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Popularvetenskaplig sammanfattning

Inflammation i bukspottkorteln, pankreatit, ar en vanligt férekommande sjukdom hos hundar och
katter. Pankreatit kéinnetecknas av symtom som exempelvis buksmaértor, krakningar, diarré och
beteendeforandringar. Sjukdomen kan delas in 1 akut och kronisk pankreatit. Akut pankreatit ar
ofta resultatet av en akut och steril inflammation och kan vara reversibel. Kronisk pankreatit ar
istéllet en stidndig och gradvis dkande inflammation. Orsaken till att pankreatit uppstar &r inte
riktigt kdnd. En teori till att sjukdomen uppstar ar att matspjalkningsenzymer i bukspottskorteln
aktiveras for tidigt och att de vanliga skyddsmekanismerna som finns mot dessa enzymer inte
fungerar som de ska. Denna tidiga aktivering leder 1 sin tur till inflammation och att den egna

vavnaden bryts ner av kroppen.

Pankreatit kan diagnostiseras genom att méta koncentrationen av ett enzym i serum. Hos hundar
kallas detta enzym canine Pancreas-specific Lipase (cPL) och hos katter kallas det feline
Pancreas-specific Lipase (fPL). Dessa enzymer utsondras i blodcirkulationen vid skador pa
bukspottskorteln och kan déarfor anvidndas vid diagnostisering av pankreatit. Utifran
koncentrationen cPL eller fPL i serum graderas patienten enligt normalvérde, grazon det vill sdga

pankreatit kan varken bekréftas eller uteslutas eller antydan till pankreatit.

Det finns olika analysmetoder for att méta koncentrationen cPL eller fPL. Vcheck V200 ér ett
relativt nytt instrument som anvinder sig av en fluorescerande immunoassay for att mita
koncentrationen av dessa enzymer. Principen bakom denna metod &r att en antikropp binder in
cPL/fPL. P4 antikroppen sitter en fluorofor, det vill siga en molekyl som kan absorbera ljus av
en viss vagliangd och sedan sidnda ut ljus av en annan vaglidngd. Nér fluoroforen belyses med ljus
av ratt vaglingd kommer denna att sdnda ut ljus av en annan vaglidngd. Det utsdnda ljuset kan
sedan detekteras av en detektor och styrkan pa ljuset dr proportionell mot koncentrationen enzym
1 serum. Standardmetoden for att mita koncentrationen av cPL eller fPL i serum &r Spec cPL
respektive Spec fPL och denna analys utfors vid ett referenslaboratorium i Tyskland. Spec cPL
och Spec fPL anvénder istéllet en form av enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) som
analysprincip. Denna teknik bygger pa att cPL/fPL i provet binder in till en specifik antikropp
som dr forankrad pd en fast yta. Nér detta skett tillsdtts ytterligare en antikropp, en sekundar
antikropp, som binder in till ett annat stille pa enzymet. Den sekundéra antikroppen dr mirkt
med en molekyl som kan &dstadkomma en signal som kan detekteras. Styrkan pa signalen 4r sedan

proportionell mot koncentrationen enzym i serumet.



Vid Evidensia Specialistdjursjukhuset i Helsingborg finns i nuldget inget instrument som kan
analysera cPL eller fPL utan proverna far skickas till laboratoriet 1 Tyskland. Syftet med denna
studie var darfor att utvdrdera instrumentet Vcheck V200 och jamfora resultatet fran detta
instrument med analyserna Spec cPL respektive Spec fPL. Detta gjordes for att undersdoka om de
bada metoderna gav liknande resultat, vilket skulle innebéra att laboratoriet i Helsingborg hade
kunnat kopa in Vcheck V200 for att analysera cPL samt fPL istéllet for att skicka dessa prover
till Tyskland.

37 serum fran hund och 29 serum frén katt analyserades pa Vcheck V200 (metod A) och med
Spec cPL/fPL (metod B). Virdena frdn de bada metoderna jimfordes darefter med hjélp av
statistiska berdkningar. Resultatet fran studien visade att det fanns signifikanta skillnader mellan
de bada metoderna gillande koncentrationen cPL eller fPL samt vid graderingen (normalvérde,
grézon eller antydan till pankreatit) av hundar. 27% av hundarna graderades olika vid jimforelse
mellan metod A och metod B. 24% av katterna graderades olika vid jimforelsen, ddremot fanns

det ingen signifikant skillnad mellan metod A och metod B vid graderingen pa kattproverna.

Vcheck V200 ér ett smidigt och lattforstaeligt instrument med en enkel analysprocedur. En annan
fordel med detta instrument &r att resultaten fas forhallandevis snabbt (for cPL erhalls resultat
inom 5 minuter medan svar erhélls inom 15 minuter for fPL) jimfort med att skicka proverna till
Tyskland dér resultat erhélls inom nigra dagar. Endast ett prov kan ddremot analyseras i taget,
vilket ar en nackdel. Luftbubblor bildades ett flertal gdnger vid analys av fPL. Detta berodde pa
att volymen 16sning dit serum skulle tillsdttas var relativt liten med tanke pd den méingd som
behovdes vid analys. Luftbubblorna resulterade i att felaktig provméangd analyserades vilket mest
troligt paverkat resultatet. Kontroller for att kunna kvalitetssdkra analys av fPL saknades dven

vilket ar en annan nackdel.

Instrumentet Vcheck V200 kan inte i dagsléget ersétta Spec cPL vid analys av cPL pé grund av
de signifikanta skillnader som observerades i denna studie. Analys av fPL pad Vcheck V200 kan
inte heller ersétta Spec fPL 1 dagsldget. trots att ingen signifikant skillnad sigs vid graderingen
av dessa prover. Detta pd grund av den statistiskt signifikanta skillnad som observerades vid
analys av koncentrationen fPL for de bada metoderna, brister vid kvalitetssidkring samt att
felaktig méngd prov analyserades pa grund av luftbubblor. Analyser av fler prover fran bade

hund och katt skulle kunna genomforas med da bada metoderna for att fa ett mer palitligt resultat.
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Sammanfattning

Pankreatit anses vara en vanligt forekommande sjukdom hos hundar och katter och kan diagnostiseras
genom matningar av koncentrationen Canine Pancreas-specific Lipase (cPL) respektive Feline Pancreas-
specific Lipase (fPL) i serum. Utifran dessa koncentrationer graderas patienten enligt normalvarde,
grazon eller indikation pa pankreatit. Golden standardmetoden for att analysera cPL/fPL ar Spec cPL
respektive Spec fPL. Nya metoder har utvecklats for kvantitativ matning av pankreas-specifik lipas sasom
Vcheck V200, ett instrument, som analyserar cPL/fPL med en fluorescerande immunoassay. Syftet med
studien var att utvardera analys av cPL/fPL pa Vcheck V200 samt jamfora resultatet fran detta instrument
med vardena fran ett referenslaboratorium i Tyskland for att se om det fanns en signifikant skillnad mellan
metoderna. Koncentrationen cPL i hundserum (n=37) och koncentrationen fPL i kattserum (n=29)
analyserades pa Vcheck V200. Dessa prover skickades aven till referenslaboratoriet dar analysen Spec
cPL respektive Spec fPL utférdes. Spridningen var stor kring bias i Bland-Altman diagram for bade cPL
och fPL och jamforelsen mellan metoderna for de specifika koncentrationerna av cPL/fPL bedomdes vara
statistiskt signifikant (p<0,05). 27% av hundproverna graderas olika enligt de bada metoderna och
skillnaden var signifikant (p<0,05). 24% av kattproverna graderades olika men skillnaden var inte
signifikant (p=0,257). Studien tyder pa att jamforelsen mellan de bada metoderna var signifikant férutom
vid graderingen av kattproverna. Beaktande detta och det faktum att kvalitetssakringen brister vid analys
av fPL pa grund av avsaknad av kontroller kan i dagslaget inte cPL/fPL pa Vcheck V200 ersatta den

nuvarande golden standardmetoden, trots att ingen signifikant skillnad sags vid gradering av kattprover.
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Title
Evaluation of analysis of pancreas-specific Lipase in dogs and cats with Vcheck V200 - a prospective

comparative study

Abstract

Pancreatitis is a common disease in canine and felines and can be diagnosed by measuring the
concentration of Canine Pancreas-specific Lipase (cPL) or Feline Pancreas-specific Lipase (fPL) in
serum. Based on the concentration of cPL/fPL, the patient is then classified in different diagnostic
categories (normal value, gray zone or indication of pancreatitis). Spec cPL and Spec fPL is currently the
golden standard method for analysis of cPL and fPL. New methods have been developed for the
quantitative measurement of pancreatic lipases. Vcheck V200, being one example, utilizing a fluorescent
immunoassay for quantification of the lipase. The aim of this study was to evaluate the cPL and fPL
analysis on the Vcheck V200 and to examine if there was a significant difference (p<0,05) when
comparing the result from Vcheck V200 with the results from a reference laboratory. The concentration
of cPL (n=37) and fPL (n=29) in serum from canine or felines were analyzed using Vcheck V200. The
samples were also sent to the reference laboratory where Spec cPL and Spec cPL were performed. A
Bland-Altman plot comparison between the two methods showed a large spread for both analysis of cPL
and fPL. Comparison of the specific values for analysis of cPL and fPL between the two methods revealed
a significant difference (p<0,05). 27% of the dog samples were categorized differently according to the
two methods and this difference was significant (p<0,05). 24% of the cat samples were categorized
differently and no significant difference were observed (p=0,257). This study indicates that the difference
between the two methods was significant, besides the classification of cat samples. Considering this and
the lack of quality assurance regarding analysis of fPL due to lack of controls, the cPL/fPL analysis on

Vcheck V200 cannot replace the Spec cPL or Spec fPL at present.
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1. Inledning

Pankreas hos katt och hund

Pankreas dr beldgen i bukhalan, kaudalt om magsidcken, och &r ett tunt och platt
kortelorgan bestdende av en endokrin och en exokrin del. Den endokrina delen producerar
hormoner som behovs vid glukosregleringen och lipidmetabolismen medan den exokrina
delen producerar, utsondrar och lagrar enzymer viktiga for digestion. Nir fodan nar
magsédck eller tunntarm stimuleras pankreas till att utsondra enzymerna i duodenum
(Muschtaq et al., 2017). Vad géller utforsgangar fran pankreas skiljer sig anatomin lite
mellan hundar och katter (Figur 1). Katter har vanligtvis endast en utforsgdng fran
pankreas (vissa katter kan ddremot ha kvar en accessorisk utforsgdng fran
embryonalutvecklingen) medan hundar har tvd. Utforsgadngen frdn pankreas hos katt
forenas med den vanliga gallgdngen innan den via papilla duodeni major mynnar ut i
duodenum (Warman & Harvey, 2007). Hos hundar mynnar den ena utférsgangen ut i
duodenum separat frdn gallgdngen via papilla duodeni major, medan den andra storre
accessoriska utforsgdngen mynnar ut i duodenum kaudalt om papilla duodeni major
(Muschtaq et al., 2017). Eftersom utforsgangen fran pankreas forenas med gallgangen
tros katter med kolangit (inflammation av gallgangar) vara extra mottagliga for pankreatit
och detta skulle kunna vara en riskfaktor till sjukdomen (Armstrong & Williams, 2012;
Warman & Harvey, 2007). I en studie av Callahan Clark et al. (2011) visade det sig att
65% av katterna som led av kolangit dven visade histologiska bevis pa pankreatit, vilket

styrker denna teori.
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Figur 1. Schematisk bild pa de olika mynningarna ut i duodenum via papilla duodeni major (egen
illustrerad bild).



Pankreatit

Pankreatit anses vara en vanligt forekommande sjukdom hos hundar och katter och
uppstér i den exokrina delen av pankreas (Xenoulis et al. 2008). Prevalensen av pankreatit
ar inte helt kartlagd hos de bada djurarterna men enligt en studie av Newman et al. (2008)
beddomdes 64% av alla obducerade hundar (n=73) ha histologiska fordndringar som
overensstamde med pankreatit. Vad géller katter visade en studie av De Cock et al. (2007)
att prevalensen hos obducerade katter var 67% (n=115), varav 45% av dessa forefallit
kliniskt friska. Pankreatit definieras som en inflammation av pankreas och brukar delas
in 1 tva olika grupper, akut pankreatit och kronisk pankreatit (Xenoulis et al. 2008). Akut
pankreatit kiinnetecknas av histologiska forandringar sdsom infiltrat av neutrofiler, 6dem
och nekros utan fibrosbildning. Dessa histopatologiska forédndringar &r ofta resultatet av
en akut och steril inflammation (Mushtaq et al., 2017; Warman & Harvey, 2007). Kronisk
pankreatit &r istéllet en progressiv och kontinuerlig inflammation. Kronisk pankreatit
kinnetecknas bland annat av bestdende histopatologiska fordndringar som exempelvis
acindr atrofi, fibros samt inflammatoriska cellinfiltrat bestiende av bland annat
lymfocyter. Daremot kan det vara svért att kategorisera de olika grupperna av pankreatit
da de kliniska bilderna av kronisk och akut pankreatit ofta Gverlappar varandra. Hos katter
ar det mer vanligt med kronisk pankreatit medan hos hundar tros det vara vanligare med
akut pankreatit (Warman & Harvey, 2007; Xenoulis et al., 2008). Symtomen vid
sjukdomen &r ofta diffusa och innefattar bland annat buksmaértor, krikningar, diarré,
beteendefordndringar samt letargi och svaghet. Hos katter har man &dven sett att
hyperkolesterolemi dr ett vanligt symtom. Svdra komplikationer som Multiple Organ
Dysfunction Syndrome (MODS) samt Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS) kan édven uppstd som en foljd av att inflammationen sprids vid svar pankreatit

(Armstrong & Williams, 2012; Fabres et al., 2019).

Patogenes

Patogenesen bakom pankreatit &r inte helt kiind och i ménga fall anses de vara idiopatiska,
diaremot tros katt respektive hund ha liknande patofysiologi (Armstrong & Williams,
2012). En teori till att katter och hundar utvecklar pankreatit ar att digestionsenzymerna

1 pankreas aktiveras for tidigt och att de normala skyddsmekanismerna mot dessa enzymer



inte fungerar som dem ska. Denna tidiga aktivering resulterar i autodigestion, det vill siga
att den egna védvnaden bryts ner av kroppen, samt inflammation (Mushtaq et al., 2017;
Warman & Harvey, 2007; Xenoulis et al., 2008). Trots den okédnda patogenesen vid
pankreatit finns det en del riskfaktorer som tros bidra till sjukdomen. Trauma sasom
kirurgiska ingrepp eller oavsiktligt trauma har kopplats som en riskfaktor for pankreatit
hos katter. Gastrointestinala sjukdomar, ischemi, anorexi, gallvdgssjukdomar,
kattparvovirus och kattherpesvirus-1, samt en del likemedel har dven visat sig vara
associerat med pankreatit hos katter (Armstrong & Williams, 2012; Warman & Harvey,
2007). Hos hundar har istéllet dvervikt, hypertriglyceridemi, mat med hog fetthalt, trauma
eller kirurgiska ingrepp, ldkemedel men &ven diabetes mellitus och hyperthyreodism

associerats med pankreatit (Xenoulis et al., 2008).

Diagnostisering vid pankreatit

Pankreatit dr en sjukdom med véldigt diffusa symtom vilket d&ven gor detta tillstdnd
svardiagnostiserat. Det sdkraste alternativet for att faststdlla diagnos hos hund och katt
anses vara histopatologisk undersokning som &r nidgot av en golden standard vid
diagnostisering. Histopatologisk undersokning &r dven det enda séttet att skilja pa akut
och kronisk pankreatit. Dessvérre dr detta det mest invasiva och krdvande ingreppet for
djuret och brukar endast utféras om operation indikeras av andra skil. Dessutom dr det
fortfarande svart att utesluta pankreatit med denna metod, eftersom det inte finns nigra
tydliga kriterier for hur proverna ska tas samt hur materialet ska tolkas histologiskt
(Armstrong & Williams, 2012; De Cock et al., 2007; Xenoulis et al., 2008). Radiografi
och ultraljudsundersokningar av buken ér tvd andra metoder som anvénds. Radiografiska
undersokningar saknar dock specificitet och sensitivitet, vilket gor att uteslutning eller
bekréftelse av diagnos med enbart denna metod &r inte mojligt. Ultraljudsundersékning
av buken dr en mer specifik och sensitiv undersokning vid diagnostisering av pankreatit
men kridver bra utrustning, erfarenhet hos undersokaren samt en kooperativ patient
(Warman & Harvey, 2007; Xenoulis et al., 2008). Det finns dven en del blodprover som
anvinds for att diagnostisera pankreatit, dir métningar av pankreas-specifikt lipas anses
vara den mest sensitiva analysen. Denna analys anses vara golden standard vad giller

serumtester for diagnostisering av pankreatit (Cridge et al., 2020; Xenolius et al., 2008).

Canine Pancreas-specific Lipase och feline Pancreas-specific Lipase



Canine Pancreas-specific Lipase (cPL) dr ett enzym som syntetiseras av de acindra
cellerna i pankreas hos hund och frisétts i cirkulationen vid cellskador pé pankreas. cPL
ar specifikt for just pankreas och koncentrationen cPL i1 serum anvénds pa grund av detta
som en diagnostisk markor vid pankreatit. cPL kan dessutom édven anvédndas for att
utvdrdera om en viss behandling, till exempel med antibiotikum eller en diet didr hogt
fettinnehdll undviks, fungerat (McCord et al., 2012; Xenoulis et al., 2008).
Motsvarigheten hos katter dr feline Pancreas-specific Lipase (fPL) och detta enzym
fungerar pa ett liknande sitt som cPL (Armstrong & Williams, 2012; Schaub et al., 2019;
Xenoulis & Steiner, 2012). cPL koncentrationer under 200 pg/L rdknas som
normalvérden, koncentrationer mellan 200400 ng/L riknas till grazonen det vill sdga
pankreatit kan varken bekriftas eller uteslutas, medan koncentrationer pa > 400 pg/L
indikerar pankreatit. fPL koncentrationer pa < 3,5 pg/L rdknas som normalvérden, virden
mellan 3,6-5,3 ng/L riknas till grazonen och vérden > 5,4 pg/L indikerar pankreatit. For
patienter vars viarden hamnar inom grazonen rekommenderas att ett nytt test utfors efter
2-3 veckor (Dossin, 2011). Enligt uppgifter fran veterinar skiljer sig inte koncentrationen
av cPL eller fPL at mellan olika hund- respektive kattraser vilket gor att referensvirdena

kan anvéndas vid gradering for alla hund- och kattraser.

Analysprincip pa Vcheck V200 - fluorescerande immunoassay

Vcheck V200 ér ett instrument som med hjélp av fluorescerande immunoassay kan gora
kvantitativa eller semi-kvantitativa mitningar av ett flertal biomarkdorer (exempelvis cPL
eller fPL) i1 serum, plasma eller helblod (BioNote, Inc., u.d.a). Analysprincipen for cPL
respektive fPL pa Vchecken dr en fluorescerande immunoassay och metoden &r en
kvantitativ mitning. Principen bakom denna metod ir att en antikropp binder specifikt
till en epitop pa ett antigen. Antikropps-antigenkomplexet méste dérefter detekteras pa
nagot sitt. Eftersom analysprincipen i detta fall 4r en fluorescerande immunoassay ar
antikroppen mirkt med en fluorofor som kan detekteras. Nér denna fluorofor beskjuts
med ljus av en viss viglingd (specifik beroende pa typ av fluorofor) kommer molekylen
att absorbera ljuset och exciteras till en hogre energiniva. Efter att fluoroforen exciterats
kommer den till slut att emittera ljus av en annan vagliangd, vilket kan detekteras av en
detektor (Wild, 2013). I detta fall kommer cPL respektive fPL i provet att vandra genom
ett nitrocellulosa-membran och formar dér ett komplex med fluoroformérkta anti-cPL

respektive anti-fPL antikroppar. Komplexet fortsétter vandra genom membranet tills de
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nar de priméra antikropparna, som &r belagda pa membranet. De priméira antikropparna
binder in till en annan epitop pé cPL respektive fPL (se Figur 2). Ett band formas och
fluorescensintensiteten hos bandet mits av en detektor. Denna intensitet &r sedan
proportionell mot koncentrationen cPL/fPL 1 serumet. Med hjilp av en kalibreringskurva
med kénda cPL/fPL-koncentrationer kan instrumentet dérefter berdkna koncentrationen i
provet. Langre upp pa membranet finns sekundéra antikroppar som binder in till den
fluoroformérkta antikroppen, vilket skapar en kontrollinje och Overflodigt material
vandrar vidare i membranet. Instrumentet har en ldgre detektionsgrians pa 50 pg/L for
cPL respektive 1,0 ng/L for fPL och en dvre detektionsgrins pa 2000 pg/L for cPL och
50 pg/L for fPL. Matriseffekter sdsom hemolys och lipemi anses inte interferera med
analysen ndmnvért. Ddremot kan hdga nivaer av bilirubin (>171 pmol/L vid analys av
cPL samt >85,5 umol/L vid analys av fPL) interferera med analysen (BioNote, Inc., u.a.b;

BioNote, Inc., u.d.c; Cridge et al., 2020).

Anti-cPL/anti-fPL

antikroppar markta  Primar SEk_Undﬁr
med fluorofor antikropp  antikropp
cPL/fPL A
A —r
A A /
| | I’
Antigen-markt Rérelse pa grund av kapillarkraft
antikropp
komplex —
/ / _/'.' /
l | T

Sandwich
komplex

LL

Overflodig
reagens

Test- Kontroll-
linje linje

Figur 2. Schematisk bild pa analysprincipen for analys av cPL/fPL pa Vcheck V200 (egen
illustrerad bild).
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Analysprincip for Spec cPL IDEXX pa referenslaboratoriet - ELISA

Spec cPL och Spec fPL dr golden standardmetoden for analys av cPL respektive fPL.
Analysprincipen for Spec cPL och Spec fPL ér en enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), vilket dar en metod for att detektera och/eller kvantifiera antikroppar eller
antigen, i 16sningar. Det finns ménga olika varianter av ELISA-metoden men alla har
gemensamt samma princip att en antikropp binder in specifikt till ett visst antigen. I detta
fall genomfors en sd kallad sandwich-ELISA. Denna teknik bygger pé att antikroppar
specifika for det antigen som ska detekteras eller studeras ar forankrade pé en solid yta.
Prov tillsdtts och vid forekomst av antigen, specifika for antikroppen, kommer dessa att
binda in till antikropparna. En sekundér antikropp som binder in till ett annat epitop pa
antigenet tillsdtts. Denna sekundéra antikropp &r mérkt med ndgon form av molekyl,
exempelvis ett enzym som i ndrvaro av ett substrat inducerar en signal som kan
detekteras. Styrkan pa denna signal dr proportionell mot koncentrationen sekundir
antikropp vilket 1 sin tur &r proportionell mot koncentrationen antigen i provet. (Gan &
Patel, 2013). Vid analys av Spec cPL och Spec fPL anvidnds monoklonala antikroppar
(Dossin, 2011).

1.1 Syfte

Serumkoncentrationer av cPL och fPL dr en relativt vanlig analys som bestills av
veterindrerna pd Evidensia Specialisdjursjukhuset i Helsingborg for att diagnostisera
pankreatit. I nuldget far dessa prover skickas till IDEXX Reference Laboratories i
Tyskland for att analyseras eftersom laboratoriet i Helsingborg inte har ndgot instrument
som kan analysera pankreas-specifikt lipas hos hundar och katter. Ett instrument som
hade kunnat utfora analysen och ge riktiga och snabba svar hade underlittat arbetet for
personalen, sparat pengar och tid samt medfort att behandling hade kunnat sittas in
tidigare hos djuret. Syftet med denna studie dr darfor att utvirdera Vcheck V200, ett
instrument som kan analysera pankreas-specifikt lipas hos bdde hund och katt, samt
jamfora resultatet fran detta instrument med vérdena fran referenslaboratoriet i Tyskland.
Noll-hypotesen (Ho) dr att det inte finns en signifikant skillnad mellan de tva olika

metoderna att analysera cPL respektive fPL.
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2. Material och metod

Studien utfordes pa laboratoriet vid Evidensia specialistdjursjukhuset i Helsingborg.

2.1 Urval och preanalys

37 hundserum och 29 kattserum som innehdll en tillrdcklig volym av serum for att skicka
bade till referenslaboratoriet och for att kunna analysera pad Vcheck, valdes ut.

Prover samlades in under perioden 18-02-2021 till 28-04-2021. Blod taget vendst i
serumror (Sarstedt, Tyskland), innehéllande pérlor belagda med koagulationsaktivator
(silikat), centrifugerades efter 30 minuter vid 3000 x g (Sigma 3-16 P, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Tyskland) under 5 minuter i rumstemperatur. Serum hélldes
Over 1 tva ror, ett skickades till IDEXX Reference Laboratories i Tyskland och ett
forvarades 1 -28°C till dess att provet skulle analyseras pa Vcheck. Roren mirktes med

identifieringsnummer, namn, datum, analys och djurslag.

2.2 Analysprocess Vcheck V200

Proverna analyserades pa Vcheck V200 (SD Biosensor, Inc., Republiken Korea). Vid
analys pa serum fran hund anvéndes analyskit Vcheck cPL 2.0 (BioNote, Inc., Republiken
Korea) och for serum frin katt anvindes Vcheck fPL 2.0 (BioNote, Inc., Republiken
Korea). Proverna tinades till rumstemperatur. En teststicka frdn kiten sattes in i
instrumentet och darefter tillsattes 25 pl serum till ett ror innehéllande diluent fran samma
kit. Med hjilp av en pipett blandades 16sningen cirka 5-6 ganger for att darefter tillsdtta
100 pl till brunnen pa teststickan. Direkt dérefter startades analysen och efter fem minuter
erholls resultat for analys av cPL och efter 15 minuter erholls resultat for fPL. Nar
instrumentet analyserat klart antecknades resultatet, virdena fordes in i Microsoft Excel
for Mac (Microsoft, USA) och teststickan avldgsnades. Eventuell matriseffekt sdsom
hemolys, ikterus och lipemi graderades visuellt pa en skala frdn 1+ (svag matriseffekt)
till 3+ (stark matriseffekt) och antecknades for varje prov i Microsoft Excel (Microsoft,
USA).

2.3 Kvalitetssakring
Interna kontroller, en hog och en 14g kontroll fran ett medfoljande kit Vcheck Control

cPL 2.0, analyserades 1 gang per dygn for analysen cPL. Den laga kontrollen hade ett
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referensintervall mellan 200-500 pg cPL/L och den héga mellan 800-1200 pg cPL/L.
For analysen fPL finns det inga framtagna kontroller &nnu och dérfor kunde inga interna
kontroller koras for denna analys. Vid ankomst av instrumentet gjordes dven en
kalibrering av instrumentet. Kalibreringen utférdes genom att en kalibreringsteststicka
CAL-1 frén ett kalibreringskit, Calibration Set Test, sattes in i instrumentet. Instrumentet
analyserade sedan stickan automatiskt och dérefter gjordes samma process med CAL-2

och CAL-3 kalibreringsstickorna. Resultat fran kalibreringen erhélls direfter pa skarmen.

2.4 Statistisk utvardering

cPL och fPL analyserade med Vcheck jimfordes med véirden frdn IDEXX Reference
Laboratories med hjélp av ett Bland-Altman diagram. De tvd metodernas métvirden
jamfordes dven med hjdlp av Wilcoxon Signed Ranks test for att bekrifta eller forkasta
Ho. p-viarde < 0,05 bedomdes vara statistiskt signifikant och Ho kan da forkastas.
Maitviardena jamfordes dven med hjilp av spridningsdiagram, dér en regressionslinje
skapades och R? virdet beriknades. Alla berikningarna utfordes och bearbetades i
Microsoft Excel for Mac (Microsoft, USA) samt IBM SPSS Statistics Version 27 (SPSS
Inc, USA).

Bland-Altman metoden &dr en metod som anvinds for att utvirdera och jamféra om en ny
metod dr likvardig eller kan ersétta en mer etablerad metod. For att jimfora de tvé olika
metoderna berdknas skillnaden mellan de tvd mitmetoderna, bias eller paverkan det vill
sdga medelvérdet av skillnaden mellan de tva médtmetoderna samt 95% limit of agreement
(LOA). LOA beskriver graden av dverensstimmelse mellan de olika metoderna och ar
medelvirdet = 1,96*SD. Ett Bland-Altman diagram gors dir skillnaden mellan de tva
metoderna plottas mot medelvirdet av skillnaden och LOA ldggs in i diagrammet.
Beroende pé vilken analys som studeras tas sedan stillning till om skillnaden ar
signifikant mellan de olika metoderna eller om den nya metoden gar att acceptera. Bland-
Altman metoden undersoker inte det sanna vérdet och ddrmed inte heller vilken metod

som stdmmer utan endast om den gamla metoden kan erséttas med den nya metoden

(Myles & Cui, 2007).
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2.5 Etiska overvaganden

Inga etiska Overvdganden eller tillstind krdvdes eftersom provmaterialet som anvints i
denna studie var overblivet material som i vanliga fall skulle sldngts, det vill sdga inga
extra blodprover har tagits. Nar resultatet skrevs dver till Excel avidentifierades djuren
genom att proverna fick ett unikt nummer och inga uppgifter forutom alder, kén och ras

pa djuren sparades.

2.6 Miljo- och sakerhetsaspekter

Analysen utfors pé serum fran katt och hund, vilket klassas som biologiskt smittférande
material. P4 grund av detta anvidnds handskar under arbetet for att minimera den
smittorisk som finns mellan djur och ménniska. Allt anvidnt material kastades i speciella
riskavfall for smittforande material. De kemikalier som anvénds vid analysen &r ofarliga
for bdde milj6 och manniskor och djur, dirmed behovs inga speciella atgirder tas hidnsyn

till angdende detta.

3. Resultat

Venost taget serum frdn hundar (n=37) och katter (n=29) av olika ras, kon och alder
analyserades med de tvé olika metoderna (se radata i1 Bilaga 1). cPL respektive fPL i
proverna analyseras pa Vcheck V200 (metod A) samt med Spec cPL respektive Spec fPL
(metod B). Virden frdn metod A jamfors sedan med virden frdn metod B genom olika

statistiska berdkningar.

3.1 Jamforelse av cPL uppmatt med metod A och metod B

Virden fran étta hundprover var antingen under eller 6ver miatomradet for ndgon eller
bada metoderna och fick dirmed uteslutas fran de statistiska berdkningarna. Daremot togs
dessa virden med vid bedomning och berdkningar kring hur de bdda metoderna graderat
proverna i normalvdrden, grdzon eller vdrden vid pankreatit. Figur 3 visar ett
spridningsdiagram dir koncentrationen cPL analyserat med metod A jimfors med metod
B for de olika proven. Ett linjért samband fanns mellan de olika metoderna, med en
determinationskoefficient R?>=0,9726. En signifikant skillnad observerades mellan
virdena frin metod A jimfort med virdena frin metod B (p=0,3*107) enligt Wilcoxon

Signed Ranks test.
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Figur 3. Spridningsdiagram med regressionslinje dar koncentrationen cPL (ug/L) uppmatta med

metod A och metod B jamforts.

Medelvirde, standardavvikelse samt variationskoefficienten berdknades for analys av
koncentrationen cPL till 266 pug/L, £230 pg/L samt 87% for metod A och till 163 pg/L,
+195 pg/L samt 120% for metod B.

Beroende pa koncentration cPL graderas patienten antingen som normalvirde (under 200
ng/L), grazon (200400 pg/L) eller virden som indikerar pankreatit (> 400 pg/L). 10
prover (n=37), cirka 27% graderades olika enligt de bdda metoderna (Tabell 2), denna
skillnad visade sig vara signifikant (p=0,002) enligt Wilcoxon Signed Ranks Test.
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Tabell 2. Gradering av proverna enligt metod A (Vcheck cPL) samt metod B (Spec cPL).

Spec cPL
Normal Grézon Patologisk
<200 pg/L | 200-400 pg/L | >400 pg/L
Normal 18 0 0
<200 pg/L
Vcheck | Grazon 8 1 0
cPL 200-400 pg/L
Patologisk 0 2 8
>400 pg/L

Differensen mellan uppmitta virden med metod A och metod B plottades mot

medelvirdet av de uppmitta viardena for de bada metoderna i ett Bland-Altman diagram

(Figur 4). Bias observeras till 102 pg/L och 95% limits of agreement (LOA) var mellan
6 nug/L och 199 pg/L.
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Figur 4. Jamforelse av koncentrationen cPL (ug/L) mellan de tvd metoderna med Bland-

Altmandiagram. Den svarta linjen visar bias fér matningarna och de tva blaa linjerna visar undre
och 6vre LOA (95%).
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3.2 Jamforelse av fPL uppmatt med metod A och metod B

Virden frén ett kattserumprov 14g under detektionsomradet for metod B och provet fick
pa grund av detta uteslutas frdn berdkningarna. Figur 5 visar ett spridningsdiagram dar
koncentrationen fPL analyserat med metod A jamforts med koncentrationen fPL
analyserat med metod B. Ett linjart samband fanns mellan de olika metoderna med ett
R?=0,7341. En signifikant skillnad observerades mellan virdena frin metod A jaimfort

med virdena frdn metod B (p=0,016) enligt Wilcoxon Signed Ranks test.
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Figur 5. Spridningsdiagram med regressionslinje dar koncentrationen fPL (ug/L) uppmatta med

metod A och metod B jamférs.

Medelvirde, standardavvikelse samt variationskoefficienten berdknades for analys av
koncentrationen fPL till 4,5 pg/L, +3,1 pg/L samt 69,5% for metod A och till 4,1pg/L,
+3,5 png/L samt 85,5% for metod B.
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Beroende pa koncentration fPL graderas patienten antingen som normalvirde (< 3,5
ug/L), grazon (3,6-5,3 ng/L) eller viarden som indikerar pankreatit (> 5,4 pg/L). 7 prover
(n=29), dvs. cirka 24% graderades olika enligt de bdda metoderna (Tabell 4), denna
skillnad visade sig vara icke signifikant (p=0,257) enligt Wilcoxon Signed Ranks Test.

Tabell 4. Gradering av proverna enligt metod A (Vcheck fPL) samt metod B (Spec fPL).

Spec fPL
Normal Grazon Patologisk
<3,5 nug/L 3,6-5,3 ng/L >5,4 ng/L
Normal 12 1 0
<3,5ug/L
Vcheck | Grazon 1 4 1
fPL 3,6-5,3 ug/L
Patologisk 0 4 6
>5,4 ng/L

Differensen mellan uppmitta virden med metod A och metod B plottades mot
medelvirdet av de uppmétta virdena for de bada metoderna i ett Bland-Altman diagram
(Figur 6). Bias observeras till 0,3 pg/L och 95% limits of agreement (LOA) var mellan -
3,3 ng/L och 3,9 pg/L.
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Figur 6. Jamforelse av koncentrationen fPL (ug/L) mellan de tva metoderna med Bland-
Altmandiagram. Den svarta linjen visar bias fér matningarna och de tva blaa linjerna visar undre
och 6vre LOA (95%).

4. Diskussion

Analyser av pankreas specifik lipas hos hund och katt, for att diagnostisera pankreatit,
blir allt vanligare. I nuldget anvénds ofta Spec cPL respektive Spec fPL som anses vara
den bista analysen med en sensitivitet (forméga att detektera pankreatit) pa cirka 77% for
cPL vid vérden Over 200 pg/L (McCord et al. 2012), respektive cirka 79% for fPL
(Forman et al. 2009). Spec cPL och Spec fPL analyserna utfors vid IDEXX Reference
laboratories 1 Tyskland, ett av fa laboratorium dér metoden utfors. Detta resulterar i
utveckling av nya interna analyser for kvantitativ métning av pankreas-specifik lipas. En
av dessa nyutvecklade instrument for analys av cPL respektive fPL dr Vcheck V200. Det
finns fa studier kring hur eller om virden med denna nya analysmetod dverensstimmer
med Spec metoden och inga direkta studier har publicerats som beskriver hur analys av

fPL pd Vcheck V200 6verensstimmer med Spec fPL. I denna studie utvirderas darfor
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cPL respektive fPL analyserna pa instrumentet Vcheck V200 (metod A) med virden
erhéllna med golden standardmetoden, Spec cPL och Spec fPL (metod B) utfort vid

IDEXX reference laboratories.

De bdda metoderna for analys av cPL visar god korrelation (R?=0,97), diremot visade sig
skillnaden i resultatet mellan cPL p& Vcheck och Spec cPL vara signifikant vid ett
Wilcoxon Signed Ranks test (p<0,05). Ett liknande resultat rapporteras 1 en studie av
Cridge et al. (2020), men dér koncentration cPL med Vcheck var ldgre jamfort med Spec.
En spekulation kring skillnaden mellan denna studie och Cridge et al. studien &r att
foretaget bakom Vcheck V200 justerat sina vérden efter att Cridge et al. studien
publicerades, ndgot som resulterat i att virdena i denna studie dr hogre. I Bland-Altman
diagrammet blev bias 102 ng/L och spridningen kring detta vérde ar stort. 95% LOA var
mellan 6 pg/L och 199 ng/L och analys av cPL pa Vcheck V200 generade konstant hogre
vérden dn Spec cPL i denna studie. Skillnaden mellan den 6vre och undre gransen i 95%
LOA ér relativt stor, vilket beaktande LOA innebér att ett prov med en cPL-koncentration
pa exempelvis100 pg/L kan vid métningar med Vcheck V200 berdknas vara allt inom
intervallet 106 pg/L till 299 pg/L. Detta blir kliniskt signifikant da 106 pg/L faller inom
graderingen normalvirde, medan 299 pg/L faller inom graderingen grazon dvs. eventuell
pankreatit hos patienten. Vid en cPL koncentration pa 6ver 400 ug/L paverkas inte
mitskillnaden mellan de bdda metoderna den kliniska signifikansen, da detta hogre vérde
alltid rdknas som patologiskt. 27% av proven (n=37 dvs. prover utanfér méitomradet
inkluderade) graderades olika beroende pa vilken metod som anvdndes och dven denna
skillnad visade sig vara signifikant (p <0,05). I studien av Cridge et al. (2020) undersoktes
Overensstimmelsen gillande gradering mellan replikat fran 12 hundar varav 4 av dessa
hade replikat som graderats i olika kategorier med Vcheck, vilket visar pd lag
reproducerbarhet mellan replikaten. Den stora spridningen kring bias och det faktum att
skillnaden géllande koncentrationen cPL och graderingen av hundproverna var
signifikant mellan de bdda metoderna bidrar till att Ho, dvs. att det finns ingen signifikant
skillnad mellan metoderna, kan forkastas. Analys av cPL pa Vcheck V200 kan dérfor inte

1 dagslédget ersétta den nuvarande analysen Spec cPL.

En nigot svag korrelation (R?=0,73) observerades vid jimforelse av koncentrationen fPL

med de bida metoderna. En hogre korrelation (R? =0,97) observerades i en jimforelse
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mellan fPL analyserat pd Vcheck V200 och Spec fPL gjord av foretaget bakom Vcheck
V200 (BioNote, Inc. u.4d.d). Denna jamforelse kan ddremot vara partisk da den ar utford
av foretaget bakom instrumentet. Det 14ga R2-viirdet som observerats i denna studie kan
troligtvis forklaras av tvd avvikande vérden, vilka skiljer sig en del frén resterande vérden,
1 spridningsdiagrammet. Skillnaden i resultatet mellan analys av fPL pa Vcheck och Spec
fPL vara statistiskt signifikant. Det bor ndmnas att jag i min studie inte har analyserats
tillrackligt med prover for att med sdkerhet avgéra om koncentrationen fPL var
normalfordelad eller inte. I de statistiska berdkningar som gjorts i denna studie har
koncentrationen fPL antagits vara icke-normalfordelad, vilket med tanke pd att
koncentrationen cPL var icke-normalférdelad bor stimma. 95% LOA var mellan -3,3
ng/L och 3,9 pg/L. Skillnaden mellan den 6vre och undre grinsen 1 95% LOA ir relativt
stor, vilket beaktande LOA innebdér att det vid métningar med Vcheck V200 kan ett prov
med en fPL-koncentration pa exempelvis 5 pg/L berdknas vara allt inom intervallet 1,7
ng/L till 8,9 pg/L. Detta blir kliniskt signifikant dd 1,7 pg/L faller inom graderingen
normalvédrde, medan 8,9 pg/L faller inom graderingen patologiska vérden. 24% av
kattproverna (n=29 dvs. prover utanfor mitomrddet inkluderades) graderades olika
beroende péd vilken metod som anvindes. Denna skillnad visade sig ddremot inte vara
signifikant (p=0,257) och Ho, dvs. att det inte finns ndgon signifikant skillnad mellan de
bada metoderna vad géller gradering, kan inte avvisas men gillande de specifika varden

for koncentrationen fPL kan Ho ddremot avvisas.

Fordelarna med Vcheck V200 ar att det ar ett litet, latthanterligt och smidigt instrument.
Allt material som behovs till analysen finns med i de olika analyskiten. Analysproceduren
for cPL respektive fPL &r enkel och lattforstaelig med fa steg. Resultatet fas snabbt, analys
av cPL tar cirka fem minuter medan analys av fPL tar cirka 15 minuter, jimfort med att
skicka proverna till Tyskland dér resultat erhlls inom nagra dagar. Vid akut pankreatit
kan svéra och allvarliga komplikationer sasom MODS och SIRS uppsta (Fabrés et al.,
2019) och tidig diagnostisering kan forhindra dessa, dérfor &r det viktigt med snabba svar
sa att behandlingen kan séttas in tidigare. En annan nackdel med Vcheck V200 &r att
endast ett prov i taget kan analyseras och ska flera prov analyseras pa en dag innebér det
en relativt [dng véntetid. Volymen diluent i roret var relativt liten med tanke pd den miangd
som skulle tillséttas till brunnen pa teststickan vid analys av fPL. Luftbubblor bildades

vid ett flertal tillfallen i brunnen vid tillsats av denna 16sning eftersom luft sogs in i
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pipetten, ndgot som mest troligt paverkat resultatet i denna studie da felaktig méangd
analyserats. Kvalitetssdkringen brister vid analys av fPL p& grund av avsaknaden av

kontroller, vilket 4r en annan nackdel.

Transporten till referenslaboratoriet i Tyskland kan vara en bidragande faktor till att
resultatet skiljde sig at mellan de bidgge metoderna eftersom proverna transporteras i
rumstemperatur och anlinde efter nigra timmar upp till ndgon dag. Aven forvaringen i -
28°C av proverna som analyserades pa Vcheck V200 skulle kunna ha paverkat cPL
respektive fPL koncentrationen och ddrmed péverkat att de bdda metoderna skiljde sig at.
Koncentrationen cPL har emellertid visat sig vara stabil i rumstemperatur och vid
frysning 1 -20°C samt 1 -80°C 1 atminstone 21 dagar under dessa forvaringsforhdllanden
(Steiner et al. 2009). Det innebér att provforvaringen vid -28°C samt vid rumstemperatur
inte bor ha paverkat resultaten. Matriseffekter som lipemi, hemolys eller bilirubin &r andra
faktorer som kan péverka resultaten. Tidigare studier visar dock att atminstone analysen
Spec cPL inte paverkats av dessa matriseffekter (Huth et al. 2010). Lipemi och hemolys
har tidigare visat sig inte interferera med analys av cPL pa Vcheck V200 (Cridge et al.
2020). Analys pé Vcheck V200 kan ddremot paverkas av hoga bilirubinkoncentrationer,
dvs >171 umol/L f6r cPL (referensintervall 0-6,8 pmol/L, BioNote, Inc., u.a.b; Wilson
et al. 2020) respektive >85,5 umol/L for fPL (referensintervall 2,5-8,55 pumol/L,
BioNote, Inc., u.d.c; Cridge et al., 2020; Saraiva et al. 2019). Proverna i denna studie
beddomdes visuellt for lipemi, hemolys eller ikterus och graderades pa en skala fran 1+ till
3+ beroende péd utseende. Ikterus observerades i fyra prover (ett hundserum och tre
kattserum, se Bilaga 1) dar samtliga graderades till 1+. Proverna bor pd grund av detta
endast ha nagot forhdjd koncentration bilirubin, dock inom instrumentets métformaga.
Déremot kan detta inte fastslds med sédkerhet eftersom beddmningen sker visuellt.
Skillnaden i resultatet for dessa fyra prov skiljer sig dock varken mer eller mindre vid
jamforelse med Ovriga prover oavsett matmetod, dérfor kan inte matriseffekter forklara

skillnaderna i resultat.

Den begriansade provmingd som analyserats medforde att inga generaliserade slutsatser
kan dras. For att minimera handhavandefel borde proven ha analyserats fler 4n en gang.
I framtiden hade det varit intressant att utvérdera hur bra Vcheck V200 kan analysera fPL

1 helblod samt plasma vilket enligt tillverkarna ska kunna vara mgjligt. Utvérdering kring
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vilken metod cPL och fPL pa Vcheck V200 eller referenslaboratoriets metod som
overensstammer bast med den kliniska bilden hade varit ytterligare en intressant studie

att utfora 1 framtiden.

4.4 Slutsats

Jamforelsen mellan analys av ¢cPL/fPL pd Vcheck V200 respektive referenslaboratoriets
metod (Spec cPL/Spec fPL) visade en signifikant skillnad géllande specifika vérden och
gradering av hundprover i denna studie. Ho, dvs. att det inte finns nagon signifikant
skillnad mellan metoderna, anses darmed kunna avvisas 1 detta fall. Déiremot
observerades inte nagon signifikant skillnad for graderingen av kattprover och Ho kan
dérmed inte avvisas enligt denna studie. Den kliniska pdverkan var relativt hog for analys
av cPL pa Vcheck V200 och i1 dagsldget kan inte detta instrument ersétta den nuvarande
analysmetoden Spec cPL. Analys av fPL pa Vcheck V200 kan inte heller ersitta Spec
fPL 1 dagslédget trots att ingen signifikant skillnad ségs vid gradering av dessa prover.
Detta pa grund av den stora spridning som kunde observeras kring bias, brister vid

kvalitetssékring samt att fel provméngd analyserades pd grund av luftbubblor.
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Bilagor

Bilaga 1

Tabell 1. Radata for hundprover som visar ras, kon, élder, matriseffekter, samt vérden for
metod A (cPL Vcheck) och metod B (Spec cPL IDEXX).

Prov Ras Kon Kastrerad Alder Utseende {lipemi, hemalys, ikterius} cPL Vcheck (pg/L} Spec cPL Idexx {pg/L}
1 Pudel, stor hane nej 11 172 72
2 Pudel, dviirg hane  nej 6 105 40
3 Labrador retriever hona nej 9 222 101
4 Iddndsk terrier hane ja 7 91 38
5 Jack Russell terrier hona nej 11 hemolys 1+ 138 50
6 Blandras hane nej 13 hemomilys 1+ 23 33
7 Chinese crested dog hane ja 5 hemolys 1,5+ 9% 38
8  Irish Softcoated Wheaten terrier hona ja 12 99 40
9 Cocker spaniel hane ja 5 108 43

10 Tax, korthér, dvirg hane nej 3 hemolys 1+ 113 48
11 Boxer hane ja 6 132 54
12 Jack Russell terrier hona ja 10 127 57
13 Borderterrier hane nej 10 220 64
14 Labrador retriever hane nej 10 234 94
15 Lowchen hane nej 8 237 107
16 Blandras hona ja 4 243 149
17 Amerikansk Cocker spaniel hona nej B 351 232
18 Pudel, dviirg hona ja 14 430 7
19 Cocker spaniel hane nej 4 443 306
20 Blandras hane ja ] ikterius 1+ 537 402
21 Blandras hane ja 14 619 468
22 Pudel, dvarg hane ja 13 hemolys 1+ lipemi 0,5+ 764 680
23 Chinese crested dog hane nej 13 1037 788
24 Blandras hane ja B 358 188
25 Blandras hane ja 3 hemolys 2+ 244 108
26 Idéndsk terrier hona nej 6 51 35
27 Dviirgschnauzer hane nej 10 249 135
28 Blandras hona ja 6 76 43
29 Blandras hane ja 2 115 47
30 Labrador retriever hane nej 6 57 <30
31 Dviirgschnauzer hane nej ] hemolys 1+ 83 <30
32 Parson Russell terrier hane nej 6 »>2000 1278
33 Blandras hane ja 7 >2000 1334
34 Golden retriever hane ja 11 >2000 1360
35 Pudel, dvirg hona ja 14 hemolys 1+ »>2000 >2000
36 Labrador retriever hona ja 9 <50 <30
37 Pudel, mellan hona ja 14 <50 <30
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Tabell 2. Radata for kattprover som visar ras, kon, dlder, matriseffekter, samt virden for
metod A (fPL Vcheck) och metod B (Spec fPL IDEXX).

Prov Ras Kén Kastrerad Alder Utseende (lipemi, hemolys, ikterus) fPL V-check (pgfL) Spec fPL ldexx (ug/L)
1 Maine coon  hane ja 12 6,6 6,3
2 Huskatt korthdr hane ja 12 6,8 [
3 | Huskatt langhir hona ja 7 1,3 1
4 Helig Birma  hane ja 12 5.9 4.8
5  Huskatt korthir hane ja 3 1.3 1,1
[ Ragdoll hona ja 7 6,7 51
7 Huskatt korthdr hona ja ckind ikterus 1+ 3.3 1.8
8  Huskatt korthdr hona ja 10 1.9 16
9 Huskatt korthdr hane ja 9 1,5 0.8
10 Huskatt kerthér  hane ja 16 5.7 5.6
11  Huskatt korthér hona nej 9 1 1,2
12  Huskatt korthér hane ja 13 ikterus 1+ 4,2 39
13 Helig Birma  hona ja 8 3,7 4,1
14  Huskatt korthdr hona ja 9 ikterus 1+ 5.7 4.7
15  Huskatt korthdr hane ja 3 4.8 4.9
16 Europé hane ja 8 1.9 1.4
17  Huskatt korthér hona ja 9 1,3 0.6
18  Huskatt korthér  hane ja 12 51 5.6
19 Helig Birma  hane ja 12 5.7 5.2
20 Somali hane ja 14 12 11,8
21 Maine coon  hane ja 12 12,1 6,3
22 Okand hane ja 10 3.4 4.4
23 Sphynx hana ja 12 1.9 1
24 Ragdoll hane ja 9 1,2 0.8
25 Huskatt korthdr hane ja 15 4,3 4,1
26  Huskatt korthér hane ja 3 10,1 16,9
27  Huskatt korthdr hane ja 9 2.3 2.8
28 Cornish rex  hona ja 12 3,2 2,3
29 Morsk skogskatt hona ja 3 hemolys 1+ 1,1 <0,5
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