in a

group of deceased dogs from the Norwegian dog population.

The included dogs were randomly selected irrespectively of illness or clinical signs and
therefore represent a background population. Samples from 63 deceased dogs were collected
shortly after euthanasia during a six months period (April-September). A total of 20.6 %
(13/63) of these liver samples were positive for SW (bromadiolone, difenacoum, difethialone
or flocoumafen). The result showed that Norwegian dogs, in a surprisingly large extent, had
been exposed to rodenticides. The report reviews the coagulation system, the mechanism of
SW poisoning and discusses the current diagnostic tools of rodenticide poisoning and possible
improvements. There are few published studies on dogs regarding pharmacokinetics and
pharmacodynamics of SW. Increased knowledge about the turnover of SW in the canine body

is needed in order to improve diagnostics and therapy in dogs. We have not found any
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publications that discuss the source of SW in dogs, and a more thorough investigation of

possible sources of poisoning is therefore needed.
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Vedlegg 1

Liste over koagulasjonsfaktorene

Faktor I (fibrinogen)

Faktor 11 (protrombin)

Faktor 111 (vevsfaktor)

Faktor IV (kalsium)

Faktor V (proaccelerin)

Faktor VI

Faktor VI (proconvertin)

Faktor VIII (antihemofil faktor A)

Faktor IX (Christmas faktor, plasma tromboplastin komponent)
Faktor X (Stuart-Prower faktor)

Faktor X1 (Rosenthal faktor, plasma tromboplastin forlgper)
Faktor XII (Hageman faktor)

Faktor XIII (fibrinstabiliserende faktor)
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Vedlegg 2

Intrinsic pathway

Collagen

Xl Xl

inact act

IX;nact ﬁ Xt
Extrinsic pathway
\ Exposed tissue |

Vil VIIL factor (factor Ill)

‘ Platelet factor 3 Vil
L
xact —’ X

§&act
e -
‘ivinact Vact

“jProthrombin ’__—}
: Fibrinbgen ﬁ‘:ﬁbrin I

Figur 1, Intrinsic og extrinsic reaksjonsvei
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Figur 2, Levermetabolisme av vitamin K
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Figur 3, Forholdet mellom extrinsic, intrinsic og common reaksjonsvei.
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Tabell 1, Kjente parametre ved rottegiftsforgiftning hos hund

Hund PlasmaT;, |Serum |Pavistilever|Detekterbarti |lkke lenger Hgyeste niva

(dager) Ti antall dager | plasma timer |detekterbart (dager etter
(dager) |etter etter (dager etter eksponering)
eksponering | eksponering | eksponering)

Brdoifakum | 0.9-4.7 614 24 30 3-6
(mean 2.4) dager

Difetialon |2.2 0g 3.2

Flokumafen 301

Warfarin 22-23

Tabell 2, Tolkning av parametre ved rottegiftsforgiftning

Bladningstid (BT), aktivert koagulasjonstid (ACT), protrombin tid (PT), aktivert partiell

tromboplastintid (aPTT), fibrin degraderingsprodukter (FDPs) 1 hoy eller forlenget, |=

nedsatt eller forkortet, ? =usikkert, N= normal

Arsak BT ACT PT aPTT Plater Fibrinogen | FDPs

Rottegiftsforgiftning | N/1°? T T ™ N/ N/ N/
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Vedlegg 3

Tabell 1, LC-MS/MS parametre

Superwarfariner hos hund i Norge

Mass Collision

Compound Mw Transition Energy
(m/z) V)
Flocoumafen 542,54 542,2>161,1 43
542,2>383,1 43
Difethialone 539,48 539,1>151,1 37
539,1>203,1 37
Difenacoum 44452 443,2>293,1,1 35
443,2>135,1 34
Bromadiolone 527,41 527,1>181,1 37
527,1>250,1 37
Brodifacoum 523,42 521,1>135,1 40
521,1>187,1 40
Coumatetralyl 292,33 291,1>141,1 23
291.1>247,1 23
Warfarin 308,33 307,1>161,1 22
307,1>250,1 22
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Figur 1, MS/MS kromatogrammer av lever fra hunder positive for rottegift
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Vedlegg 4

Molekylstrukturer

(33)

Flokumafen. (80)
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Vedlegg 5

Tabell 1, Beregning av utvalgsstarrelse

Resultat (n) 138 35 9 246 61 15| 323 81 20
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Vedlegg 6, Figurer

Figur 1, Forekomst av superwarfariner
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Figur 2, Fordeling av superwarfariner i positive leverprgver
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Figur 3, Fordeling mellom kjgnn
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Figur 5, Fordeling mellom kommuner
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Figur 6, Fordeling mellom rasegrupper
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Figur 7, Fordeling mellom sykdomsgrupper
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Vedlegg 7, Tabeller

Tabell 1, Prevalens og RR for kjgnnsfordeling

Antall Prevalens RR

Kjgnn

Tispe 35 0,26 1.80

Tabell 2, Data plottet inn for Fisher eksakt test.

Kjgnn Pavist Ikke pavist |Total

Fisher eksakt test p verdi to sidet test = 0,353 og er altsa ikke signifikant ved p<0,05.
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Tabell 3, Prevalens og RR for aldersgrupper.

Alderi ar Antall Prevalens |RR
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Tabell 4, Prevalens og RR for kommunefordeling.

Kommunefordeling Antall Prevalens |RR

Asker | 4]  025] 125

-l-a
3]

Drammen | 1] o o0
2

Trggstad | 2| 0] 0

1

Vesty | 1] o o
|

lunner | 1] o o
|

lprenskog | 1 o o
|
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Tabell 5, prevalens og RR for rasegrupper.

Rasegruppe; 1: Bruks-, hyrde og gjeterhunder, 2: Pincher-, schnautzer-, molosser- og
sennenhunder, 3: Terrier, 4: Dachs, 5: Spisshunder, 6: Drivende- og sporhunder, 7: Staende
fuglehunder, 8: Apporterende hunder, 9: Selskapshunder, 10: Blandningshunder, 11: Ukjent

Rasegruppe Antall Prevalens | RR
|
|
4l 2] 1] 58]
|

e 1 o] o
8 s o o
10| 6 017] 081
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Tabell 6, Prevalens og RR for sykdomsgrupper.

Sykdomsgruppe; 1: neoplasi, 2: sykdommer i fordgyelsessystemet, 3: sykdommer i
nervesystemet, 4: sykdommer i kjgnnsorganer, 5: sykdommer i respirasjonssystemet, 6:
sykdommer i bevegelsessystemet, 7: sykdommer i urinveier, 8: endokrine sykdommer, 9:
immunmedierte sykdommer, 10: blgdning, 11: anemi, 12: adferd, 13: traume, 14: ukjent, 15:
annen, 16: sykdommer i nervesystemet + blgdning, 17: sykdommer i fordgyelsessystemet +
blgdning, 18: sykdommer i fordgyelsessystemet + sykdommer i urinveier, 19: neoplasi +
blagdning, 20: neoplasi + sykdommer i urinveiene + sykdommer i fordgyelsessystemet. 21:
neoplasi + sykdommer i fordgyelsessystemet.
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