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SAMMANFATTNING

Hemoplus® (Sarstedt, Niimbrecht, Tyskland) &r ett sa kallat guajakbaserat
peroxidastest for pavisande av ockult blod i avforing som #r utvecklat for
humanmedicinskt bruk. Testet kan anvéndas dven inom veterindrmedicinen da det
inte dr specifikt for detektion av hemoglobin fran ménniska. Principen for testet
bygger pa hemoglobinets pseudoperoxidasaktivitet. Eftersom vissa fododmnen,
som t.ex. kott, ocksa har peroxidasaktivitet kan dessa orsaka ett falskt positivt
resultat. Rekommendationen har dérfor varit att sitta hundar pa en helt kottfri diet
infor ett sadant test. Syftet med denna studie var att undersoka om kommersiellt
hundfoder kan ge falskt positivt utslag pa Hemoplus®.

Avforingsprover togs fran friska hundar efter att de statt pa enbart sitt vanliga
torrfoder i minst fyra dagar, alternativt fatt burkmat inblandat i torrfoder i minst
tre dagar. Tre hundar fick ra kottfirs eller blodpudding inblandat i sitt foder.
Avforing stroks ut pa Hemoplustestet och fick torka in. Alla proverna
analyserades enligt bruksanvisning genom att bara tillsétta reagens och alla utom
23 prover i torrfodergruppen analyserades dven efter att provet fuktats med vatten
innan reagenset tillsattes. Rehydrering av proven okar kénsligheten hos
guajakbaserade test medan specificiteten minskar. Samtliga avféringsprover utom
ett fran hundarna som fatt kottférs eller blodpudding i sitt foder var positiva bade
med och utan vattentillsats. Ett prov blev endast positivt efter tillsats av vatten.
Aven vid inblandning av hemolyserat blod i avforing gavs positivt resultat endast
efter att vatten tillsats innan reagens. I torrfodergruppen var samtliga 43 tester
negativa. Manga olika typer av torrfoder har anvints i studien, majoriteten av
dessa har haft kyckling som proteinkilla. Tva typer av burkmat anvindes i
studien. Den ena, innehallande oxkott och lever, resulterade i enbart negativa
prover hos 16 hundar. Den andra burkmaten, som inneholl lamm och ris,
resulterade i att alla 16 prover utom ett var negativa utan tillsats av vatten, men
positiva da vatten tillsattes innan reagens vid analys. Skillnaden i resultat efter
intag av de olika dieterna kan bero pa att dessa inneholl olika proteinkillor eller
vara en foljd av skillnader i framstéllningen av de olika fodren.

For att minska risken for falskt negativa resultat bor prover fran patienter helst
analyseras bade med och utan tillsats av vatten innan reagens. Denna studie tyder
pa att det sannolikt dr tillrickligt att utfodra med enbart torrfoder i minst fyra
dagar innan testet genomfors for att minska risken for falskt positiva resultat med
Hemoplus®.

Ytterligare studier skulle behova goras for att utvirdera Hemoplustestets
kanslighet pa hund och dven undersoka om utfodring med torrfoder baserat pa
annan proteinkilla dn kyckling ger samma resultat.



ABSTRACT

Hemoplus® (Sarstedt, Niimbrecht, Tyskland) is a guaiac-based fecal occult blood
test developed for human medicine. Guaiac-based tests make use of the
pseudoperoxidase activity of hemoglobin so the test is not specific for human
hemoglobin and can therefore be used in veterinary medicine. Peroxidase-
containing foods such as meat (hemoglobin and myoglobin) can cause false-
positive results of the test. To ensure that a positive result is not caused by diet, it
has been suggested that canine patients should be fed a meatless diet for a few
days prior to fecal occult blood testing. The aim of this study was to evaluate the
effect of commercial dog food on guaiac-based tests.

In this study fecal samples from healthy dogs were analyzed with Hemoplus®.
The dogs were either fed only dry food diet for four days or a dry food mixed with
canned food for three days prior to testing. Three other dogs were fed raw minced
meat or black-pudding for two days. Fecal samples were allowed to dry after they
had been applied to the Hemoplus-test.

All samples were analyzed according to the Hemoplus® test-instructions by
adding only the reagent and all samples, except samples of 23 dogs fed the dry
food diet, were analyzed by adding water to the samples before the reagent was
added. Wetting the feces with water (rehydrating) increases the sensitivity of
guaiac-based tests but reduces specificity. All but one fecal samples from dogs fed
minced meat or black-pudding were positive both rehydrated and non-rehydrated.
One sample was positive only when rehydrated. When hemolysed blood was
mixed with feces, a positive result was obtained only when the sample had been
rehydrated. All 43 samples from dogs fed the dry food diet were negative.
Different types of dry food diets have been used in the study, the majority having
chicken as protein-source. Two different types of canned food have been used.
One of them, containing beef and liver, resulted in samples from all 16 dogs being
negative upon analyzing. The other, containing lamb and rice, resulted in all 16
samples but one being negative when non-rehydrated prior to analyzing them but
positive when rehydrated. Different protein-sources or differences in processing
the diets may explain the varying results between the diets.

To reduce the risk of having false-negative results, we recommend that samples
from patients should be analyzed both rehydrated and non-rehydrated. This study
suggests that feeding only dry food diet for four days prior to the test is sufficient
to reduce the risk of false-positive results.

Additional studies on dogs are required to evaluate the sensitivity and specificity
of the Hemoplus-test for dogs feces. One should evaluate dry food diets with other
protein-sources than chicken.



INLEDNING

Ett flertal olika sjukdomstillstaind kan ge upphov till blodningar i
magtarmkanalen, diribland neoplastiska sjukdomar, inflammatoriska tillstand
(t.ex. gastrit/magsar, enterit, kolit, IBD) och parasitinfektioner. Dessa blodningar
kan vara sa sma att de inte dr synliga och man talar da om férekomst av ockult
blod i avforingen. Det finns olika tester for att pavisa ockult blod i avféringen hos
hund, t.ex. Hemoplus® (Sarstedt, Niimbrecht, Tyskland). Det 4r ként att resultatet
av testet kan paverkas av den foda som patienten intagit de senaste dagarna innan
testet genomfors (Rockey, 1999). Ett positivt resultat behover saledes inte betyda
att patienten har blod i avforingen utan kan bero enbart pa intagen foda. Inom
humanmedicinen ombeds dérfor den person som ska genomga testet att avsta fran
viss foda som tex. ratt kott, blodpudding och gronsaker med hog
peroxidasaktivitet. Overkonsumtion av C-vitamin bor #ven undvikas di det kan ge
falskt negativt resultat av testet (Jaffe et al., 1975).

Hur vanligt det dr att kommersiell hundmat som torrfoder och burkmat ger falskt
positivt resultat ar inte fastlagt da det endast finns ett fatal studier som har
undersokt detta (Cook et al., 1992 och Rice et al., 1994). Tidigare
rekommendationer har dérfor varit att hunden bor sta pa en kottfri diet som t.ex.
ris och keso.

Syftet med denna studie dr att lata friska hundar som inte forvéntas ha blod i
avforingen genomga testet nidr de dter olika typer av hundfoder. Hundarna i
studien har fatt kommersiellt torrfoder eller burkmat eftersom de flesta hundar star
pa nagon av dessa dieter. Malet &r att resultatet av studien ska mojliggora en
utokad anvindning av guajakbaserade test for pavisande av ockult blod i
avforingen som diagnostiskt hjdlpmedel.

BAKGRUND
Blod i avféringen

Forekomst av synligt blod i avforingen benimns hematochezia respektive melena.
Med hematochezia avses forekomsten av firskt blod utanpa eller inblandat i
avforingen. Blodningskéllan dr vanligen anus, rektum eller descenderande colon.
Vid melena &dr avféringen mork, nistan svart och ofta illaluktande. Melena &r en
foljd av blod som blivit digererat. Blodet kan hirrora fran svalget, lungorna
(upphostat och nedsviljt), matstrupen, magsdcken, tunntarmarna eller Ovre
delarna av grovtarmen forutsatt att passagetiden ir tillrackligt langsam. Det &r i
forsta hand tiden som blodet forekommer i tarmen och inte blodets ursprung som
ger upphov till den slutliga fargen pa blodet. Nir blodet funnits tillrdckligt 1ang tid
i tarmen borjar bakterier bryta ned hemoglobin vilket resulterar i melena. Aven
mangden blod har betydelse. Stora miangder blod fran en blodningskélla hogt upp
i gastrointestinalkanalen kan orsaka kortare passagetider genom tarmkanalen och
kan dirfor ses som firskt blod i avforingen (Kelly, 2005). Med ockult blod i
avforingen avses blod som man inte kan se makroskopiskt.



Hematochezia

Forekomst av fiarskt blod i avforingen, hematochezia, orsakas vanligen av
blodningar i nedre delen av grovtarmen. Blodningarna kan ha uppstatt av manga
olika anledningar; kolit, parasitinfektion, frimmande kropp som orsakat skada pa
tarmens slemhinna, analsicksinflammation eller nagon form av trauma mot
analregionen. Det finns dven allvarligare tillstind som kan orsaka hematochezia
t.ex. tumorsjukdom eller hemorragisk gastroenterit (Kelly, 2005).

Melena

I ett forsok diar man gav hundar olika volymer blod via magsond faststélldes att
man kunde se melena efter intag av 500 mg Hb per kg kroppsvikt (Gilson et al.,
1990). Orsaker till melena dr t.ex. magsar, kraftig gastrit, frimmande kropp i Gvre
delarna av magtarmkanalen, forsdmrad hemostas och tumorsjukdomar. NSAID-
preparat och glukokortikoider kan bada orsaka slemhinneskador i
magtarmkanalen, risken dr storre om dessa bada preparat ges i kombination. Intag
av foda med hogt jarninnehall ger ocksa upphov till mork avforing som létt kan
forvixlas med melena varfor uppgifter om vad hunden utfodrats med &r viktigt
(Guilford, 1996).

Ockult blod i avféringen

Orsakerna till ockult blod i avforingen dr flera. Patienter inom humanmedicinen
som varit positiva for ockult blod i avforingen fick i en studie genomga vidare
undersokningar med koloskopi och esofagogastroduodenoskopi. Man kunde hos
dessa patienter pavisa bl.a. esofagit, magsar, gastrit, ulcera i duodenum samt
adenom -och carcinom i kolon som orsaker till den ockulta blodningen. Resultatet
visade dven att orsakerna till ett positivt test for ockult blod i avforingen i storre
utstrickning var blodningar i de dvre delarna av magtarmkanalen &n i kolon. Det
visar att blodningar i de 6vre delarna av magtarmkanalen oftast ir tillrdackligt stora
for att ge ett positivt resultat med guajakbaserade test (Rockey et al., 1998).
Tillfdllen da tester for ockult blod kan anvidndas inom humanmedicinen é&r t.ex.
vid utredning av patienter med jdrnbristanemi dér fragan dr om blodning i
magtarmkanalen kan vara orsaken till anemin eller patienter med tarmstérning dér
man vill veta om blddning i tarmen foreligger. Testen anvénds dven vid screening
for kolorektal cancer (Young et al., 1992). Inom veterindrmedicinen ingar testen
som en viktig del i utredningen av patienter med jdrnbristanemi. Tva ovanliga fall
av Inflammatory Bowel Disease finns beskrivna pa hund dir test for ockult blod
hade betydelse for att kunna stilla diagnosen. Dessa bada hundar uppvisade
trotthet och man kunde konstatera att de hade kraftig jérnbristanemi varfor test for
forekomst av ockult blod i avforingen gjordes. Dessa tester var positiva och vidare
utredningar gjordes som ledde fram till att diagnosen IBD kunde stillas i bada
fallen. Ingen av hundarna uppvisade symtom fran magtarmkanalen (Ristic et al.,
2002).



Hemoplustestet

Testet &dr utvecklat for humanmedicinskt bruk. Eftersom testet inte &r specifikt for
hemoglobin fran minniska kan det dven tillimpas inom veterindrmedicinen.
Metoden dr endast kvalitativ men har fordelen att den &r enkel att genomfora och
billig (Eriksson, 1997). Inom humanmedicinen anvinds testet som hjdlpmedel vid
diagnostisering av kolorektal cancer. Vid screening for kolorektal cancer
rekommenderas att det tas 4 prover fran 3 pa varandra foljande faecestomnigar,
detta for att oka chansen att hitta tumdrer som orsakar intermittenta blodningar.
Enligt tillverkaren har kliniska provningar visat att Hemoplus® har en nedre
detektionsgrins av 0,22 — 0,26 g Hb per 100 g faeces.

Hemoplustestet &r ett guajakbaserat peroxidastest for pavisande av ockult blod i
avforingen. Testkortet innehaller ett filterpapper som impregnerats med
kromogener ur guajakharts. Guajakbaserade tester bygger pa att hemoglobin har
pseudoperoxidasaktivitet och kan oxidera kromogener till blafirgade foreningar i
nirvaro av viteperoxid (Rockey, 1999). En viteperoxidlosning anvénds dérfor
som framkallningsreagens. Om blod finns i avféringen kommer hemoglobinet
oxidera kromogenerna ur guajakharts och, i ndrvaro av viteperoxid, bilda en
blafiargad forening.

Flera faktorer paverkar tillforlitligheten hos guajakbaserade test:

e Faecesmingden. I en mindre faecesmingd kommer koncentrationen av
blod i faeces bli hogre &n i en storre faecesmingd (Eriksson, 1997).

e Under passagen genom magtarmkanalen bryts hemoglobin ned och dess
peroxidasaktivitet avtar. Detta medfor att sma blodningar hogt upp i
magtarmkanalen inte ger positivt resultat (Rockey et al., 1998).

¢ Fododmnen med peroxidasaktivitet kan ge falskt positiva resultat av testet
(Rockey, 1999). Peroxidasaktivitet finns bl.a. i ratt kétt och blodmat men
dven i vissa vegetabilier som t.ex. sojabonor, rotfrukter och broccoli
(Caligiore et al., 1982).

e Tillforsel av C-vitamin minskar provets kéinslighet och kan dérfor ge falskt
negativt resultat (Jaffe et al., 1975).

Resultatet av ett guajakbaserat test kan vara svartolkat. Efter en kortare
genomgang med instruktioner om hur grinsfall ska tolkas samt hur man bedomer
en bla firg mot en bakgrund av mork avforing okade antalet korrekt tolkade
prover fran 60 % till 91 % (Fleisher et al., 1991).

Beskrivning av tidigare studier

Forsok finns beskrivna ddr man har utvdrderat fodrets inverkan pa test for
pavisande av ockult blod i faeces hos hund. Man har i dessa forsok dven jamfort
tva typer av peroxidastester — guajakbaserat test respektive ortotolidin test. I ett av



forsoken deltog fem hundar som fick sta pa sju olika dieter, 59 avforingsprover
analyserades, 32 av dessa var efter intag av torrfoder och resterande 27 efter intag
av burkmat. Resultatet visade att man med ortotolidintestet (Hematest) fick fyra
positiva prover medan man med guajaktestet (Hemoccult II) fick 11 positiva
prover. Den storsta andelen positiva prover (9 av 11) erholls efter att hundarna
intagit burkmat baserad pa farkott och lever respektive oxkott. Enstaka positiva
prover forekom dven efter intag av tva typer av torrfoder (Cook et al., 1992). I ett
annat forsok deltog sex hundar som fem dagar i f6ljd fick sta pa nio olika sorters
torrfoder och burkmat. Tvahundrasexton avforingsprover analyserades, 96 av
dessa var efter intag av burkmat och resterande 120 efter intag av torrfoder. Inga
tester var positiva vid anvindning av ortotolidintestet (Hematest). Nir guajaktestet
(ColoScreen) anvindes var daremot 64 prover positiva. Tva av de burkmatsdieter
som ingick i forsoket resulterade i enbart positiva prover. Dessa tva dieter
utgjorde 48 av de totalt 64 positiva proverna. Innehallet i den ena var nét,
kyckling och fjaderfaprodukter samt morétter, potatis och bonor, medan den andra
inneholl nét, kyckling, lever och hjérta. Nio av de positiva proverna erholls efter
intag av ett torrfoder baserat pa majs, fjaderfd och sojabonor. Ett annat torrfoder
som ingick i forsoket gav upphov till fyra positiva prover medan de resterande tre
torrfoder som ingick inte gav nagra positiva resultat (Rice et al., 1994). I bada de
ovan angivna forsoken har de hundar som ingatt i studierna testats negativa for
forekomst av ockult blod i avforingen innan studiens genomforande. I ett annat
forsok har man jamfort ett ortotolidintest (Hematest) med ett guajaktest
(Hemoccult II). I forsoket gavs blod i olika doser via magsond till hundar varefter
avforingsprover togs. Forsoket visade att resultaten av testen dverensstimde till
77 %. Volymen blod som krivdes for att fa ett positivt test for ockult blod i
avforingen stimde vil Overens mellan de bada testen. Nidr man gav 20 mg
hemoglobin/kg kroppsvikt (motsvarande 4 ml blod till en hund som véger 30 kg)
fick man ett konstant positivt resultat (Gilson et al., 1990).

Immunologiska tester for pavisande av ockult blod i faeces har tagits fram inom
humanmedicinen. Dessa detekterar humant hemoglobin fran de nedre delarna av
magtarmkanalen och darfor krévs inga dietrestriktioner infor ett sadant test (Ko et
al., 2003). Inom veterindrmedicinen anvénds fortfarande peroxidastester eftersom
det dnnu inte tagits fram nagra praktiskt anvindbara immunologiska tester (Jinbo
et al., 1997). Det finns ett forsok beskrivet dir man anvint ett RPLA (reversed
passive latex agglutination) test med anti-hund hemoglobin antikroppar for att
pavisa ockult blod i faeces. Forsoket visade att testet hade god specificitet for
hundhemoglobin (Jinbo et al., 1997).

Eftersom de guajakbaserade peroxidastesten kan bli falskt positiva till foljd av
peroxidasaktiviteten i livsmedel #r det intressant att veta hur mycket sadan
aktivitet olika livsmedel har. Ratt kott har visat sig ha hog aktivitet. Aven efter att
det kokats vil kan viss aktivitet pavisas. Rotfrukter och broccoli har ocksa hog
aktivitet men genom att koka dessa gronsaker i 100° i 20 minuter inaktiveras
peroxidas. Banan, &pple, apelsin och tomat har alla lag peroxidasaktivitet
(Caligiore et al., 1982).

I en studie mittes hemoglobinkoncentrationen i faeces hos hundar som ansags
vara friska. Syftet var att faststilla de fysiologiska koncentrationerna av Hb i
faeces hos hund. Resultatet visade att 86,7 % av hundarna hade en Hb-



koncentration i faeces pa ca 0,014-0,019 g Hb per 100 g faeces. Ca 13,3 % av
hundarna som ansags vara friska hade hogre Hb-koncentrationer i faeces vilket
tolkades som forekomst av subkliniska blodningar (Jinbo et al., 1998).
Hemoplus® nedre detektionsgrins dr enligt tillverkaren 0,22 — 0,26 g Hb per 100
g faeces.

Framstéllning av kommersiellt hundfoder

Ett vanligt sitt att framstélla torrfoder dr genom sa kallad extrudering. Extrudering
innebir att fodermassan dngkokas i hog temperatur under kort tid och vid ett hogt
tryck (personligt meddelande Edoff, 2007). Olika tillverkare har angivit nagot
varierande temperaturer som fodret upphettas till under processen och dven
varierande tider for upphettningen, se tabell 1.

Tabell 1. Upphettningstemperatur och tid for upphettning for olika foder (Personligt
meddelande Edoff, 2007, Holt Madsen, 2007, Hogberg, 2007)

Foder Upphettningstemperatur Tid for upphettning
Doggy 100 - 140°C Nagon till ndgra minuter
Eukanuba Inga uppgifter Inga uppgifter

Hill’s Inga uppgifter Inga uppgifter

ICA 100 - 140°C Négon till ndgra minuter
Royal Canin 120°C Ca 30 sekunder

Specific 100°C (min 90°C) Nagra sekunder

Pedigrees burkmat upphettas genom kokning till 125°C i minst 65 minuter.
(personligt meddelande Meijer, 2007). Specific CDW upphettas ocksa genom
kokning. Temperaturen uppnar under processen ca 125°C och halls i denna
temperatur i 30-50 minuter (personligt meddelande Holt Madsen, 2007).

STUDIE
Syfte

Syftet med studien #r att utvirdera om kommersiellt hundfoder kan ge falskt
positivt resultat vid undersokning av forekomst av ockult blod i avforingen.
Tidigare rekommendationer att sitta hunden pa en kottfri diet infor ett sadant test
medfor troligen att testet manga ganger inte gors trots att det hade kunnat ge
relevant information om patienten och varit en hjilp vid diagnostisering. Eftersom
manga hundar utfodras med torrfoder och burkmat &r det intressant att utviardera
hur resultatet av Hemoplustestet paverkas av denna foda.

Material och metoder

Urval av hundar till studien och insamling av prover

I studien deltog privatigda hundar samt Sveriges Lantbruksuniversitets
undervisningshundar. Kriteriet for att en hund skulle kunna delta i férsoket var att
denne var fri fran lidanden i magtarmkanalen och inte heller stod pa nagon



medicin som kan forvintas orsaka blodningar i magtarmkanalen, t.ex. NSAID-
preparat.

I den forsta omgangen utvirderades torrfoders inverkan pa resultatet av testet. |
denna omgang testades 26 privatigda hundar och samtliga (17 st.) SLUs
undervisningshundar som i minst fyra dagar innan testets genomférande enbart
atit det torrfoder som de vanligen star pa. Dock tilldts dven sma mingder Frolic
som godis under dessa dagar for att fa ett storre antal deltagande i forsoket. De
privatigda hundarnas dgare fick ange vilket torrfoder deras hund utfodrats med,
om de ansag att deras hund var fullt frisk samt om hunden stod pa nagon typ av
medicin. Vidare fick de ange om hunden kunde ha fatt i sig nagot annat under
dessa fyra dagar &n sitt torrfoder. Efter de fyra dagarna tog &dgarna sjidlva fyra
avforingsprover fran en faecestomning fran sin hund och gjorde utstryk pa
respektive  testposition pa testkortet enligt anvisning. Fran SLUs
undervisningshundar gjordes utstryk pa tva testpositioner fran vardera fyra
avforingsprover av deras skotare. Aven for dessa angavs det torrfoder de utfodrats
med samt eventuell sjukdom eller medicinering. Alla testkorten utom fyra
analyserades sedan av forfattaren. De resterande fyra analyserades av Lena
Pelander, UDS.

I den andra omgangen utvirderades tva typer av burkmat med avseende pa dess
inverkan pa resultatet av testet. I denna omgang deltog samtliga SLUs
undervisningshundar. Hundarna fick i tva omgangar ett tillskott till sitt vanliga
torrfoder i form av burkmat under tre dagar, Pedigree oxkdott och lever i forsta
omgangen samt Specific CDW i andra omgangen. Burkmaten utgjorde ca 1/3 -
1/4 av hundens totala fodergiva. Efter tre dagar samlades prover in pa samma sitt
som i “torrfodergruppen” och analyserades av forfattaren. Fran samtliga fyra
avforingsprover gjordes utstryk pa tva testpositioner fran varje hund. De hundar
som deltog i denna grupp hade samtliga dven deltagit i "’torrfodergruppen”.

Den del av studien dédr burkmat tillsattes var godkidnd enligt Uppsala
Djurforsoksetiska Namnd.

Testets utférande och analys

Fran en faecestomning tas prov fran fyra olika delar av faeces eftersom blodets
inblandning kan vara ojimnt fordelad. Varje prov tas med en ren pappersspatel
som ingar i testkitet och ett tunt utstryk gors pa 1 av 4 testpositioner. Nér utstryk
fran fyra prover gjorts pa de fyra testpositionerna forsluts testkortet och forvaras i
rumstemperatur till dess att det ska analyseras, vilket ska ske inom 12 dagar.
Faecesproverna ska vara torra innan analys. Vid analys tillsdtts 1 droppe
framkallningsreagens till vardera testposition pa baksidan av testkortet. Vid
forekomst av blod i faeces ska en bla firgning uppsta pa testkortet inom 30
sekunder och fiargen dr sedan stabil i 60 sekunder vid ett positivt resultat. Provet
ar negativt om ingen bla fargning uppstar inom 30 sekunder. Testkortet ska inte
exponeras for direkt solljus eller UV-ljus da detta kan leda till en blagron fargning
av testkortet och didrfor ge ett falskt positivt resultat (enligt testets
bruksanvisning).



Fran ca hilften av hundarna i torrfodergruppen (SLUs undervisningshundar samt
tre av de privatigda hundarna) gjordes utstryk pa tva testpositioner fran varje
prov, det vill sidga 2 x 4 utstryk gjordes fran varje faecestomning. Den ena
uppséttningen analyserades sedan enligt ovan. Till den andra uppséttningen prover
tillsattes forst en droppe vatten pa vardera testposition som fick absorberas helt
innan framkallningsreagensen tillsattes. Detta gjordes dven pa samtliga prover
fran burkmatsgruppen. Rehydrering av faeces pa detta sitt gor att sensitiviteten
hos guajakbaserade test okar medan specificiteten minskar (Mandel et al., 1993).

Ett antal positiva kontroller gjordes. 100ul blod respektive 100ul hemolyserat
blod blandades i ca en tesked avforing innan utstryk gjordes pa testkort. Tre
hundar utfodrades med otillagad blodpudding eller ra kottfars och prover fran
dessas hundar stroks sedan pa testkort. Samtliga positiva kontroller analyserades
bade med och utan tillsats av vatten innan reagens.

Resultat
Torrfodergruppen

De olika hundarna i torrfodergruppen utfodrades som forvéntat med torrfoder fran
olika tillverkare; Eukanuba, Doggy, Hill’s, Royal Canin, ICA torrfoder, James
wellbeloved, Precept, Specific och Standart, se tabell 2. For tva av hundarna finns
inget torrfoder angivet. Orsaker som angavs till att dgaren inte ansag sin hund
varandes fullt frisk var olika typer av hudbesvir (klada, allergi, utslag), en angav
dven juvertumor som orsak. Trettiotre stycken av hundarna ansags vara helt
friska. Ett flertal av hundarna hade forutom sitt vanliga torrfoder dven fatt Frolic.
Majoriteten av hundarna hade vid enstaka tillfdllen dven fatt i sig annat sasom
histbajs, kattbajs, harbajs, tuggben, matrester, dpplen, brod, Hill’s z/d burkmat,
pinnar och jord. Aldern pa de hundar som deltog i denna grupp varierade fran 11
veckor till 14 ar gamla. Samtliga tester analyserades inom 12 dagar fran det att de
togs, de flesta analyserades inom 2-3 dagar.

I torrfodergruppen var samtliga tester negativa. 23 av proverna analyserades utan
vatten och 20 bade med och utan vatten.

Tabell 2. Forteckning dver torrfoder som ingatt i studien och dess innehdll, inom
parentes dr antalet hundar som dtit respektive foder angivet

Typ av torrfoder Innehall

Doggy Original (6) Kycklingkottmjol, farskt svenskt kott,
majsgroddar, fiskmjol, kottbenmjol,
hemoglobin

Doggy Sma Bitar (2) Se Doggy Original

Eukanuba Adult Maintenance Normal Kyckling, majs, fiskmjol, honsmjol

Activity (17)

Eukanuba Adult Light Low Activity (2) Se Eukanuba Adult Maintenance Normal
Activity

Eukanuba Intestinal * (1) Kyckling, majs

Eukanuba Performance (1) Kyckling, majs, fiskmjol, honsmjol

Hill's Science Plan Adult with Chicken * Kyckling — och kalkonmj6l, majs, sojamjol



(2)

Hill’s Salmon & Rice (2) Lax, ris

ICA Torrfoder (1) Kycklingkottmjol, kottgrevmjol,
kottbenmjol

James wellbeloved Anka & Ris * (1) Ris, kottmjol av anka, ankmjol, ankfett

Precept Puppy Formula (1) Kycklingkottmjol, brunris, majs,
kycklingfett, majsglutenmjol,
lammkd&ttmjol

Royal Canine Hypoallergenic * (2) Ris, hydrolyserat sojaproteinisolat,
hydrolyserad fagellever

Royal Canine Maxi Adult * (1) Torkat fagelkott, torkat flaskkottsprotein,
majs

Specific CXD (1) Fisk och fiskprodukter, spannmal,
hydrolyserat fldskprotein

Standardt Normal * (1) Rismjol, kottmjol av kyckling, lamm och
gris, kycklinglever, benmjol och broskmjol
av gris och kyckling

Foder innehallande C-vitamin dr markerat med *

Burkmatsgruppen

Tva typer av burkmat anvéindes. I en forsta omgang deltog 16 hundar. Dessa fick
tillskott till sitt vanliga torrfoder (Eukanuba Adult samt Eukanuba Adult Light) av
Pedigrees burkmat innehallande oxkdtt och lever. I den andra omgangen deltog 15
av 16 hundar fran forsta omgangen samt ytterligare en hund. I denna omgang fick
de tillskott av Specific CDW innehallande lamm och ris. Torrfodret var
detsamma. Burkmaten som anvindes valdes pa grund av att tidigare studier visat
att burkmat innehallande bl.a. oxkott, lever och farkott har gett utslag pa tester for
ockult blod. Aldern pi de hundar som deltog varierade frén 1 ar till 12 &r gamla.
Mellan den forsta och andra omgangen gick det 2 veckor da de deltagande
hundarna enbart at sitt vanliga torrfoder. Proverna analyserades inom 3-4 dagar.

Alla 16 prover fran forsta omgangen var negativa. Samtliga prover analyserades
bade med och utan vatten. Fran den andra omgangen dér burkmat med lamm och
ris anvéndes var 15 av 16 prover positiva vid analys med vatten men negativa vid
analys utan vatten. Det 16: e provet var svartolkat vid analys med vatten och var
negativt vid analys utan vatten. Resultaten fran denna omgang finns redovisade i
tabell 3.

Tabell 3. Resultat efter intag av burkmat

Burkmat; mérke och  Positivt resultat efter  Positivt resultat Totalt antal prover

innehall rehydrering utan rehydrering
Pedigree, oxkott och 0 0 16
lever samt spannmal

Specific, lamm och 15 0 16

ris samt sojaolja *

Foder innehallande C-vitamin dr markerat med *
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Positiva kontroller

Ett kontrollprov gjordes genom att blanda 100ul blod i ca en tesked avforing
innan utstryk gjordes pa ett testkort. Detta prov analyserades sedan med och utan
vatten. Det gav endast positivt resultat vid analys da vatten tillsattes fore reagens.
Pa samma sitt blandades sedan 100ul hemolyserat blod med samma méngd
avforing och analyserades. Aven detta prov gav enbart positivt resultat di vatten
hade tillsats fore reagens. Blodet hade hemolyserats genom att blanda en del blod
med tva delar vatten, detta for att frigora hemoglobinet fran de roda
blodkropparna. Ytterligare kontrollprov gjordes genom att lata tva hundar pa 30
kg dta ca 100 gram ra kottfars vardera tva dagar i foljd. En hund pa 14 kg fick
som kontroll dta ca 150 gram otillagad blodpudding tva dagar i f6ljd. Dessa
hundar hade alla tre testats negativa efter intag av enbart torrfoder. Proverna fran
hundarna som itit ra kottfars var bada positiva efter att de rehydrerats, fran den
ena hunden var provet dven positivt pa en av fyra testpositioner utan att
rehydrering gjorts. Provet fran den hund som étit blodpudding var positivt bade
med och utan att vatten tillsats innan analys.

Tolkning av resultaten

Ett antal av proverna (12 st. i torrfodergruppen, 1 st. i burkmatsgruppen)
uppvisade efter tillsats av reagens (utan att provet rehydrerats) en ljusrosa ring, ca
1 mm bred, i utkanten av testpositionen. Dessa prover tolkades sasom varandes
negativa.

Diskussion

Samtliga 43 prover fran hundar som utfodrades med 15 olika torrfoder var
negativa. Eftersom den positiva kontrollen som gjordes genom att blanda
hemolyserat blod i avforingen endast gav positivt resultat da provet rehydrerades
innan reagens tillsattes hade det varit Onskvért att samtliga prover fran
torrfodergruppen analyserats bade med och utan vatten. Enligt Hemoplus®
bruksanvisning ska dock proven inte rehydreras innan analys. Tidigare forsok som
gjorts har visat att torrfoder kan paverka vissa guajakbaserade tester for ockult
blod. Av 120 prover som analyserades efter intag av torrfoder var 13 positiva
(Rice et al.,, 1994). I detta forsok anvindes ett annat guajakbaserat test &n
Hemoplus, ndamligen ColoScreen. De tva typer av torrfoder som gav positivt
resultat 1 forsoket med ColoScreen har inte anvints 1 denna studie, inte heller
foder av samma tillverkare. Flertalet av de foder som ingatt i denna studie har
enligt tillverkarna upphettats till en temperatur 6ver 100°C. Hur det hoga tryck
som rader under tillverkningsprocessen paverkar peroxidasaktiviteten i fodren &r
inte ként.

Endast tva typer av burkmat anvindes i denna studie. Samtliga 16 prover fran
hundar som fatt tillskott av burkmat innehéallande oxkott och lever var negativa. 1
tidigare forsok ddr man anvint burkmat av samma mirke som inneholl bland
annat oxkott har man fatt enbart positiva prover. Skillnaden i resultaten kan bero
pa att burkmaten i det tidigare forsoket dven inneholl kyckling, fjaderfaprodukter
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och andra kottbiprodukter. Det kan ocksa bero pa att fodrets tillverkningsprocess
fordndrats sedan den tidigare studien gjordes. Enligt tillverkaren gors stindigt sma
fordandringar i tillverkningsprocessen. I detta forsok anvindes ett annat guajaktest
dn Hemoplus®. Efter utfodring med burkmat innehallande lamm och ris var 15 av
16 prover positiva efter rehydrering. Beror skillnaden i resultaten mellan de tva
dieterna pa de olika proteinkéllorna i fodren eller i framstillningen av dem? I
tidigare beskrivna forsok har burkmat gett upphov till positiva resultat av
guajakbaserade test for ockult blod i avforingen. Av 96 prover som analyserades
efter intag av burkmat var 51 positiva (Rice et al., 1994). I ett annat forsok var
motsvarande siffra nio positiva av totalt 27 analyserade prover efter intag av
burkmat (Cook et al., 1992). Dessa bada forsok har inte anvidnt samma typer av
burkmat.

Olika guajakbaserade tester har olika sensitivitet (Allison et al., 1996). Det tycks
dven vara stor skillnad i resultaten mellan guajakbaserade tester och
ortotolidintester. I ett forsok dér olika dieters inverkan pa testen undersoktes var
64 av 216 prover positiva vid anvindning av det guajakbaserade testet medan inga
prover var positiva med ortotolidintestet (Rice et al., 1994). Ett annat forsok dér
man jamforde sensitivitet och specificitet mellan ett guajakbaserat test och ett
ortotolidintest genom att ge blod via magsond till hundar och direfter ta
avforingsprover visade att resultaten fran de bada testerna 6verensstimde till 77%.
Det skrevs inte ut om det ena testet oftare gav upphov till positiva resultat dn det
andra (Gilson et al., 1990). I dessa bada forsok har samma ortotolidintest anvints
men olika typer av guajakbaserade test. Resultatet av det forstnimnda forsoket
tyder pa att det guajakbaserade test som anvindes i forsoket hade hogre kinslighet
for peroxidasaktivitet in ortotolidintestet. Ar ortotolidintestet for okinsligt eller
ger det guajakbaserde testet for manga falskt positiva resultat?

Den positiva kontrollen i vilken hemolyserat blod blandats i avfoéring innan
utstryk gjordes pa testkortet gav inte positivt resultat da analys gjordes enligt
tillverkarens bruksanvisning. Det kréivdes att provet forst rehydrerades med vatten
innan reagens tillsattes for att fa ett positivt resultat. Enligt tillverkaren ska
Hemoplus® ha en nedre detektionsgrins av 0,22-0,26 g Hb per 100 g faeces
varfor den positiva kontrollen borde gett positivt resultat dven utan rehydrering av
provet. Proven fran den hund som itit blodpudding samt den ena av hundarna som
atit ra kottfars var dock positiva dven utan rehydrering. Sensitiviteten hos
guajakbaserade test Okar genom rehydrering medan specificiteten minskar
(Mandel et al., 1993). Eftersom avforingsprovet med hemolyserat blod inte gav ett
positivt resultat utan rehydrering kan Hemoplustestets kinslighet ifragasittas
nagot. Nir testet ska genomforas pa en patienthund bor rekommendationen dérfor
vara att proven analyseras bade med och utan vatten for att minska risken for
falskt negativa resultat. Ytterligare studier skulle behdva goras dir
Hemoplustestets kinslighet utvirderas for prover fran hund.

Resultatet av denna studie visar att det troligen inte dr nddvindigt att, som tidigare
rekommendationer varit, sitta en hund pa en kottfri diet infor ett test for pavisande
av ockult blod i avforingen. Det dr sannolikt tillrdckligt att hunden utfodras med
enbart torrfoder minst fyra dagar innan testets genomforande. Det gar dock inte att
utesluta att dven torrfoder kan ge ett falskt positivt resultat av ett sadant test. Da
majoriteten av de torrfoder som ingick i studien hade kyckling som proteinkilla
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vore det intressant att i framtida studier utvdrdera torrfoder med annan
proteinkilla. I denna studie har endast Hemoplustestet utvérderats. Eftersom
sensitiviteten skiljer sig at mellan olika guajakbaserde tester (Allison et al., 1996)
ar det mojligt att fodrets inverkan pa resultatet av testerna ocksa varierar mellan
dessa.
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