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Sammanfattning

Syftet med detta arbete var att jamfora ostradiolkoncentrationer och 6stradiolpaverkan pa vaginal-
epitelet hos tikar i olika lopstadier och tikar med sjukdomstillstanden pyometra och juvertumorer,
och pa sa satt studera anvandbarheten av vaginalcytologi som diagnostiskt verktyg vid dessa
sjukdomstillstand. Syftet var dven att jamfora tva olika metoder for att utvardera vaginalutstryk.
Vaginalcytologi fungerar som ett indirekt matt pa ostradiolkoncentrationen och anvinds normalt
sett i kliniken for att bestamma tikens lopcykelstadium. Hoga koncentrationer av ostradiol far
epitelcellslagret i vaginalslemhinnan att proliferera och keratiniseras. Ostradiol kan ha en roll i
patogenesen for juvertumorer och pyometra men frdgan ar om dstradiolkoncentrationen har ett
diagnostiskt och prognostiskt varde i praktiken for dessa sjukdomar.

Vaginalcytologiska utstryk och blodprov togs fran tikar med diagnostiserad pyometra, juvertumarer,
kastrerade tikar och tikar i olika l6pcykelstadier. Vaginalcellprov fran 66 tikar bedémdes enligt tva
olika metoder; den forsta utifran ett flodesschema for cellbedémning baserad pa en studie av Reckers
et al. (2022) och den andra utifrdn metoden som lars ut pa veterinarprogrammet pa SLU. Med
Reckers metod raknades 100-200 celler fran varje preparat beroende pa celltathet och celltyp
bedémdes utifran olika matt och kriterier. Om andelen forhornade celler versteg 90 % tolkades
provet som Gstrus. Med metoden som lérs ut pa SLU gjordes en uppskattning av andelen férhornade
celler men dven forekomst av neutrofiler och erytrocyter vagdes in i bedémningen. Utifran en
helhetsheddmning av preparatet kunde proven delas in i andstrus, prodstrus, éstrus eller metdstrus.
Ostradiolkoncentrationen analyserades i blod med hjélp av en ELISA.

Resultatet fran denna studie visade att vaginalcytologibilden fran hundarna med pyometra och
juvertumorer gick ej att skilja fran de friska tikarnas cellbild. Ingen tydlig éstradiolpaverkan i form
av stor andel forhornade celler raknade med Reckers metod kunde ses pa vaginalutstryket hos
tikarna med dessa sjukdomstillstand. Proverna fran tikar med juvertumorer kunde ej skiljas fran
proverna fran de intakta tikarna i andstrus. Samtliga prover fran tikarna med pyometra inneholl
neutrofiler men detta ses &ven normalt i metdstrus. Daremot kan en cellbild med rikligt med
neutrofiler och bakterier starka misstanken om att tiken har pyometra om den kliniska bilden
stdmmer in i dvrigt.

Vidare visade resultatet ingen signifikant skillnad i ostradiolkoncentration mellan tikarna med
sjukdomstillstdnden pyometra eller juvertumdrer och de friska tikarna enligt en envégs varians-
analys. Komplicerande faktorer i jamforelsen &r att tikarna ej var i samma lépcykelstadie, det finns
en stor normalvariation i stradiolkoncentrationen och hormonet kan produceras av fler vavnader
och organ an &ggstockarna sdsom binjuren, huden och fettvavnad. Vid jamférelse av de tvd meto-
derna for vaginalcytologiprovavlasning framkom att den ena metoden i vissa vaginalutstryk dver-
estimerade andelen forhornade celler, dd& metoden baseras pa forhorningslinjer oberoende av
cellkdrnans storlek. Det &r ej heller sékert att ELISA-metoden som anvéndes for att analysera
ostradiol fungerade optimalt for hund da inga tidigare studier som validerat och anvant metoden
hittades. Detta ar felkallor som kan ha paverkat resultatet och bor tas i beaktan vid bedémning av
resultatet. Framtida studier med ett storre urval kan ge en djupare inblick i anvandbarheten av
vaginalcytologi som ett diagnostiskt verktyg.

Nyckelord: estradiol, vaginalcytologi, 6struscykel, pyometra, juvertumér, tik



Abstract

The aim of this study was to investigate whether vaginal cytology can be used as a diagnostic tool
for different medical conditions in bitches, such as pyometra and mammary gland tumors. In
addition, the aim was to compare two different methods for analyzing vaginal smears. Vaginal
cytology is commonly used to determine the cycle stage of the bitch. Since oestradiol causes the
vaginal epithelium to proliferate and keratinize, vaginal cytology works as a bioassay for oestradiol.
Oestradiol may be involved in the pathogenesis of pyometra and mammary gland tumors. The
question is if oestradiol has a diagnostic and prognostic value in practice for these medical condi-
tions.

Samples for vaginal cytology and blood serum was collected from bitches diagnosed with pyometra
or mammary gland tumors, from ovariectomized bitches and from bitches in heat and in anestrous.
The vaginal cytology was evaluated with two different methods; firstly, according to a flowchart for
determination of the cell type of exfoliated vaginal cells made by Reckers et al. (2022) and secondly
according to the method taught to veterinary students at the veterinary program at SLU. In the
method by Reckers et al. (2022) 100-200 cells were counted and determined while in the method by
SLU an estimation of the amount of each celltype was done. The samples were then interpreted as
estrous or not estrous with Recker’s method and estrous, anestrous, proestrous or metestrous with
SLU’s method. Blood samples were collected and analyzed for oestradiol with ELISA.

The result from this study showed that the vaginal smears of the dogs with mammary gland tumors
and pyometra did not differ from the vaginal smears of the healthy dogs. No distinct signs of high
oestradiol as demonstrated by high percentage of cornified cells counted by Reckers method were
seen in the vaginal smears from the bitches with these conditions. The vaginal cytology from the
dogs with mammary gland tumors were similar to the intact dogs in anestrous. All the vaginal smears
from the bitches with pyometra contained neutrophils but since neutrophils are also present in
metestrus this is not a specific trait. However, a vaginal smear with an abundant number of
neutrophils and bacteria may support the diagnosis of pyometra. Vaginal cytology was not found to
be reliable as a sole diagnostic tool in the present study.

Furthermore, there were no significant difference in the concentration of oestradiol in bitches with
pyometra or mammary gland tumors compared to healthy dogs according to a one-way analysis of
variance. Complicating factors in the comparison include the fact that the bitches were not in the
same cycle stage, there is a large normal variation in oestradiol concentration, and the hormone can
be produced by many tissues apart from the ovaries such as the adrenal gland, the skin and adipose
tissue. When comparing the two methods it became apparent that Reckers method in some cases
overestimated the amount of cornified cells, since the method was based on cornification lines rather
than the size of the nucleus. There is a possibility also that the ELISA used in this study did not
work properly for analyzing oestradiol in dogs. These sources of error may have affected the result
and should be taken in consideration when evaluating the result. Future studies with a larger
selection of samples could provide further insight into the application of vaginal cytology as a
diagnostic tool.

Keywords: oestradiol, exfoliative vaginal cytology, estrous cycle, pyometra, mammary gland
tumors, bitch
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1. Inledning

Ett av de hormoner som spelar storst roll i tikens 6struscykel &r ostradiol, det van-
ligaste dstrogena hormonet hos hund (Sjaastad et al. 2017). Ostradiol produceras i
ovarierna och har funktionen att initiera Ostrus och optimera chansen for
fertilisering (Sontas et al. 2009; Sjaastad et al. 2017). Hormonnivaerna stiger under
prodstrus och gor att epitelcellslagret i vaginalslemhinnan prolifererar och
keratiniseras vilket kan ses pa ett vaginalcytologiprov (Arlt 2018). Vaginalcytologi
ar en vanlig metod for att tillsammans med analys av progesteron bestdmma optimal
parningsdag (Nelson & Couto 2020). Manga studier har gjorts inom detta omrade
pa friska djur, medan farre studier har undersokt vaginalcytologi som diagnostiskt
verktyg vid olika sjukdomstillstand. Fragan ar om vaginalcytologi dven kan
anvandas vid diagnostik av vanliga sjukdomstillstand hos tik sdsom pyometra eller
juvertumor.

Syftet med detta arbete var att jamfora ostradiolkoncentrationer och 6Ostradiol-
paverkan pa vaginalepitelet hos tikar i olika I6pcykelstadier och tikar med
sjukdomstillstanden pyometra och juvertumorer, och pa sa sétt utreda anvandbar-
heten av vaginalcytologi som diagnostisk verktyg vid dessa sjukdomstillstand.
Syftet var dven att jamfora tva olika metoder for att utvardera vaginalutstryk. Frage-
stéllningen for detta arbete lyder: Kan man utoka anvandbarheten av vaginal-
cytologi i diagnostiken av olika sjukdomstillstand hos tik?
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2. Litteraturoversikt

2.1 Reproduktionsfysiologi hos intakta tikar

2.1.1 Tikens lépcykel

Tikens 16pcykel kan delas in i fyra olika stadier; andstrus, proostrus, 6strus och
metostrus. Andra djurslag har aven didstrus men hos tik ar metdstrus och ditstrus
samma period eftersom det inte finns nagon period efter ovulation med lagt
progesteron hos tik (Concannon 2011). Ostrus kan definieras som perioden under
vilken en tik & mottaglig for parning. Andstrus ar perioden under vilken tiken ej &r
mottaglig for parning och saknar aggstocksaktivitet. En 1pcykels langd mats fran
startpunkten pa en prodstrus fram till nastkommande prodstrus start (Sjaastad et al.
2017).

2.1.2 Tikens kénshormon: Ostrogen

Under dstruscykeln spelar det honliga konshormonet dstrogen en central roll. Den
huvudsakliga produktionen sker i ovarierna men det finns &ven en liten andel som
produceras i placenta och binjurebarken (Sontas et al. 2009). Produktionen i
ovarierna styrs av ett komplext samspel mellan hypothalamus, fraimre hypofysen
och ovarierna. Hypothalamus producerar gonadotropin-frisattande hormon (GnRH)
som stimulerar frdmre hypofysen att producera follikelstimulerande hormon (FSH)
och luteiniserande hormon (LH). FSH och LH i sin tur stimulerar ovarierna att
producera Ostrogen (Hatoya et al. 2003). Hypothalamus sekretion styrs av en
endogen pulsatil rytm, men &ven av neuroner i andra delar av hjarnan (Sjaastad et
al. 2017).

Produktionen regleras i huvudsak genom negativ feedback (Thomas & Fontbonne
2008). Negativ feedback innebér att vid hég mangd ostrogen fas en inhibitorisk
effekt pa GnRH, LH och FSH. FSH inhiberas ocksa av inhibin som bildas av
granulosaceller i follikelvaggen under selektionen av folliklarna. I sen prodstrus
sker dock ett avbrott i det negativa feedback-systemet och det blir en positiv
feedback-effekt for att framkalla ovulation. | takt med att folliklarna mognar okar
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dstrogennivaerna och nar dstrogen natt en viss niva kommer neuroendokrina celler
i hypothalamus att frisatta en vag av GnRH, som i sin tur genererar en vag av LH
vilket inducerar ovulation. Ovulationen sker i slutet av follikelfasen nar éstrogen
minskar och progesteron 0kar och varar i 24-48 h (Nelson & Couto 2020). Hundar
har spontan ovulation vilket innebér att den sker oberoende av parning (Concannon
2011).

Bade granulosaceller och thecaceller i follikelvaggen bidrar till produktionen av
oOstrogen (Sjaastad et al. 2017). LH stimulerar thecaceller att syntetisera androgener
som sen diffunderar till granulosacellerna, som pa grund av FSH stimuleras att
proliferera och synteti-sera 0strogen av androgenerna. Den storsta méngden 6stro-
gen kommer ut i blodet, men en del ackumuleras i follikelvatskan. Det huvudsakliga
Ostrogena hormonet hos hund &r 6stradiol vars biologiska form &r 17p-estradiol.
Grundmolekylen for produktion av 6stradiol &r kolesterol och intermedidra moleky-
ler under syntesen &r progesteron (Sjaastad et al. 2017) och de hanliga kénshor-
monen androstendion och testosteron (Concannon 2011).

Ostrogenets framsta funktion &r att optimera chansen for befruktning genom att
stimulera follikeltillvaxten och reglera gonadotropinfrisattningen (Sjaastad et al.
2017). Ostrogen initierar ocksd mottagligheten for parning och fertilisering och
forbereder yttre genitalia for parning. Dérefter underldttar dstrogen transporten av
spermier till 4ggledaren och skapar en gynnsam miljo i uterus for de befruktade
aggen. Slutligen stottar ostrogen tillvaxten och utvecklingen av mjélkkortlarna och
framjar utvecklingen av kénsegenskaper. Ostrogen bidrar aven till att 6ka blod-
flodet till uterus och yttre genitalia och till slemproduktionen i cervix. Till féljd av
den okade blodtillforseln och kéarlpermeabiliteten med diapedes som Ostrogen
orsakar har tikar en blodtillblandad flytning fran vulva vid 6strus. Vanligen anger
man I6pningens dag 1 som den forsta dag den hemorragiska flytningen noteras
(Concannon 2011).

2.1.3 Tikens draktighetshormon: Progesteron

Ett annat hormon som har en central roll under 6Gstruscykeln &r progesteron.
Progesteron produceras av gulkroppen, corpus luteum, som bildas efter att follikeln
har ovulerat (Sjaastad et al. 2017). Unikt hos tik ar dock att produktionen pabdrjas
redan innan ovulation pa grund av preovulatorisk luteinisering. Syntesen av
progesteron stimuleras av LH och hormonnivaerna kulminerar i metostrus
samtidigt som Ostrogennivaerna sjunker. Hos hundar fortgar produktionen av
progesteron oberoende av om tiken blir dréktig eller ej. Lutealfasen &r till och med
lite langre (ca 69x1 dagar) om tiken ej blir draktig (Concannon 2011). Livmodern
har ingen eller liten paverkan pa lutealfunktionen (Sjaastad et al. 2017).
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Progesteronets framsta effekt ar att skapa en formanlig miljo i livmoderslemhinnan
for embryots utveckling till ett foster (Sjaastad et al. 2017). Det gor progesteron
genom att stimulera tillvéxten och sekretionen av livmoderkortlar samtidigt som
uteruskontraktioner motverkas. Fortsattningsvis bidrar progesteron till tillvéxt och
utveckling av mjolkkortlarna och forbereder dem for mjolksyntes. Bade ostradiol
och progesteron styr sekretionen av GnRH genom feedback-reglering pa neuroner-
na i hypothalamus och framre hypofysen. Progesteron har alltid en negativ feedback
medan Ostrogen paverkar genom bade negativ och positiv feedback. Inhibin
paverkar enbart framre hypofysens produktion av FSH genom negativ feedback
(Marino & Zanghi 2013).

2.2 Reproduktionsendokrinologisk diagnostik

2.2.1 Bestamning av parningstidpunkt

Att uppskatta ostradiol- och progesteronnivaerna kan utnyttjas for att bestimma
optimal tidpunkt for parning (Concannon 2011). Ostradiol har sin topp i sen
prodstrus en till tva dagar innan den preovulatoriska LH-toppen. Progesteron borjar
stiga redan fore tidpunkten for LH-toppen och ddrmed innan ovulation. Detta ar
unikt for tik och progesteron kan darfor fungera som en indirekt detektor av LH-
toppen. Att mata LH-nivaerna for att identifiera tidpunkten for ovulation &r dven
det mojligt men da LH-toppen varar under en sa kort period kraver det dagliga
provtagningar (Nelson & Couto 2020). LH &r normalt forhojt i en till tre dagar och
toppar oftast under de forsta 12-18h, normalt tva dagar efter att 6stradiol haft sin
topp (Concannon 2011). Progesteron daremot récker det som regel att méta
varannan dag och dérmed blir det mindre kostsamt (Nelson & Couto 2020).

En vanlig metod for att bestdmma parningstidpunkt ar att indirekt uppskatta
Ostradiolkoncentrationen genom ett vaginalcytologiprov, som sen kan végas
samman med en progesteronanalys fran serum (Nelson & Couto 2020). Det mest
kostnadseffektiva ar att analysera progesteron forst efter att ett vaginalutstryk har
analyserats som visar pa att tiken &r i 6strus. Vanligen vantar man till vaginalcyto-
login visar ca 70 % superficialceller. Om man sedan mater progesteron varannan
dag kan man identifiera nar progesteronnivaerna borjar stiga vilket indikerar att LH
har haft sin topp.
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2.2.2 Vaginalcytologi som diagnostisk metod

Vaginalcytologi &r en metod for att indirekt mata Gstradiolproduktionen och kan
anvandas for att bestdimma vilket 16pcykelstadium tiken befinner sig i (Arlt 2018).
Vaginalslemhinnan foréndras cykliskt. Under follikelfasen Okar 6strogenkon-
centrationen for att forbereda slemhinnan for parning. Ostrogenpaverkan leder till
fortjockning och forhorning av epitelcellslagret i vagina och pa cellniva kan ses att
cellerna keratiniseras och karnan gar i apoptos. Pa ett vaginalcytologiprov ses dessa
epitelceller som normalt delas in i tre olika typer; parabasalceller (PB), intermediér-
celler (IM) och superficialceller (SF). Aven erytrocyter och neutrofiler kan ses
beroende pa nar i l6pet vaginalcytologin tas.

/Pargggsglgell (PB) ) /Intgrmegiérgell (lM)\
h" > &Y <. Matning av cellens diameter
Q.. @ och cellkarnans diameter kan
v o tex. gbras i programmet
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. . . - -
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Figur 1. Bilder pa de olika celltyperna, forhorningslinjer och hur matning av cellen kan géras.
Bilderna &r tagna fran preparaten som analyserades i denna studie med hjalp av Nikon eclipse
kamera. Foto: Sara Huber
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De olika epitelcelltyperna & samma sorts epitelcell men i olika faser vilket gor att
definitionerna och gransdragningarna mellan dem ej ar helt tydlig. En studie av
Reckers et al. (2022) sammanstéllde de olika definitionerna som finns publicerade
och av studien framkom att cellerna kan klassificeras utifran diameter, férhorning,
forekomst, storlek och utseendet av karnan, forhallandet mellan kérna och
cytoplasma och form pa cellerna. Férhorning kan bedémas genom antalet forhor-
ningslinjer, som definieras som de morkare linjerna som ses inuti cellen (Figur 1).
Ju fler linjer desto mer forhornad &r cellen (Reckers et al. 2022). De flesta forfattare
ar dverens om att PB och IM ej ar forhornade alls (Johnston et al. 2001; Kustritz
2006) och att de har en rund, oférandrad karna (Schutte 1967b; Olson et al. 1982;
Antonov 2017). IM har enligt vissa (Johnston et al. 2001) en kdrna med area >90
um?, medan andra specificerar karnan till 38,5-95 um? (Christie et al. 1972).
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Merparten beskriver intermediércellernas k&rna som stor, tydligt urskiljbar (Schutte
1967b), prominent och normal i sitt utseende (Johnston et al. 2001). SF beskrivs
enstdimmigt ha en pyknotisk kérna (Christie et al. 1972; Pérez et al. 2005; Aydin et
al. 2011) som efterhand genomgar karyorrhexi eller karyolys (Reckers et al. 2022).
Flera forfattare anser att cellens form é&r viktig for bedémningen, det vill sdiga om
cellen &r rund eller kantig (Christie et al. 1972; Post 1985), men om den anvéands
som ensamt Klassificeringsmatt anser en del att det kan leda till att IM och SF
blandas ihop (Johnston et al. 2001).

For att underlatta och homogenisera avlésningen av vaginalcytologiprover tog
Reckers et al. (2022) fram en mall for klassificeringen av de olika celltyperna.
Forsta steget ar att mata maxlangden pa cellen. Om cellen &r under 20 um &r det en
PB och om den &r 6ver gar man vidare till steg tva; att bedéma forhorningsgrad.
Om cellen saknar forhorning eller har max en férhorningslinje gar man vidare till
att mata arean pa cellkarnan. Cellkarnan bedéms som rund och dess area kan darfor
berdknas genom att méta dess diameter i mikroskop och sedan anvénda formeln for
cirkelns area. Om kérnans area ar 6ver 79,5 um? klassas den som en IM. Om arean
ar under 79,5 pm? eller om cellen har mattlig till signifikant férhorning (minst tva
forhorningslinjer) gar man till steg tre; att bedoma cellkarnan. Ser man en kéarna
som ar definierbar och har en fargskillnad fran cytoplasman klassificeras cellen som
en SF. Ser man ingen cellkarna eller kdrnan ar eroderad och knappt synbar raknas
det som en form av anuklear superficialcell som pa engelska fatt benamningen
”squamous cell” (SQ). Dessa celler har ingen cellkdrna enligt vissa forfattare
(Schutte 1967b; Kustritz 2006), medan andra havdar att de kan ha rester av en
upplost cellkarna. Till foljd av att det inte finns nagon enhetlig definition av cell-
typerna tolkas vaginalcytologiprover manga ganger pa olika satt (Reckers et al.
2022).

En av de tidigaste publikationerna som beskrev vaginalcytologi-avlasning pa tik &r
skriven av Schutte (1967b). Enligt Schutte finns det ingen skillnad i den celluléra
diametern mellan de SQ, SF med pyknotisk karna och stora IM. Det finns daremot
en skillnad i cellkarnans utseende och diameter. SF har en pyknotisk kdrna pa
mindre &n 6 pm i diameter, medan de stora IM har en vesikular k&rna med en
diameter pa 7-11 pm. IM har normal kéarnarkitektur, &ven om det endast finns en
antydan till sadan klassificeras cellen som intermediér. Vidare pastar Schutte att
diametern pa SF ar ungefar dubbelt sa stor som PB, medan diametern pa PB kérna
ar 2 um storre an SQ, SF och stora IM.

Schutte beskrev dven (1967a) vaginalutstrykens utseende vid de olika l6pcykel-
stadierna hos tik. Proostrus beskrivs som bestaende av i huvudsak SF och stora IM.
| forsta delen av fasen ar det en lag keratiniseringsgrad med manga erytrocyter. En
del leukocyter kan ses de forsta dagarna. Keratiniseringsgraden 6kar mot slutet av
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fasen medan erytrocytmangden minskar. | vissa fall kan det finnas erytrocyter
genom hela bade prodstrus- och dstrusfasen. Forutom celler ses dven cellular debri
och slemstréak i prodstrus. Ostrus beskriver Schutte som normalt i avsaknad av bade
erytrocyter och leukocyter. Stadiet karaktariseras av SQ (<15 %), SF med pyknotisk
kédrna och stora IM. Utstryken har rent och klart utseende till skillnad fran prodstrus.
Metostrus beskriver Schutte som en fas med hdg leukocytkoncentration och med
okande forekomst av sma intermediara celler och PB. Nagra PB har leukocytin-
filtration, sa kallade metdstrusceller. Leukocytkoncentrationen avtar under senare
delen av fasen for att sen bli 1dg under andstrus. Denna beskrivning ligger fort-
farande till grund for hur vi avlaser vaginalcytologi idag.

Schuttes beskrivning av celltyperna ar endast deskriptiv och har ingen kvantitativ
information om proportionerna av celltyper som finns i varje lopcykelstadium
(Schutte 1967a). En del forsok har gjorts att kvantifiera foérandringarna av cell-
typerna i de olika lopcykelstadierna men det finns ingen enhetlig definition
(Christie et al. 1972). En del forfattare definierar dstrus som 100 % SF och >80 %
celler med pyknotisk eller ingen karna (Bergeron et al. 2014; Antonov 2017). Andra
sétter gransen vid >90 SF for att klassas som 6strus (Bouchard et al. 1991). Det
finns ocksa en definition pad 6strus som ar 100 % forhorning med >50 % SQ
(Kustritz 2006). For metostrus finns det dock mer en samsyn pa vaginalcytologi-
bilden. De flesta definierar starten pd metostrus som nar SF och SQ minskar med
20 % (Bouchard et al. 1991; Antonov 2017) och det syns fler neutrofila granulo-
cyter (Post 1985; Aydin et al. 2011; Reckers et al. 2022)

Det finns manga olika metoder som beskriver hur ett vaginalcytologiprov bor tas.
De flesta forfattare dr 6verens om att vaginalcytologiprov bor tas fran framre vagina
da celler fran klitoris fossa och kaudala vagina ej speglar I6pcykelstadiet lika bra
(Goodman 2001), &ven om det finns de som har visat att ett prov fran vulva gar lika
bra av praktiska skél speciellt under prodstrus och Ostrus (Bell et al. 1973). En del
rekommenderar spekulum for att undvika kontamination av celler fran andra delar
av vagina (Bouchard et al. 1991). Manga kliniska studier anvander dock inget
spekulum eller liknande vid provtagningen (Pérez et al. 2005; Antonov 2017).

2.2.3 Bestamning av |6pcykelstadium

Bestamning av l6pcykelstadium pa en tik gors genom en helhetsbedémning av
tikens anamnes, fynd vid klinisk undersékning samt resultatet av vaginalcellutstryk
och progesteronprov.

Anostrus varierar fran 1 till 6 manader (Nelson & Couto 2020). Under andstrus ar
tiken ej parningsvillig, vulva ar liten och ingen vaginal flytning ses. Uterus genom-
gar involution eller reparation. Endokrint ar 6strogen pa basal niva, progesteron
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som lagst, GnRH okat pulsatil, FSH mattligt forhojt och LH lindrigt forhojt. Pa
vaginalcytologi ses ett cellfattigt utstryk med sparsam férekomst av PB och sma IM
(Post 1985).

Prodstrus varar i allt ifran tre dagar till tre veckor, i medel nio dagar (Nelson &
Couto 2020; Concannon 2011). Under prodstrus &r tiken attraktiv men ej mottaglig
for parning, vulva ar mattligt svullen och en hemorragisk flytning ses (Concannon
2011). | ovarierna sker follikulogenes dar folliklarna mognar. Endokrint toppar
Ostrogen, progesteron dkar, GnRH &r pulsatil, FSH 6kar och i slutet av fasen har
LH sin topp (Nelson & Couto 2020). Pa vaginalcytologi ses ett mer cellrikt utstryk
och cellbilden 6vergar fran att besta av mest PB och IM till successivt fler SF
(Schutte 1967a). Hos majoriteten syns aven en stor méngd erytrocyter men dessa
minskar vanligen nar tiken narmar sig ostrus.

Ostrus varar i tre dagar till tre veckor (Nelson & Couto 2020). Under Gstrus ar tiken
mottaglig for parning, vulva ar svullen och en serohemorragisk flytning ses. Stadiet
borjar med ovulation och sedan kan parning och befruktning ske. Endokrint sker en
minskning av dstrogen och en stegring av progesteron. Pa vaginalcytologi ses SF,
eventuellt bakterier och erytrocyter. Maximal foérhorning ses vid ovulation med
varierande andel (10-40 %) SQ (Olson et al. 1984; Moxon et al. 2010).

Metostrus varar i tva till tre manader dven om tiken ej blivit draktig (Nelson &
Couto 2020). Under metostrus ar tiken ej mottaglig for parning, vulva ar mindre
svullen och ofta ses ingen flytning. Endokrint ar 6strogen lagt, progesteron forhojt
tills slutet av fasen da det minskar, LH &r pulsatilt och prolaktin okar. Under den
langa fasen sker implantation och draktighet eller skendraktighet om tiken ej blivit
dréktig. P& vaginalcytologi ses PB, neutrofiler och eventuellt bakterier. | borjan av
metostrus ses en minskning av andelen SF till under 50 % inom 24h (Schutte 19674a;
Holst & Phemister 1975).

2.3 En kastrerad tik jamfort med en tik i andstrus

Det ar latt att i vaginalutstryk sarskilja kastrerade fran intakta tikar under prodstrus
och Ostrus da vavnaden ar under hog paverkan av Ostradiol, men att skilja en
kastrerad tik fran en i tik anOstrus ar svarare (Buijtels et al. 2006). Ett satt att
sarskilja dem &r att méata FSH-koncentrationen i plasma. Den basala nivan av
cirkulerande LH och FSH okar efter gonadoektomi till foljd av att negativ feedback
fran gonadhormonen forsvinner. Basalkoncentrationen FSH i plasma ar hogre hos
kastrerade tikar &n intakta tikar i anéstrus. Det récker dock inte med ett
provtagningstillfalle da sekretionen ar pulsatil, utan kravs flera blodprov i foljd
(Beijerink et al. 2007). Ett alternativ till detta som &r under utredning &r att istallet
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mata kvoten mellan FSH och kreatinin i urin da det reflekterar FSH koncentrationen
i plasma 6ver flera timmar och ar enkelt och icke invasivt (Albers-Wolthers et al.
2016). Det har aven visat sig att det gar att mata LH-koncentrationen for att pavisa
aggstocksvavnad sa lange provtagning undviks vid LH-toppen under 16p (Alm &
Holst 2018).

Ett annat satt for att ta reda pa kastreringsstatus ar att mata cirkulerande anti-
miullerskt hormon (AMH) (Place et al. 2011, Alm & Holst 2018). Ovarierna anses
vara den enda kallan till AMH och darfor kan AMH forvéantas vara en specifik
indikator for forekomst av funktionell gonadvavnad. AMH koncentrationen i
plasma har visats vara hdgre hos intakta tikar an kastrerade tikar, men det finns
overlappningar i koncentrationsintervallen och individuella skillnader.

Vaginalcytologi pa kastrerade tikar i en studie av Rota et al. (2020) visade ett
valdigt cellfattigt utstryk, troligtvis ett resultat av vavnadsdystrofi pa grund av kons-
hormonbrist. En del av studien jamforde utstryken hos kastrerade tikar med tikar i
anostrus. Hélften av de kastrerade tikarnas utstryk inneholl erytrocyter vilket ej sags
hos den andstrala tikarna, detta kan tyda pa skorhet i mucosalagret. Hos andstrus-
tikarna sags ett normalt cellulart ménster med framfor allt PB, IM och enstaka
neutrofiler. Hos varken kastrerade eller andstrala tikarnas utstryk observerades
ostrogenpaverkan eller patologiska tecken.

2.4 Sjukdomstillstand hos tik

2.4.1 Pyometra

Ett sjukdomstillstdnd som kan vara relaterat till dstradiol ar pyometra, livmoder-
inflammation. Pyometra ingar ofta i ett komplex med cystisk endometriehyperplasi
(CEH) da CEH ar en predisponerande faktor for pyometra, men pyometra och CEH
kan utvecklas oberoende av varandra (De Bosschere et al. 2001). Pyometra drabbar
framst medelalders-éldre tikar och utvecklas typiskt under lutealfasen tva till fyra
manader efter Gstrus da progesteron ar hogt. Progesteron gér miljon i livmodern
gynnsam for ett embryo och denna miljo gynnar &ven bakterietillvaxt. Bakterier,
oftast E.coli, nar vanligtvis uterus ascenderande fran vaginaloppningen men aven
hematogent (Hagman 2018). Progesteron stdnger cervix, minskar uteruskontrak-
tionerna, trycker ner det lokala immunsystemet och stimulerar endometrie-
kortlarnas utveckling och utsondring av sekret. Detta sekret &r en bra grogrund for
bakterier (Nelson & Couto 2020). Om livmodern inte lyckas rena sig utvecklas
pyometra, en septisk livmoderinflammation.
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Tikar med pyometra kan presenteras med eller utan flytningar beroende pa om
cervix ar 6ppen eller stangd. En stangd pyometra &r allvarligare da det medfor en
potentiell risk for till exempel livmoderruptur eller septisk peritonit (Jitpean et al.
2016). Vanliga kliniska tecken vid pyometra ar flytningar i olika grad, inappetens,
letargi, polyuri/ polydipsi, takykardi, takypné, sénkt pulskvalité och onormala
slemhinnor. Andra tecken &ar feber, dehydrering, krdkning, bukémhet, rorelse-
svarigheter och diarré. Sjukdomstillstandet diagnostiseras med hjalp av anamnes,
klinisk undersdkning, hematologi och biokemiska analyser, ultraljud och/eller
rontgen av abdomen (Hagman 2018).

Vaginalcytologi utfors inte som rutinméssig diagnostik vid en pyometra och utstryk
kan visa pa en varierande bild. Vid 6ppen pyometra ses stora mangder intra- och
extracelluléara bakterier, degenererade neutrofiler, makrofager, proteinhaltig debri
och epitelceller (Nelson & Couto 2020). Aven en del makrofager, plasmaceller och
lymfocyter kan ses (Hagman 2018). De epitelceller som ses ar framst PB, fler vid
Oppen &n vid stdngd pyometra, och en mindre mangd IM (Llazani et al. 2021).

Cirkulerande nivaer av 6strogen och progesteron har i studier visat sig vara normala
hos tikar med spontan CEH-pyometra (Hadley 1975), &ven om hormonerna antas
spela en roll i patogenesen. Endogena 0strogener tros vara en faktor i patogenesen
antingen genom att paverka livmodern under prodstrus och éstrus, och darigenom
oka kansligheten for progesteronets verkan, eller som en pagaende faktor under
sjukdomens utvecklande (Ververidis et al. 2004). Progesteron spelar en central roll
i patogenesen for CEH-pyometra i och med att sjukdomstillstandet vanligtvis
upptrader i metdstrus som domineras av progesteron, och kan behandlas med
lakemedel som hd&mmar progesteronets verkan (Verstegen et al. 2008). En annan
forfattare skriver att hormonnivaerna av éstrogen och progesteron vanligtvis inte ar
onormalt héga vid CEH-pyometrakomplexet men en 6kad méangd och sensitivitet
av hormonreceptorer tros initiera en forstarkt respons av hormonerna (Hagman
2018).

Det finns dock rapporterade fall av hogre oOstradiolkoncentrationer vid CEH-
pyometra. | studien av Ververidis et al. (2004) méttes serum-dstradiol fore och efter
operation och jamfordes med friska tikar. Resultatet visade att serumdstradiol-
koncentrationen var signifikant hogre hos tikar med CEH-pyometra an hos friska
tikar under metostrus respektive anostrus, dock var ostradiolnivaerna inte sa hoga
som vid proostrus eller dstrus. Aven andra studier (Fayrer-Hosken et al. 1992;
Blendinger et al. 1997) har rapporterat fall av CEH-pyometra med hégre dstradiol-
koncentrationer, men dessa fall hade forlangd 6Ostrus, follikelcystor i ovarierna och
aggstocksforandringar. HOg Ostradiolkoncentration under tidig andstrus nér
progesteronnivaerna ar basala har visats aktivera Ostrogenreceptorerna i uterus
(Ververidis et al. 2004).
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2.4.2 Juvertumorer

Juvertumorer &r den vanligaste neoplasin och efter hudtumorer den vanligaste
orsaken till tumororsakad dod hos intakta tikar (Fan et al. 2021). Cirka hélften av
juvertumorerna ar maligna enligt histologisk beddmning. Den mest kritiska faktorn
for overlevnad och behandling &r tidig diagnostisering. Patogenesen &r inte helt
klarlagd men det finns evidens som tyder pa att dstrogen har en roll i bildandet av
juvertumdorer pa humansidan och dven hos hund (Canadas-Sousa et al. 2019). Flest
juvertumorer drabbar tikar och de som drabbar hanar &r kopplade till testikel-
tumorer som producerar 6strogen (Saba et al. 2007). Ovariehysterektomi i tidig
alder har visat sig ha en forebyggande effekt (Sorenmo et al. 2000) och serumnivaer
av steroidhormoner, bland annat Ostradiol, har rapporterats vara hdgre hos tikar i
anostrus med juvertumarer &n hos friska tikar i anostrus (Queiroga et al. 2005).

Ostrogen &r viktigt for normal utveckling och funktion av flera organ, bland annat
juverkorteln, och bidrar till utvecklingen av juvrets alveoler och utférsgangar
(Hilton et al. 2018). Det har visat sig att 6strogen har en proliferativ och anti-
apoptotisk effekt (Chen et al. 2013) och att vissa intermedidra produkter som
harstammar fran metaboliseringen av 6strogen har en genotoxisk effekt (Santen et
al. 2009). P4 manniska utgor langvarig exponering for ostrogen sasom tidig
menstruationsdebut eller sen menopaus en kand riskfaktor for brostcancer (Dall &
Britt 2017).

I en normal juvervévnad finns dstrogenreceptorer som dstrogen binder till, men i
juvervavnad som &r neoplastiskt transformerad har studier rapporterat férandringar
I strogenreceptorerna och deras uttryck (Rutteman et al. 1988). Ett lagre uttryck
av ostrogenreceptorer har kopplats till en storre tumdorstorlek och lymfknute-
metastasering vilket betyder att Gstrogenreceptorernas uttryck kan fungera som en
markor for prognosen (Nieto et al. 2000). Hos tikar med maligna tumdrer har
serumnivaerna av Ostradiol uppmatts vara signifikant hogre an hos tikar med
benigna tumorer (Queiroga et al. 2005).

Pa humansidan har man visat individuella genetiska skillnader vad galler bildandet
av Ostrogen, dess metabolism och funktion (Bugano et al. 2008). Dessa genetiska
skillnader kan kopplas till hur sannolikt det &r att en individ utvecklar brostcancer,
vilka symtom individen har och hur sjukdomen progredierar (Larsen et al. 2014).
Pa hund har rapporterats viss genetisk variation i genen ESR1. | en studie av
Canadas-Sousa et al. (2019) undersoktes kopplingarna mellan genen ESR1 och
juvertumorer och det visades att det finns hundar med genetiska profiler som har
en senare debutalder av juvertumorer, mindre aggressiva former, utokad tubular
differentiering, mindre tumdrstorlek och béttre prognos. Enligt forfattarna bakom
studien kan det vara sa att dessa hundar som bar pa en annan variant av ESR1 har
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receptorer som &r mindre kéansliga for 6strogen, vilket resulterar i en juvervavnad
som & mindre responsiv for hormonet, och darmed mer skyddad fran dess
carcinogena effekt. Slutsatsen som drogs var att studier av hundens ESR1 genetiska
profil kan hjalpa till att besluta for vilka hundar som man ska rekommendera
forebyggande atgarder mot utvecklandet av juvertumorer, sasom till exempel tidig
kastration.

Kastrering har enligt flera studier visat sig minska risken for juvertumdorer, men i
vilken grad kastrering &r forebyggande mot utvecklandet av juvertumorer ar
omdiskuterat (Beauvais et al. 2012). Kopplingen mellan gonadektomi, tumdrut-
veckling, livslangd och tumorrelaterad dod &r komplex och mekanismerna bakom
processen ar fortfarande ej klarlagda. De motstridande resultaten fran olika studier
anser Canadas-Sousa et al. (2019) kan ha sin forklaring i att hundar har olika
genetisk profil och darmed olika risk att utveckla juvertumdrer. Resultatet i studien
av Canadas-Sousa et al. (2019) visar att canine ESR1-genen skulle kunna anvandas
som underlag vid beslutet om en kastrering, men mer forskning behovs kring vilken
betydelse den genetiska profilen har for att sdga hur stor effekt en kastration har
mot utvecklandet av juvertumorer.
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3. Material och metoder

3.1 Insamling av material

Vaginalcytologiska utstryk och blod samlades in fran friska tikar i olika lI6pcykel-
stadier, friska kastrerade tikar, tikar med pyometra och tikar med juvertumorer.
Rekrytering av hundar skedde via reproduktionscentrum och via akut- och
operationsmottagningen pa SLU Universitetsdjursjukhuset (UDS) under september
och oktober manad 2022 och pé akutmottagningen pa Ostersunds djursjukhus under
juli och augusti 2022. Aven prover tagna i maj 2022 fran SLUs forsokshundar och
23 vaginalcytologiprover fran tikar som provtogs 2019 inkluderades i studien; 14
tikar 1 10p, sex ej i 10p och tre kastrerade. Endast djur som var medgorliga vid
provtagningen och vars dgare godkant djurets medverkan inkluderades i studien.
Studien &r en delstudie av en storre studie om anti-mdallerskt hormon som é&r
godkand av Uppsala djurforsoksetiska namnd (diarienummer 5.8.18-17395/2018).
Totalt samlades prover in fran 16 tikar som €] visade tecken pa I6p, 12 tikar som
visade tecken pa I6p, atta tikar med diagnostiserad pyometra, fem tikar med
juvertumaorer som skulle opereras bort samt tva friska kastrerade tikar. Kriterierna
for att klassas som l6p var anamnestiska uppgifter om att tiken paborjat sitt 16p for
mindre &n tre veckor sedan och/ eller att tiken visade kliniska tecken pa 16p, sdsom
hemorragisk flytning och svullen vulva. Kriterierna for att klassas som ej i 16p var
det motsatta, att tiken paborijat sitt 16p for mer an tre veckor sedan och/ eller att
tiken ej visade kliniska tecken pa l6p.

Vaginalcytologin utférdes med hjélp av bomulispinne, spekulum, natriumklorid
(NaCl), objektsglas, handskar, bomullstussar och klorhexidinsprit. Vulva spritades
av med en bomullstuss fuktad av klorhexidinsprit. Spekulumet fordes in i vagina,
med undantag for de tva kastrerade hundarna dar provet togs utan spekulum da
tikarna var for sma for undersokning med spekulum utanfor 16p. En bomullspinne
fordes in genom spekulumet och rullades mot vaginalslemhinnan. Bomullstoppens
cellmaterial rullades ut pa ett objektsglas. Objektsglaset fargades inom tva veckor
enligt en Romanowsky-typ av fargning (Griinwald-Giemsa) av personal pa Klinisk-
kemiska laboratoriet pa UDS.
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Blodproven togs med hjélp av blodserumror, kanyl, bomullstuss, klorhexidinsprit,
stas, rakapparat och handskar. Omradet for blodprovstagningen rakades om det
behdvdes, och spritades av. Stas anlades. Blod togs fran vena cephalica med hjalp
av en kanyl eller venkateter och samlades upp i ett blodserumrdr. Serumroren
centrifugerades och serumet Overfordes till tva kryoror som frystes ner och
forvarades i -80 °C i vantan pa analys.

3.2 Analys av material

3.2.1 ELISA ostradiolanalys i serum

Blodet analyserades for oOstradiol med hjalp av en enzymkopplad immun-
adsorberande analys (ELISA) test. ELISA &r en analysmetod som anvénds for att
detektera och kvantifiera antikroppar, antigen, proteiner, glykoproteiner eller
hormoner. Metoden baseras pa att antikroppar binder till antigen. Detektionen sker
med hjalp av ett substrat som kan generera farg (Alhajj & Farhana 2022).

Tva ELISA-kit som enligt producenten var tillforlitliga for analys av 6stradiol hos
hund provkordes pa ett par tikar i och utanfor 16p. Forst testkordes Arbor Assays
Canine Estradiol (E2) ELISA-kit (Ann Arbor, USA) men det testet visade pa
odetekterbara nivaer av ostradiol. Ett nytt test bestalldes; Assay Genie Canine
Estradiol (E2) ELISA-kit (Dublin, Irland) och vid testkérning sag det lovande ut
och resten av proverna analyserades med detta test. Assay Genie Canine Estradiol
(E2) Kit &r en kompetitiv ELISA.

Alla prover analyserades i duplikat. Standardprover med dstradiol fran tillverkaren
anvéndes for att generera en standardkurva. Prover utan Ostradiol anvandes som
negativ kontroll. ELISA-plattan tvattades tva ganger innan start och alla brunnarna
marktes upp. Till varje brunn pipetterades 50 pl standardprover, kontrollprover
respektive serumprover. Direkt efter adderades 50 ul 16sning med Ostradiolanti-
kroppar till varje brunn. Plattan tacktes 6ver och inkuberades i 45 min i 37 grader.

Efter inkuberingen tvattades plattan tre ganger med tvattouffert for att fa bort allt
som ej bundit in. Ett konjugat adderades; 100 ul HRP-Streptavidin Conjugate.
Plattan inkuberades pa samma sétt som tidigare i 30 min och tvéttades darefter fem
ganger. Sedan adderas 90 pul TMB substrat som reagerar med det bundna konjugatet
och genererar farg. Plattan inkuberades ytterligare 10-20 min i moérker. Reaktionen
stoppades sedan med 50 pul stopplosning. Den optiska densiteten mattes darefter
med en plattavlasare installd pa 450 nm vaglangd. Koncentrationen ostradiol
bestdmdes sedan genom att proverna jamférdes med standardkurvan som hade
kanda koncentrationer.
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3.2.2 Vaginalcytologi avlasning

Vaginalcytologiproverna blindades och avlastes ett at gangen enligt tva olika
metoder. Forst enligt metoden som beskrivs i artikeln fran Reckers et al. (2022).
Preparaten fotades i 4x och i 10x med Nikon eclipse kamera och cellernas diameter
och cellkdrna méttes i programmet NIS-Elements. Med en manuell elektronisk
cellraknare raknades darefter 100 eller 200 celler fran varje preparat beroende pa
hur cellrikt preparatet var. | cellrika preparat réknades 200 celler. Cellerna
bedémdes som parabasalcell (PB), intermediércell (IM), superficialcell (SF) eller
anuklear superficialcell (SQ) enligt flodesschemat nedan (Figur 2) som ar baserat
pa Reckers et al. (2022) flodesschema for celldetektion, beskrivet i litteraturen.

Flodesschema enligt
Reckers metod
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Figur 2. Flodesschemat for cellbedémning som anvandes i denna studie baserat pa Reckers
framtagna flédesschema. Bilderna ar tagna fran preparaten som analyserades i denna studie med
hjélp av Nikon eclipse kamera.

Enda skillnaden fran Reckers flodesschema var att istallet for att mata cellkarnans
area, mattes dess diameter och gransen drogs da vid 10 pum i diameter istéllet for
arean 79,5 um? for att klassa cellen som IM. Diametern beriknades genom att losa
ut radien i formeln for cirkelns area; r’z och multiplicera med tva. Vid anvéndning
av detta flodesschema gjordes bedomningen att cellkdrnans area ej spelade nagon
roll enligt flodesschemat om cellen hade fler an tva forhorningslinjer, utan da
klassades den som en SF eller SQ. Proverna tolkades darefter avseende om de hade
en ostrusbild eller inte. Grénsen for 6strus drogs vid >90 % forhornade celler enligt
definitionen av Bouchard et al. (1991).
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Andra avlasningsmetoden var enligt metoden som lars ut pa veterinarprogrammet
pa SLU (Axnér 2019). Metoden gar ut pa att studera preparatet 6versiktligt och gora
en uppskattning om hur manga PB, IM, SF, erytrocyter och neutrofiler som finns.
Bakterieforekomst av intra- och extracelluléra bakterier analyserades ej i denna
studie. Den generella bilden av preparatets utseende beskrivs avseende celltéthet,
cellmonster och eventuell forekomst av 16sa cellkarnor, celldebris, slemstrak eller
andra fynd. I denna studie lades &ven en uppskattning om antalet SQ till som en
separat cell atskild fran SF. | ett protokoll skriver man ett streck om inga celler av
den typen hittats, ett plus om enstaka hittats, tva plus om det ar mattlig forekomst
av cellen och tre plus om man bedémer det som riklig forekomst. Dérefter jamfors
resultatet med en mall som ses nedan som visar hur stadierna ser ut normalt sett
(Tabell 1). Lop tolkades enligt vaginalcellutstryket som 6strus eller prodstrus och
ej 16p som andstrus eller metdstrus.

Tabell 1. En mall for kategorisering av l6pcykelstadie enligt metoden som lars ut pa SLU, tabell:
Axnér (2019)

Cyklusstadie | Parabasalceller | Intermediarceller Superficialceller | Erytrocyter Neutrofiler
Anostrus Enstaka till Inga till enstaka, ibland | Inga Inga Enstaka
mattligt mattligt
Prodstrus, Enstaka till Mattligt Inga till enstaka Rikligt Enstaka
tidig mattligt
Progstrus, Enstaka Mattligt till rikligt Mattligt Rikligt Enstaka
sen
Ostrus Inga Inga till max 20 % Rikligt Inga till mattligt Inga
Metostrus Enstaka Mattligt till rikligt Enstaka i borjan, | Enstaka till mattligti | Mattligt till rikligt i
sedan inga borjan, sedan inga borjan, blir sedan farre

3.2.3 Statistiska analyser

Resultaten fran avlasningsmetoderna analyserades med hjalp av statistik-
programmet Minitab i form av boxplot, individual value plot och scatterplot.

De olika gruppernas (ej i 16p, i 16p, kastrerad, pyometra, juvertumor, samt andstrus,

prodstrus, 0Ostrus och metostrus) ostradiolvarden jamfordes med en envdgs
variansanalys i Minitab.
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4. Resultat

Totalt analyserades prover fran 66 tikar varav 23 fran 2019 och 43 fran 2022. Av
de 66 tikarna grupperades 22 som €j i 16p, 26 som i 16p, fem som juvertumarer, fem
kastrerade friska och atta som pyometra. Raserna som férekom var beagle (19st),
schafer (6st), labrador retriever (4st), berner sennen (2st), flat coated retrievers
(2st), pudel (2st) och vardera en av raserna american staffordshire terrier, australian
shepherd, belgisk vallhund, border collie, chesapeake bay retriever, chihuahua,
collie, finsk lapphund, fransk bulldog, golden retriever, golden-doodle, grahund,
jack russel, jamthund, kinesisk nakenhund, labradoodle, lapsk vallhund, petit
brabancon, pomeranian, tax, tollare, vastgotaspets, welsh springer spaniel, west
highland white terrier och ostsibirisk lajka. Aven sex blandrashundar férekom i
studien. Aldern varierade fran 1,5 till 13 &r med en medelalder pa runt sju &r. |
anostrus-gruppen var de flesta hundar fem ar gamla och av rasen Beagle medan i
de andra grupperna var ras och alder blandat.

Fran fyra av tikarna med juvertumorer erh6lls PAD svar som visade benigna
tumorer (adenom) hos tva av dem och maligna (komplext carcinom) hos tva. Tre
av dessa tikar hade genomgatt mastektomi forut. Av hundarna med pyometra var
hélften slutna och hélften éppna och fyra l6pte for tva manader sen, en for fyra-fem
veckor sen, en for tre manader sen, en var i sitt 16p nu och en hade ej nagon uppgift
om senaste 16p. Uppgifterna om senaste I6pningen ar estimerade och har erhallits
genom anamnesen fran djurdgaren men det fragades ej om “tva manader” avser
slutet eller borjan pa senaste 16pet. Med undantag for atta av beaglarna da erholls
uppgifter om hela I6pets langd och tiden &r da raknad fran borjan av senaste 16pet.
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4.1.1 Jamforelse mellan aviasningsmetoderna for
vaginalcytologibedémning

Med Reckers metod tolkades epitelceller som har fler &n en forhorningslinje som
SF oberoende av kérnans storlek. Karnans storlek méttes enbart om cellen hade
ingen eller liten férhorning och da raknades den som en IM om kérnan var storre
an 10 um i diameter. Med metoden som lars ut pa SLU var karnans storlek av stor
vikt i beddmningen och de med storre kdrna bedomdes som 1M och de med mindre
som SF. Till foljd av detta bedomdes emellanat epitelceller med storre kdrna én 10
um som IM med metoden som lars ut pa SLU men som SF med Reckers metod
(Figur 3).

Inga férhorningslinjer

Minst tva
forhorningslinjer men
stor cellkarna

Oklart om
forhorningslinjer
eller vikta celler

Figur 3. En beskrivning av hur bedémningen av férhorningslinjer sag ut och hur det ibland var
svart att bedéma. Bilderna &r tagna fran preparaten som analyserades i denna studie med hjalp av
Nikon eclipse kamera.

| figurerna nedan visas hur metoderna skilde sig at avseende andelen identifierade
celler av vardera celltyp. | figur 4 kan ses att med Reckers metod identifierades
betydligt fler superficialceller &n med SLU-metoden. Detta medfor att dven i
gruppen av hundar med lindrig férekomst (+) enligt metoden som lars ut pa SLU
sags upp till 60 % superficialceller med metoden enligt Reckers (Figur 4). | denna
jamforelse ska dock tas i beaktan att pa ena axeln visas procentandel celler och pa
andra axeln mangd celler vilket betyder att det ej forvéntas vara en fullstandig
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Overensstdammelse. B&dgge metoderna var 6verens géllande avsaknad av SQ-celler
(Figur 5). Variationen var storre nar metoden som lars ut vid SLU identifierade
rikligt (+++) med SQ-celler medan proportionen celler som identifierades via
Reckers metod varierade mycket i den gruppen (Figur 5). Tvartom mot for super-
ficialcellerna identifierades farre IM celler med Reckers metod & med metoden
som lars ut via SLU (Figur 6). Detta kan forklaras med att Reckers baserar sin
bedémning pa forhorningslinjer snarare an cellkarnans storlek medan SLU-
metoden baserar sin bedomning pa cellkarnans storlek snarare an forhorningslinjer.
Overensstammelsen mellan metoderna och bedémningen av parabasalceller kan ses
I Figur 7.

Bedomning av SF mellan metoderna
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% SF enligt Reckers metod
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T T T
+ ++ +++

Méngden SF enligt SLU-metoden

Figur 4. Jamforelse av bedémningen av superficialceller mellan metoderna. Ladorna innefattar den
mittersta hélften av materialet och deras avgransning markerar forsta kvartilen (Q1) och tredje
kvartilen (Q3). Vagrata linjen inuti ladan markerar medianvardet. Den vertikala linjen markerar
det stérsta och lagsta vardet.
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Beddmning av SQ mellan metoderna
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Mingden SQ enligt SLU-metoden

Figur 5. Jamforelse av bedémningen av anukledra superficialceller mellan metoderna. Ladorna
innefattar den mittersta hélften av materialet och deras avgréansning markerar forsta kvartilen (Q1)
och tredje kvartilen (Q3). Vagrata linjen inuti ladan markerar medianvardet. Den vertikala linjen
markerar det storsta och l&gsta vardet. Stjarnorna markerar avvikande varden.

Bedomning av IM mellan metoderna
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Méngden IM enligt SLU-metoden

Figur 6. Jamforelse av bedomningen av intermediarceller mellan metoderna. Ladorna innefattar
den mittersta halften av materialet och deras avgransning markerar forsta kvartilen (Q1) och tredje
kvartilen (Q3). Vagrata linjen inuti ladan markerar medianvardet. Den vertikala linjen markerar
det stérsta och lagsta vardet. Stjarnorna markerar avvikande varden.
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Bedomning av PB mellan metoderna
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Figur 7. Jamforelse av beddmningen av parabasalceller mellan metoderna. Ladorna innefattar den
mittersta hélften av materialet och deras avgransning markerar forsta kvartilen (Q1) och tredje
kvartilen (Q3). Vagrata linjen inuti ladan markerar medianvardet. Den vertikala linjen markerar
det stérsta och lagsta vardet. Stjarnorna markerar avvikande varden.

4.1.2 Vaginalcytologibeddmning enligt Reckers metod

| tabell 2 ses att av de 26 tikar som kliniskt visade tecken pa 16p eller anamnestiskt
borde vara i 16p, hade 25 en 6strusbild pa vaginalutstryket dar cellerna bedémdes
med Reckers metod och definitionen for dstrus var >90 % forhornade celler. En tik
som enligt anamnesen I6pte visade ej nagon Ostrusbild dvs andelen férhornade
celler var <90 %. Denna tik befann sig enligt anamnesen i dag 14 i sitt 16p och med
metoden som lars ut pd SLU tolkades den som prodstrus. Av de 22 tikar som ej
visade tecken pa 16p, hade 21 ingen ostrusbild medan en tolkades som 6strus. Detta
prov var mattligt cellrikt och hade mycket celldebri, cellartefakter och vad som sag
ut som 16s cytoplasma som tolkades som SQ. Enligt Reckers metod hade preparatet
83 % SQ och totalt 97 % forhornade celler vilket da 6versteg gransvardet for ostrus.
Denna tik 16pte senast for sex man sedan. Av de kastrerade tikarna och de med
juvertumorer hade ingen en Ostrusbild enligt denna beddmningsmetod. Av tikarna
med pyometra tolkades en att vara i dstrus och sju tolkades som inte i 6strus. Den
tiken som tolkades vara i Ostrus 16pte for tillfallet enligt anamnesen och dess
preparat var mycket cellrikt.
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Tabell 2. Tolkning av l6pstadie med hjalp av vaginalcytologi enligt Reckers metod

Anamnes Ej 6strushild Ostrusbild Totalt
I 16p 1 25 26

Ej tecken pa lop 21 1 22
Kastrerad 5 0 5
Juvertumor 5 0 5
Pyometra 7 1 8
Totalt 39 27 66

4.1.3 Vaginalcytologibedémning enligt metoden som lars ut pa
SLU

Tolkning av I6pstadie enligt metoden som lars ut pa SLU presenteras i tabell 3. Av
tikarna som Kliniskt eller anamnestiskt bedémdes vara i I0p visade vaginal-
cytologibilden pa 6strus hos 21 tikar, prodstrus hos fyra och metdstrus hos en efter
bedémning med metoden som lars ut pa SLU. Tikarna som bedémdes vara i
proodstrus borjade 10pet for ca 8, 11, 14 och 15 dagar sen. Tiken som tolkades som
metostrus I6pte i ca dag 11. Av tikarna som ej visade tecken pa 16p hade 14 en
anostrusbild, tva prodstrus-, en éstrus- och fem metostrushild. Tiken som bedémdes
vara i 0strus har var samma som den enda tiken ovan som beddmdes vara i Gstrus,
med 83 % SQ enligt Reckers metod och definitionen av Bouchard et al. (1991). Av
tikarna som ej visade tecken pa I6p tolkades 95 % som ej dstrus med Reckers metod
och Bouchards definition och 86 % som andstrus eller metdstrus med metoden som
lars ut pd SLU, resterande som prodstrus och dstrus.

Av de kastrerade tikarna beddmdes tre som andstrus, en som @strus och en met-
Ostrus. Den som beddmdes som 6strus hade rikligt med SQ och lindrigt med SF.
Den som bedémdes som i metdstrus var svarbedémd och passade egentligen inte i
nagon kategori men var mest lik metostrus.

Tabell 3. Tolkning enligt metoden som lars ut pa SLU

Anamnes An0strus Pro0strus Ostrus Metostrus ~ Totalt
I 16p 0 4 21 1 26

Ej teckenpalop 14 2 1 5 22
Kastrerad 3 0 1 1 5
Juvertumor 5 0 0 0 5
Pyometra 5 (med 0 1 2 8
Totalt neutr) 6 24 9 66

27

Av de med juvertumorer tolkades samtliga som andstrus. Tva av dessa var
kastrerade, tva lopte senast for ca tva manader sedan och en saknade uppgift om
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senaste 16p. Av tikarna med pyometra visade fem utstryk pa andstrus, ett visade
ostrus och tva hade ett utstryk som visade pa metéstrus. Tiken i Ostrus var samma
som i Reckers beddmning ovan och I0pte for tillfallet. Den ena tiken i metdstrus
|6pte senast for tva manader sedan och den andra saknade uppgifter om senaste
I6pningen. Uppgifterna om senaste Iépningen ar estimerade och har erhallits genom
anamnesen fran djuragaren men det fragades ej om tva manader avser slutet eller
borjan pa senaste lopet.

Den generella cytologibilden fran tikarna med pyometra visade pa andstrus med
okat antal neutrofiler och degenererade celler (Tabell 4). Tva tikar med pyometra
hade en met6strusbild, den ena i form av metdstrusceller och ett mattligt cellrikt
preparat med mattligt med IM och neutrofiler. Avvikande fran metostrus i SLU-
bedémningstabellen var dock att den hade rikligt med erytrocyter och mattligt med
SQ. Den andra tiken med pyometra hade ett mycket cellrikt utstryk med rikligt med
IM och neutrofiler. Avvikande fran SLU-beddmningstabellen var att den hade
mattligt med PB. Gemensamt for alla tikar med pyometra var att vaginalutstryken
innehdll neutrofiler, saval de 6ppna som de stangda pyometrorna, och en stor
mangd degenererade celler.

Tabell 4. Generell cytologibild hos tikarna med pyometra, juvertumérer och de kastrerade tikarna
Anamnes Cytologibild

Pyometra Mycket cellfattigt > mycket cellrikt

Enstaka -> rikligt med degenererade neutrofiler

Inga-> rikligt med erytrocyter

Celldebri, slemstrak, slemtradar, extracellulara bakterier
VI:Z”xemng; _
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Metostruscell:

Juvertumorer

Mycket cellfattigt- mattligt cellrikt
Inga—> enstaka neutrofiler

Celldebri, 16sa cellkarnor, slemtradar
Exempel:

Kastrerade

Mycket cellfattigt- mattligt cellrikt
Inga—> enstaka neutrofiler

Celldebri, I6sa cellkarnor, slemtradar
Exempel:
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4.1.4 Jamforelse av ostradiolkoncentrationen mellan de olika
grupperna

Hos tikarna utan tecken pa lop var medianvardet av Gstradiolkoncentrationen
852 pg/ml med stor spridning (375-3437 pg/ml). Hos tikarna med tecken pa I6p var
medianen 982 pg/ml (spridning: 603-5695 pg/ml). Tikarna med juvertumorer hade
en median pa 407 pg/ml (spridning: 288-1464 pg/ml). De tva tikarna med benigna
tumorer (adenom) enligt PAD-svaret hade ett 6stradiolvarde pa 288 respektive 412
pg/ml. De tva tikarna med maligna tumorer (komplext carcinom) enligt PAD hade
ett Gstradiolvarde pa 365 respektive 1464 pg/ml (Figur 8). Tiken med hdgst
koncentration hade flera tumdrer och genomgatt mastektomi tidigare. De kastrerade
tikarna hade en median pa 662 pg/ml (spridning: 612-1236 pg/ml) och tikarna med
pyometra hade en median pa 547 pg/ml (spridning: 345-1378 pg/ml). De tva
tikarna med pyometra som hade hogst ostradiolvarde beddmdes vara i metostrus
och andstrus och den med lagst varde bedémdes vara i andstrus.

Koncentrationen ostradiol (pg/ml) i de olika grupperna
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Figur 8. Jamforelse av koncentrationen éstradiol (pg/ml) mellan de olika grupperna. Tva mycket
hoga Gstradiolvarden, en hos en tik utan tecken pa I6p (3437 pg/ml) och en hos en tik i 16p (5695
pg/ml) visas endast som kryss i ovankant.

Ostradiolkoncentrationerna jamfordes ocksa mot vaginalcytologiska bilden och
skiljde sig inte markvart mellan de olika I6pstadierna. Ostradiolkoncentrationen hos
tikarna som bedomdes som andstrus med metoden som lars ut pa SLU hade som
medianvérde 696 pg/ml (spridning: 288-2066 pg/ml). | prodstrus lag medianen pa
835 pg/ml (spridning: 624-1657 pg/ml). | 6strus var medianen 942 pg/ml (sprid-
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ning: 375-5695 pg/ml). Metostrus-tikarna hade ett medianvarde pa 646 pg/ml
(spridning: 516-3437 pg/ml) (Figur 9).

Koncentrationen &stradiol (pg/ml) i de olika cyklusstadierna
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Figur 9. Jamférelse av koncentrationen dstradiol (pg/ml) i de olika cyklusstadierna. Tva mycket
hoga ostradiolvarden pa 3437 pg/ml i metdstrus och 5695 pg/ml i dstrus visas endast som kryss i
ovankant.

Det var ingen signifikant skillnad i 6stradiolkoncentration mellan grupperna med
olika diagnoser (P=0,14) eller cyklusstadier (P=0,7) enligt en envags variansanalys
i Minitab.

Proportionen férhornade celler (SF+SQ) enligt Reckers metod, som baserades pa
forhorningslinjer, mot koncentrationen 0Ostradiol presenteras i Figur 10. Inget
samband sags mellan koncentrationen av Ostradiol och andel forhornade celler
réknade med Reckers metod.
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Jamforelse av andelen férhornade celler och koncentrationen dstradiol (pg/ml)
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Figur 10. Jamforelse av andelen forhornade celler enligt Reckers metod i forhallande till
koncentrationen dstradiol ( pg/ml). Tva mycket hoga éstradiolvarden pa 3436 pg/ml och 5695 pg/ml
visas endast som kryss i hogerkant. Vardet pa 3436 pg/ml hade 16,5 % forhornade celler enligt
Reckers metod och vérdet pa 5695 pg/ml hade 100 % forhornade celler.

4.1.5 Frekvens forhornade celler hos de olika grupperna

Graden av Ostradiolpaverkan pa vaginalepitelet undersoktes genom att rékna
andelen forhornade celler pa vaginalutstryken. Figurerna 11 och 12 nedan visar
andelen forhornade celler beddmda enligt Reckers metod mot cyklusstadie enligt
metoden som lars ut pa SLU och grupperade efter anamnesen. Observera att
metodernas definition av SF och SQ skiljer sig. Andelen férhornade celler med
Reckers metod ckade fran det SLU-metoden definierade som andstrus till prodstrus
och var som hdgst under 6strus for att sedan minska igen under metostrus (Figur
11). Andelen forhornade celler varierade fran hog till 1ag vid samtliga diagnoser,
forutom hos tikar i 16p som konsekvent hade en proportion av férhornade celler
>40 % och majoriteten >90 % (Figur 12).
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Andelen forhornade celler i de olika cyklusstadierna
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Figur 11. JAmforelse av andelen férhornade celler enligt Reckers metod i de olika cyklusstadierna.
Ladorna innefattar den mittersta halften av materialet och deras avgransning markerar forsta
kvartilen (Q1) och tredje kvartilen (Q3). Vagrata linjen inuti lddan markerar medianvardet. Den
vertikala linjen markerar det storsta och lagsta vardet. Stjarnorna markerar avvikande varden.

Andelen forhornade celler i de olika grupperna
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Figur 12. Jamforelse av andelen forhornade celler enligt Reckers metod i de olika anamnes-
grupperna. De individuella vardena visas och gransvardet for 6strus pa 90 %.
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5. Diskussion

| den hér studien undersoktes vaginalutstryk och Ostradiolkoncentration hos 53
friska tikar i olika cyklusstadier, samt 13 tikar med pyometra eller juvertumorer.

5.1.1 Jamforelse av avlasningsmetoderna for
vaginalcytologibedémning

Med Reckers metod gjordes enbart bedomningen ostrus eller ej dstrus da metoden
endast var skapad for cellbedomning och inte hade riktlinjer for kategorisering i de
olika l6pcykelstadierna. Ett gransvarde for strus drogs vid >90 % forhornade celler
(SF+SQ) enligt definitionen fran Bouchard et al. (1991). Med denna grans var
samstammigheten med anamnesen for tikar i 16p ca 93 % enligt data fran tabell 1,
vilket motsvarade tva felbedomda i figur 12. Samstammigheten for tikar utan
tecken pa l6p var ca 95 % vilket motsvarade en felbedomd. Alla de kastrerade
tikarna, tikarna med juvertumar och tikarna med pyometra bedémdes utifran dessa
kriterier att inte ha nagon Ostrushild forutom en tik med pyometra som vid provtag-
ningen fortfarande befann sig i 16p. | figur 12 kan ses att denna brytpunkt pa 90 %
forhornade celler l1ampade sig bra for att beddma 6strus i detta material.

Med metoden som lérs ut pa SLU gjordes en helhetsheddmning av preparatet och
en kategorisering av l16pcykelstadie utifran uppskattat antal celler i vaginalutstryket.
Rakning av procentuell fordelning av olika celltyper utfordes inte. Till skillnad fran
Reckers metod inkluderades éven erytrocyter och neutrofiler i bedémningen samt
ett allmént intryck av cellutstryket avseende celltathet, cellernas utseende och
cellmonster. Detta gjorde det mojligt att dela in preparaten i de olika lI6pcykel-
stadierna och pa sa satt ar metoden mer applicerbar i den kliniska verksamheten.
Att bedéma cellutstryket med metoden som lérs ut pa SLU gick fortare, var enklare
och kréavde mindre avancerad utrustning i och med att cellerna ej behdvde maétas.
Den framsta nackdelen med metoden som lars ut pa SLU ar att bedémningen blir
subjektiv och det finns inga objektiva matt pa hur preparaten ska bedémas. En
studie av Moxon et al. (2010) visade att det ar véldigt ldg samstammighet mellan
olika veterinérer i beddmningen av vaginalutstryk och att det darfér bor finnas en
kvalitetskontroll.
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Samstammigheten mellan metoderna vid beddmning av celltyp och deras antal var
lagst avseende SF. I ett av preparaten kunde inga SF noteras med metoden som lars
ut pa SLU och 66 % SF med Reckers metod. Detta utstryk kom fran en tik med
pyometra och dessa var generellt mer svarbedémda pga fler degenererade celler.
En forklaring till att antalet SF i manga fall skattades hogre med bedémning av
Reckers metod an metoden som lars ut pa SLU, var att i Reckers avlasningsmall
ska alla celler med tva eller fler férhorningslinjer beddmas som SF oberoende av
karnans storlek. Forhorning ar steget fore kédrnans storlek i bedémningsmallen.
Forhorningslinjer ar dessutom inte latta att skilja fran linjer skapade av att cellerna
ar vikta eller ihopskrynklade vilket kan ha gjort att manga celler felaktigt
klassificerats som SF men egentligen varit IM. Med metoden som lars ut pa SLU
daremot gors en sammanvégning av hela cellens utseende och metoden ger mer
utrymme for subjektiv beddmning. Med Reckers metod beddmdes epitelceller som
hade flera forhorningslinjer och stor kdrna som SF, men enligt flera forfattare ska
SF ha en pyknotisk kérna (Christie et al. 1972; Pérez et al. 2005; Aydin et al. 2011).
Om man foljer Reckers metod kan det leda till att IM felklassificeras som SF, vilket
ger en overtolkning av SF i vissa prover.

Effekten av denna Overtolkning av SF ar dock inte s stor i denna studie da
preparaten beddmdes enbart som 6strus eller ej dstrus med Reckers metod och
resultatet visade att det fanns bara ett vaginalutstryk som tolkades som 6strus utan
att vara det. Daremot om Reckers cellbedémning skulle anvéndas ihop med en
helhetsbeddmning av preparatet for att klassificera l6pcykelstadium, skulle det
kunna bli fel. Till exempel fanns det ett andstrus-preparat dar 65 % av cellerna
klassificerades som SF med Reckers metod. Med sa hog procentandel SF hade nog
preparatet ej bedémts som andstrus. Overtolkningen var sannolikt lagst i strus-
preparaten dar IM var sallsynta, och storst i de preparaten med flest IM som da
kunde missbedémas som SF.

Beddmningen av IM och PB hade hogre samstdammighet mellan metoderna &n SF.
Mattlig férekomst (++) av IM enligt metoden som ldrs ut pa SLU visade sig ha
hogre %-andel an riklig (+++) enligt Reckers metod. En forklaring till detta kan
vara att &ven om 89 % av 100 raknade celler bedoms som IM betyder inte detta att
det finns en riklig forekomst, da preparatet kan vara mycket cellfattigt och cellerna
darmed valdigt utspridda. Det gor denna jamforelse nagot missvisande. Bada
metoderna kom dock i de flesta fall fram till samma tolkning av l6pcykelstadie och
en tolkning som dverensstdimde med anamnesen.

40



5.1.2 Jamforelse av Ostradiolkoncentrationen

Ostradiolkoncentrationen hos tikarna méattes med hjalp av en ELISA; Assay Genie
Canine Estradiol (E2) ELISA Kit (Dublin, Irland). Det finns ingen publicerad
valideringsstudie av denna ELISA.

Ostradiol ska normalt sett vara som hogst i proostrus da hormonet har sin topp
(Concannon 2011). I denna studie visade dock resultatet ingen signifikant skillnad
I Ostradiolkoncentration mellan olika cyklusstadier vilket var oférvantat. Det kan
bero pa felkallor sasom att proverna har bedomts till fel cyklusstadium eller att fel
ostradiolvéarde uppmatts. Da langden pa prodstrus och Gstrus varierar mycket tikar
emellan, finns det manga som ar bedémda som &strus som anamnestiskt sett skulle
kunna befinna sig i prodstrus. Ostradiol toppar normalt i sen progstrus, det vill sédga
i ndra anslutning till 6strus. Ostradioltoppen varierar dock mellan tikar (Nelson &
Couto 2020) vilket kan ha gjort att tidpunkten for toppen missats vid det enstaka
provtagningstillfallet. En annan férklaring kan ligga i att forhorningsgraden nar sitt
maximum en till sex dagar fére LH-toppen, vilket intraffar nagon dag efter
Ostradiol-toppen (Concannon 2011). Det betyder att preparatet kan vara helt
forhornat och beddmas som &strus innan 6stradiol haft sin topp. En mojlighet &r
aven att ELISA-metoden som anvandes inte fungerar optimalt for hund och att den
mater in nagot annat ocksa.

Trots de relativt hoga 6stradiolvéardena i andstrus sags inga tecken pa ostradiol-
paverkan hos tikarna, sdsom svullen vulva eller hemorragisk flytning, eller pa
vaginalcytologiutstryket i form av hog andel foérhornade celler. Liknande resultat
sags i en studie av Olson et al. (1982) och dar diskuterades om receptorerna
mojligen behover tid pa sig att reagera pa de 6kade koncentrationerna av Gstradiol.
Pa katt har det visats att de cytologiska forandringarna i vagina kommer nagra dagar
efter de hormonella (Holst et al. 2000). Da ostradiol endast mattes vid en tidpunkt
i denna studie finns ingen vetskap hur lange de varit hdga. Hoga koncentrationer av
ostrogen i andstrus, ibland hogre &n prodstrus, har dven pavisats i andra studier
(Mellin et al. 1976; Graf 1978). | dessa studier har det dock ej varit specificerat att
just ostradiol-17p var hogt vilket betyder att det kan ha varit andra dstrogener som
var forhojda som hade mindre paverkan pa vaginalepitelet.

Hos de kastrerade tikarna varierade Gstradiolkoncentrationerna fran 612 till 1236
pg/ml. Det &r liknande niva som de andra grupperna vilket visar att ett enskilt
ostradiolvérde ej kan anvéandas for att skilja kastrerade tikar fran tikar i andstrus.
Detta stimmer Gverens med resultatet fran en studie av Frank et al. (2003), som
diskuterar att det kan bero pa att 6stradiol har samma produktionskélla hos dessa
tikar; aromatisering av androstendion och testosteron i perifer vavnad (Nelson &
Bulun 2001). Tikarna i anostrus hade dstradiolkoncentrationer med storst spridning

41



och de varierade fran 375 till 3437 pg/ml. Provet med lagst ostradiol hade en
vaginalcytologibild av rikligt med SQ (anukleéra superficialceller), men en av de
kastrerade tikarna som ocksa hade rikligt med dessa celler hade istéllet relativt hogt
ostradiol, vilket innebar att det &r svart att dra nagon slutsats kring kopplingen
mellan SQ och 6stradiolkoncentrationen.

Resultatet visade ingen signifikant skillnad i Ostradiolkoncentration mellan de
friska tikarna och tikarna med pyometra och juvertumorer. Fyra av fem tikar med
juvertumdrer hade varden under 413 pg/ml vilket gor deras genomsnittliga vérde
lagst bland alla grupperna. Detta gar emot resultatet fran studien av Querioga et al.
(2005) som uppmatte hogre nivaer hos tikar med juvertumarer an hos friska hundar
i anostrus. En tik hade en mycket hog koncentration (1464 pg/ml) och ett komplext
karcinom, men dven en tik med Iag koncentration hade ett komplext karcinom, sa
det &r svart att dra en koppling mellan hogt 6stradiol och malignitet utifran detta
resultat. Antalet hundar i studien av Querioga et al. (2005) var dock betydligt hdgre,
totalt 80 hundar med juvertumaorer jamfort med fem i denna studie, vilket gor deras
resultat mer tillforlitligt. Dessutom jamfordes Ostradiolvardena fran juvertumorerna
ej med tikar i samma cykelstadie i denna studie tillskillnad fran deras studie. Det ar
mojligt att olika l6pcykelstadie, spridningen pa typ av juvertumorer samt det laga
antalet i vart material paverkat resultaten.

Ostradiolkoncentrationerna hos tikarna med pyometra varierade fran 345 till 1378
pg/ml vilket ar liknande nivaer som de friska tikarna. Detta stimmer med tidigare
studiers resultat som visat att 6strogennivaerna hos tikar med CEH-pyometra ej &r
hogre an normalt (Hadley 1975; Hagman 2018). Det finns studier som har visat pa
signifikant hogre nivaer vid CEH-pyometra (Ververidis et al. 2004) men detta
kunde ej ses i denna studie. De tva tikarna med pyometra och hogst 6stradiolvarde
beddmdes vara i metdstrus och andstrus och den med lagst varde i andstrus, vilket
betyder att ingen koppling kan dras till Iopcykelstadie. En av tikarna med pyometra
befann sig i 16p och denna hade en 6stradiolniva pa 603 pg/ml vilket ar i niva med
de friska tikarna som befann sig i I6p. | detta material finns darmed inga tecken pa
att Ostradiol ar en bra indikator for juvertumorer eller pyometra. Tikarna som
jamfordes var dock ej i samma fas i 16pcykeln vilket annars hade varit 6nskvért for
att fa en rattvisare jamforelse.

Det finns normalt en stor normalvariation i stradiol bade mellan individer och
inom samma individ (Frank et al. 2010) vilket kan forklara det spretiga resultatet i
denna studie och gor det svart att jamféra och dra slutsatser. En orsak till detta &r
att ostradiol produceras dven i binjurarna och manga extraglanduléra vavnader till
exempel fettvdvnad och huden (Nelson & Bulun 2001). Av den anledningen verkar
inte Ostradiol ensamt vara tillforlitligt nog for att diagnostisera olika sjukdoms-
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tillstand, kategorisera hundar i olika lopcykelstadier eller skilja intakta fran
kastrerade tikar.

5.1.3 Frekvens forhornade celler pa vaginalutstryken

Vid jamforelse av koncentrationen ostradiol och procentandelen férhornade celler
pa vaginalutstryken (SF+SQ) raknade med Reckers metod sags inget samband nar
resultaten bedomdes i grafer. Det betyder att i denna studie speglar ej cellbilden
oOstradiolkoncentrationen i blodet. En anledning kan vara att Reckers metod gav en
overtolkning av SF hos vissa tikar. | vissa fall var det svart att avgora om cellen
hade forhorningslinjer eller var ihopskrynklad av ovarsam provhantering. Dessa
celler kan da ha felbedomts som SF fast att de i sjalva verket var IM och det blir da
fel nér Gstradiol jamfors med icke férhornade celler. En annan anledning kan vara
en suboptimal ostradiolmetod. Ostradiolmetoden kanske mater in ndgot annat
ocksa.

Resultatet visar ingen tydlig ostradiolpaverkan i form av stor andel férhornade
celler pad vaginalutstryket hos tikarna med sjukdomstillstanden juvertumdr och
pyometra. Detta trots att Reckers metod sannolikt ¢vertolkat andelen férhornade
celler i preparaten. Aven om tre av tikarna med dessa sjukdomstillstand hade en
ostradiolkoncentration pa >1000 pg/ml kunde ingen 6strusbild ses pa deras utstryk.
| tabell 1 ses att endast en av atta tikar med pyometra hade en 6strushild. Denna
pyometra-tik var dock i 16p vid provtagningen vilket betyder att ingen koppling
mellan hogt ostradiol och sjukdomstillstandet kan dras i detta fall. Vid SLU-
bedémningen hade alla tikarna med juvertumdrer och fem av atta tikar med
pyometra en anostrusbild. Tikarna med pyometra visade dock pa andstrus med
neutrofilinflammation och degenererade celler. Gemensamt for alla tikar med
pyometra var att vaginalutstryken inneholl neutrofiler, saval de Gppna som de
stdngda pyometrorna, och en stor méngd degenererade celler.

Vaginalcytologibilden for tikarna med pyometra stamde pa det stora hela 6verens
med litteraturen. Degenererade neutrofiler, proteinhaltig debri samt intra- och
extracelluldra bakterier kan ses vid pyometra enligt Nelson & Couto (2020).
Bakterieforekomst av intra och extracelluléara bakterier analyserades ej i denna
studie men hade varit intressant hos hundarna med pyometra. Huruvida det fanns
makrofager, plasmaceller och lymfocyter, som beskrivs av Hagman (2018) &r svart
att saga da de flesta celler var degenererade vilket gor att dessa kan ha tolkats som
epitelceller. Enligt Llazani et al. (2021) ska det vid pyometra finnas flest PB av
epitelcellerna men det sags bara i ett prov. Resterande prover hade fler IM vilket
kunde finnas i mindre mangd enligt Llazani et al. (2021). Det kunde ¢j ses fler PB
vid 6ppen pyometra an vid stangd, sasom beskrivits av Llazani et al. (2021), men
for att undersoka det vidare hade ett storre antal hundar behovts.
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Vaginalcytologiutstryken hos de kastrerade tikarna visade ingen 6strusbild med
Reckers metod och med definitionen att dstrus &r >90 % fdérhornade celler. Med
metoden som lars ut pa SLU beddmdes alla som andstrus utom tva vaginalutstryk
som var svarbedémda. Dessa tva preparat var mattligt cellrika med celldebri och
l6sa cellkarnor. Det ena inneholl rikligt med SQ, mattligt med SF och IM och
enstaka PB och neutrofiler vilket bedémdes som mest likt metostrus, men skulle
ocksa kunna vara proostrus. En forklaring kan vara att detta prov togs utan
spekulum vilket kan gora att andra celler kommer med i cytologin och forsvarar
beddmningen (Bouchard et al. 1991). Ostradiolnivan hos denna tik var lagst bland
de kastrerade men skilde sig ej mycket fran de andra. Det andra utstryket inneholl
rikligt med SQ och enstaka SF, IM och PB och bedémdes da som mest likt Gstrus
da SQ raknas som slutstadiet i férhorningen orsakad av 6stradiol (Olson et al. 1984;
Moxon et al. 2010). Ostradiolnivan hos denna tik var nést higst bland de kastrerade
vilket mgjligen skulle kunna férklara den hdga foérhorningsgraden. Helhetsbilden
var dock ej typisk for ostrus.

Vaginalcytologin visade ingen skillnad pa kastrerade och andstrala tikar. Majori-
teten visade andstrus-utstryk enligt metoden som lars ut pd SLU eller ej dstrusbild
enligt Reckers metod. | och med att ostradiolnivaerna mellan kastrerade och
anostrala ej skilde sig heller ar detta forklarligt. Detta stimmer dven 6verens med
studien av Rota et al. (2020) som inte sdg nagon Ostrogenpaverkan hos de
kastrerade tikarnas vaginalutstryk. Ett av utstryken skiljde sig fran de 6vriga och
innehall rikligt med SQ och enstaka SF och IM. Det var mattligt cellrikt och hade
mycket celldebris, cellartefakter och vad som sdg ut som lés cytoplasma som
tolkades som SQ. Enligt Reckers cellbeddmningsmetod innehdll preparatet 83 %
SQ och 97 % forhornade celler vilket da tolkades som &strus. | en studie av Olson
et al. (1982) uppvisades dock att tikar i andstrus kan dven de ha hog andel SF, upp
till 60 %. Ostradiolnivan hos denna tik var det lagsta av alla andstrala tikar och tiken
skiljde sig inte anamnestiskt fran de andra anostrala tikarna. En forklaring till detta
utseende &r darfor svar att komma med men kan vara kopplat till hur provet ar taget
exempelvis om det var utan spekulum och andra celler féljde med. Detta prov ar
fran 2019 och finns ej dokumenterat exakt hur det togs. Storre material samt storre
studiepopulation behdvs for att dra slutsatser kring detta men det verkar som att en
stor andel SQ och en mindre andel SF kan finnas i utstryk fran friska tikar som ej
Ioper.

Tikarna i gruppen i 16p” forvéntades ha ett prostrus- och 0strusutstryk och tikarna
i gruppen “ej i 16p” forviantades ha ett andstrus- eller metdstrusutstryk enligt
kriteriet for 16p i denna studie. Resultatet visade att alla utstryk forutom ett (25 av
26 = 96 %) fran tikarna som var i 10p tolkades som Ostrus- eller prodstrusutstryk
med bada metoderna. Den som ej tolkades som 16p med Reckers metod bedémdes
till proostrus med metoden som lars ut pa SLU och lopte i dag 14. Den som ej
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tolkades som 16p med metoden som lars ut pa SLU bedémdes till metostrus och
l6pte i runt dag 11 vilket betyder att tiken nog var i 6vergangen mellan faserna. Av
tikarna som ej var i 16p tolkades 95 % som ej Ostrusbild med Reckers metod och
86 % som andstrus eller metostrus med metoden som lars ut pa SLU, resterande
som prodstrus och dstrus. En forklaring till att anamnesen inte alltid stdmde dverens
med vaginalcytologibilden kan vara att dgarna ej noterat att tiken ar i 10p och en del
tikar visar endast subtila tecken eller inga tecken alls pa att de ar i 16p, sa kallade
tysta 16p. Agarna tillfrdgades ej vilka tecken pa 16p de sett hos sina tikar, men
gissningsvis var det att tiken slickar sig mycket och att de sett hemorragisk flytning
eller bloddroppar pa golvet, men inte sékert blodet kom fran vulva och tiken kan ha
slickat sig av andra orsaker.

Enligt studien av Lindh et al. (2022) racker det inte att enbart klassificera 16pcykel-
stadium utifran den kliniska och endokrinologiska bilden. Studiens resultat visade
att i ostrus hade de kliniska, endokrinologiska och vaginalcytologiska fynden
bristfallig overensstdmmelse med de histomorfologiska bilden av ovarie- och
uterusvavnadsprov, som ansags béast representera tikens sanna lopcykelstadie. |
studien poangteras svarigheten att klassificera lopcykelstadium da det finns indivi-
duella skillnader som inte alltid speglar den morfologiska statusen av reproduk-
tionsorganen (Lindh et al. 2022).

Hogst andel forhornade celler (SF+SQ) enligt Reckers metod aterfanns i proverna
som beddmdes som @strus och prodstrus. Det &r i enlighet med studien av Con-
cannon (2011) som skriver att férhorningsgraden ar som hogst en till sex dagar
innan LH-toppen, som i sin tur intriffar ndgon dag efter Gstradioltoppen. Aven
prover fran anostrala tikar innehdll rikliga mangder forhornade celler enligt
beddmningen med Reckers metod. Som tidigare ndmnt Overestimerade dock
Reckers metod andelen SF. Detta gjorde i vilket fall att det var svart att dra ett
gransvarde for anostrus da andelen férhornade celler i preparaten fran tikarna som
ej visade tecken pa 16p strackte sig upp till 97 %. I de utstryk som bedémdes som
anostrus, enligt metoden som lérs ut pa SLU, var procentandelen férhornade celler,
enligt Reckers metod, uppemot 87,5 % med flera varden pa 80 och 70. Dessa
preparat tolkades som andéstrus med metoden som lars ut pa SLU eftersom de endast
innehdll enstaka forhornade celler och var mattligt cellfattiga med losa cellkarnor,
slemtradar och celldebris.

5.1.4 Felkallor

Det finns ett antal felkallor i denna studies utforande som kan ha paverkat resultatets
validitet. Aven om Reckers metod gav en objektiv bedémning av cellernas utseende
upptécktes brister som gjorde att celler med stor cellkdrna och férhorningslinjer
beddmdes som SF fast att de i sjélva verket mest troligt var IM. Hur stor denna
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overtolkning var ar svart att sdga men effekten av det var ej sarskilt stor i denna
studie vid beddémning av 6Ostrus. Vid jamforelse av andelen férhornade celler och
ostradiol blir det dock missvisande. Battre hade darfor varit att jamfora Ostradiol
med méangden forhornade celler enligt metoden som léars ut pa SLU men det var
svart att askadliggora i grafer.

En annan felkalla var att proverna togs med olika provtagningsteknik, material och
av olika personer, dven om vi forsokte i den man det gick att géra pa samma sétt.
De gamla proverna fran 2019 finns ej dokumenterat hur de togs men proverna fran
2022 togs i princip alla av undertecknad och med spekulum. Spekulum rekommen-
deras av bland annat Bouchard et al. (1991) for att undvika att fa med celler fran
andra delar av vagina. Nar prover tas och hanteras pa fel sétt kan det gora att de gj
ar representativa for de hormonella forandringarna (Goodman 2001), men da det
finns flera olika tekniker rapporterade ar det svart att veta vad som &r ratt sétt. Det
finns inga studier publicerade an savitt undertecknad sett som jamfor tillforlitlig-
heten av olika provtagningsmetoder for vaginalcytologi pa hund.

Olika provtagningsteknik kan paverka till exempel celltatheten, cellernas monster,
hur manga degenererade celler som finns och andra celler som kommit med fran
djupare lager. Vid bedémning av andéstrus lades stor vikt vid celltatheten men i
vilken grad topsen fangat upp celler fran slemhinnan samt sattet den rullats ut pa
glaset, har rimligen betydelse for celltdtheten i preparatet. 1 en del fall fuktades
topsen innan provtagning eller tiken hade mycket flytning vilket kan ha paverkat
celltatheten. Provtagningstekniken kan ocksa ha paverkat bedémningen av for-
hornade celler da antalet forhorningslinjer var avgérande i bedémningen. Om
pinnen rullades ut lite ovarsamt och manga av cellerna blev ihopskrynklade, kan de
vikta linjerna tolkats som forhorningslinjer och andelen SF ha Overskattats
ytterligare.

En styrka i denna studie &r att preparaten beddmdes av samma person och att det
var blindat. Forsta bedémningen gjordes strikt efter en mall och sedan enligt
metoden som lars ut pa SLUs protokoll. Vaginalcytologibedomningen med
metoden som lars ut p& SLU var mer subjektiv &n med Reckers metod. A andra
sidan gors en helhetsheddmning av utstryket vid metoden som lars ut pa SLU. En
felkalla i avlasningen ar att preparaten bedémdes av undertecknad som fran borjan
var en oerfaren vaginalcytologiavlésare. Enligt studien av Moxon et al. (2010) &r
skillnaden i beddmningen av ett preparat som avlases tva ganger storre hos en
oerfaren avlasare an en erfaren. Samma cell kan darmed ha beddémts olika vid de
olika avl&sningstillfallena.

En forbattringspotential med studien kunde varit noggrannare anamnes med fragor
om vilka tecken pé I6p dgaren sett. Aven foljdfragor till djuragaren kunde stallts pa
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om den angivna tiden till senaste 16p avser tiden fran forsta dag med blodig flytning,
fran sista dag med flytning eller fran dag 21 efter forsta dag med flytning. Detta for
att minska risken for felklassificering och att indelningen 16p/ ej i 10p ska bli
tydligare.

Att proverna togs vid olika tillfallen, nagra 2019 och nagra 2022, bor inte ha spelat
sa stor roll da blodproverna forvarades frysta och utstryken redan var fargade.
Steroider anses generellt stabila och har visat sig vara oférandrade i fryst plasma i
over 10 ar (Kley et al. 1985). Gallande vaginalcytologi ska man dock inte vanta for
lange fram till fargning och med proven fran 2022 applicerades en maxgrans pa 14
dagar.

Gallande ostradiolanalysen ar den framsta felkallan dar att det ej finns nagon
publicerad valideringsstudie av ELISA-metoden som anvandes i denna studie.
Detta 6ppnar upp for mojligheten att metoden ej fungerar optimalt for att analysera
ostradiol hos hund dven om den enligt tillverkaren &r lampad for analys av dstradiol
i prover fran hund. Metoden kanske mater in nagot annat ocksa som paverkar
vardena.
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6. Konklusion

Sammanfattningsvis tyder resultatet fran denna studie pa att vaginalcytologi €j
ldmpar sig som ensam diagnostisk metod vid juvertumoérer men kan anvandas for
att starka misstanken vid pyometra hos tik. Proverna fran tikar med juvertumorer
och de kastrerade tikarna kunde ej skiljas fran proverna fran de intakta tikarna i
anostrus. Ingen tydlig 6stradiolpdverkan i form av stor andel férhornade celler pa
vaginalutstryket kunde ses hos tikarna med sjukdomstillstanden juvertumér och
pyometra. Samtliga prover fran tikarna med pyometra innehdll neutrofiler men
detta ses &ven normalt i metdstrus. Dock kan en cellbild med rikligt med neutrofiler
och bakterier stdrka misstanken om att tiken har pyometra om den kliniska bilden
stammer in i Ovrigt. Vardet av vaginalcytologi vid juvertumor tycks daremot vara
begransat, dock litet material i denna studie.

Resultatet fran ELISA-analysen for ostradiol visade ingen signifikant skillnad i
ostradiolkoncentrationen mellan tikarna med dessa sjukdomstillstand och de friska
tikarna enligt en envégs variansanalys. Inga tydliga skillnader sags mellan de friska
tikarna i 10p och ej i 16p heller. Komplicerande faktorer i jamforelsen mellan de
friska och sjuka &r att tikarna ej var i samma lopcykelstadie, det finns en stor
normalvariation i Ostradiolkoncentrationen och hormonet kan produceras av fler
vavnader och organ &n ovarierna sasom binjuren, huden och fettvavnad.

Vid jamforelse av de tva metoderna for vaginalcytologiavlasning (Reckers metod
och metoden som lars ut pa SLU) framkom att Reckers metod i vissa vaginalutstryk
overestimerade andelen forhornade celler da tolkningen baserades pa férhornings-
linjer oberoende av cellkérnans storlek. Detta &r viktigt att kanna till om man
planerar att anvdnda den metoden for avlasning av vaginalutstryk.

Framtida studier med ett storre urval kan ge en djupare inblick i anvandbarheten av
vaginalcytologi som ett diagnostiskt verktyg.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Ett centralt hormon i tikens l16pcykel &r stradiol och detta hormon &r som hogst nar
tiken 16per. HOga nivaer av Gstradiol far vaginalslemhinnan att véaxa till och epitel-
cellerna att forhornas. Under forhorningsprocessen blir epitelcellerna storre, mer
kantiga i utseendet och cellkdrnan krymper ihop for att tillslut 16sas upp. Genom att
ta ett cellprov fran vaginalslemhinnan och bedéma cellerna i mikroskop kan man
fa ett indirekt matt pa dstradiolnivan och pa sa satt bedoma nar tiken har som storst
chans att bli draktig. Manga studier har gjorts inom detta omrade pa friska djur,
farre studier har undersdkt om vaginalcellprov dven kan anvéndas vid diagnostik
av olika sjukdomstillstand hos tik sdsom livmoderinflammation eller juvertumor.
Syftet med denna studie var att utreda anvéndbarheten av vaginalcellprov som
diagnostiskt verktyg vid olika sjukdomstillstand sasom livmoderinflammation och
juvertumarer samt att utvardera det diagnostiska vérdet av att analysera ostradiol i
blod. Syftet var dven att jamfora tva olika metoder for att utvardera vaginalcellprov.

Prover i form av vaginalcellprov och blodprov togs fran tikar med livmoder-
inflammation, juvertumdrer, kastrerade tikar och friska tikar i olika stadier av 16p-
cykeln. Vaginalcellproven beddmdes med tva olika metoder. Med den ena metoden
raknades och klassificerades cellerna utifran olika matt och preparaten delades in i
I6p eller ej 16p. Med den andra metoden gjordes en uppskattning av antalet celler
av varje celltyp samt en helhetsbeddmning och preparaten delades in i forlop,
hoglop, efterlop eller vilofas. Under vilofasen ar tiken ej mottaglig for parning och
pa vaginalcellprov ses en lag grad forhornade celler. Blodproven analyserades med
hjalp av ett test som kan detektera 6stradiol.

Resultatet fran denna studie visade att vaginalcytologi ej lampar sig som ensam
diagnostisk metod vid juvertumérer men kan anvandas for att starka misstanken vid
livmoderinflammation hos tik. Ingen tydlig éstradiolpaverkan i form av stor andel
forhornade celler pa vaginalcellproven kunde ses hos tikarna med dessa sjukdoms-
tillstand. Vaginalcellproven fran tikar med juvertumorer kunde ej skiljas fran
proverna i vilofas. Samtliga prover fran tikarna med livmoderinflammation innehéll
vita blodkroppar men detta ses aven normalt i efterlopsstadiet vilket gor det ej
specifikt for livmoderinflammation. Daremot kan det stdrka misstanken om att
tiken har livmoderinflammation om den kliniska bilden stdmmer in i 6vrigt.
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Vidare visade resultatet ingen signifikant skillnad i stradiolkoncentration mellan
tikarna med dessa sjukdomstillstand och de friska tikarna. Komplicerande faktorer
I jamforelsen &r att tikarna ej var i samma I6pcykelstadie, det finns en stor normal-
variation i Ostradiolkoncentrationen, oklar prestanda hos Ostradiolmetoden och
hormonet kan produceras av fler vavnader och organ an dggstockarna sasom bi-
njuren, huden och fettvavnad.

Vid jamforelse av de tva metoderna for vaginalcellprovavlasning framkom att den
ena metoden i vissa vaginalutstryk overestimerade andelen forhornade celler, vilket
ar viktigt att kénna till om man planerar att anvéanda den metoden for avlasning av
vaginalutstryk.

Framtida studier med ett storre urval kan ge en djupare inblick i anvandbarheten av
vaginalcellprov som ett diagnostiskt verktyg.
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