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Forord

Bakgrunnen for vért valg av emne til fordypningsoppgaven, var var store interesse for
smadyrmedisin. A tolke uspesifikke sykdomsparametre er viktig innen klinisk diagnostikk. I
denne oppgaven vil vi legge storst vekt pd de uspesifikke sykdomsparametrene C-reaktivt
protein (CRP) 1 blod og senkningsreaksjon (senkning). Senkningsreaksjonen har vaert brukt
som en generell sykdomsparameter i mange ar, mens analyse av CRP er relativt nytt i
veterinermedisinen. Siden begge testene er basert pa en akuttfaserespons, er det spennende a
underseke likheter og forskjeller mellom dem, samt hvordan testenes forskjellige egenskaper

pavirker tolkning av resultatene i klinisk praksis.

Da vi begynte dette arbeidet hadde vi et enske om at fordypningsoppgaven skulle gi en
mulighet til bade praktisk arbeid, og fordypning innen en problemstilling som har nytteverdi
for andre smadyrpraktikere. Videre gnsket vi et innblikk i hvordan en forskningsstudie blir
gjennomfort. Vi har derfor planlagt og utfert en pilotstudie der vi ser pA sammenhengen
mellom fire forskjellige uspesifikke sykdomsparametre hos klinisk friske og syke dyr, samt
sammenliknet CRP-konsentrasjoner i blod som er analysert med to forskjellige metoder.
Disse resultatene blir presentert og diskutert i sammenheng med tidligere publiserte resultater.

Vi haper denne oppgaven kan veare til nytte for andre smadyrpraktiserende veterinarer.



Sammendrag

Tittel: Bruk av C-reaktivt protein og senkningsreaksjon i klinisk diagnostikk hos
hund.

Forfattere:  Monica Jergensen og Stine Jevnehagen Moe

Veileder: Anita Haug Haaland, Institutt for sports- og familiedyrmedisin, Seksjon for
smadyrsykdommer.

Oppgaven tar utgangspunkt i en todelt pilotstudie utarbeidet og gjennomfert av forfatterne. I
forste ledd av studien ble C-reaktivt protein (CRP) og senkningsreaksjon (senkning) studert,
samt neytrofile granulocytter og rektal temperatur, hos friske og syke hunder som var
pasienter ved Smadyrklinikken pa Norges Veterinaerhaggskole. Mélet med studien var &
studere sammenhengen mellom uspesifikke sykdomsparametere, med spesiell vekt pA CRP og
senkning. Resultatene ble brukt som utgangspunkt for en litteraturstudie, om bruk av CRP og
senkning pa hund. I den andre delen av studien ble det sammenlignet CRP-malinger i blod
utfort pa en pasientner maskin (LifeAssays ® Vet Reader) med mélinger analysert ved

Sentrallaboratoriet.

Vare resultater viste at CRP generelt sett er en bedre sykdomsparameter til & detektere
inflammasjonstilstander hos hund, enn senkningsreaksjon, antallet leukocytter, antallet
neytrofile granulocytter og rektal temperatur. Til tross for at var studiepopulasjon er liten,
samsvarer funn fra virt materiale 1 stor grad med resultater som tidligere er publisert, i
henhold til CRP-konsentrasjon og sykdomstilstander. CRP-analyse til bruk pd hund har
tidligere vert lite tilgjengelig for klinikere. Tilbudet har nylig blitt bedre da man i tillegg til &
sende inn prever til referanselaboratorium (Sentrallaboratoriet fra 2009), ogsé kan ta i bruk en
nylig markedsfort pasientnar analysemaskin (LifeAssays ®Vet Reader) til bruk pa hund.
CRP viser seg 4 vaere et nyttig diagnostisk verktey, som i starre grad ber tas i bruk i klinisk

diagnostikk.



Innledning

Inflammasjonsprosessen er en uspesifikk respons som settes 1 gang av multiple
inflammatoriske stimuli, deriblant traume, introduksjon av fremmede stoffer eller
overreaksjon pa kroppsegne stoffer (1). Prosessene ved en inflammasjon er kompliserte, og
det er mange faktorer som avgjer hvordan forlepet utarter seg, og hvilke celler og
signalstoffer som inngar. I tillegg til de lokale kardinalsymptomene tumor, rubor, calor, dolor
og functio laesa, kan det ogsa ses en systemisk respons pa inflammasjonen (1,2,3). Denne
systemiske responsen er i hovedsak mediert av de makrofag-deriverte cytokinene interleukin-
6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1) og tumor nekrose faktor alfa (TNF-a) (1, 4). I lopet av timer vil

cytokinene fore til foregket syntese og sekresjon av akuttfase proteiner (AFP) (1,2,4).

Akuttfaseproteinene (AFP) produseres i hovedsak av hepatocytter i leveren, men en viss
produksjon kan finne sted i1 ekstrahepatisk vev som jurkjertelvev, lungevev, tarmvev, fettvev,
nyrevev, leukocytter, endometrieceller, chondro- og synoviocytter i ledd (4,5). De kan deles i
to hovedgrupper, positive AFP og negative AFP, basert pd om de far en konsentrasjonsekning
eller -nedgang 1 blodet ved en akuttfaserespons (4,6). Positive akuttfaseproteiner kan videre
graderes etter grad og hastighet pa respons til henholdsvis sterke, intermediere og svake AFP
(3). De positive AFP inkluderer blant annet C-reaktivt protein (CRP), serum amyloid A
(SAA), haptoglobulin, alfa-1-antitrypsin og fibrinogen. Blant de negative har vi albumin, alfa-
lipoprotein og transferrin (4,3). Sub-klassifiseringen av AFP varierer hos forskjellige

dyrearter (5,7,8).

Fibrinogen har vaert og er, mye brukt indirekte som generell inflammasjonsindikator hos hund
og katt. Fibrinogenet pavirker erytrocyttenes evne til rouleux- og erytrocyttklumpedannelse,
og pavirker dermed erytrocyttenes evne til 4 sedimentere (eller synke, derav tilnavnet

senkning) (9). Da fibrinogen er et intermedigert AFP vil det ta dager for fibrinogennivaene er
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heye nok til & pavirke senkningsreaksjonen (3). Videre tar det dager til uker for niviene
normaliserer seg igjen etter at inflammasjonen eller traumet er helet (5). P4 grunnlag av
fibrinogenets egenskaper anses senkningsreaksjonen som en test med lav sensitivitet og lav

spesifisitet.

CRP er et sterkt og positivt akuttfaseprotein hos hund, som i hovedsak blir syntetisert i lever
etter IL-6 stimulering (2,4,8). CRP-konsentrasjonen i blod egker kraftig i lapet av fa timer og
nar maksimal konsentrasjon pa omkring 24 timer (2,10,11). Etter oppher av inflammatorisk
stimuli faller CRP-konsentrasjonen fort (4). Dette har gjort at CRP-malinger anses som en
god “real-time” indikator pd inflammasjon, og kan brukes som redskap for vurdering av
prognose og behandlingsrespons (2). I humanmedisinen har CRP i mange ar i stor grad
overtatt for senkningen som en generell sykdomsparameter. Selv om hundens CRP ble
identifisert og karakterisert for over 15 ar siden, og det finnes mange publikasjoner pa
metoder som i forskningseyemed ble brukt til & méle CRP-nivaer i hundeblod, er det likevel
forst de siste arene at det har blitt utviklet metoder som er kalibrerte og validerte til
kommersiell bruk pa hund. I Norden har man validert en human analyse til bruk pa hund, som
nd anses som en “gullstandard” (3,5). Sentrallaboratoriet begynte & tilby denne analysen 1
2009 (12). 12010 kom ogsa den ferste pasientneere CRP analyse maskinen til bruk pa hund pa

markedet.

I tillegg til & stimulere produksjonen av akuttfaseproteinene, setter cytokinene ogsa i gang
andre systemiske responser. IL-1 stimulerer benmargen til gkt frigjering av neytrofile
granulocytter til sirkulasjonen, og hemmer sult-senteret i hjernen. IL-1, IL-6 og TNF-a
stimulerer nedbrytning av skjelettmuskulatur. Videre pavirker de hjernen bade til a frigjore

sevninduserende molekyler, samt pavirker hjernens termoregulerende senter til & oke



kroppens termostatiske “’set-point”. Disse forandringene gir neytrofili og kliniske symptomer

som nedsatt appetitt, slapphet og feber (1,2).

I denne oppgaven presenterer vi resultatene fra en pilot studie der malet vart var a studere
CRP konsentrasjoner i blod og senkningen hos syke hunder som var pasienter ved Norges
Veterinerhogskole. Vi diskuterer forskjellene ved bruk og tolkning av de to metodene, samt
mer kortfattet forholdet til andre uspesifikke sykdomsparametere som rektaltemperatur og
neytrofile granulocytter. Videre ensker vi 8 sammenlikne resultater fra to CRP-analyse

metoder til bruk pa hund, som er tilgjengelige for norske veterinerer i dag.



Materiale og metoder

Materiale

Studiepopulasjon

Blodprever fra pasienter ved Smédyrklinikken pd NVH 1 perioden 20.01.2011-22.06.2011 ble
inkludert i denne studien. Hundene ble delt inn i henholdsvis gruppen frisk og syk. Hunder ble
karakterisert som friske dersom de oppfylte folgende kriterier; drsak til konsultasjon var
vaksinasjon, maling av rabiestiter etter vaksinasjon eller kloklipp. I tillegg métte eier oppfatte
hunden som allment frisk og hunden matte vaere fri fra anmerkninger ved en generell klinisk
undersekelse basert pa informasjon i et klinisk undersekelsesskjema (vedlegg 1). Klinisk
undersokelse ble i hovedsak utfort av forfatterne, men ved noen fi anledninger ble de utfort
av fast ansatt dyrepleier ved poliklinisk rutineklinikk. Eier métte ogsé signere et
godkjenningsskjema for deltagelse i studien (vedlegg 2). Hunder ble karakterisert som syke
dersom klinikkveterinaren, som et ledd i sin diagnostiske utredning, tok blodprever for enten
a sette opp en senkning eller male CRP- konsentrasjon 1 blodet.

Pa grunnlag av retrospektiv gjennomgang av samtlige sykehistorier (inkludert de fra friske
hunder) ble pasientene fordelt pa fem sykdomskategorier; 0 = friske hunder, 1 = hunder med
inflammasjon (foreket CRP, uten at bakterier er pavist ved mikroskopi eller dyrkning fra
kroppssekret eller vevsvasker), 2 = hunder med infeksjon (bakterier pavist ved mikroskopi
eller dyrkning fra kroppssekret eller vevsvasker), 3 = hunder med neoplasi (pavist ved
cytologi eller histologi fra biopsi), 4 = hunder med andre sykdommer (identifisert ved kliniske
symptomer pa sykdom, diagnostiske tester og/eller akuttfase respons). Av hensyn til faktorer
som eventuelt kan interagere eller konfundere, ble hunder under 3 méneders alder, drektige
tisper, postoperative pasienter, hunder med usikker eller multiple diagnoser ekskludert fra

studien, uansett gruppetilherighet.



Provetaking og analyse

Dersom mulig ble det ble foretatt 3 analyser av samtlige pasienter; analyse av CRP-
konsentrasjonen i blod malt med henholdsvis en pasientnar metode (LifeAssays® Vet
Reader) og Sentrallaboratoriets metode, samt senkningsreaksjon. Pa provetakingstidspunktet
ble det samlet inn minst ett EDTA fullblodrer og ett fullblodrer for serumframstilling. EDTA
fullblodreret ble vendt gjentatte ganger umiddelbart etter uttak. Senkningsanalysen ble satt
opp sé fort som mulig, men innen 2 timer, pa klinikklaboratoriet p4 Smadyrklinikken.
Fullblodreret ble vendt grundig ogsa for oppsett, og hvis det hadde stétt slik at sedimentasjon
kunne ha inntradt, ble det satt i en vippe 1 10-15 minutter for oppsett. Dersom det ble samlet
inn to fullblodglass, ble det ene sendt direkte til klinikklaboratoriet for serumframstilling og
CRP-analyse, mens det andre ble sendt til Sentrallaboratoriet for serumframstilling og
analyse. Serum ble framstilt etter henstand pa benken i romtemperatur i minimum en halv
time og maksimalt to timer, for det ble sentrifugert med 3000 omdreininger/min 1 10 minutter.
Serumet ble trukket opp 1 en pipette og overfort til en ny beholder. Dersom det ikke var mulig
a samle to fullblodglass, ble serumet framstilt pa klinikklaboratoriet og analysert for CRP-
konsentrasjon der med en gang, for sa 4 bli videresendt til Sentrallaboratoriet for CRP-

analyse.

Metode

Pasientnzer analyse av C-reaktivt protein

CRP-konsentrasjonen ble mélt i serum ved hjelp av LifeAssays® Vet Reader, etter
produsentens instruksjoner. Metoden baserer seg pa et magnetisk permeabilitetsbasert assay,
hvor hundens egne antistoffer er brukt. For hver analyse ble reagenset inkubert i
romtemperatur i minimum 15 minutter. Serumet fra pasienten ble trukket opp i en pipette og

overfort i et lite kapiller-ror (5 pul), som ble tilsatt i reagensglasset. Dette ble umiddelbart
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ristet ved bruk av vortex-maskinen, og samtidig vending av glasset i 30 sekunder, for & lose
opp bunnfall. Deretter ble reagensglasset plassert i analysemaskinen, hvor det etter inkubering
1 660 sekund, automatisk ble gjennomfoert fem mélinger av bunnfallet ved gjennomlysning.
Analysemaskinen oppga verdier mellom <10mg/L til >210mg/L. For verdier som ble
registrert som <10 mg/L ble 5 mg/L (medianverdien av 0-10mg/L), brukt som verdi i de
statistiske analysene. Maskinen ble kalibrert med et medfelgende hundeserum en gang per
testkit, hvert testkit bestod av 20 reagens. Etter 41 testede blodprever ble instruksen endret av
produsent. Endringen innebar bruk av vortex-maskinen ogsé for tilsetting av kapiller-roret
med hundens serum, dette ble gjort for & minimalisere eventuelle preanalyttiske faktorer som
kunne pavirke resultatet ved for darlig blanding av materialet. @vre referanseverdi var 20

mg/L (13).

Figur 1. Figuren illustrerer bruken av LifeAssays® Vet Reader til malinger av CRP konsentrasjoner i serum.

Analyse av C-reaktivt protein ved et referanselaboratorium

Serum sendt til Sentrallaboratoriet, ble analysert ved bruk av en human turbidometrisk
immunoassay, kalibrert og validert for bruk pa hundeserum (14). Verdier ble oppgitt fra 0,0 til
100,0 mg/L. Ved konsentrasjoner over 100 mg/L, ble prover fortynnet 1:5, og analysert pa
nytt (Muntlig meddelelse Torill Kylling, Sentrallaboratoriet). @vre referanseverdi var 15

mg/L (12).
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Senkningsreaksjon

For & male senkningsreaksjonen ble det brukt en modifisert Westergrens metode med EDTA
som antikoagulans, som brukes og undervises i, ved Norges Veterinerhegskole (muntlig
meddelelse Anita Haug Haaland, NVH). Det ble brukt Originalt Standard DISPETTE
senkningsutstyr. Blod ble overfortved hjelp av en pipette, til reservoir-plastbeholderen og et
Dispette-senkningrer senket forsiktig ned i beholderen, slik at blodseylen kom pé niva med 0
mm malemerket. Raret var merket med en skala fra 0 til150 mm. Reret og plastbeholderen ble
satt vinkelrett i forhold til en rett benkeplate i et standard senkningsstativ (15). Senkningen ble
avlest 1 mm/t etter 1, 2 og 24 timer. Referanseverdier var 0-5 mm. Da senkningsreaksjonen 1
stor grad er pavirket av blodets hematokrit (HCT), ble alle senkningsreaksjoner kontrollert i
forhold til HCT ved bruk av en korreksjonstabell for hund, utarbeidet for bruk av Wintrobe

senkningsmetode (figur 2).

Figur 2: Tabellen blir brukt ved korrigering av senkning (ESR) i forhold til hematokrit (HCT). Tabellen er

beregnet til bruk av Wintrobe senkningsmetode, til bruk pa hundeblod (16).

Table 2-6. Relative Anticipated Erythrocyte Sedimen-
tation Rate of Canine Blood in mm in 1 Hour for PCV
value from 9 to 50

PCV ESR PCV ESR PCcv ESR

9 82 23 40 37 13
10 79 24 38 38 12
11 76 25 36 39 11
12 73 26 34 40 10
13 70 27 32 41 9
14 67 28 30 ) 8
15 64 29 28 43 7
16 61 30 26 44 6
17 58 31 24 45 5
18 55 32 2 46 4
19 52 33 20 47 3
20 49 34 18 48 2
21 46 35 16 49 1
2 43 36 14 50 0

Examples: (a) PCV 43, observed ESR 45, anticipated
ESR 7 (from the table: Corrected ESR
45 — 7 = +38.
(b) PCV 24, observed ESR 16, anticipated
ESR 38 (from the table): Corrected ESR
16 — 38 = —22.
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Andre generelle sykdomsparametere

Da sykehistoriene til de syke hundene ble gjennomgatt retrospektivt for 4 samle data om
diagnose, ble ogsé antall antall neytrofile granulocytter, rektal temperatur og hematokrit
registrert i datasettet. Referanseverdiene var: ngytrofile granulocytter 3,6-13 x 10%/L, rektal

temperatur 37,5-39°C og hematokrit (HCT) 0,35-0,55 (12).

Statistiske metoder

Statistiske analyser ble utfort ved bruk av JMP software, versjon 9. Beskrivende statistikk ble
utfort ved rutineundersokelser av datasettet. Det ble det utfort en Shapiro-Wilks test for
normalitet pa studievariablene. Forskjellene mellom CRP-konsentrasjoner, senkningsreaksjon,
antall neytrofile granulocytter og rektal temperatur i de forskjellige sykdomskategoriene ble
illustrert ved hjelp av box-plot. Verken CRP eller senkning viste seg & vaere normalfordelte
parametere, og heller ikke konvensjonell log-konvertering gav normalfordelte data. De ikke-
parametriske testene Kruskal-Wallis/Wilcoxon-tester ble derfor utfort for 4 bestemme om det
var en statistisk signifikant forskjellig mellom CRP-konsentrasjoner og senkningsreaksjoner
mellom sykdomskategoriene. En P-verdi under 0,05 ble ansett som statistisk signifikant.
Sammenhengen mellom CRP og henholdsvis senkningsreaksjon, antall leukocytter, antall
neytrofile granulocytter og rektal temperatur ble derfor illustrert ved hjelp av standard XY -
plot med regresjonslinje. Et Bland-Altman difference plot ble brukt for 4 illustrere et eventuelt

samsvar mellom maéleverdiene fra de to CRP-mélingsmetodene (17).
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Resultater

Det ble samlet inn 97 blodprever fra pasienter ved Smadyrklinikken pa Norges
Veterinzrhogskole. Etter eksklusjon av pasienter med usikker diagnose, multiple diagnoser
eller pasienter under behandling, gjenstod blod fra 70 pasienter som alle hadde som minimum
malt CRP-konsentrasjon med LifeAssays® Vet Reader. Av disse 70 ble 26 pasienter
kategorisert som friske 1 henhold til kriteriene satt for studien, mens 44 ble kategorisert som
syke pasienter. Videre sub-gruppering av syke gav 10 hunder med inflammatoriske lidelser,
15 hunder med infeksigse lidelser, 5 hunder med neoplastiske lidelser og 14 hunder med
andre sykdommer som ble identifisert ved kliniske symptomer, diagnostiske tester og/eller
akuttfase respons, men som ikke med sikkerhet kunne grupperes i gvrige sykdomskategorier.
Pasientene bestod av et vidt spekter av forskjellige hunderaser i alderen fra 4 méneder til 13
ar. Ingen av kjennene var overrepresentert. Det ble ikke observert store forskjeller 1

pasientsammensetningen i de forskjellige sykdomskategoriene.

C-reaktivt protein

CRP-konsentrasjonen i blod ble analysert hos 70 av hundene. Alle pasientene kategorisert
som frisk (n=26), med unntak av en, hadde CRP-konsentrasjoner innenfor metodens
referanseverdier (tabell 1). Denne ene hunden hadde en CRP-konsentrasjon pa 21 mg/L
(referanseverdi <20 mg/L). Hunden hadde ogsa en senkning pd 8§ mm etter 24 timer, mens
avlesingene ved henholdsvis 1 time og 2 timer 18 innenfor referansenivaet. Eier oppfattet
hunden som frisk, det var ingen anmerkninger pa klinisk undersekelse. Sentrallaboratoriets

CRP-analyse viste 0 mg/L.
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Hos de syke pasientene (n= 44) ble det observert foraket CRP hos 25 av hundene (tabell 1).

Tabell 1 viser oversikt over median av og spredning i CRP-konsentrasjoner hos hunder,

kategorisert som frisk eller syk.

Tabell 1: Tabellen beskriver sentralmél og spredningsmal for CRP-konsentrasjonene mélt med henholdsvis
LifeAssays® Vet Reader og Sentrallaboratoriets metode fordelt pa sykdomskategorier.

LifeAssays® Vet Reader maler ikke absoluttverdier nér konsentrasjonen kommer <10 mg/L, for verdier som ble
registrert som <10 mg/L ble 5 mg/L (medianverdien av 0-10mg/L) brukt som verdi i de statistiske analysene

Sykdomskategorier

CRP LifeAssays® Vet Reader

CRP Sentrallaboratoriet

Frisk (n=26/21) *

Antall CRP+ 1 0
Median (mg/L) 7,5 0,5
Intervall (mg/L) (5-21) (0,0-14,0)
Syk (n=44/29)*

Antall CRP + 25 25
Median (mg/L) 24 47,8
Intervall (mg/L) (5-204) (0-236,2)
Inflammasjon (n=10/8)*

Antall CRP + 5 5
Median (mg/L) 20 27,8
Intervall (mg/L) (5-112) (0-191,5)
Infeksjon (n=15/11)*

Antall CRP + 10 7
Median (mg/L) 41 63,9
Intervall (mg/L) (5-204) (1,3-267,7)
Neoplasi (n=5/2)*

Antall CRP + 4 2
Median (mg/L) 104 78,8
Intervall (mg/L) (12-194) (62,5-95)
Andre (n= 14/8)*

Antall CRP + 5 3
Median (mg/L) 17 71
Intervall (mg/L) (5-89) (0-168,8)

*n=antall testet med CRP LifeAssay® VetReader/ antall testet med Sentrallaboratoriets metode.
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De tilsynelatende forskjellene i CRP-konsentrasjoner mellom syke og friske hunder (figur 3)
ble bekreftet ved statistiske analyser (P=0,001 (LifeAssays® Vet Reader), P = 0,004

(Sentrallaboratoriet)).

Figur 3. Box-plot som illustrerer forskjeller i CRP-konsentrasjoner mellom friske og syke dyr.
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Etter allokering av hundene i kategorier ble det funnet lavest CRP-konsentrasjoner hos friske
hunder. Av sykdomskategoriene ble det funnet hayeste median konsentrasjoner hos hunder
med neoplasi, deretter hunder med infeksjon, s hunder med inflammasjon og lavest blant
sykdomskategoriene var hundene i samlekategorien andre sykdommer (Figur 4). Alle
sykdomskategoriene viste malinger med svert stor spredning i konsentrasjon av CRP (tabell
1). Det ble funnet statistisk signifikant forskjell i CRP-verdier mellom sykdomskategoriene

(P=0,0001 (LifeAssays® Vet Reader), P = 0,0004 (Sentrallaboratoriet)).
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Figur 4. Box-plot som illustrerer forskjeller i CRP-konsentrasjoner mellom sykdomskategoriene.
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Det var tilsynelatende ingen systematiske forskjeller i resultatene etter endring av
instruksjonene for bruk av LifeAssays® Vet Reader, men materialet var for lite for statistiske

analyser.

Hos friske hunder ble alle unntatt en pasient funnet & ha normal senkning (figur 5 a). Denne
hunden ble ansett som frisk av eier, var uten anmerkninger ved klinisk undersgkelse og hadde
CRP-konsentrasjoner pd 14 mg/L og 0,7 mg/L, malt med henholdsvis LifeAssays® Vet
Reader og Sentrallaboratoriets metode, og hadde en senkning pa 24,5 mm etter 2 timer. En
telefonsamtale med eier avslerte at hunden hadde hatt hoste med nedsatt allmenntilstand noen
uker forut for beseket. Hunden var behandlet med antibiotika og hadde respondert godt pa

behandlingen.
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Av CRP positive hunder hadde 12 ogsé foreket senkning. Det var tilsynelatende liten

sammenheng mellom CRP-konsentrasjoner og grad av senkning (figur 5 b).

Figur 5: Plottet viser a) det er et tilsynelatende samsvar mellom pasienter som er negative pa senkning og de som
er negative pa CRP, samt b) den svake graden av korrelasjon mellom CRP-konsentrasjon og grad av senkning

hos syke hunder ved Sméadyrklinikken ved Norges Veterinerhegskole.
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Senkningsreaksjon

Senkningsreaksjonen ble analysert hos 65 av hundene. Alle pasientene kategorisert som frisk
(n=23), med unntak av en, hadde normal senkningsreaksjon (< Smm) pa avlesning etter 1 og 2
timer (tabell 2). Denne ene hunden hadde en senkningsreaksjon pd 7 mm etter 1 time og 24,5
mm etter 2 timer (se ytterligere beskrivelse over i avsnittet over CRP). Kun 10 av de 23
provene fra friske hunder satt opp til senkningsreaksjon, ble avlest etter 24 timer. Av disse

hadde to marginalt forheyede senkningsverdier (henholdsvis 7 mm og 8 mm).

Hos de syke pasientene (n= 43) ble det observert foreket senkningsreaksjon hos 14 av
pasientene etter 1 time (tabell 2). Etter 2 timer ble det observert senkning hos ytterligere tre
pasienter (n=17). Det ble funnet statistisk signifikante forskjeller mellom grad av
senkningsreaksjon mellom friske og syke pasienter ved senkningsavlesning etter 1 og 2 timers

avlesning (henholdsvis P = 0,015 og P = 0,048) (Figur 6).

Figur 6: Box-plot som illustrerer fordelingen av grad av senkning etter 2 timer hos henholdsvis friske og syke

hunder.
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Kun 31 av de 43 provene ble avlest ogsé etter 24 timer (tabell 2). Av disse ble det pavist

foreket senkningsreaksjon hos 7 nye pasienter. Senkningsgraden varierte fra 9-55mm. Disse

pasientene hadde folgende diagnoser: regional lymfocyttaer hyperplasi, follikuler gastritt,

lymfoplasmacyter rhinitt, hemorrhagisk traume i ryggmarg, discospondylitt og gastroenteritt.

Den tilsynelatende forskjellen mellom frisk og syk gruppe etter 24 timers avlesning ble ikke

funnet statistisk signifikant.

Tabell 2: Oversikt over senkning hos friske og syke hunder etter henholdsvis 1, 2 og 24 timer.

Sykdomskategorier

Senkning 1 time

Senkning 2 timer

Senkning 24 timer

Frisk (n=23/23/10)*

SR positive pasienter 0 1 2
median (mm) 0 1 4,5
intervall (mm) (0-7) (0-24,5) (0-8)
Syk (n=43/43/31)*

SR positive pasienter 14 17

median (mm) 1 2 11
intervall (mm) (0-62,5) (0-105) (0-129)

*n=antall tester avlest etter 1 time/2 timer /24 timer

Av pasienter som hadde forgket senkningsreaksjon etter 1 time og/eller 2 timer (n=16) hadde

12 pasienter ogsa foreket CRP-konsentrasjon i blodet (CRP > 20 mg/L i henhold til

LifeAssays® Vet Readers resultater). De fire pasientene med foreket senkningsreaksjon, men

normal CRP-konsentrasjon 1 blodet, var diagnostisert med hypothyroidisme, cystitt,

degenerativ radiculomyopati, og en pasient var klassifisert som frisk (se beskrivelse av kasus 1

teksten over). Ingen sammenheng mellom CRP-konsentrasjon og grad av senkning ble funnet

1 den grafiske framstillingen av forholdet mellom de to variablene 1 syk gruppe (figur 5).
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Andre uspesifikke sykdomsparametere

Rektal temperatur ble malt pa 16 av de friske hundene. Gjennomsnittstemperaturen var 38,3
C, med en variasjon fra 36,5-39,1 C (En hund hadde 39,1 C). Blant syke hunder (n = 33) var
gjennomsnittstemperaturen 38,9 ‘C, med en spredning i gruppen fra 37,2 — 40,7 C. Det var
signifikant forskjell i rektal temperatur mellom friske og syke hunder (P = 0,02). Av syke
hunder med foreket CRP-konsentrasjon i blodet (n = 26) hadde 9 hunder feber (>39 C).

Blant CRP negative hunder i syk-gruppe ble det funnet rektal temperatur > 39°C hos 3 av
hundene. De hadde henholdsvis 39, 1 °C, 39,3 °C og 40,0 °C. Figur 7 viser tilsynelatende

fraveer av korrelasjon mellom rektal temperatur og CRP-konsentrasjon.

Som folge av kostnader utover prosjektbudsjettet ble det ikke foretatt differensialtelling av
leukocyttene hos friske hunder. Av de syke hundene hadde samtlige med neytrofili (n= 10)
ogsé forgket CRP-konsentrasjon. Det er tilsynelatende sammenhengen mellom konsentrasjon

av CRP og grad av neytrofili, men det er ogsd mange avvik fra denne trenden.

Figur 7: Figuren viser sammenheng mellom CRP-konsentrasjon og henholdsvis rektal temperatur og antall

neytrofile granulocytter i blodet hos syke hunder.
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Sammenlikning av to metoder for bestemmelse av CRP-konsentrasjonen i

blod

Ved deskriptiv sammenlikning av CRP-resultater fra Sentrallaboratoriet og LifeAssays® Vet
Reader ved hjelp av XY-plot med beste tilpassede regresjonsline, ser man at samtlige
malinger, med unntak av en verdi malt med LifeAssays® Vet Reader, ligger innen for
testenes respektive referanseomrader. Det er en tendens til storre spredning av
konsentrasjonene i normalfeltet ved mélinger foretatt med LifeAssays® Vet Reader
sammenlignet med mélinger fra Sentrallaboratoriet. Hos Sentrallaboratoriets resultater ligger
alle, unntatt en, maling i nedre 30% av normalfeltet (Figur 8). Hos syke dyr viser
regresjonslinjen en tendens til samsvar mellom nivaer av mélinger mellom de to metodene,
men det er mange avvikende enkelt malinger med stor forskjell i konsentrasjon mellom de to

metodene (Figur 8).

Figur 8. Figuren viser sammenhengen mellom CRP-konsentrasjoner mal pa samme prove/prove tatt pd samme
provetakingstidspunkt, og malt med to forskjellige metoder. a) viser friske pasienter, b) viser syke pasienter.

a) 15 b) -
2501 P
e - - e
2 104 2 200 o
— O —— 0 b s
=5 < £ 150 et
od Bl = Ve
ES E3
a O 5 o & 100 //
5 1L S ju pr g
= R S 2 504 A
o T [ /
wy 0 vy o
T

10 15 20 o
CRP (mg/L)
CRP (mg/L) : ®
LifeAssay®VetReader MRS SRS e

T T
50 100 150

T
200

22



Sentrallaboratoriets analyser viser oftere hoyere konsentrasjoner enn LifeAssays® Vet
Reader. Det var 8 prover som hadde >50 mg/L i forskjell pa malingene. Den storste

differansen var pa 178 mg/L (se Figur 9).

Figur 9: Bland Altman difference plotet illustrer forskjellen i CRP-konsentrasjonen mélt med to forskjellige

metoder. Forskjellen er storst ved haye konsentrasjoner og Sentrallaboratoriet viser gjerne de hoyeste mélingene
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Diskusjon

I var pilotstudie undersokte vi bruken av en pasientner CRP-analysemasking og analyserte
resultatene ved bruk av denne opp mot et referanselaboratorium, og senkningsresultater ved
bruk av en modifisert Westergrens metode for senkning. I denne delen av oppgaven vil vi
diskutere vare resultater, og tolkningen av metodene. Videre vil vi kort diskutere bruken av
disse 1 forhold til noen andre uspesifikke sykdomsparametere (rektal temperatur og neytrofile
granulocytter). Vi vil ogsé diskutere sammenlikningen av resultatene fra de to metodene som

maler CRP.

C-reaktivt protein

Hunder har normalt en lav konsentrasjon av CRP i blodet (10,18). Ved stimuli fra
proinflammatoriske mediatorer, vil hepatocyttene starte produksjon av CRP. Etter enn kort
’lag-phase ” pa rundt 4 timer (10,18) observeres en konsentrasjonsekning (18), til maksimal
konsentrasjon nas innen 24 timer (10,11). LifeAssays Clinical guide oppgir at maksimal
konsentrasjon kommer innen 24-48 timer (13). Sterke akuttfaseproteiner, som CRP, kan fa en
konsentrasjonsekning pd 10-100 ganger grunn-nivéaet (10). Andre akuttfaseproteiner kan ha
mild eller moderat konsentrasjonsekning eller nedgang i1 konsentrasjon (3,4). Disse blir kalt
henholdsvis svake, intermedizre og negative akuttfaseproteiner (4). Halveringstiden til CRP
hos hund er ikke fastslatt (4), men det er pavist en rask normalisering etter at

inflammasjonsprosessen er avsluttet (5,10,11,19).
CRP som et diagnostisk hjelpemiddel
CRP hos hund regnes som en god sykdomsindikator for inflammatoriske tilstander av flere

grunner. For det forste baserer CRP-analyser seg pa en direkte maling av selve
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akuttfaseproteinet. En annen arsak til at CRP er en god generell sykdomsindikator er dens
kinetiske egenskaper (2). Siden CRP-konsentrasjonen normalt er svart lav hos friske hunder,
oker hurtig og kraftig som felge av inflammatorisk stimuli, for s& 4 avta raskt etter oppher av
inflammatorisk stimuli, anses CRP & ha egenskaper som gjor at den kan regnes som ekte
’real-time " marker pd inflammatorisk aktivitet (3,4,20). Dette gjor CRP svart anvendbar for
vurdering av utvikling ved patologiske tilstander og postoperative komplikasjoner.

For det tredje oker CRP-konsentrasjonen i blodet i all hovedsak som felge av de-novo-syntese
1 hepatocytter, som er pdvirket av den proinflammatoriske mediatoren IL-6 (2,8). Det er ikke
observert noen faste monstre nar det gjelder CRP-konsentrasjonen 1 forhold til tid pa degnet,
fra dag til dag eller variasjoner i normalniva hos en frisk hund over tid (4). Verken kjonn (21),
tispas brunst status(22) eller fedme (20) har vist seg a ha signifikant innvirkning pa
konsentrasjonen. Det er heller ikke funnet pavirkning av CRP-konsentrasjonen etter
antiinflammatorisk og immunmodulerende behandling, som med ikke-steroid

antiinflammatorisk medikament(NSAIDs) og glukokortikoider (23,24,25,26,27).

Av faktorer som kan ha betydning for CRP-konsentrasjonen nevnes alder, drektighet og
endestadiums leverlidelse (4,22,28). Nar det gjelder CRP og drektighet er det noe sprikende
resultater fra studiene som er gjort pa dette feltet. Noen har funnet at man far forokede CRP-
konsentrasjoner ved implantasjon, placental vekst og de hormonelle forandringene man ser
under drektighet (22). Siden det er mye usikkerhet rundt dette, har vi valgt & utelukke drektige
tisper som en del av vért materiale. CRP-respons, som har blitt observert hos valper under 3
maneder, er mild (28), og denne aldersgruppen er derfor ekskludert fra vért studium. Siden
CRP i all hovedsak produseres av hepatocytter, vil en hund med leversvikt kunne ha lavere

CRP-konsentrasjon ved en inflammatorisk lidelse (4).
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Preanalytiske og analytiske testfaktorer kan ogsa pavirke CRP-konsentrasjonen. Det kan dreie
seg om hemolyse, lagringstid, lagringstemperatur (3,10), utilstrekkelig blanding av testserum
og reagens, serum pa ytterside av testkapiller-ror og luftbobler 1 testkapiller-ror (13).
LifeAssays® Vet Readers metoden er ikke testet i forhold til foreket niva av leukocytter,

bilirubin og triglyserider (13), og vi vet derfor ikke hvordan dette pdvirker CRP-malingene.

Vi forsekte i var pilotstudie & dele hundene inn 1 fire sykdomskategorier basert pd diagnose.
Kategoriene var inflammasjon, infeksjon, neoplasi og til slutt en samlegruppe for de
sykdommer som ikke passet inn under de tre foregédende grupperingene, kalt andre
sykdommer. Det ble funnet en signifikant forskjell mellom kategoriene, men resultatene mé
tolkes med forsiktighet da det bade var fa observasjoner i de forskjellige sykdomskategoriene,

og det ble observert en stor spredning i CRP-konsentrasjoner innad i sykdomskategoriene.

Inflammasjon og infeksjonssykdommer
Inflammasjon kan vere forarsaket av en infeksjon (1,8,29). I humanmedisinen brukes CRP-
konsentrasjonen til & differensiere bakterielle og virale infeksjoner, ndr man har identifisert
det affiserte organet (30). Hoye nivder gir sterke indikasjoner pd bakteriell infeksjon. I
veterinermedisinen har ikke slik tilneerming blitt undersekt 1 noen sarlig grad, men det er vist
at utberedelsesgraden av en infeksjon (lokal vs. systemisk) kan vaere med pé & bestemme
CRP-konsentrasjonen (29,31), noe som kan tale mot & bruke en slik inndeling.
Flere systemiske infeksjoner som leptospirose, parvo-virus infeksjon (8), babesiose (32),
erlichiose (33) og leishmaniose (34) har vist seg & gi foreket CRP- konsentrasjon 1 hundeblod.
Er infeksjonen mild, lokalisert eller i en fase som ikke induserer inflammasjon, trenger ikke
CRP-konsentrasjonen vere forgket. Dette rapporterer Nakamura o.1l. 1 sine studier (29), der

det er funnet at infeksjoner i nedre luftveier (bronkopneumoni og pneumoni) gir signifikant
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okning, som ikke observeres ved infeksjon i gvre luftveier (rhinitt og bronkitt). I var studie ble
det funnet foreket CRP hos to pasienter diagnostisert med bronkopneumoni, mens det ikke ble

pavist foreket CRP hos en hund med bronkitt.

Pyometra er en infeksjonstilstand hvor det er vist at man far en konsentrasjonsekning av CRP
(35). I var studie ble det observert to pasienter diagnostisert med pyometra med tydelig
foreket CRP, og en pasient mistenkt 4 ha pyometra, diagnostisert med cystisk endometrie
hyperplasi(CEH)etter kirurgi, med svakt foroket CRP. Pyometra og andre tilstander knyttet
til reproduksjonsorganene hos tispe kan vare vanskelig 4 skille fra hverandre. Bade ved
pyometra og CEH vil man kunne palpere en fylt uterus og observere vaginal utflod (36).
Fransson o.fl. (35) har vist at CRP sammen med prosentandel ngytrofile granulocytter var de
viktigste parametrene til & diagnostisere pyometra, nar de kliniske kriteriene var oppfylt. Ved
pyometra vil man ofte f en markant ekning i CRP-konsentrasjonen i tillegg til neytrofili, da
den bakterielle infeksjonen setter i gang en inflammasjonsrespons. Ved pyometra vil det ogsa
foreligge mucosa-skade og dette vil ogsé pavirke konsentrasjon av CRP. Dette observeres

ikke ved CEH (36).

Man kan ogsd bruke CRP til 4 diagnostisere patologiske tilstander i1 gastrointestinal(GI)
traktus. I var studie ble det diagnostisert alt fra milde gastroenteritter, uten foreket CRP, til
kraftige, hemorrhagiske gastroenteritter og pyogranulomatese betennelser i tarm, med hoye
CRP-konsentrasjoner i blod. Eksperimentelle studier utfert av Jergens o.fl. (31) viser at skade
pa GI-mukosa stimulerer til okt produksjon av CRP, og at lokalisasjon og utberedelsesgrad
pavirker konsentrasjonsekningen. Bakteriell enteritt og tarmobstruksjon har vist seg & gi
konsentrasjonsekning av CRP, en tendens man ikke ser ved anaerob bakteriell overvekst (4).

Ved inflammatory bowel disease (IBD) er det ogsa vist en sterk korrelasjon mellom
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sykdomsaktivitet og nivdet av CRP, som Jergens o.fl mener kan brukes som indikator for

behandlingsrespons (31).

Akutt pankreatitt forarsaket av bakteriell translokasjon fra tarm, og nekrose av parenkymet vil
gi en gkning i CRP (4,37), noe som ikke er observert ved eksokrin pankreas insuffisiens

(EPI) (4).

Inflammasjon kan ha ikke-infeksiost opphav, deriblant immunmedierte lidelser. Ved
leddbetennelse hos hund er det vanlig & dele de etiologiske arsakene i to hovedkategorier,
infeksiost og ikke-infeksiost. Av de ikke-infeksiose og immunmedierte leddbetennelsene vil
idiopatisk polyartritt (IPA) gi markert ekning i CRP-konsentrasjonen, noe som ikke er vist
ved rheumatoid artitt (4,38). Ohno o.fl. (38) belyser mulighetene til & bruke CRP diagnostisk
ved halthetsutredning, om differensial diagnosene er immunmediert polyartritt, inkludert
IPA,degenerative leddlidelser og diskus prolaps. IPA gir konsentrasjonsekning av CRP, noe
man ikke observerer ved diskus prolaps (29). Med tanke pa degenerative leddlidelser, kjenner
vi ikke til noen studier som undersgker sammenhengen mellom disse og CRP. Men som Ohno

o.fl. pdpeker, vil det vare nyttig med en slik kunnskap 1 halthetsdiagnostikken (38).

Andre immun-medierte lidelser hvor det er pavist forheyet CRP-konsentrasjon er noduler
steril pannikulitt, immunmediert trombocytopeni og immunmediert hemolytisk anemi

(IMHA) (29).

Andre lidelser som ble funnet med foreket CRP i var studie som ikke allerede er nevnt var
cystitt med ensidig pyelonefritt (n=1), discusspondylitt (n=1), huggormbitt (n=2), mastitt

(n=2) og AV-klaff insufficiens, med nedsatt allmenntilstand og hoste (n=2). De to siste ble
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inkludert 1 studien i den tro at det dreide seg om kliniske symptomer pé venstresidig
hjertesvikt. Nakamura o.fl. (29) fant ikke foreket CRP hos 10 pasienter med mitralis
insufficiens. Det kan vare at journalen er blitt feiltolket og at disse to er inkludert i studien pa

tross av at de har to sammenfallende lidelser.

Neoplastiske lidelser
Noen neoplastiske lidelser kan indusere inflammasjon som folge av vevsinvasjon og
destruksjon (4,20,29), andre ved frigjering av proinflammatoriske mediatorer (1). I var studie
ble det i kategorien neoplasi funnet den heoyest medianverdien av alle sykdomskategoriene.
Dette kan skyldes tilfeldigheter da det var fa hunder i1 denne kategorien, men det er rimelig &
tro at lidelsens art og forlep kan ha pdvirket forskjellene i CRP-konsentrasjon, da diagnosene
var mastcelletumor med metastaser, lymfosarkom og hemangiosarkomer. P4 samme mate
som for infeksjon og inflammasjon er det bevist at utbredelsesgraden av en tumor (lokal vs.
infiltrativ vs. systemisk) kan vere med pa & bestemme CRP-konsentrasjonen (29). Lokale
tumorer gir 1 de fleste tilfellene ingen signifikant ekning i CRP (20,29) mens systemiske
neoplastiske lidelser har vist signifikant ekning (29). Eksempler pé dette er hoygradig
multisentrisk melanom, lymfosarkom, leukemi, multippelt myelom og hemangiosarkom
(29,39). Caspi o.fl. (19) har undersgkt hunder med mammaetumorer, der det er indikert at
disseminerte tumorer gav hoyere CRP-konsentrasjoner enn benigne og lokale, primare

maligne tumorer (19).

Sykdommer som ikke pavirker CRP-konsentrasjonen
Ikke alle hunder som ble kategorisert som syk i vér studie, hadde CRP-konsentrasjoner over
referanseverdi. Dette kan skyldes at ikke alle sykdommer induserer en inflammasjon (29) eller

at inflammasjonen var mild og/eller lokalisert (20,29,31). I var studie ble det ikke funnet
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foreket CRP ved flere neurologiske lidelser, deriblant pasienter med cauda equina syndrom

(n=3), lesjon 1 C5-C6 region med tetraparese (n=1), ryggmargsblodning (n=1) og degenerativ

radiculomyopati (n=1). Videre ble det heller ikke funnet foreket CRP ved infeksigse cystitter

(n=2), discuspondylitt (n=1), bronkitt (n=1), kronisk prostatitt (n=1), mild katarralsk

gastroenteritt (n=2, den ene som folge av 4 ha spist tannpirkere), epulides/ameloblastom (n=1)

og hypothyreose (n=1). Mange av disse hundene ble allokert til sykdomskategorien andre
sykdommer, noe som nok har bidratt til 4 gi denne gruppen den laveste median for CRP-
konsentrasjon av alle sykdomskategoriene. Liknende resultater ble funnet i en stor klinisk
studie 1 Japan med uforandrede CRP-konsentrasjon ved nevrologiske sykdommer som
epilepsi, atlantoaksial subluksasjon, hydrocephalus, nekrotiserende meningoencephalitt;
endokrine lidelser som hypothyroidisme, hyperadrenokortikoisme, diabetes mellitus;
urinstein, trakeal kollaps, hjernetumores, diskus prolaps, rhinitt, mitralis insuffisiens,

portosystemisk shunt, bronkitt, megaeosophagus og leiomyosarkom (29).

CREP til monitorering av sykdom og behandling

I var studie ble ikke pasientene fulgt opp over tid etter initiert behandling, men det er vist at
CRP kan brukes 1 forbindelse med oppfelging av pasienter nr det gjelder respons pé
behandling av en rekke lidelser med en inflammatorisk aktivitet (2,4,5,7,20,26,29,31,40).
Vellykket respons pd behandling vil gi en rask nedgang i CRP-konsentrasjon, mens
persisterende hoy konsentrasjon eller gkning etter seponert behandling tyder pa at
behandlingen ikke har fungert eller tilbakefall av sykdom (2,20,41).

Selv om CRP-konsentrasjonen er avhengig av grad av inflammatorisk stimuli, er det ikke
funnet holdepunkter for & bruke CRP som en prognostisk faktor for dyrets sykdomstilstand.
Studier av CRP hos kritisk syke hunder med primar immunmediert hemolytisk anemi

(IMHA) og systemisk inflammatorisk respons syndrom (SIRS) viste ingen assosiasjon
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mellom CRP-konsentrasjon og overlevelse (40,42,43). Det ble likevel funnet sammenheng
mellom overlevelse og mangel pd reduksjon i CRP-konsentrasjonen innen 2-3 dager etter
initiert behandling hos hundene med SIRS (40). Den samme prognostiske indicium har blitt

funnet hos hunder med pankreatitt (44).

Et kirurgisk inngrep innebarer en kortvarig inflammatorisk stimulus (8,10,18,25). Det er
funnet en sterk sammenheng mellom sterrelsen pé inngrepet og CRP-konsentrasjon hos hund
(2). Post-operativt vil man fé en raskere nedgang i CRP enn leukocytter, noe som gjor at CRP
kan brukes til monitorering av den post-operative tilstanden til dyret og at det ikke utvikles
komplikasjoner etter inngrepet (4,45). Uten komplikasjoner post-operativt vil CRP-
konsentrasjonen fa en klokkeformet responskurve (5). Hvis CRP ikke begynner & synke etter

24-27 timer ber man seke drsak til dette, og dersom behov, initiere behandling (2).

Det er allikevel flere begrensninger ved bruk av akuttfaseproteiner i monitoriering av
behandling. CRP har lav spesifisitet og vil kunne gi misledende informasjon dersom det
foreligger andre samtidige tilstander som opprettholder nivéet, eller ved utvikling av nye

inflammatoriske tilstander hos dyret (4).

Sammenligning av to metoder for bestemmelse av CRP-konsentrasjonen i blod

LifeAssays ®Vet Readers metode er en magnetisk permeabilitetsbaserert metode, og er den
forste kommersielt tilgjengelige metoden for hund (3). Sentrallaboratoriet bruker et
kommersielt turbidometrisk immunassay for mennesker som har blitt kalibrert for & kunne
bestemme CRP-konsentrasjonen i hundeserum (14). Nar vi i var studie sammenliknet CRP-
konsentrasjonene malt pa samme prove eller pa 2 prover tatt ved samme

provetakingstidspunkt, ved henholdsvis Sentrallaboratoriet og ved bruk av LifeAssays ®Vet
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Readers, fant vi en relativt stor differanse i absoluttverdier mellom de to testene. I ett tilfelle
var variasjonen sa stor at den pasientnare metoden viste en CRP nare normalomradet, mens
referanselaboratoriets metode viste en kraftig foreket CRP. Kjelgaard-Hansen 0.1 (14) har
tidligere sammenlignet de samme to metodene og konkludert med at det er et samsvar mellom
konsentrasjonene malt med de to metodene. Dette til tross for at han fant opptil 18 av 40
observasjoner med avvik i absoluttverdier, utover hva som kan forklares med begge testers
kombinerte upresishet (14). Sentrallaboratoriets metode har vist intra- og interassay
variasjonskoeffisienter pa henholdsvis 5,2 % til10, 8 % og 3,0 % til 10,2 % (14), mens
LifeAssays ®Vet Reader har en intra- og interassay variasjonskoeffisient pa henholdsvis

5,0 % til 13,6 % og 4,5 % 16,7 % (14). Videre fant Kjelgaard-Hansen ved testing av kjente
CRP-konsentrasjoner, at deteksjon av rett konsentrasjon ved bruk av LifeAssays ®Vet
Readers metode, kunne veare uakseptabelt lav (60 %) ved lave konsentrasjoner (14). Vére
resultater ser ut til & samsvare godt med disse funn, med en sterre spredning av
observasjonene gjort med den pasientnare metoden, enn med Sentrallaboratoriets metode
innenfor normalomradene. Kjelgaard-Hansens konklusjon var at man likevel vil skille frisk
fra syk ved begge metodene, men at sammenlikning av absolutte verdier pa tvers av CRP-
analysemetode ikke ber gjores (3). I virt studie hadde en hund CRP-konsentrasjoner
(LifeAssay® VetReader) utenfor normalomradet for metoden. Dette var en hund som ved
klinisk undersgkelse og ut fra eierinformasjon, ble ansett som frisk. Referanseverdier for en
test vil veere basert pa en populasjon av friske individer, men det vil alltid vere individer som
har normalverdier utenfor disse referansene, uten & vere syk (46). Avviket hos denne ene
hunden var marginalt, og det er grunn til & tro at de fleste klinikere ville tolke et slikt resultat

med forsiktighet. Sentrallaboratoriets metode framstar som en mer presis metode.
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Senkningsreaksjon

Vare resultater viser at senkningsreaksjonen er en mindre sensitiv metode for deteksjon av
sykdom, enn CRP-konsentrasjon i blod, noe som ogsa stettes i litteraturen (5,41,47). Noe av
arsaken til dette kan vaere at senkningen er en test som indirekte maler virkningen man far ved
okning av fibrinogen, men ogsa immunoglobuliner. CRP-analysen méler til motsetning
direkte konsentrasjonen av akuttfaseproteinet CRP. Selv om fibrinogen er et positivt
akuttfaseprotein, regnes det som svakt til intermediert (3), og far en konsentrasjonsgkning
seint 1 inflammasjonsprosessen. Selv ved kraftig vedvarende stimuli tar det dager for
maksimal senkning oppnés, videre tar det uker for senkningen normaliseres igjen (5) (figur

10).

I var studie ble det funnet foreket senkningsreaksjon hos fire pasienter som ikke hadde
foreket CRP. Disse hadde diagnosene hypothyreose, cystitt, degenerativ radiculomyelopati,
og en pasient var klassifisert som frisk (se beskrivelse av kasus i teksten over). Disse fire
hadde senkning pd henholdsvis 40, 28, 65 og 24 mm etter 2 timer og ma derfor anses som
reelle senkninger. Den “friske pasienten” hadde en forhistorie med luftveisinfeksjon som
kanskje kan forklare den ekte senkningen. Det kan vere at de andre tre pasientene pa
provetakingstidspunkt ikke hadde en inflammatorisk stimulus kraftig nok til & gi foreket CRP,
men at de ma ha vart utsatt for en slik stimulus tidligere. Hvorvidt denne var relatert til

samme sykehistorie eller ikke var ikke mulig & lese ut fra journalen.

Det er flere andre faktorer enn inflammasjon som pévirker erytrocyttenes
sammenklumpningsevne, og dermed senkningen. Senkningen er inverst korrelert med mengde
erytrocytter i blodet, slik at hemolyse (uavhengig om den skyldes preanalytiske feilkilder eller

patologi), og anemi vil gi en gkt senkningsreaksjon (48). Det er utviklet en korrigeringstabell
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for senkning hvor man tar hensyn til hematokrit (16,49) (figur 2). Denne tabellen er utviklet
til korreksjon ved bruk av Wintrobe senkningsreaksjon og ikke modifisert Westergrens
metode, som brukes og undervises i pd Norges Veterinerhegskole. Tabellen brukes likevel
som en rettesnor for & foreta en viss korrigering av senkningen i forhold til hematokrit, og ble
bruk i vér pilotstudie. Erytrocyttenes form vil ogsd pdvirke senkningen (48), hvor
microcyttaere erytrocytter gir redusert senkning (49,50), mens makrocytose gir okt
sedimentasjon (49). Preanalytiske faktorer kan ogsd pavirke senkningen, da feil
blandeforhold, og forsinket eller utilstrekkelig blanding av blod og antikoagulans, kan fere til
cellesvelling eller koagulering, noe som igjen pavirker senkningen (46). Det ble ikke laget
blodutstryk fra pasientene i vér studie, sa preanalytiske feilkilder basert pd erytrocyttenes

morfologi kan ikke utelukkes.

Senkningsreaksjonen kan ogsa variere med metode og type antikoagulans. Ved
klinikklaboratoriet p& NVH brukes en modifisert Westergrensmetode hvor blodet er tilsatt
EDTA. Ved bruk av denne metoden 1 humanmedisinen, har EDTA-blod vist seg & vere
anvendelig (51). Tolkning av resultatene ved senkning kan vere utfordrene. Feilaktige
referanseverdier kan vare en arsak til feilkategorisering av syk og frisk. De oppgitte
referanseverdiene er 0-5 mm ved 1, 2 og 24 timers avlesning. Kilden til disse verdiene er
veldig gamle (Schalm (1971) (16) og Roswell (1969) (49)) og det er sannsynlig at bade
metode og utstyr har blitt endret siden. Det er kjent at senkningen er pavirket av metode (52),

og dette gjor det viktig & bruke referanseverdier beregnet for den gitte metode.

Da blodcellene ikke synker i et konstant tempo er det viktig med standardisert avlesning. I
vart materiale hadde vi flere prover med stort avvik mellom ferste avlesning (under

referanseverdi) og andre avlesning (over referanseverdi), som viser betydningen av begge
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avlesninger. I tillegg var det flere prover som kun 18 over referanseverdi ved tredje avlesning
(24 timer). Vare resultater viste korrelasjon mellom gruppene syk og frisk kun ved 1 og 2
timers avlesning. Arsakene til seint igangsettende senkning er ikke oppgitt i litteratur, og

betydningen av resultatet er uvisst.

Sammenlikning av CRP og andre generelle sykdomsparametere

CRP er en direkte test som maler grad av inflammasjon, da konsentrasjonen av CRP i blodet i
all hovedsak er en konsekvens av grad av inflammatorisk stimuli. Immunologisk umodenhet
(< 3 méneders alder) (28) og endestadiums leverlidelse er faktorer som er vist & pavirke CRP-
konsentrasjonen i blod (4). Senkningsreaksjonen er en indirekte méling av grad av
inflammasjon. Senkningsreaksjonen er mediert av fibrinogen og immunglobuliner, men er
pavirket av en lang rekke faktorer utover betennelsesaktiviteten, som mengde, storrelse og
form pa erytrocyttene, drektighet, lagringstid, romtemperatur, metode og avlesningstidspunkt
(16). Antall leukocytter er ogsa pavirket av stress, iatrogene og endogene glukokortikoider
(53,54). Akuttfaseproteiner far en raskere gkning i konsentrasjonen enn antall leukocytter.
Dette fordi nye leukocytter ma produseres i beinmargen forst (4). Rektal temperatur er en lite
sensitiv parameter, da den pavirkes av stress, temperatur i omgivelsene (55) og medisinsk

behandling med NSAID og immunsuppressive stoffer (4).

I tillegg til ikke-inflammatoriske faktorers pavirkning pd parametrene, vil ogsé deres kinetikk
veere viktig for resultatene (figur 10). I utgangspunktet er konsentrasjonen av CRP svert lav
hos friske individer, den gker kun timer etter inflammatorisk stimulus og nar
maksimalkonsentrasjon etter litt over et dogn (2,5,8). CRP vil sé raskt falle i konsentrasjon
nar inflammatorisk aktivitet avtar (2,5). Svake akuttfaseproteiner, som fibrinogen, har en

moderat gkning i konsentrasjon som svar péd inflammasjon (5). Det tar 5-7 dager for man nar
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maksimalkonsentrasjoner og det kan ta flere uker for konsentrasjonen nir normalnivéer igjen

etter oppher av inflammasjonsstimulus (5). Leukocyttene vil initialt minke som folge av

initial ekning av leukocytter 1 marginal pool”, deretter f&r man en cytokin-indusert

leukocytose (46). Dette gjor at tidspunkt for prevetaking er viktig med hensyn pa hvilke

verdiene av de forskjellige parameterne.

Figur 10: Grafen viser konsentrasjoner av akuttfaseproteiner og hvite blodceller (WBC) i forhold til en

tidsakse. Major acute phase proteiner (sterke AFP) inkluderer CRP, serum amyloid A og haptoglobulin.
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Var pilotstudie viste at CRP var den mest sensitive generelle sykdomsindikatoren

sammenliknet med senkning, antallet noytrofile granulocytter og rektal temperatur. Dette

funnet er i trdd med en stor klinisk undersekelse, der 928 kliniske pasienter med en rekke
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forskjellige lidelser ble studert med tanke pé akuttfaserespons i form av CRP-konsentrasjoner,

antall leukocytter, rektal temperatur og albuminkonsentrasjon (8). Siden bade senkning, antall

leukocytter og rektal temperatur kan pavirkes av en rekke andre faktorer annet enn

inflammatoriske stimuli, framstdr CRP ogsa som den mest spesifikke sykdomsmarkeren.
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Vi fant ingen sammenheng mellom CRP-konsentrasjonen og grad av senkning, noe som er
forenelig med studien utfert av Nakamura o.f1 (29). Av 16 hunder med forgket
senkningsreaksjon (1 og/eller 2 timer), hadde 12 hunder ogsa foreket CRP-konsentrasjon.
Positive utslag pa begge analysene vil illustrere en aktiv tilstand som har vart noen dager,
eventuelt at det foreligger to uavhengige sykdomsprosesser. Kun positive utslag pd CRP kan
skyldes at man er for tidlig i sykdomsforlepet til & ha en foreket senkningsreaksjon. Kun
positive utslag pa senkning kan skyldes at inflammasjonen er avsluttet, men at fibrinogen eller
immunoglobulinnivaene fortsatt er haye nok til 4 indusere senkning. Men det kan ogsé
komme av falske positive senkninger som folge av senkningens mange pavirkningsfaktorer,

eller en falsk negativ CRP.

P& et humant undervisningssykehus ble 5777 pasienter studert med tanke pa sammenheng
mellom samtidig méling av CRP og senkningsreaksjon (56). De fant at ca. 30 % hadde
foreket senkning uten 4 ha foreket CRP. Av disse hadde 32 % ikke lenger en inflammatorisk
lidelse, 28 % var falske-positive senkninger, 32 % var uforklarlige avvik og 8 % hadde en

aktiv inflammasjon (falske negative CRP) (56).

I var studie sa vi en tilsynelatende sammenheng mellom CRP-konsentrasjonen og leukocytter.
Ogsé Céron o.1l. (4) har vist en positiv korrelasjon mellom CRP, leukocytter og neytrofile
granulocytter . Allikevel har CRP heyere diagnostisk sensitivitet. For eksempel vil
myelosuppresjon enten det skyldes kjemoterapeutika eller leukemi, ikke gi ekning 1 antall
hvite blodceller (57), men gi okt CRP-konsentrasjon. Antall leukocytter er ogsé péavirket av
stress, og iatrogene og endogene glukokortikoider. CRP har ogsé lengre analytisk stabilitet
enn cellulere komponenter 1 blod, da man kan fryse eller kjole ned serum og fremdeles fa et

korrekt provesvar med henhold til CRP (4). Videre er det vist at leukocytose persisterer lengre
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enn CRP ved visse tilstander, og CRP er dermed mer anvendelig for & si noe om respons av
behandling (38).

Vare resultater samsvarte med studien til Nakamura o.fl. (29), hvor det ikke ble funnet
korrelasjon mellom kroppstemperatur og konsentrasjon av CRP. Likevel var det signifikant
hoyere CRP-konsentrasjon blant de hundene med pyreksi (29). Rektaltemperatur er en lite
sensitiv parameter, da den pavirkes av stress og medisinsk behandling som NSAID og

immunosuppressive stoffer (4).
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Konklusjon

Resultatene fra var pilotstudie, sammen med resultater fra publiserte artikler, har vist at CRP
er en uspesifikk sykdomsparameter det kan vare nyttig 4 anvende i klinisk diagnostikk pé
hund. Akuttfaseproteinet har flere egenskaper og kvaliteter som gjor den til en ekte “real-
time "-marker pa inflammasjon, noe som gjor at CRP kan brukes béde diagnostisk og for 4 se

pa effekt av behandling.

Fram til de siste ti arene er det indirekte méling av fibrinogen, ved bruk av
senkningsreaksjonen, som har vert standard for & si noe om graden av inflammasjon. Denne
metoden har mange potensielt innvirkende faktorer som gjer den uspesifikk og vanskelig &

tolke.

Ser man pa CRP sammenliknet med andre uspesifikke sykdomsparametere (leukocytter,
neytrofile granulocytter og rektal temperatur) er sensitiviteten og spesifisiteten ved deteksjon

av inflammasjon, betraktelig bedre.

Analysemetodene som maler CRP-konsentrasjonen har fram til nd veert mange, men samtidig
lite tilgjengelige for veterinerer 1 klinisk praksis. Kjelgaard-Hansen, som har publisert en
rekke artikler om analyse av CRP og validering av metoder, har uttalt at man ikke ber
sammenligne absolutte verdier pé tvers av ulike analysemetoder. Man ber bruke

referanseverdier oppgitt for metoden.

CRP har styrket sin anvendbarhet siden 2009, da klinikere i smédyrpraksis na bade har
mulighet til & sende inn serum til Sentrallaboratoriet for analyse av CRP, eller & g4 til

anskaffelse av en nylig markedsfert pasientnar analysemaskin, LifeAssays ® Vet Reader.
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Summary

Title: C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate as diagnostic tools in
canine veterinary practice.

Authors: Monica Jergensen, Stine Jevnehagen Moe
Supervisor:  Anita Haug Haaland, Institutt for sport- og familiedyrmedisin, Seksjon for

smadyrsykdommer.

The assignment is based on a two-pilot study designed and conducted by the authors. The first
part includes a study of C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESR),
as well as neutrophile granulocytes and rectal temperature in healthy and sick dogs that were
patients at the Small Animal Clinic at The Norwegian School of Veterinary Science. The aim
was to study the relationship between unspecific disease parameters, with special emphasis on
CRP and ESR, and to observe if there were positive or negative correlation between different
unspesific indicators of sickness. The results were used as the basis for a literature study on
the use of CRP and ESR of dog. In the second part of the study, measurments of CRP in
blood were compared with the use of two different analyzing machines, an in-house
machine(LifeAssays ® Vet Reader), with measurements analyzed at a reference laboratory

(Sentrallaboratoriet).

Our results showed that CRP in general is a more useful parameter in detecting inflammatory
conditions in dogs, than ESR, the number of neutrophile granulocytes and rectal temperature.
Despite the fact that we included few individuals in our study, the findings, according to CRP
concentration and disease states, shows good correlation with the results previously published.
The avaliability of CRP-analysis for clinicans has recently been improved. In addition to

submitting the samples to a reference laboratory (Sentrallaboratoriet from 2009), there is also
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recently marketed an in-house analysis machine (LifeAssays ® Vet Reader) for use on canine
blodsamples. CRP appears to be a useful diagnostic tool, which increasingly should be used in

clinical diagnostics.
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