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1.0 Sammendrag

Formal: Serum amyloid A (SAA) er en sensitiv inflammationsmarkgr, og maling af SAA og andre
akutfasereaktanter hos lgbsheste kunne vare verdifulde til at opdage inflammationstilstande, serligt med
henblik pa tidlig diagnose af subkliniske infektions- og inflammationstilstande for hurtig ivaerkseattelse af
terapi og muligvis hurtigere helbredelse. Dyr: 39 travheste fra 5 forskellige traenere. Metoder: SAA,
Haptoglobin (Hp), Fibrinogen (Fb), Jern (Fe), hvide blodlegemer (WBC) og Haemoglobin (Hb) males i
blodprgver udtaget for Igb (dag -1), 2 dage efter Igb (dag 2) og 7 dage efter Igb (dag 7). Rektaltemperaturen
blev mélt ved hver blodprgveudtagning. Resultat: For SAA, Fb, Hb og rektaltemperatur var der ikke nogen
statistisk signifikant @ndring over tid. Koncentrationen af Fe (P=0,011), Hp (P=0,039) samt WBC
(P=0,0011) faldt signifikant 1 studiet. Faldet i WBC koncentrationen har signifikant korrelation til
Igbsdistancen (P=0,0067), og faldet i WBC bliver stgrre med stigende distance, hvilket ogsa er signifikant
(P=0,017). For WBC er der ogsa en tendens til en sammenhang (P=0,079) mellem koncentrationsfaldet og
stigende hastighed. Konklusion: Travhestenes prestation i forbindelse med lgbene giver tilsyneladende ikke
anledning til subkliniske inflammations-tilstande. Fald 1 Hp og Fe antages at skyldes arbejdsinduceret
hamolyse og faldet i WBC efter lgb tillegges “fysiologisk leukocytose” i umiddelbar forbindelse med lgbet
og derefter et hurtigt fald.

1.1 Summary

Objective: Serum amyloid A (SAA) is a highly sensitive marker of inflammation, and therefore
measurement of SAA and other acute phase reactants in competing trotters may be valuable in assisting
clinical assessment of inflammation. Early recognition of subclinic infections and inflammatory conditions
would lead to early institution of therapy possibly facilitating faster recovery. Animals: 39 trotters situated in
5 stables. Methods: SAA, Haptoglobin (Hp), Fibrinogen (Fb), Iron (Fe), White blood cells (WBC) and
Haemoglobin (Hb) are measured from blood samples taken the day before race (day -1), 2 days after (day 2),
and 7 days after race (day 7). Rectal temperature was taken immediately after each blood sampling. Results:
There were no statistical significant difference for SAA, Fb, Hb and temperature over time. The
concentrations of Fe (P=0.011), Hp (P=0.039) and WBC (P=0.0011) decreased significant in this study.
There's significant correlation between the decrease in WBC and running distance (P=0.0067), and there's
significance for a bigger decrease in WBC with increasing distance. WBC also has a tendency to correlate to
have a greater magnitude of decrease with faster running speeds (P=0.079). Conclusions: No obvious signs
of sub-clinical inflammation was demonstrated in this study. The decrease in Fe and Hp is presumed to be
related to work induced hemolyse. The decrease in WBC after competition is due to physiological

leucocytosis in relation to running followed by a rapid decrease.



2.0 Indledning

Der findes i Danmark omtrent 5000 travheste, af disse er cirka 2500 aktive lgbsheste (kilde DTC).
Travhesten starter sin treening og aktive karriere tidligt og allerede fra slutningen af 2 ars s@sonen
starter travhestene de fgrste 1gb. Sundhedskontrol, med udtagelse af blodprgver hvor blandt andet
muskelvardi, skeletvaerdi, h&moglobin (“blodprocent”) og hvide blodlegemer (“infektionstal™)
males, har i en arrekke varet brugt som hjelpemiddel til klinisk vurdering af Igbshestene.
Vaddelgbene antages at vare belastende for hestene, og det er derfor interessant at undersgge, om
der hos tilsyneladende raske heste kan findes markgrer for subkliniske inflammationstilstande som
tegn pa en eventuel overbelastning. Akutfaseresponset hos hest bestar blandt andet af en rekke
malbare markgrer og en undersggelse af disse er derfor relevant for dokumentation af
inflammationstilstande (Hulten & Demmers 2002; Jacobsen , Thomsen & Nanni. 2006; Borges 2007; Jacobsen et
al. 2009)

Serum amyloid A (SAA) er en dokumenteret inflammationsmarkgr hos hest (Chavatte et al. 1991;
Jacobsen, Thomsen & Nanni. 2006; Hobo et al. 2007) og en undersggelse af eventuelle @ndringer i denne
parameter hos travheste 1 forbindelse med lgb kunne give et diagnostisk redskab til tidligere
diagnosticering af inflammationstilstande hos travhestene. Yderligere er ogsa haptoglobin (Hp),
fibrinogen (Fb), serum jern (Fe) og hvide blodlegemer (WBC) kendte inflammationsmarkgrer
(Hulten et al. 2002; Jacobsen et al. 2009), og disse medtages ligeledes i studiet for at sikre en bred
undersggelse af akutfaseresponset. Hb er ikke en inflammationsmarkgr, men den medtages 1 studiet,

da den normalt indgar som parameter, nar der tages blodprgver til sundhedskontrol af travhestene.

2.1 Formal

Undersggelsen har til formal, at validere om akutfaseproteiner kan bruges som
inflammationsmarkgrer ved subkliniske inflammationstilstande hos travheste i forbindelse med
lgbsaktivitet. Der males i studiet pa fglgende parametre: SAA, Hp, Fb, Fe, WBC samt Hb med en
maling fgr og to malinger efter Igb. Endvidere noteres rektaltemperaturen efter alle malinger og
hestenes kgn, alder samt relevante data for deres Igbsdeltagelse. Hb er ikke et akutfaseprotein men
beskrives sammen med Fe, da disse parametre har tet relation.

Undersggelsen tager sigte i, at fastlegge om travheste i aktiv lgbsdeltagelse uds®ttes for
belastninger, der fgrer til @ndringer i1 disse inflammationsmarkgrer som folge af lgbsinducerede

inflammatoriske tilstande.



3.0 Akutfaserespons

Akutfaseresponset (ARP) er en non-specifik omend kompleks og velreguleret fysiologisk reaktion 1
kroppen. Det udlgses af en hvilken som helst form for cellebeskadigelse forarsaget af f.eks. bakterie
og virus infektion, parasitinfektion, traume, kirurgi, endotoksin, brandsar, neoplasi eller stress (Pepys
et al. 1989; Gruys et al. 1994; Murata et al. 2004; Pollock et al. 2005; Jacobsen & Andersen 2007;Crisman et al. 2008).
Miling af akutfaseproteiner (APP) kan derfor aldrig blive diagnostiske i sig selv, men de kan give
vardifuld information 1 klinisk praksis (Pepys et al. 1989).

Ved celle- og vavsbeskadigelse udskilles stoffer, der stimulerer monocytter og makrofager til
blandt andet at producere cytokiner, som er proinflammatoriske mediatorer. Cytokinerne
interleukin-6 (IL-6), interleukin-1-f (IL-1B) og tumornekrosefaktor-o (TNF-o) er de centrale
mediatorer under APR. Den @ggede plasmakoncentration af disse cytokiner stimulerer leverens
hepatocytter til at syntetisere og frigive akutfaseproteiner til blodet (Figur 1). Den overordnede
funktion af akutfaseresponset er at minimere yderligere vavsskade, blandt andet ved at minimere
bakterievakst, gge helingen af vaev og genoprette homeostasen i kroppen (Murata et al 2004; Jacobsen

& Andersen 2007; Crisman et al. 2008).
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Figur 1 Induktion og regulering af akutfaseproteinsyntese hos dyr (Murata et al. 2004)



3.1. Akutfaseproteiner

Akutfaseproteiner (APP) defineres som proteiner, hvis plasmakoncentration @ndres med minimum
25% i forbindelse med inflammation (Kushner & Mackiewicz 1993; Gabay & Kushner 1999 ). De inddeles i
positive APP, hvis plasmakoncentration stiger under APR og negative APP, hvis plasma-
koncentration falder under APR (Tabel 1). De positive APP udggr langt den stgrste gruppe, og de
kategoriseres efter deres respons pa stimulering i fglgende grupper (Jacobsen & Andersen 2007):

e Major APP er defineret ved at have en meget lav eller ikke malbar plasmakoncentration hos
raske individer, og plasmakoncentrationen stiger mere end faktor 10, ofte 100-1000 gange,
under APR (Gruys 1994, Petersen 2004; Jacobsen & Andersen 2007). Koncentrationen gges i lgbet
af fa timer, nar maksimum verdier indenfor 1-2 dage og falder hurtigt igen i forbindelse
med patientens bedring (Pepys et al. 1989; Nunokawa et al. 1993). Eneste kendte major APP hos
heste er serum amyloid A, SAA (Gruys 1994; Petersen 2004; Jacobsen & Andersen 2007).

e  Minor og moderat APP findes altid i plasma hos raske individer og reagerer pa APR med
mindre stigninger i koncentrationen pa 1-10 gange den oprindelige koncentration.
Reaktions- savel som halveringstid er lengere for disse end for major APP. Fibrinogen,
haptoglobin og CRP fra denne gruppe er eksempler pa minor/moderat APP hos hest (Gruys
1994; Petersen 2004; Jacobsen & Andersen 2007).

Albumin og Fe er negative APP hos hesten (Allen & Kold 1988; Jacobsen e al. 2009).

Major (10 til flere hundrede el.

tusind gange stigning)

Serum amyloid A (mg/l) 0,5-20 50-800 6-12 48
Moderat (5-10 gange stigning) og

minor (0,5-5 gange stigning)

Haptoglobin (mg/l) 200-1000 400-2700 12-24 72-120

al-acid glycoprotein (mg/l) 70-90 100-250 24 72

C-reactive protein (mg/l) 7,5 10-35 24 72-120

Fibrinogen (mg/l) 2000-4000 3000-11.000 24-72 72-144

Ceruloplasmin (mg/l) 300-400 700-900 120 168-336
Negative (fald)

Albumin (g/dl) 30 27,5 144 192-240

Tabel 1 Positive og negative akutfaseproteiner (APP) hos hest (Jacobsen 2007)



3.1.1 Serum amyloid A

Serum amyloid A (SAA) hos hest er et akutfase apolipoprotein, som produceres primert af
hepatocytter ved APR (Hulten et al. 1999b). Flere isoformer af SAA er blevet pavist i plasma hos flere
arter, inklusive hesten (Hulten e al 1997; Jacobsen et al. 2006). Ved laboratorieundersggelser pa gnavere
er vist, at et SAA protein, kaldet SAA3, syntetiseres ved APR 1 mange andre celletyper end
hepatocytter (Anon 1999). Denne ekstrahepatiske syntese foregar specielt i endothelceller og epithel
pa organer, som kommunikerer med det ydre miljg (for eksempel mavetarmkanalen, luftveje og
melkekirtel), hvilket tyder pa, at SAA3 spiller en rolle i vartens forsvarsmekanismer og i lokal
beskyttelse mod invaderende mikroorganismer (Vreugdenhil et al. 1999). Ekstrahepatisk sekretion af
SAA3 hos hest er pavist i mealkekirtler (colostrum) og led (synovialvaske)(McDonald et al. 2001).
SAA er en objektiv markgr for klinisk — og muligvis subklinisk - inflammation og
vavsgdeleggelse, og er saledes et potentielt vardifuldt hjelpemiddel til klinisk vurdering af en
patient. Plasma SAA niveauet har vist sig at stige ved flere kliniske tilstande hos hesten (Jacobsen &
Andersen 2007). Bakterieinfektioner fremkalder en hgj SAA koncentration, hvorimod virusinfektioner
giver et mere moderat respons (Hulten ez al. 1999a).

Det er ikke sikkert at SAA niveau pavirkes af alder. Rapporterede aldersathengige svingninger i
SAA niveau er for sma til at have praktisk signifikans (Jacobsen & Andersen 2007). Serum amyloid A
niveauer hos heste er ikke forskellige mellem k@n (Nunokawa et al. 1993).

Undersggelser har vist, at koncentrationen af SAA i bade serum og synovialvaske stiger markant
hos heste med aktiv infektigs artritis eller tenosynovitis, mens dette ikke er tilfzldet for heste med
osteoartritis eller osteochondrose (Hulten ef al. 2002, Jacobsen, Thomsen & Nanni 2006). Eksperimentel
induceret non-infektigs artritis gav en signifikant stigning i SAA niveau bade i serum og
synovialvaske indenfor 8-16 timer efter induktion, hvilket bekrefter en lokal syntese af SAA i
inflammerede led (Hulten ez al. 2002, Jacobsen et al. 2006).

Ved ikke infektigse arsager til svaghed hos nyfgdte fgl (for eksempel prae- og dysmature, neonatal
maladjustment syndrom og mekoniumforstoppelse) er der fundet normale (Stoneham et al. 2001, Hulten
& Demmers 2002) til let forhgjede SAA koncentrationer (Chavatte e al. 1991). Maling af SAA er forsggt
anvendt til monitorering ved infektigse sygdomme hos fgl, sasom diarre, lungebetendelse,
Rhodococcus equi infektion og neonatal svakkelse (Chavatte ef al. 1991; Stoneham et al. 2001; Hulten &
Demmers 2002; Cohen ez al. 2005). En undersggelse har evalueret SAA koncentrationen hos fgl med
Rhodococcus equi lungebetendelse, og dets anvendelighed til at differentiere mellem normale og
syge f@l. Resultaterne viste, at SAA malinger to gange om maneden hos fgl under en maned gamle

ikke var et brugbart screeningsredskab ved R. equi infektion (Cohen et al. 2005).



Et studie med hesteinfluenza viste, at SAA koncentrationerne steg over de fgrste 48 timer med
kliniske tegn og derefter, ved ukomplicerede tilfelde, faldt til normalverdier igen over de fglgende
11 til 22 dage. SAA bestemmelserne viste sig som en mere sensitiv indikator for akut infektion end
pavisning af virus positive heste ved nzsesvabere og korrelerede samtidigt godt med sygdommens
ophgr (Hulten et al. 1999a).

SAA maling er endvidere anvendt som inflammationsmarkgr ved EHV-1 infektion, ved
Streptococcus equi infektion (Pepys et al. 1989), ved kolik (Vandenplas et al. 2005) og til monitorering af

inflammationsgraden hos heste, der har gennemgaet forskellige kirurgiske indgreb (Miller et al. 2003;
Jacobsen et al. 2005; Pollock et al. 2005; Miller et al. 2007).
Det er almindeligt anerkendt humant og hos forsggsdyr, at fysisk og psykologisk stress forhgjer

plasmaniveauet af IL-6 og APP. (Deak et al. 1997; Nukina et al. 2001) Hos kvag udsat for fysisk stress er
der ogsa dokumenteret forhgjede SAA vardier ( Murata & Miyamoto 1993; Alsemgeest et al. 1995).

I en fransk undersggelse hvor 66 heste blev gastroskoperet havde 10 af dem ikke mavesar
(kontrolgruppe) og 56 havde mavesar. Hestene med mavesar havde forhgjede SAA verdier (Tabel

2) (Couroucé-Malblanc et al. 2009).

Kontrol 3,65 18,26 296,75 79,53 8,15 12,38 15,00 64,14 99,00 8,13

gruppe +1,17 +6,98 +102,93 +5,46 +1,17 +4,60 +27,88 +22.,50 +64,04 +1,89

Heste med 6,70 34,55 368,55 68,26 15,02 30,89 292,07 51,71 237,06 22,52

mavesar +4,09 +28,86 195,68 £1344 +9,31  +58,64 +518,77 +47,26 +533,52 +13,68

P vaerdi 0,002 0,001 0,079 0,018 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,067 <0,0001 <0,0001

Normal verdi  1,3-7,5 9-21 215-385 68-72 10-14 7-19 ro<20 <50-60 <55 <20
arbejde <100

Tabel 2 Gennemsnitsverdier og standardafvigelser i nogle variabler hos kontrolgruppe og hos heste med mavesar
(Couroucé-Malblanc et al. 2009)

3.1.2 Haptoglobin

Hp klassificeres som et moderat APP hos hest. Det er et primert leversyntentiseret plasmaprotein
som hgrer til a-2-fraktionen af globulinerne (Willet & Blackmore 1979). Haptoglobins primare funktion
er at danne stabile komplekser med frit hemoglobin (Hb) i blodet for derved at undga tab af jern.
Hp syntesen stimuleres af frit Hb i blodet, og det resulterende Hp-Hb kompleks er effektivt til at
opsamle frit Hb, hvilket forebygger ekstern tab af jern og forhindrer samtidigt Hb’s oxidative
gdeleggelse af vev (Crisman er al. 2008). Hp-Hb komplekset er for stort til renal udskillelse og

cirkulerer til leveren, hvor hepatocytterne nedbryder det og tillader genbrug af aminosyrerne samt
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jernet fra ha&mmolekylet (Dobryszycka 1993). Hp menes at have en bakteriostatisk effekt ved at
begrense tilgengeligheden af jern, som er essentiel for bakterievakst (Crisman et al. 2008).

Hp koncentrationen stiger ved en inflammatorisk tilstand (for eksempel infektion, traume, allergi
eller stress)(Crisman et al. 2008). Stigning af Hp i serum er dokumenteret ved eksperimentel aseptisk
artritis (Hulten e al. 2002), anden eksperimentel lokal aseptisk inflammation (Taira er al. 1992), laminitis
induceret ved overdrevet kulhydrattildeling (Fagliari ez al. 1998), inhalation af Equint Influenzavirus
type 2 (Kent and Goodall 1991), ved gressyge formodentlig pga. forhgjet cortisol (Milne et al. 1991) samt
kirurgiske indgreb herunder blandt andet kastration (Kent & Goodall 1991; Taira et al. 1992; Pollock et al.
2005). Stigningen af Hp er observeret at vere 1,5-9 gange normalvardien(Kent & Goodall 1991, Taira et
al. 1992). Stigningen observeres indenfor 12-24 timer efter et inflammatorisk stimulus og indenfor 2-
5 dage opnas maksimal koncentration(Kent & Goodall 1991; Hulten ez al. 2002; Pollock et al. 2005). Ved
eksperimentel virusinfektion hos fuldblodsheste observeredes maksimal Hp koncentration fgrst
efter 7-10 dage (Kent & Goodall 1991). Koncentrationen af Hp i1 plasma falder til normalniveauet
indenfor 4 uger efter endt stimulus (Taira et al. 1992).

Koncentrationen af Hp falder blandt andet ved hamolytiske tilstande(Allen & Archer 1971) og ved
ha@matomdannelse postoperativt, hvorved et eventuelt samtidigt inflammatorisk respons kan
maskeres (Warkentin er al. 1987). Koncentrationen falder desuden intraoperativt og umiddelbart
postoperativt i forbindelse med eksplorativ laparotomi. Dette formodentlig som resultat af kirurgisk
induceret blgdning og hamolyse (Eurell er al. 1993). Et fald i Hp-koncentrationen er dog ogsa
observeret umiddelbart efter universel an@stesi hos anasteserede heste uden udfgrsel af kirurgisk
indgreb (Kent & Goodall 1991). Plasmakoncentrationen af Hp stiger til normalniveauet igen indenfor 3
maneder efter en induceret h&molystisk tilstand (Allen & Archer 1971).

I en undersggelse med 90 fuldblodsheste fra 5 vaddelgbsstalde blev udtaget 629 blodprgver over 1
ar. Prgverne blev udtaget i hvile pa samme tid af dagen og af samme dyrlege hver gang for at
undga stress. Der observeredes ikke @ndring i Hp-niveauet mellem perioden fgr traeningsstart,
treenings-, lgbs- og udfasningsperioder (Willet & Blackmore 1979). Et andet studie, med fokus pa
effekten af treening pa jernmetabolismen hos fire 4-ars fuldblodshingste, har modsat konkluderet, at
jo hardere treening, des stgrre fald i serum jern og Hp koncentrationen. Dette kunne indikere, at hard
treening inducerer hamolyse, hvilket studiet ogsa konkluderer. Anemi ses dog ikke ved den
treningsinducerede ha&molyse, da metabolismen kompenserer ved at gge jernabsorptionen. (Inoue et
al. 2005) Humant er vist, at serum Hp-vardier faldt ved motion og var signifikant lavere hos

mennesker med hgj fitness sammenlignet med personer med lav fitness. (Hgrder & Hgrder 1970; Spitler
et al. 1984)



3.1.3 Fibrinogen

Fb er et af de forst beskrevne af APP’er. Fb er et oplgseligt glykoprotein, der syntetiseres i leveren.
Det klassificeres som et minor APP hos hest med koncentrationer, der kun stiger 1 til 3 gange,
startende 24 til 72 timer efter induktion af inflammation. Serum koncentrationen stiger langsomt i
forbindelse med en vavsskade og topper fgrst 1-2 uger efter stimulus. Herefter falder
koncentrationen af Fb langsomt efter sygdommens ophgr. Det relativt brede referenceinterval for Fb
koncentrationer hos raske heste (2000-4000mg/l) og en langtrukken responsperiode efter et
inflammatorisk stimulus ggr, at Fb er et temmeligt ufglsomt APP (Allen & Kold 1988; Auer et. al. 1989;
Hulten et al. 2002; Jacobsen et al. 2005; Crisman et al. 2008). Fb er beskrevet at have mange funktioner. Det
er involveret i homeostase, som et forstadium til fibrin, og i va@vsreparation, hvor det virker som en
matrix til migrationen af inflammations-relaterede celler (Thomas 2000).

Gennem de sidste artier har Fb veret brugt til at diagnosticere og monitorere forskellige
inflammatoriske tilstande hos heste. 1 et studium med 162 fgl fra et stutteri med enzootisk
Rhodococcus equi infektion blev plasma Fb koncentrationer anvendt til at pavise og monitorere R.
equi lungebetaendelse hos fgllene. Selvom bade malinger af Fb koncentrationer og WBC viste sig at
vare nyttige til tidlig identifikation af R. equi inficerede fgl, var WBC koncentration signifikant
bedre end maling af Fb koncentration (Giguére e al. 2003). Et andet studie evaluerede SAA og Fb
koncentrationer hos raske heste eksperimentelt inficeret med Streptococcus zooepidemicus og
monitorerede udviklingen af lungebet@ndelsen. Resultaterne indikerede, at SAA responderede
hurtigere end Fb pa forandringer i kliniske tegn pa lungebetendelse (Hobo ez al. 2007).

Samlet set antyder disse studier, at en @ndring 1 Fb koncentration ikke ngdvendigvis er i
overensstemmelse med aktuel pavisning af sygdom og dets udvikling. Selvom malinger af plasma
Fb koncentration le&nge har veret brugt til pavisning af inflammatoriske sygdomme hos heste,

ha@mmer dets relativt langsomme APR dets kliniske anvendelighed (Crisman et al. 2008).

3.1.4 Jern og hamoglobin

Fe er en negativ akut fase reaktant hos heste og andre arter. Et fald i mikromineralet Fe ved APR
mindsker dets tilgengelighed under infektion og anses derfor som en forsvarsmekanisme, da
bakterievaekst h&emmes (Smith & Cipriano 1987; Auer et al. 1989).

Fe findes 1 mange anatomisk, kemisk og funktionelt forskellige afdelinger i organismen (Geor &
Weiss 1993; Andrews & Smith 2000). Den funktionelle pulje indeholder ca. 70% af kroppens totale
jernmeangde. Det bestar af hamoglobin, myoglobin og adskillige andre enzymer, som enten

indeholder Fe eller er jernathengige. Fe lagres primert 1 knoglemarv, milt og lever, som enten



ferritin, en oplgselig form, eller som uoplgselige aflejringer (h&mosiderin). Plasma transferrin er
det vigtigste jerntransporterende protein i serum (Schwarzwald & Schuback 2004).

Jernindholdet i mange af disse afdelinger kan bestemmes for at vurdere en patients
jernmetabolisme. Hb, som er kroppens stgrste jerndel, er den der oftest males og rutinemassigt
inkluderes i1 blodprgver. Ikke desto mindre er h@&moglobin sandsynligvis den mindst sensitive
variabel til at opdage jernmangel. Tydelig an@mi ses kun i sene stadier af alvorlig jernmangel (Geor
& Weiss 1993; Andrews & Smith 2000). Hb malinger er en upalidelig indikator pa fysisk form, pa grund
af miltens evne til pludselig at udtgmme rgde blodlegemer (Takagi et al. 1974). Serum Fe, ferritin, Fe-
bindingskapacitet og evaluering af jernindhold i knoglemarv er mere precise indikatorer pa
jernstatus (Carlson 1992; Geor & Weiss 1993; Andrews & Smith 2000; Harvey 2000).

En nyere undersggelse inkluderede 97 heste hospitaliseret med sygdomme som gav systemisk
inflammation, 22 heste med lokal inflammation og 12 klinisk normale heste. Et retrospektivt studie
udfgrtes pa de hospitaliserede heste, som fik malt bade Fe og Fb koncentrationer ved indleggelse.
Plasma Fe koncentration var lavere hos heste med systemisk inflammation (64 + el. -45 microg/dl)
end mindste referenceinterval (105 microg/dl) og var signifikant lavere (P=0,001) end vardien i
gruppen med lokal inflammation (123 + el. -45 microg/dl) og hos raske transporterede heste (143 +
el. -29 micro g/dl). Lav plasma Fe og hgj Fb koncentration var begge sensitive indikatorer pa
systemisk inflammation hos heste med sensitivitet pa henholdsvis 90 og 82%. Det blev konkluderet,
at maling af Fe koncentration er at foretrekke frem for Fb koncentration til at pavise akut
inflammation hos heste (Borges et al. 2007). Hillman og Finch skriver siledes ogsa, at den mest
sandsynlige arsag til upassende lavt serum Fe er inflammation (Hillman & Finch 1985).

Motion mindsker det tilgengelige jerndepot 1 kroppen ved at inducere h&molyse, hvilket potentielt
gger jernbehovet. Men forgget jernabsorption kompenserer delvis for de negative fglger, serligt nar
foderet indeholder tilstreekkeligt eller rigeligt jern, som mange normale fodertyper ggr. Derfor lider
hestene s@dvanligvis ikke af jernmangel ved motion. Intensiteten og varigheden af motion har dog

muligvis indvirkning pa metabolismen af Fe (Inoue et al. 2005).

3.1.5 Hvide blodlegemer

Leukocytose (forhgjet WBC) ses hos prastationsheste i forbindelse med septiske og non-septiske
inflammationstilstande (Schalm et al. 1975; Jeffcott 1977; Becht 1986; Barrelet & Ricketts 2002). Septisk
inflammation er oftest forbundet med bakteriel infektion. Hos prastationsheste ses dette mest efter
en skade, f.eks. penetrerende sar efterfulgt af cellulitis, septisk artritis eller tenosynovitis, gvre
luftvejsinfektion, og sjeldnere ved systemiske bakterielle infektioner. Non-septisk inflammation ses

ofte efter en ikke penetrerende skade (f.eks. skade pa blgddele, sener, ligamenter eller periost og
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traumatisk artritis eller tenosynovitis) og nogle gange i forbindelse med degenerative ledlidelser
(Ricketts 2004).

En af de mest konsekvente virkninger af motion pa immunsystemet er leukocytose, som ses hos
heste efter anstrengende arbejde (Snow et al. 1983; Rose & Allen 1985; Wong et al. 1992). WBC tallet stiger
1 takt med, at intensiteten og varigheden af arbejdet @ges (Brenner er al. 1998; Kingston 2004).
Leukocytosen, som produceres af angst eller muskelaktivitet, kaldes “fysiologisk leukocytose”
(Schalm et al. 1975).

Et akut stressrespons inducerer forhgjede plasma cortisol koncentrationer ved at aktivere
hypothalamus-hypofyse-binyrebark-aksen (hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis ) (Alexander et
al. 1996). En forhgjelse 1 plasma cortisol koncentration er ofte beskrevet at indikere et stressrespons
pa fysiologiske eller patofysiologiske stimuli sasom transport, motion, skade eller sygdom (Ley e al.
1991, 1994; Wong et al. 1992; Janssens et al. 1995; Bradshaw et al. 1996).

I en undersggelse blev fire Quarter Horse hopper motioneret pa lgbeband til udmattelse. Serum
cortisol koncentrationer var signifikant forhgjede 30 min. efter arbejdet. Dette tyder pd, at hardt
intens arbejde kan resultere i suppression af den cellemedierede immunitet og en mulig rute er
gennem forhgjet glukokortikoid niveau i blodet (Kurcz ez al. 1988).

I et andet studie blev forandringer i fysiologiske parametre hos 10 overtrenede travere undersggt.
Her fandtes et betydeligt fald i plasma cortisol koncentration ved overtr&ning (Hamlin et al. 2002).
Leukopeni (lavt WBC) hos prastationsheste ses mest under den akutte fase af en virusinfektion,
hvor der maske men ikke ngdvendigvis er kliniske tegn (Schalm et al. 1975; Jeffcott 1977; Becht 1986;
Barrelet & Ricketts 2002).

WBC, som er en klassisk inflammationsparameter, er af flere forfattere beskrevet at vare en meget
mindre sensitiv inflammationsmarkgr end SAA og Fe (Chavatte e al. 1991; Stoneham et al. 2001; Hultén &

Demmers 2002).

4.0 Materialer og metoder

4.1 Heste og lobsdata

I perioden fra 17.10.2009 til 18.11.2009 blev udtaget blodprgver fra 39 travheste i stalden hos 5
forskellige trenere. To heste udgik af studiet, da de blev sendt hjem fra treeneren umiddelbart efter
1gb. De resterende 37 heste var fordelt pa 35% hingste, 35% vallakker og 30% hopper i alderen fra
2 til 11 ar. Gennemsnitsalderen var lige knapt 5 ar. For alle heste blev der efter 1gbet noteret deres

Igbshastighed, Igbets l&ngde samt hestens eventuelle placering i Igbet. Hestene deltog i Igb af
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folgende lengder (med antal af hest i parentes): 1600 m (1 hest), 1640 m (3 heste), 1700 m (5
heste), 1800 m (2 heste), 1900 m (10 heste), 2020 m (1 hest), 2100 m (5 hest), 2140 m (1 hest) og
2500 m (6 heste). Rektaltemperatur blev malt med et digitalt termometer umiddelbart efter hver

blodprgveudtagning.

4.2 Blodprover

Der blev udtaget blodprgver fra Vena Jugularis dagen fgr lgb samt 2 og 7 dage efter lgb.
Blodprgverne blev udtaget i hvile pa samme tid af dagen (mellem kl. 6.30 og kl. 10.00), inden
hestene kom pa fold og af samme dyrlege hver gang. Fra hver hest blev pa hvert prgvetidspunkt
udtaget to 10 ml serumglas, et 4,5 ml citratglas (eller to 2,7 ml citrat glas), og et 10 ml EDTA-glas.
Serum- og citratglassene blev centrifugeret ved 4000 omdrejninger i 10 minutter pa en EBA 20
Hettich centrifuge. Herefter blev supernatanten afpipetteret og overfgrt til hver sit cryoglas, som
blev market med dato, hestens navn, blodprgvenummer (-1, 2, 7) samt henholdsvis serum eller
plasma og derefter nedfrosset ved — 20 grader. Serum og plasma blev opbevaret ved denne

temperatur indtil de blev samlet analyseret.

4.3 Laboratorieanalyser

Serum- og plasmaprgverne blev pakket i1 flamingokasse med tgris og sendt med kurerbil til
Centrallaboratoriet pa KU Life, hvor SAA, Hp, Fb og Fe blev malt. Maleprincipperne var fglgende:
SAA: Turbidometrisk, Hp: Colorimetrisk, Fb: Clot-assay, Fe: Ferrozin.

Blod fra EDTA-glasset blev pa udtagelsesdagen brugt til at male Hb og WBC pa henholdsvis
HemoCue® Hb 201" og HemoCue® WBC analyseinstrumenter efter producentens anvisninger

(Hemo Cue Danmark).

4.4 Statistisk analyse

Data er analyseret med en repeated measurements ANOVA (analysis og variance = variansanalyse),
hvor markgrernes niveau hos hver hest sammenlignes over tid (dvs. der tages hensyn til
markgrernes udgangsniveau hos den individuelle hest). Markgrernes niveauer pa de enkelte
prévetidspunkter sammenlignes med Bonferroni’s multiple comparison test, og stjernerne pa
figurerne viser signifikansniveauet af denne test (altsa endringer i forhold til dag -1), hvor * er P <

0.05 og ** er P < 0.01.
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5.0 Resultater

5.1 SAA n SAA
SAA viser i narverende studie ingen statistisk 201 T
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Figur 2 Forandringer i SAA koncentration

5.2 Haptoglobin

Haptoglobin

Haptoglobin har et statistisk signifikant fald i studiet —
i malingerne dag -1 til dag 2 (P=0,039) (Figur 3). % :igg' -
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Figur 3 Koncentrations@ndringer i haptoglobin
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5.4 Jern og haemoglobin

Jernkoncentrationen faldt over tid. Bonferroni-testen viste, at serum Fe koncentrationen pa dag 7
var signifikant lavere end dag -1 (P=0,011), mens koncentrationen pa dag 2 ikke var signifikant
lavere en koncentrationen pa dag -1 (Figur 5). Koncentrationsfaldet i jern dag 7 er forsggt korreleret
mod Igbshastighed og Igbslengde, men der kunne ikke pdvises nogen statistisk signifikante

sammenh&nge. For hemoglobin fandtes ingen statistisk signifikant forandringer.

Jern Haemoglobin
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Figur 5 Koncentrationsforandringer af Fe og Hb

5.5 Hvide blodlegemer

WBC koncentrationen falder samlet set hen over alle
Total leukocyttal

malinger. Bonferroni-testen viser, at niveauet pa dag 7 12-

er signifikant lavere end niveauet pa dag -1 (P=0,0011) = :;

(Figur 6). x o]
g

DeltaWBC (dag -1 minus dag 7) er efterfglgende 7

korreleret mod Igbslengde og lgbshastighed. For

o -
~N-

50 1 2z 3 4 5
hastighed fandtes en negativ korrelation mod gget e

lgbslengde, dvs at jo l&ngere hesten lgber, jo stgrre er Figur 6 Koncentration af WBC
faldet i WBC dag 7 (P = 0,0067). Der fandtes ogsa en tendens til sammenhang mellem samme

deltaWBC og lgbshastigheden (P = 0,079) (Figur 7).
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Figur 7 WBC korreleret mod distance (m) og hastighed

5.6 Temperatur og lobsdata

To heste opgav deres 1gb pa grund af galop og en hest kom ikke til start som fglge af en hovbyld.
Tretten af de 35 startende heste blev placeret blandt de 3 fgrste i deres respektive Igb og 13 heste
blev ikke placeret i deres lgb (heri ikke medregner de 3 heste, som udgik, eller ikke kom til start).
Hestene 1gb i gennemsnit en kilometer pa 1.16,8 (1 minut 16 sekunder og 8/100 sek) med en

spredning fra 1.13,3 minut/km til 1.24,5 minut/km.

Hestenes temperatur var i gennemsnit 37,7° C, Temperatur

med en spredning fra 37,1° C til 38,6° C. To 38.25+

heste var ved en fejl lukket pa fold for O 3g 0,

prgveudtagningen dag 7. De var varme og :% 3775

svedige og havde henholdsvis temperatur 38,2° C %ﬂ’- 17500

og 38,6° C. Resten af temperaturene 1a ellers

under 38,1° C. For de noterede temperatur- 2 .,
verdier fandtes ingen signifikant forandring Ttz Dzy et

(Figur 8).

Figur 8 Temperaturmalinger

6.0 Diskussion

6.1 SAA

I nzrvaerende studie sker ikke en signifikant stigning i SAA hos nogen af de 37 travheste efter Igb.
Non-infektigs ledlidelse er almindelig arsag til halthed hos heste og har speciel betydning hos
sportshesten. Non-infektigs artritis hos hesten er normalt ikke forbundet med en systemisk

inflammatorisk sygdom som ved reumatoid artritis hos mennesker, men kan 1 stedet for betragtes
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som en lokal inflammatorisk proces. Dog kan en lokal inflammatorisk proces, forudsat at den er
kraftig nok, fremkalde et systemisk inflammatorisk respons (Hulten ez al. 2002). Det tyder saledes pa,
at den prastation som travhestene i dette studie udsettes for ikke giver anledning til sa kraftige
pavirkninger af deres led, at det kan fremkalde systemisk inflammatorisk respons eller APR.

I en undersggelse med 10 raske heste og 21 heste med forskellige typer ledlidelser, konkluderes, at
hverken serum eller synovialveske SAA koncentrationer hos heste med ledlidelser med lavgradig
inflammation varierer signifikant fra de raske i kontrolgruppen (Jacobsen, Thomsen & Nanni 2006).
Studier af SAA responset pa ledlidelser hos heste er begraenset, men det er dog kendt, at SAA
koncentrationer stiger i serum savel som i synovialvaske efter eksperimentel induktion af aseptisk
inflammatorisk artritis (Hulten et al. 2002; Jacobsen, Thomsen & Nanni 2006).

Da der ikke forekommer signifikant stigning i SAA efter Igb i n@rvarende undersggelse, tyder det
pa, at hestene ikke har padraget sig hverken bakterie- eller virusinfektioner, da bakterieinfektioner
fremkalder en hgj SAA koncentration, og virusinfektioner giver et mere moderat respons (Hulten et
al. 1999a).

Transport til og fra travlgb og selve lgbet kunne forventes at medfgre fysisk og psykologisk stress.
Stressniveauet hos travhestene i dette studie har ikke varet hgjt nok til at udlgse et APR, som kunne
medfgre forhgjede SAA vardier. Det er ellers beskrevet, at fysisk og psykologisk stress humant og
hos forsggsdyr giver forhgjet plasmaniveau af APP (Deak et al. 1997; Nukina et al. 2001), og hos kvaeg
udsat for fysisk stress er der dokumenteret forhgjede SAA vardier (Murata & Miyamoto 1993;
Alsemgeest et al. 1995).

Nyere dansk forskning har vist, at mavesar rammer alle heste uanset alder og arbejdsniveau.
Gastroskopi blev udfgrt pa 201 heste og ponyer fra 5 regioner i Danmark, og 53% af alle
undersggte heste havde klinisk mavesar. Der blev ikke fundet nogen forskel pa racernes disponering
for mavesar (Luthersen 2007). Tidligere antagelser har varet, at iser hgjtydende veddelgbsheste er i
risikogruppen for at udvikle mavesar. Den nuvarende viden om forekomsten af mavesar er forst og
fremmest baseret pa vaddelgbsheste i USA og England. De fleste undersggelser har konkluderet, at
op mod 90% af vaeddelgbsheste i hard treening og konkurrence har mavesarsforandringer (Johnson et
al. 2001; Luthersson 2007). Franskmanden Courouce-Malblanc har pavist SAA som en markgr for
mavesar hos heste, da han fandt at heste med mavesar havde forhgjede SAA verdier (Couroucé-
Malblanc et al. 2009). Det er derfor overraskende, at der ikke ses stigning af SAA hos nogen af de 37
travheste i nervarende studie, da det ma forventes, at en hvis procentdel af disse heste har

udiagnosticerede mavesar.
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6.2 Haptoglobin

Koncentrationen af Hp 1 studiet her faldt over tid og var signifikant lavere 2 dage efter lgb end
dagen fgr Igb. At Hp ligesom SAA, Fb og temperatur ikke stiger signifikant efter lgb er med til at
bekraefte, at travhestene ikke har varet udsat for nogen inflammatorisk tilstand for eksempel
infektion, traume, allergi eller stress, som har varet hgjt nok til at fremkalde APR (Crisman et al.
2008). Hos heste er fald i serum Hp en tidlig og sensitiv indikation pa heemolyse (Allen & Archer 1971).

Faldet i Hp koncentrationen i nervarende studie antages saledes at skyldes hamolyse.

6.3 Fibrinogen

Der kunne for fibrinogen ikke pavises nogen statistisk signifikante stigninger i prgveresultaterne.

Selvom serum Fb koncentrationen normalt stiger langsomt i1 forbindelse med vavsskade, og fgrst
topper 1-2 uger efter stimulus (Jacobsen ez al. 2005), er det n@rliggende at antage, at de ret uforandrede
verdier for Fb, bade dag 2 og dag 7, tyder pa at hestene ikke har varet udsat for infektigse eller

inflammatoriske pavirkninger.

6.4 Jern og haemoglobin

Fe koncentrationen i narverende studie faldt over tid. Serum Fe koncentrationen pa dag 7 var
signifikant lavere end fgr Igb, mens koncentrationen pa dag 2 ikke var signifikant lavere end
koncentrationen fgr lgb. Fald i serum Fe koncentrationen er beskrevet bade ved inflammation
(Borges et al. 2007) og som fglge af hemolyse. Et studie, med fokus pa effekten af treening pa
jernmetabolismen hos fire 4-ars fuldblodshingste, har konkluderet, at jo hardere treening, des stgrre
fald i serum jern og Hp koncentrationen. Dette indikerer, at hard trening inducerer hamolyse,
hvilket studiet ogsa konkluderer (Inoue er al. 2005). Da der i nervaerende studie ikke ses stigning i
hverken SAA, Hp, Fb, WBC eller temperatur, er det nerliggende at antage, at faldet i serum Fe

skyldes h&emolyse og ikke inflammation.

6.5 Hvide blodlegemer

Umiddelbart er det overraskende med et signifikant lavere WBC niveau pa dag 7 end pa dag -1, da
leukocytose er en beskrevet konsekvent virkning af motion pa immunsystemet. Dette ses hos heste
efter anstrengende arbejde (Snow et al. 1983; Rose & Allen 1985; Wong et al. 1992). WBC tallet er
beskrevet at stige i takt med, at intensiteten og varigheden af arbejdet gges (Brenner et al. 1998).
Kronisk stress, med fald i plasma cortisol koncentrationen kunne vare en mulig forklaring pa faldet

1 WBC ( Mills et al. 1997; Hamlin et al. 2002). Det signifikante fald i WBC fra dag -1 til dag 7, kunne
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ogsa forklares med fysiologisk leukocytose” (Schalm et al. 1975), begrundet i en stigning af plasma
cortisol (Kurcz et al. 1988) og WBC umiddelbart efter 1ob og medfgrende et efterfglgende fald af
WBC. Et forhgjet WBC niveau umiddelbart efter lgb i narvarende studie vil vere forblevet
uopdaget, da malinger fgrst blev foretaget pa 2. dagen efter 1gb. Det skal bemarkes, at selvom der
ses et signifikant fald i WBC niveauet til dag 7, sa falder vaerdierne dog ikke under normalverdier.
Da der i nerverende undersggelse ikke ses stigning i hverken SAA, Hp eller Fb efter 1gb, er det
mest nerliggende at antage, at faldet i WBC skyldes “fysiologisk leukocytose” i umiddelbar
forbindelse med lgbet og derefter et hurtig fald i WBC de efterfglgende dage.

HemoCue analyseinstumenterne er kompakte, lette at tage med ud i stalden og enkle at handtere. |
studiet her blev prgverne ikke lavet i stalden, for ikke at tage for meget af treenernes tid. Nar blodet
som her opsamles i prgvergr med antikoagulans (EDTA), er det vigtigt, at prevergrene fyldes med
den korrekte meengde blod (selvom der kun skal bruges en drabe), og at prgven blandes grundigt for
maling. Hvis blodet har varet opbevaret i kgleskab, skal det opna stuetemperatur, 15-30 °C, inden

analysering.

7.0 Konklusion og perspektivering

Resultaterne af denne undersggelse viser, at der ikke er fundet signifikant stigning i nogen af de
malte inflammationsmarkgrer. Derfor konkluderes det, at den prastation travhestene i dette studie
udsettes for i forbindelse med konkurrencedeltagelse tilsyneladende ikke giver anledning til
smaskader og deraf fglgende subkliniske inflammationstilstande som kan males. Fald i Hp og Fe
antages at relatere sig til arbejdsinduceret ha@molyse, og faldet i WBC efter Igb tillegges
’fysiologisk leukocytose” 1 umiddelbar forbindelse med lgbet og derefter et fald 1 WBC.

Mere forskning pa omradet kunne vere gnskeligt. Maling af SAA fgr og efter 1gb samtidig med
ngjere undersggelser for muskel- og ledlidelser kunne vare berettiget. Gastroskopi for og efter lgb
samtidig med maling af SAA kunne vere interessant, for at undersgge om der er en sammenhang

mellem de to parametre og om lgb forvarrer mavesars status.

Taksigelser: For hjelp og vejledning fgr og under projektet og for hjelp med de statistiske beregninger takkes lektor,
ph.d., dyrlege Stine Jacobsen, KU-Life. For hjelp ved den praktiske blodprgveudtagning takkes trenere og deres
staldpersonale. Patricia og Tonny Hass Pilborg takkes for hjelp gennem hele forlgbet. For sponsorat takkes:

Kongeriget Danmarks Hesteforsikring, Boehringer Ingelheim Danmark, E-vet., HemoCue Danmark og Merial Norden.
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