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SAMMANFATTNING

Denna pilotstudie har gjorts for att utvirdera om det finns en signifikant skillnad
mellan icke sexuellt aktiva intakta och kastrerade honkatter vad giller bildandet
av oOstradiol efter en exogen gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
stimulering. Syftet &r att hitta ett verktyg som kan hjélpa till att diagnostisera om
en hittekatt redan dr kastrerad. Det finns dven andra situationer dir detta verktyg
kan vara anvindbart. Ett exempel pa en annan situation dr nidr det finns en
misstanke om kvarbliven ovarievivnad. Manga liknande studier har utforts pa
tikar dir GnRH-stimulering visat sig vara ett utméarkt verktyg for att sikerstilla
om hon ér kastrerad eller ej.

Elva kastrerade samt elva intakta honkatter har ingatt i denna studie dir dstradiol
samt progesteron-koncentrationer i plasma analyserats fore och 120 minuter efter
en intramuskuldr injektion av GnRH-analogen buserelin (Receptal®). Resultaten
visade att intakta och kastrerade honkatter svarar olika pa GnRH-stimulering.
Endast de intakta svarade med en Okning av Ostradiol i blodet efter GnRH-
stimulering. Ostradiolvirdena 6verlappade mellan grupperna fore, men inte efter
stimulering. Denna studie visar att det dr fullt mojligt att via blodprov avgora om
en honkatt har funktionella ovarier. Det ricker dock inte med att enbart analysera
Ostradiol utan det behdvs en stimulering av ovarierna for att signifikanta
skillnader ska framtrdda. Denna studie visade @ven att det inte dr anvindbart att
analysera progesteron i samband med GnRH-stimulering for att skilja mellan
kastrerade och intakta honkatter, da alla utom en av de 22 honkatterna lag under
basala progesteronkoncentrationer bade fore och efter stimulering.

ABSTRACT

This study has been made to evaluate if there is a significant difference between
non-estral intact versus ovariohysterectomized queens in their production of
estradiol after exogenous gonadotrophin-releasing hormone stimulation. The
purpose is to find a tool, which can help to diagnose if a free-roaming queen is
already ovariohysterectomized or not. There are also other situations where this
tool could be useful, for example to diagnose the ovarian remnant syndrome.
Previous studies in bitches have shown that GnRH-stimulation is an excellent tool
to diagnose the presence of ovaries in the bitch.

Eleven ovariohysterectomized and eleven intact queens have been included in this
study where we have analyzed plasma estradiol and progesterone concentrations
before and after a single intramuscular injection of the GnRH agonist buserelin
(Receptal®). The results showed that there is a difference in the response to GnRH
stimulation between intact and ovariohysterectomized queens. Only the intact
queens responded with an increase in estradiol concentration after the GnRH
stimulation. The estradiol concentration ranges of the two groups overlapped
before but not after stimulation. This study demonstrates that it is possible to
determine if a queen has functional ovaries by a blood test but that a previous
stimulation of the ovaries is necessary to get a reliable result. This study also
showed that progesterone is not useful to differentiate between
ovariohysterectomized and intact queens as all except one of the 22 queens had
basal progesterone concentrations before and after stimulation






INLEDNING

Allt fler organisationer som tar hand om hittekatter startar upp i Sverige. De flesta
av dessa har som mal att alla katter ska vara kastrerade fore forsiljning. Darmed
kan de vittna om problemet med att kunna sékerstilla en honkatts sexuella status.
Det dr mycket svart att skilja mellan en katt som dr andstral och en som é&r
kastrerad (Feldman 2004). En andstral honkatt beter sig likadant som en kastrerad.
Dessutom finns det ett problem med att vissa katter brunstar tyst. Deras
I6pningssymtom uppfattas inte av &dgaren, vilket gor att de kan uppfattas som
kastrerade. I dagsldget har man endast det eventuella bukirret att tillga for att
kunna se om honkatten #r kastrerad. Detta &r ett mycket osikert tecken da hon kan
ha 6ppnats av andra anledningar dn kastration. Hon kan dven vara kastrerad utan
att nagot bukirr hittas. Pa senare ar har manga nya suturmaterial som ger mycket
lindrig vdvnadsirritation kommit ut pa marknaden. Detta tillsammans med en
skicklig kirurg som endast behdver ett par cm stort buksnitt for att utféra en
kastration, gor att bukirret kan bli nistintill omojligt att uppticka. En del
praktiserande veterindrer i Sverige foredrar ocksa att kastrera via flanksnitt dér
man antingen avlidgsnar ovarier eller steriliserar genom att obstruera uterotubal
junctions eller cornua uterina (Feldman 2004). Denna metod &r dock vanligare
utomlands. I och med ovanstaende problematik far ett stort antal honkatter arligen
genomga en “onddig” bukoppning. En retrospektiv studie av journaler fran 85
hittekatter som inkommit till, och kastrerats via Fiahemmet i Norrk&ping under
2006 visade att 5% av dessa Oppnades i onddan. Detta dr kostsamt och varje
kirurgiskt ingrepp innebir en okad risk for djurets hilsa och vilbefinnande.

I Sverige ér dock inte problemet sd enormt som i ovriga vérlden. For att ge ett
perspektiv kan det nimnas att antalet hemlosa katter i USA antogs ligga runt 73
millioner ar 2000 (Levy JK et al. 2003). 170 000 hemlosa katter kastrerades
mellan 1999-2000, bara i en organisation som betalades av "Maddies fond” i
USA. Runt om i vérlden har forsok med TNR “trap-neuter-return” gjorts for att
minska antalet fridrivande katter. Under mycket kontrollerade former har det visat
sig vara effektivt. Denna metod gar ut pa att alla 16sgaende katter samlas in,
kastreras, och sedan slidpps tillbaka pa det stille diar de fangades in. Runt 5% ér
redan kastrerade vid infangandet. For att forhindra att katter bukoppnas i onddan
har de dven i vissa av dessa omraden lagt in i sin rutin att klippa av eller gora en
skara i ena orontippen i samband med kastration. (Levy JK et al. 2003)

Denna studie syftar till att utvirdera om man far en signifikant skillnad mellan
kastrerade och intakta honkatter gillandes Ostradiolproduktion efter stimulering
med gonadotropin-releasing hormone (GnRH). Det forvintade resultatet dr att
endast de intakta honkatterna, dir det finns funktionell ovarieviavnad nirvarande,
svarar pa injektionen med okade Ostradiolkoncentrationer i blodet. Flera liknande
studier har gjorts pa hundar i andra linder, ddr det visat sig vara ett utmarkt
verktyg for att sdkerstdlla om en tik med okind bakgrund &r kastrerad eller ]
(Jeffcoate 1993, Beijerink et al 2007, Buijtels et al 2006). I Sverige har vi inte
problem med herreldsa hundar utan det vixande problemet dr hemldsa katter, och
hittills har ingen studie av denna karaktir utforts pa katt.

En annan situation diar det skulle vara anvindbart att méta
Ostradiolkoncentrationerna efter stimulering med GnRH é&r vid misstanke om
kvarlimnad funktionell ovarievivnad efter kastration, sa kallat ovarian remnant



syndrome (ORS). En vedertagen metod som anvinds idag for att diagnostisera
ORS bygger pa GnRH-stimulering. Den maste utforas under misstinkt Ostrus.
Under 0Ostrus stimuleras de mogna folliklar till ovulation med hjdalp av GnRH-
stimulering. Tva till tre veckor senare kan eventuellt forhdjda progesteronvirden
ses (Wallace 1991). Denna metod innebir att man maste veta nir Katten ir i
Ostrus, vilket kan vara svart. Flera veterindrbesok krdvs samt att det tar flera
veckor innan svar. Med den undersokta metoden skulle diagnostiken av ORS
underlittas. Man behover inte pricka in Ostrus och undersokningen kan utforas
under en dag.

I dagsldget finns inte heller nagra studier gjorda pa hur hogt i 6stradiol en anostral
honkatt kan na efter en GnRH injektion, vilket denna studie d&ven dmnar svara pa.



LITTERATUROVERSIKT
GnRH

Gonadotropin releasing hormone @r ett endogent hormon uppbyggt av tio
aminosyror. Det produceras i hypothalamus. Dirifran transporteras det via ett
portalt vensystem ner till frimre loben av hypofysen dir det stimulerar till
frisdttning av LH (luteinizing hormone) samt FSH (follicle stimulating hormone).
GnRH har en halveringstid pa tva till fyra minuter vilket gor att det bryts ner
mycket snabbt i blodet. GnRH-friséttningen fran hypothalamus sker i huvudsak pa
tva sitt. Det forsta dr en basal sekretion som &r lindrigt pulsativ, men regelbunden,
och som forekommer hos bada konen. Det andra &r nér 6stradiolet hos ett hondjur
i brunst nar ett visst troskelviarde. Da frisldpps en stor midngd GnRH pa en gang
(positiv feedback). Denna frisldppning skapar i sin tur LH-toppen som gor att
mogna folliklar ovulerar. Hos en honkatt ridcker inte de Okade
Ostradiolkoncentrationerna under 16pningen for att ovulation ska ske utan det
krivs att katten paras. Parningen ger signaler fran konsvidgarna som stimulerar
neuronen i hypothalamus till GnRH-frisdttning. LH nivéerna blir da sa hoga att
ovulation kan ske. Frisidttningen av GnRH regleras av flera olika faktorer. De
GnRH-producerande neuronen i hypothalamus paverkas i slutet av brunstcykeln
genom positiv feedback av de stigande 6stradiolkoncentrationerna i blodet. Aven
yttre paverkan fran miljon, som tid pa aret, sociala faktorer samt signaler fran
mekanoreceptorer i hud och konsvégar stimulerar dessa neuron till produktion av
GnRH. Ostradiolet har dven tidigt i brunstcykeln en negativ feedback pa bade
hypothalamus- och hypofysniva. Progesteron utgér diremot bara en negativ
feedback pa GnRH-utsondringen i hypothalamus. Vilka vigar som har den mest
betydande reglerande funktionen varierar mellan olika djurslag. (Sjaastad et al
2003, Cunningham & Klein 2007)

GnRH frisitter enligt ovan tva hormoner fran hypofysen. Dessa bada hormoner
skiljer sig at funktionsmaéssigt. FSH gor att folliklarna vixer till medan LH gor att
folliklarna mognar ytterligare och ovulerar. Vilket som &dr mest aktivt varierar
under brunstcykeln. For att ridtt hormon ska utsondras vid rétt tidpunkt krivs det
en reglerande faktor. I granulosacellerna i de vixande folliklarna produceras, i
stigande mingd, hormonet inhibin, vilket motverkar utsondringen av FSH fran
hypofysen. (Sjaastad et al 2003, Cunningham & Klein 2007).

Vid kastration rubbas den normala hormonbalansen da ovarierna avldgsnas.
Framforallt dr det den negativa feedback som Ostradiolet har pa hypothalamus
som spelar roll. Ndr den forsvinner, finns det inget som hdmmar GnRH-
frisdttningen varpa de, som ir kastrerade, gar med en mycket hogre koncentration
av bade LH samt FSH (Cunningham & Klein 2007, Beijerink et al 2007)

I dagslédget anviands GnRH 1 vissa ldnder till att inducera ovulation hos honkatter
som man inte vill ska 16pa sa ofta (Gilbert 1987). De blir efter denna behandlig
pseudodriktiga. Man vet att LH-koncentrationerna dr dosberoende av GnRH. T ett
forsok ovulerade en av fyra, tva av fyra samt fyra av fyra honkatter som fatt 5, 10
respektive 25 pg GnRH (gonadorelin) intramuskulirt ndr de befann sig 1 Ostrus
(Chakraborty 1979). I detta forsok sag man dven att LH-svaret lag betydligt ldgre
hos andstrala honkatter.



I studien utford i detta arbete ges GnRH nir det inte forvintas finnas nagra mogna
folliklar som kan ovulera. Vi kan da anta att det GnRH som vi ger stimulerar till
en FSH stegring som i sin tur aktiverar sma folliklar som sen gar i atresi, till
ostradiolproduktion. Den 0stradiolproduktionen kan fangas upp med hjilp av
blodprov.

Ostralcykel

Honkatten &r sdsongsmiéssigt polyostral. De borjar sin cykel en till tvda manader
efter vintersolstandet, i de tempererade zonerna, och cyklar darefter normalt sett
kontinuerligt fram till en till tvA manader fore vintersolstandet (Feldman 2004).
Ostralcykeln #r vanligen c:a 20 dagar 1ang, men kan variera mellan allt frin sju till
42 dagar (Christiansen 1999). Honkatten har inducerad ovulation (Stabenfeldt &
Pedersen 1991), vilket gor att hennes cyklande, och cykelns indelning, skiljer sig
en del fran andra vanligt forekommande domesticerade djur som till exempel
hund. Den storsta skillnaden ligger 1 att om inte honkatten bli parad i Ostrus, sker
vanligen heller ingen ovulation med efterféljande golkroppsbildning, och darmed
ingen progesteronproduktion.

Ostralcykelns indelning
hos katt samt dess viktigaste hormonvariationer (Johnston et al 2001):

Proostrus: c:a en dag. Uppticks bara hos c:a 18%. Honkatten visar
ostrusbeteenden, men tilliter inte parning. Ostradiolkoncentrationerna i serum
borjar snabbt stiga som en foljd av vixande folliklar. Ostradiol nir under denna
period vérden pa > 70 pmol/l (Feldman 2004).

Ostrus: normalt c:a sju dagar (tre till 16 dagar) (Feldman 2004). Honkatten
tillaiter parning och visar kraftiga brunstbeteenden. Folliklarna vixer till
ytterligare. For att dessa ska ovulera krivs det att katten paras. Via nervimpulser
fran vagina stimuleras hypothalamus till GnRH-frisdttning som i sin tur stimulerar
hypofysen till LH-frisittning. Det krdvs ofta flera parningar for att LH-
frisdttningen ska bli sa hog att ovulation sker. Man vet att det inte bara &r
mingden LH i blodet som &r avgorande for att ovulation ska ske, utan dven
durationen da LH-koncentrationerna ligger 6ver de basala (Chakraborty 1979).
Ovulation sker vanligtvis 24 till 36 timmar efter upprepade parningar (Gilbert
1987). Den maximala Ostradiolkoncentrationen ligger vanligtvis runt 180 pmol/l,
men kan variera fran 90-290 pmol/l (Feldman 2004). En honkatt som cyklar, men
som inte ges tillfdlle att para, har normalt sett ingen Okning av
progesteronkoncentrationerna. Ostradiol stiger en till tvd dagar fore ostrus, ligger
hogt under hela follikelfasen pa tre till 18 dagar och sjunker sedan drastiskt tre
dagar efter den maximala toppen. (Shille et al. 1979).

Interostrus (postostrus): tiden mellan tva follikelvagor om ingen ovulation har
skett. Normalt atta till tio dagar. Ingen sexuell aktivitet ses.
Ostradiolkoncentrationer pd < 70pmol/l (Feldman 2004). Utan parning stannar LH
samt progesteron pa basala koncentrationer (Gilbert 1987)

Diostrus (pseudodriktighet/driktighet): perioden efter ovulation da honkatten &r i
lutealfas. Varar c:a 40 dagar hos den pseudodriktiga, men 60 dagar hos den
dréktiga katten. Progesteronkoncentrationerna ligger mellan 16 och 80 nmol/l med



tva toppar runt dag elva samt dag 21 (Gilbert 1987), varav den senare toppen
brukar vara nagot mindre hos den pseudodriktiga. Den hoga LH-toppen avtar
redan efter tva dagar. Under resten av diostrus ligger LH pa basala
koncentrationer. Ostradiol ligger ocksa pé basala koncentrationer. Dock stiger det
nagot veckan fore forlossning (Gilbert 1987).

Anostrus: Perioden da ingen cyklisk aktivitet forekommer. Infaller vanligtvis
under de morka manaderna mellan oktober till januari i de nordligare
breddgraderna. Ostradiol samt progesteronkoncentrationer #r basala, normalt < 55
pmol/l respektive < 5 nmol/l (Feldman 2004).

Laktation: Tiden di honkatten ger di till sina kattungar. Ostradiol ligger 1agt
under laktationen, men stiger efter avvinjning varpa honkatten borjar att brunsta.
Det tar 1 genomsnitt fyra veckor efter avvidnjningen innan honkatten borjar brunsta
normalt igen (Feldman 2004). Progesteron ligger kvar pa en konstant
koncentration runt 3 nmol/l. Tva veckor efter avvidnjning, néar
prolaktinkoncentrationerna ater har sjunkit till sina basala koncentrationer, sa
stiger de basala LH-koncentrationerna (Gilbert 1987).

Manga honkatter kan dven ha sa kallat tyst Ostrus, vilket innebér att honkatten
cyklar hormonellt utan att visa nagra beteendefordndringar. Detta &r relativt
vanligt under de varma sommarmanaderna (Herron 1986). Honkatten kan da
uppfattas som kastrerad. For att veta nir en honkatt som brunstar tyst dr i brunst
krivs aterkommande vaginalcytologiprover samt 6stradiolanalyser.

Vaginalcytologi

Med hjilp av vaginalcytologi gar det pa ett billigt, enkelt och ett férhallandevis
sdkert sitt att avgora om en honkatt befinner sig under Ostradiolpaverkan, det vill
saga har follikuldar aktivitet (Feldman 2004, Stabenfeldt & Pedersen 1991).
Ostradiolets effekt pi vaginalepitelet medfor att flera lager med forhornade
epitelceller bildas. Detta gor att det morfologiska utseendet pa de avstotta
epitelcellerna dndrar sig (Johnston et al 2001). Under andstrus utgdrs provet av
50-100% intermedirceller samt mycket debris. Ovriga celler #r parabasalceller,
men det kan dven forekomma enstaka superficialceller med eller utan kérna
(Johnston et al 2001). Nir folliklar borjar vixa till och katten trider in i Ostrus
fordndras utseendet pa vaginalcytologin mycket snabbt. Det tar tre dagar fran det
att Ostradiolet borjat stiga tills det framtrdder ett typiskt utseende pa
vaginalcytologin for att vara i ostrus (Strdm Holst et al 2000). Mycket mindre
debris, c:a 40-60% av cellerna (80% enl. Strom Holst et al 2000) utgérs da av
superficialceller med eller utan kdrna och mindre dn 10% ir parabasalceller. Det
ar sillan det forekommer erytrocyter eller leukocyter i vaginalutstryk fran katt
(Johnston et al 2001). Till skillnad fran hund sa dr vaginalepitelet hos Kkatt
maximalt forhornat redan i samband med Ostradioltoppen och héller sig sedan
relativt konstant under hela 6strus (Johnston et al 2001). Viss skillnad foreligger
mellan de olika stadierna i Ostrus, men det kan med sédkerhet bara avgéras om en
katt &r 1 Ostrus eller inte Ostrus (Strom Holst et al 2000, Stabenfeldt & Pedersen
1991). Cytologiutstryket kan fidrgas med de flesta vanligt foérekommande
infargningsmetoderna, men den som flera forfattare rekommenderar ar Diff-Quik
fargning (Johnston et al 2001).



Ovarian remnant syndrome
Allmént

Ovarian remnant syndrome ér inget patologiskt tillstand utan en komplikation till
kastration (Wallace 1991). Oftast dr anledningen att all funktionell ovarievdavnad
ej avldgsnats vid kastration, men det finns dven enstaka honkatter med funktionell
ektopisk ovarievdavnad. Det ricker med att en liten bit av ovarievivnaden blir kvar
i katten. Den véxer till och blir hormonproducerande igen. Honkatten cyklar och
visar full brunst. Hon tillater ofta parning, men kan ej bli driktig. Ofta kan det
dréja Over ett ar efter kastrationen innan brunstcykeln aterkommer (Wallace
1991). ORS ir vanligare pa katt dn hund. Forsok har gjorts dir det har sytts fast
delar av en ovarie i kroset i samband med kastration pa katter. Nagra manader
senare Oppnades katterna igen och vdvnaden hade da vuxit och visade tecken pa
aktivitet hos 88.9% av djuren (DeNardo et al 2001). Den studien visar att det dven
ricker med att tappa en bit ovarievdvnad 1 buken fOr att ovarian remnant
syndrome ska utvecklas.

Diagnostik

Det finns idag fyra diagnostiska metoder for att upptidcka funktionell
ovarievivnad (Wallace 1991).

(1) Vaginalcytologi nér katten visar brunst.

(2) Ostradiolanalys under brunst. Ostradiolkoncentrationer ver 73 pmol/l visar pa
follikuldr aktivitet. Detta prov maste tas tidigt i brunsten. I en studie utfoérd av
Wallace (1991) visade det sig at dstradiolkoncentrationerna sjunker snabbt och
katten kan visa brunst flera dagar efter att 6stradiolkoncentrationerna ér tillbaka
till de ursprungliga. I samma studie miéttes Ostradiol under brunst hos sju
honkatter som diagnostiserats med ORS. Fyra, av dessa sju, hade da viarden under
73 pmol/l. Aven i en annan svensk studie visade det sig att
Ostradiolkoncentrationerna varierar fran basala virden till > 180 pmol/I vid forsta
dagen de visar brunst (Chatdarong 2006b). Detta talar for att det ej &r tillrackligt
att enbart mita Gstradiol for att diagnosticera ORS. Det &r litt att fa ett prov som
talar for att det ej finns nagon ovarieviavnad @ven om sa r fallet. I kombination
med vaginalcytologi kan dock analys av Ostradiol vara en bra metod. Da katten
har inducerad ovulation och ddrmed inte med sidkerhet bildar en gulkropp &r det,
till skillnad fran hund, ej virdefullt att méta progesteronkoncentrationer nagra
veckor efter brunst (Wallace 1991).

(3) Mita progesteronkoncentrationer, tva till tre veckor efter exogen stimulering
med GnRH eller hCG. Stimuleringen gors nir katten dr i brunst. Da finns mogna
folliklar som kan ovulera. Progesteronkoncentrationer pa > 6,4 nmol/l talar for att
det finns funktionell ovarievdvnad niarvarande (Wallace 1991). En studie gjord pa
tio katter med ovarian remnant syndrome visade att alla katter fick en signifikant
progesterondkning sju dagar efter en enstaka hCG injektion intramuskulért, en till
tre dagar efter brunstens borjan (England 1997). Det har dock visat sig att ett
stresspaslag kan ge betydande progesteronfrisittning fran binjurarna. I en studie
gjord av Chatdarong et al (2006) analyserades progesteron pa fem kastrerade
honkatter efter en intravends injektion av 0,125 mg ACTH. Fyra av fem lag nagon
gang under de efterfoljande tre timmarna pa progesteronvirden mellan 4-7 nmol/l.
Den femte 1ag dven innan ACTH injektion pa 9,4 nmol/l, men steg ytterligare till
16,3 nmol/l efter ACTH.

(4) Det sista alternativet dr att gora en laparotomi och ta en biopsi samt eliminera

10



misstdnkt vivnad. Om da katten slutar att cykla talar det for att all vivnad nu dr
borta. Detta #r enklast att utfora under brunst da ovarierna ar aktiva och dirmed
enklare att upptidcka, men blodningsrisken dr da ocksa betydligt storre (Wallace
1991).

Studier utférda pa hund.

De flesta studier som gjorts pa GnRH dr utférda pa hund. 1993 gjordes en
liknande studie som den utford i detta arbete. I den studien ingick 28 beaglar av
varierande sexuell status (Jeffcoate 1993). Blodprov togs fore och 60 minuter efter
stimulering med GnRH. Samtliga tikar fick en standard dos pa 0,16 ug buserelin
intravenost. Blodproverna analyserades sedan med avseende pa oOstradiol,
progesteron samt LH. Det enda virde som med sidkerhet kunde identifiera om
tiken var kastrerad eller ej var Ostradiolkoncentrationerna. Ingen Overlappning
forekom pa Ostradiolkoncentrationerna i plasman mellan intakta och kastrerade
tikar 60 minuter efter stimulering, forutom pa en tik, som inte steg 6ver den
maximala Ostradiolkoncentrationen hos de kastrerade. Ingen av de kastrerade
svarade med en hojning av Ostradiolkoncentrationerna medan alla de intakta steg,
men i varierad grad beroende pa var i Ostralcykeln de befann sig.
Progesteronkoncentrationerna steg endast pa ett fatal individer, oavsett sexuell
status, och virdena dverlappade bade fore och efter stimulering mellan kastrerade
och intakta. Ingen hund kom heller upp i de progesteronkoncentrationer som med
sdkerhet talar for att det finns funktionell ovarievdvnad, det vill sdga > 6,4 nmol/l
(Wallace 1991).

LH daremot skiljer sig en hel del mellan intakta och kastrerade. I och med
kastrationen forlorar tiken den negativa feedbacken pa hypothalamus varpa LH-
samt FSH-koncentrationerna kan stiga obehindrat (Beijerink et al 2007). LH-
koncentrationerna hos de kastrerade tikarna i Jeffcoates studie (1993) lag generellt
markant over de intakta bade fore och efter stimulering, men viss dverlappning
forekom. LH bor dirfor ej analyseras enskilt utan mer anviandas for att konfirmera
resultaten av en Ostradiolanalys (Jeffcoate 1993, Buijtels et al 2006). I en annan
studie mittes LH- samt FSH-koncentrationerna efter stimulering med GnRH dér
fyra intakta samt fyra kastrerade tikar fick 10 pg/kg intravenost av gonadorelin
(Beijerink et al 2007). Dér visade det sig att FSH skulle kunna vara anvindbart till
att skilja mellan intakta och kastrerade. Bade FSH och LH steg efter stimulering
hos de intakta medan endast LH steg hos de kastrerade. Det vill sdga att en
utebliven stegring av FSH, trots initialt hogre virden, skulle tala for att tiken dr
kastrerad. Man sag dven i denna studie att FSH-virdena hos de intakta tikarna
aldrig 6verskred de virden som de kastrerade visade. Detta skulle kunna innebira
att man dven utan stimulering kan méta FSH-koncentrationerna for att avgora om
en tik dr kastrerad eller ej. I denna rapport avradde man ifran att anvinda LH da
det utsondras pulsativt. Enstaka virden kan ddrmed létt misstolkas.

Flera andra studier konfirmerar resultaten av de ovanstaende. I en relativt ny
studie av Buijtels et al (2006) fick sex andstrala och sex kastrerade tikar av olika
ras 10 pg/kg gonadorelin intravenost, vilket ocksa gav signifikant forhéjda
Ostradiolkoncentrationer pa de intakta, men ej de kastrerade tikarna.
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EXPERIMENTELL DEL
Material och metoder
Djurunderlag

Material har samlats fran totalt 25 honkatter. Av dessa valdes elva kastrerade samt
elva anostrala/interostrala eller diGstrala ut for att inga i studien. Malet med denna
studie var att jamfora icke sexuellt aktiva hondjur med kastrerade.
Inklusionskriterierna for de kastrerade var att de ej skulle ha visat nagra tecken pa
ovarian remnant syndrome och for de intakta, att de ej skulle visat tecken pa att
vara i brunst, vara driktiga eller laktera. I alla dessa tillstand star honkatten under
en hormonell paverkan som kunde ténkas interagera med denna studie. De katter
som befann sig i dessa tillstand kunde med relativ stor sikerhet selekteras bort
innan blodprovstagning. Daremot kunde det i malgruppen inga katter som hade
ovulerat och didrmed befann sig i diostrus. Detta pa grund av att det inte gar att
diagnosticera ovulation via vaginalcytologi utan forst efter progesteronanalys av
plasma.

Av de 22 utvalda katterna var 14 hittekatter fran Fiahemmet i Norrkoping varfor
deras historik ir okidnd. Alla dessa hade genomgatt en veterindrbesiktning innan
de provtogs. Ovriga &tta kom frin privata hem. Endast en raskatt var
representerad, resten var huskatter. Aldern varierade fran uppskattat itta ménader
till 18 ar. Vikten lag mellan 2,3-4,4kg. Minst fyra av de intakta honkatterna hade
fatt ungar inom de senaste fem manaderna, dock for senast tio veckor sedan.

Tre stycken katter selekterades bort efter blodprovstagning pa grund av osiker
sexuell status. Tva av dem sallades bort forst efter kastration da en hade
misstdnkta uterus/ovarierester kvar i buken samt en hade folliklar vilket tyder pa
att hon var i brunst. Den tredje hade ett litet misstiankt bukdrr som upptécktes forst
1 samband med rakning vid kastration. Beslut togs om att avvakta bukdppning
trots osdkerhet om tidigare kastration. Denna katt 6ppnades dirmed aldrig.

Materialet samlades in i Ostergotland, Sverige under juli till november 2007. Den
etiska ansokan blev godkidnd av Uppsala Djurforsoksetiska namnd 2007-05-25.
Diarienummer C 114/7. Tillstandet giller till och med 2010-05-25.
Djurskyddsmyndigheten = gav ~ dispens  for  anvandandet av  icke
destinationsuppfodda katter 2007-06-04. Varje enskild djuridgare fick del av
studien och ldmnade skriftligt tillstand for anvindandet av deras djur.

Forsékets utférande

Pa varje katt samlades det vid ett och samma tillfille in ett O-blodprov fran vena
cephalica 1 heparinror. Dérefter injicerades 0,4 ug/kg av GnRH-analogen
buserelin (Receptal®, 0,1 ml/kg) intramuskuldrt i nackmuskeln. 120 minuter efter
GnRH-injektionen togs ett nytt blodprov fran vena cephalica, ocksa det i
heparinrér. Mellan provtagningarna forvarades katten i sin transportbur eller
liknande for att fa lugn och ro. I Sverige finns dnnu inget GnRH-preparat
registrerat for anviandning pa katt dédrfor anviandes Receptal®, vilket &r registrerat
for notkreatur samt hést. Buserelin dr en betydligt mer potent GnRH-analog én till
exempel gonadorelin som vanligtvis anvénts till katter internationellt.
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For att veta ndr honkatten nar den maximala Ostradiolproduktionen och ddrmed
den optimala tidpunkten att ta blodprov pa efter GnRH-injektionen togs det pa den
forsta intakta honkatten tre prover; O-prov samt efter 60 minuter och 120 minuter.
Dessa analyserades omedelbart. Eftersom denna katt hade en hogre
Ostradiolkoncentration vid 120 minuter valde vi denna tidpunkt for ovriga katter.

Heparinréren centrifugerades for att kunna avskilja heparinplasman. Plasman
forvarades fryst i —20 °C i viintan pa analys.

Tva olika metoder anvindes for att verifiera om de intakta var i Ostrus eller ej i
samband med provtagningen. Ovarierna fran de fyra katter som provtogs i
samband med kastration sparades i formalin. De inspekterades vid ett senare
tillfille pa forekomsten av folliklar eller gulkroppar. Den andra metoden
omfattade vaginalcytologi. Det utfordes pa de nio honkatter som inte kastrerades i
direkt anslutning till provtagningen. En bomullspinne fuktad med NaCl fordes in i
vagina. Direfter rullades den Over ett objektsglas och firgades med Diff Quick.

For att fanga upp de katter som eventuellt befann sig i didstrus anvindes
progesteronanalys.

Plasmaanalyser

Analysen av heparinplasman utfordes pa Universitetsdjursjukhuset, Klinisk
kemiska laboratoriet i Uppsala under november 2007. Alla prover, exklusive det
inledande blodprovet som analyserades vid forsokets borjan, kordes vid samma
tillfille da resultatet av analysomgangarna kan skilja sig 4t. Ostradiol analyserades
med en radioimmunoassay (Double antibody Estradiol; Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, USA). Metoden anvindes enligt tillverkarens
rekommendation med modifiering enligt Mwanza (2000) och utvirderat for
kattserum. Progesteron analyserades via en solid phase radioimmunoassay (Coat-
A-Count Progesterone; Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA).
Aven den anvindes enligt tillverkarens rekommendation och var utvirderad for
kattserum.
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Resultat
Plasmakoncentrationerna av Ostradiol samt progesteron hos de 22 honkatterna
som ingatt i studien dr sammanfattade i tabell 1.

Tabell 1. Plasmakoncentrationer av ostradiol samt progesteron, fore och efter GnRH-
stimulering hos de 22 honkatterna som ingatt i studien. Medelviirde inom parentes.

Kastrerade honkatter Intakta honkatter
(n = 11 6stradiol) (n = 11 6stradiol)
(n =11 progesteron) (n = 8 progesteron)
O-prov, 120 min-prov, 0-prov, 120 min-prov,
fore GnRH efter GnRH fore GnRH efter GnRH
Ostradiol
(pmol/l) 4-9 (5,9) 4-9 (6,1) 5-21 (12,5) 12-41 (22,5)
Progesteron
(nmol/l) <0,6-3,3 (0,8) <0,6-2 (0,8) <0,6-13,9 (2,2) <0,6-18,3 (2,6)
Ostradiol
maximum fore
eller efter GnRH 39 12-41
(pmol/1)
Ostradiol

Analysen av Ostradiol visade att endast de intakta honkatterna svarade tydligt pa
en GnRH-stimulering. De o6kade sin Ostradiolkoncentration i blodet med 20 till
300%, 120 minuter efter GnRH-injektionen. Fyra av de kastrerade hade hogre
véirden efter #n fore stimulering, tre hade ldgre virden och resten lag kvar pa
samma Ostradiolvérde.

Ostradiolkoncentrationerna hos den forsta intakta honkatten 13g vid 0-prov, 60
minuter samt 120 minuter pa 8, 12 samt 20 pmol/l.

Ostradiolkoncentrationerna fore och efter GnRH-stimulering hos de kastrerade 13g
inom ett intervall pa 4 till 9 pmol/l med ett medelvérde efter GnRH pa 6,1 pmol/l.
Hos de intakta var intervallet 5 till 41 pmol/l med ett medelvirde efter GnRH pa
22,5 pmol/l. Ostradiolkoncentrationerna dverlappade mellan grupperna fore, men
inte efter GnRH-stimulering (se figur 1). De maximala vidrdena antingen fore eller
efter GnRH-stimulering hos varje individ visade att kastrerade lag pa
koncentrationer < 9 pmol/l och intakta pa > 12 pmol/I (tabell 1).
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Figur 1. Ostradiolkoncentrationer fore och efter stimulering med GnRH hos de elva
intakta och elva kastrerade honkatter som ingdtt i studien.
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Stimulering med GnRH hade inte nagon effekt pa progesteronproduktionen hos
vare sig kastrerade eller intakta (se tabell 1, figur 2). Av de 19 honkatter som det
kunde goras fullstindig progesteronanalys pa, hade 15 katter < 0,6 nmol/l bade
fore och efter GnRH-stimulering. En intakt honkatt hade initiala virden pa 13,9
nmol/l och 18,3 nmol/l vid provet efter GnRH-stimuleringen (se figur 2). Detta
innebér att hon hade aktiva gulkroppar vid provtagningstillfillet och befann sig i
diostrus till skillnad fran 6vriga katter i studien. De 6vriga fyra honkatterna, med
nagot hogre progesteronkoncentrationer, befann sig alla under det som riknas som
basala virden, < 5 nmol/l (Feldman 2004).

Figur 2. Progesteronkoncentrationer fore och efter stimulering med GnRH hos de elva
intakta (tva katter enbart ett viirde och en katt inget viirde) och 11 kastrerade honkatter

som ingdtt i studien.
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Vaginalcytologi samt undersékning av ovarier

Samtliga av de nio vaginalcytologiprover som togs fran intakta honkatter var icke
forhornade och visade diarmed att dessa ej var i Ostrus vid provtagning. Av de fyra
honkatter som blev kastrerade och fick sina ovarier undersokta hade en katt
tydliga folliklar. En annan katt hade rester kvar efter en tidigare kastration, dock
ingen ovarievdvnad. Dessa tva katter selekterades bort fran studien da de inte
uppfyllde inklusionskriterierna.

Ostradiolvirden hos de katter som selekterades bort

Tre katter selekterades bort fran studien efter att provtagningen utforts. Dessa
prover analyserades dnda avseende Ostradiol och progesteron. Varken hos katten
med uterusrester eller den med osdker sexuell status forekom det nagon
Ostradiolstegring efter GnRH-stimulering. De lag pa 4 och 7 pmol/l fore
respektive 5 och 7 pmol/l efter. Den tredje katten som hade synliga folliklar pa
sina ovarier hade en ostradiolkoncentration pa 62 pmol/l fore och 72 pmol/l efter
stimulering. Dessa Ostradiolvirden bekriftar att hon befann sig i1 Ostrus. Detta &r
en 16% stegring efter stimulering, vilket &r ldgre dn vad som observerats pa de
inaktiva honkatterna. Alla tre 1ag pa basala progesteronkoncentrationer.
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DISKUSSION

Denna studie bevisar att det dr fullt mojligt att via analys av Ostradiol 1 plasma,
avgora om en honkatt har funktionella ovarier. Det riacker dock inte med att enbart
analysera Ostradiol utan det behdvs en stimulering av ovarierna for att signifikanta
skillnader ska framtrida. Ostradiol steg hos samtliga intakta honkatter efter
GnRH-stimulering, medan de kastrerade hade varierande virden som snarare kan
hénvisas till dygnsvariationer dn ett konsekvent svar pa GnRH. Det férekom inga
overlappningar mellan kastrerade och intakta efter stimulering. Vi far da ett
preliminért ”cut-off” virde pa 11 pmol/l, men antalet katter i denna studie &r for fa
for att man ska kunna veta sikert var grinsen mellan kastrerade och intakta gar.
Risken for att fa falskt positiva eller negativa svar utifran detta “cut off” virde kan
dérfor inte uteslutas. Vi kan dock dra slutsatsen att: Kastrerade katter har
vanligen ostradiolkoncentrationer pa < 10 pmol/l och virdena ir inte hogre 2
timmar efter stimulering med GnRH. Katter med oOstradiolkoncentrationer
pa > 12 pmol/l fore eller efter GnRH-stimulering har sannolikt ovarievivnad.

Provsvaren fran de katter som ej ingatt i studien styrker resultaten av denna studie
ytterligare. Tva av dessa tre katter lag pa ostradiolkoncentrationer pa < 7 pmol/l.
Detta skulle enligt resultaten av denna studie tyda pa att de ej hade nagon
funktionell ovarievdvnad kvar i kroppen. Den tredje var i Ostrus och hade darmed
virden langt 6ver 12 pmol/l.

GnRH-stimulering har i denna studie inte gett nagon effekt pa
progesteronkoncentrationerna i blodet vare sig hos kastrerade eller
anostrala/interostrala intakta. En av de intakta honkatterna befann sig daremot i
didstrus 1 samband med  provtagningen. Hon  okade sina
progesteronkoncentrationer i blodet fran 13,9 nmol/I till 18,3 nmol/l vid provet
efter GnRH stimuleringen. Om den hojningen beror pa GnRH stimulering bor
vara osagt. Kanske kan de aktiva gulkropparna svara pa stimulering med GnRH
och oka sin progesteronproduktion, men det mest troliga &r att skillnaden beror pa
en normal dygnsvariation eller ett stresspaslag. Niamnas bor att en av de fyra
katterna med nagot hdgre progesteronvirden var en kastrerad honkatt (nr 1 i figur
2). Hon lag initialt med en progesteronkoncentration pa 3,3 nmol/l som sedan
sanktes till 2,0 nmol/l efter stimulering. Detta #r sannolikt ett svar pa stress.
ACTH fran hypofysen i samband med till exempel stress vid hantering har i
studier visat sig inte bara stimulera binjuren till kortisonfrisldppning utan dven
simultant sldppa ut dess prekursor progesteron (Chatdarong 2006a). I denna studie
var de forhojda progesteronkoncentrationerna i serum efter ACTH stimulering
likvérdiga mellan inaktiva intakta och kastrerade honkatter. Detta talar for att
progesteronet hérror fran binjuren i dessa fall.

Som bekant utévar progesteron en negativ feedback pa hypothalamus. Man skulle
da kunna misstidnka att en honkatt, som har progesteronproducerande gulkroppar,
skulle visa ett ldgre Ostradiolsvar efter GnRH-stimulering gentemot till exempel
anostrala honkatter. Sa var inte fallet i denna studie. Den di6strala honkatten steg
fran 20 till 41 pmol/l, det vill siga 100%.
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Generellt sett dr det ldgre virden for ostradiol under svenska forhallanden &n som
anges 1 internationell litteratur bland annat Feldman (2004), Gilbert (1987) och
Johnston et al (2001). Till exempel anges det tidigare i detta dokument att basala
Ostradiolvédrden ligger under 55 pmol/l (Feldman 2004), vilket dr vil hogt vid
jamforelse med resultaten av den aktuella studien och flera andra svenska studier
(Chatdarong et al 2005, 2006b). Det hogsta Ostradiolvirde som fatts pa de intakta
anostrala honkatterna i denna studie dr 21 pmol/l. Medelvérdet ligger pa 12,5
pmol/l. I Chatdarongs studie (2005) fick man fram ett medelvérde pa ostradiol hos
inaktiva honkatter pa 13 pmol/l (8-26 pmol/l) ifran 16 provtagna katter. Det anges
ocksa att Ostradiolvdardena under Ostrus varierar fran 90-290 pmol/l (Feldman
2004). I Chatdarongs studie (2005) fick man ett medelvirde pa 47,7 pmol/l (14-
113 pmol/l) hos sex provtagna honkatter med follikuldr aktivitet. En av de
bortsorterade intakta honkatterna, dir vi sag folliklar pa ovarierna, hade som mest
72 pmol/l 1 6stradiol vilket knappt dverstiger interdstrala koncentrationer enligt
internationella referenser.

Tidigare studier har visat att utsondringen av LH &r beroende av dosen GnRH hos
katt (Chakraborty 1979) vilket dven géller for 6stradiol hos tik (Jeffcoate 1993).
Ostradiolsvaret varierar nimligen pa intakta tikar beroende pi var i Ostralcykeln
de befinner sig (Jeffcoate 1993), samt vilken dos av GnRH som administreras
(Van Haaften et al 1994). Ju nidrmare Ostrus tiken kommer desto hogre blir
Ostradiolsvaret (Jeffcoate 1993, Van Haaften et al 1994). I en studie gjord av
Buijtels et al (2006) sa hdvdar man att 0,16 g av buserelin som en engangsdos
intravenOst till tikar, vilket anvéndes i studien gjord av Jeffcoate (1993), inte dr
tillracklig for att ge en signifikant hojning av 6stradiolvirdena for att kunna skilja
mellan intakta och kastrerade tikar trots att buserelin dr mer potent &n
gonadorelin. I Buijtels egna studie anvindes 10 pug/kg av gonadorelin intravendst,
vilket han anser vara en tillricklig dos for att kunna skilja mellan grupperna. Man
maste dock komma ner i sa laga doser som 0,01 pg/kg gonadorelin for att ingen
eller mycket liten respons ska framtrida (Van Haaften et al 1994). Med andra ord,
vilket preparat och dos som &r den bést limpade for denna typ av undersokning dr
dannu ej utvirderat. Oftast styrs valet av preparat av vad som dr inregistrerat i
landet. I den aktuella studien gavs honkatterna 0,4 ug/kg av buserelin
intramuskulédrt (en betydligt hogre dos @n vad som anvéndes i till exempel
Jeffcoates (1993) studie) vilket visade sig fungera bra. Icke aktiva ovarier
stimulerades till en tydligt okad ostradiolproduktion. Okningen var signifikant nog
for att skilja mellan intakta och kastrerade. Ingen av de 25 honkatterna som
provtogs kom upp i dstruskoncentrationer pa denna dos GnRH och inga bieffekter
har heller observerats.

Det dr osédkert om Ostradiolsvaret hos en honkatt med ovarian remnant syndrome
kan forvintas ligga lika hogt som hos de intakta honkatterna. Tidigare
undersokningar har visat att det hos tikar ofta forekommer cystiska fordndringar
pa dessa ovarierester (Okkens et al 1981 refererad av Buijtels et al 2006). Hur
dessa cystiska fordndringar svarar pa GnRH-stimulering &r fortfarande oklart. Det
faktum att det oftast bara handlar om sma delar av ovarierna som blivit kvar och
som sedan revaskulariserats och blivit hormonproducerande igen gor att vi skulle
kunna misstdanka att ostradiolsvaret dr ldgre hos dessa individer jamfort med de
helt intakta djuren. Far man ett tydligt Ostradiolsvar dr diagnosen klar, men
utebliven stegring, ir inte det samma som fri fran ovarievivnad. Vidare studier
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behovs dirmed, speciellt pa djur ddr man redan diagnosticerat ORS, for att med
sdkerhet kunna anvidnda detta verktyg vid diagnostik av ovarian remnant
syndrome.

Anvindandet av GnRH-stimulering och analys avseende Ostradiol for att skilja
mellan en intakt och en kastrerad honkatt har i dagsldaget vissa begrinsningar. De
organisationer som har mest fordel av detta redskap drivs oftast ideellt. Pengar dr
darfor en viktig aspekt. Marginalerna for hur mycket man kan kosta pa en individ
ar mycket sma. Idag &r priserna pa en normal honkattskastration enormt pressade.
Flertalet djursjukhus har subventionerade priser for att minska trycket av icke
kastrerade katter. En honkattskastration kostar normalt mellan 500-1000 kr. En
bukoppning géar snabbt och man far omedelbart ett sikert besked om honkattens
sexuella status. Generellt sett 4r det ocksa ganska fa biverkningar, men som sagt
tidigare, innebér det alltid en 6kad risk for djurets hilsa. Det dr onekligen forenat
med viss smirta och obehag att bukoppnas. Sa kan de onddiga kirurgiska
ingreppen minskas dr det en fordel. I dagsldget skulle en Ostradiolundersokning
inklusive provtagning hos veterindr samt analys pa Universitetsdjursjukhuset,
Klinisk kemiska laboratoriet, Uppsala kosta c:a 1000 kr. Laboratoriet kor i
dagsldget Ostradiolanalyserna varannan vecka vilket innebdr en viss vintan pa
analyssvar. Om dessa virden skulle visa pa att honkatten ej dr kastrerad sa maste
hon @nda 6ppnas. Den totala kostnaden for att fa henne kastrerad skulle da bli det
dubbla. Dessa marginaler finns oftast inte. Rekommendationen blir att inte
anvinda denna metod som en rutinundersokning utan endast i tveksamma fall. Det
ar dock inte bara organisationer som tar emot hittekatter. Manga privatpersoner
som tar emot en hittekatt kostar gérna pa sin blivande familjemedlem en mildare
undersokning till att borja med dn en buk&ppning.

TACK

Det krivs en stor insats och forstaelse fran manga personer for att ett arbete som
detta ska kunna genomforas. Jag vill speciellt tacka organisationen Fiahemmet i
Norrkoping med Inger Ydrenius i spetsen for att de hjilpt till med att skaffa fram
katter till studien samt utstatt en hel del extra rivsar. Tack till alla privatpersoner
som stéllt upp med sina katter. Tack till Norsholms Djursjukhus for utlanandet av
provtagningsmaterial samt till all personal som talmodigt varit hallhjdlper och inte
en gang suckat oOver eventuella forseningar i deras arbete. Tack till
Universitetsdjursjukhuset, Klinisk kemiska laboratoriet i Uppsala for analyserna
av proverna samt for att jag fick vara med och ldra vid analysdagen.

Sist, men storsta tacket till mina handledare som sprudlar av positiv anda. Utan er
hjilp hade detta arbete aldrig blivit till.
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