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SAMMANFATTNING

Forhojda halter av endotoxin i blodet forekommer ofta vid sjukdomen pyometra
hos tik och kan orsaka manga av de allmanna symtom som ses vid sjukdomen.
Endotoxin Activity Assay (EAA) dr en ny, snabb metod fér métning av
endotoxinaktivitet i helblod. EAA-metoden ar anpassad fér humanpatienter, men
har testats i forskningsstudier och visats fungera dven for hundar och efter viss
modifiering ocksa for hastar. Tva olika apparaturer fran finns att tillga for EAA
(fran Spectral Diagnostics Incorporated). Den apparatur som utvarderas i den har
studien har aldrig tidigare testats pa djurslaget hund. Resultaten som erhallits i
denna pilotstudie har dock inte varit lika positiva som forvantat. Inkonsekventa
EAA-varden uppmattes hos friska tikar, vilket gor att liten tillit kan séttas till de
varden som erhallits hos tikarna med pyometra. Analysen fungerar darmed i
dagslaget inte tillforlitligt for djurslaget hund. Dock kan sannolikt metoden
modifieras och mojligen dérefter fungera &ven for hundar.



SUMMARY

Increased blood levels of endotoxin have previously been demonstrated in bitches
with pyometra, and are believed to induce many of the systemic effects and
clinical signs observed in dogs with the disease. Endotoxin Activity Assay (EAA)
is a new, rapid method for measuring endotoxin activity in whole blood. Two
different apparatuses are commercially available (from Spectral Diagnostics
Incorporated). Despite the EAA-analysis being intended for human patients, one
of the apparatuses has been proved functional also for dogs and, after certain
modifications, for horses as well. The apparatus evaluated in the present study has
not previously been tested in dogs. The results from this pilot study however, have
not been as positive as expected. Inconsistent EAA values measured in healthy
bitches lead to the conclusion that EAA results in bitches with pyometra are not to
be trusted. The analysis as performed with the apparatus tested in this study does
not presently function reliably in dogs. If the method is modified to be better
adapted to be used in dogs and thereby might function more satisfactory, remains
to be determined.



INLEDNING

Pyometra (varbildande livmoderinflammation) dr en av de vanligast
forekommande genitala sjukdomarna hos tik. | vissa hundraser drabbas 6ver
hélften av alla tikar av sjukdomen fére 10 ars alder (Egenvall et al., 2001).
Sjukdomen karakteriseras av en tillvaxt av bakterier i livmodern med péafoljande
inflammation och varbildning (Bgrresen, 1975). Patogenesen &r komplex och
involverar bade hormoner och bakterier. Den bakterieart som oftast isoleras vid
pyometra ar Escherichia coli (E. coli) (Hagman och Kiihn, 2002). Endotoxiner ar
lipopolysackarider (LPS) som ingdr som en komponent i alla Gram-negativa
bakteriers cellvaggar (Foster et al., 2004; Marshall et al., 2004). Fria endotoxiner i
blodet (endotoxinemi) orsakar manga av de symtom som ses vid sepsis (Foster et
al., 2004). Analys av endotoxiner i blodet hos manniska anvands for att pavisa
sepsis eftersom endotoxinemi i regel foregar sepsis. Snabb diagnos av
endotoxinemi och darmed ocksa sepsis, mojliggor insattande av behandling i ett
tidigt skede av sjukdomsforloppet, vilket i sin tur minskar mortaliteten. (Otto,
2007)

Frisattning av endotoxiner fran bakterier forekommer vid manga olika slags
sjukdomar. Om endotoxinaktiviteten &r forhojd kan behandling mot
endotoxinerna vara indikerat och i sa fall har denna analys ett stort kliniskt varde.
Att tidigt kunna identifiera de hundar som har hog risk att utveckla sepsis, skulle
sannolikt 6ka dverlevnaden.

Snabbanalysmetoden EAA™ (Endotoxin Activity Assay, Spectral Diagnostics
Incorporated, Toronto, Canada) anvénder chemiluminescens for matning av
endotoxinaktiviteten i helblod. Analysen &r utvecklad for anvandning inom
humanmedicinen, men har dven testats pa hund (Kjelgaard-Hansen et al., 2008)
och hast (Koenig et al., 2009) med goda resultat. Aven om analysens princip ar
densamma, finns det tva olika varianter av apparatur, Berthold Smartline TL och
Berthold LB 953, tillgangliga fran Spectral Diagnostics Inc., Toronto, Canada.
Det som skiljer varianterna at ar, enligt tillverkaren, framforallt
anskaffningskostnaden samt kapaciteten for antalet matningar som kan utfdras
samtidigt. (Spectral Diagnostics Inc., 2006 [online]) | studierna utférda av
Kjelgaard-Hansen et al. (2008) och Koenig et al. (2009) anvandes Berthold LB
953, vilket dr en dyrare apparatur med hogre kapacitet vad galler antalet
matningar per gang. | den har studien anvands Berthold Smartline TL, vilken
tidigare inte testats pa djurslaget hund.

Syfte

Syftet med detta arbete &r att utvardera och bedéma det kliniska vérdet av
snabbanalysmetoden EAA for hund. Om metoden ar applicerbar aven pa hund
kan den komma att fungera som diagnostiskt hjalpmedel for att identifiera hundar
som har hoga halter av endotoxiner i blodet och som darmed I6per stor risk att
utveckla sepsis.



LITTERATUROVERSIKT
Endotoxiner

Endotoxiner beskrevs forst 1892 av Richard Pfeiffer, som observerade att da
mikroorganismen Vibrio cholerae dog, frisattes ett gift som orsakade samma
reaktion i kroppen som den levande bakterien. Detta gift som kom inifran
bakterierna kallades for endotoxin (Pfeiffer, 1892). Endotoxiner &r
lipopolysackarider (LPS) som ingar som byggstenar i Gram-negativa bakteriers
cellvaggar (Foster et al., 2004; Marshall et al., 2004). Lipopolysackarider bestar
av en O-specifik polysackaridkedja, en oligosackaridkarna och en lipiddel som
bendmns "Lipid A". (Rietschel et al., 1994;Whitfield och Valvano, 1993). Det ar
framforallt lipiddelen som &r toxisk och darmed orsakar det ospecifika
immunsvaret hos den drabbade individen (Rietschel et al., 1994).

Hur verkar endotoxiner?

Né&r Gram-negativa bakterier véxer eller dor frigors endotoxiner (Bgrresen, 1975;
De Schepper et al., 1987). Fritt férekommande endotoxiner i blodbanorna
(endotoxinemi) kan orsaka allvarliga systemiska effekter genom direkt paverkan
pa vavnad eller genom att orsaka frisdttning av manga inflammatoriska
mediatorer (Hagman et al., 2006). Endotoxinerna orsakar darmed manga av de
symtom som ses vid sepsis. Endotoxinemi ar oftast kopplat till infektioner med
Gram-negativa bakterier (Foster et al., 2004), men det har ocksa visats att
endotoxiner som normalt finns i mag-tarmkanalen kan ga ut i blodet (Foster et al.,
2004; Van Deventer et al., 1988) oberoende av vilken bakterieart som ligger
bakom infektionen. Denna frisattning av endotoxiner till blodet fran mag-
tarmkanalen underlattas av faktorer som forsamrat blodfléde till mag-tarmkanalen
och okad permeabilitet sekundart till lokal inflammation. Endotoxiner gar att
uppmata i blodet hos manga patienter med bakteriell infektion, men det
forekommer ocksa att det inte gar att identifiera endotoxinemi ens hos patienter
med Gram-negativ bakteriemi. (Foster et al., 2004)

Mycket tyder pa att endotoxiner &r en utlésande faktor vid patogenesen av sepsis.
Endotoxinmolekylen, bunden till serumbararproteinet Lipopolysaccharide binding
protein (LBP), binder till en specifik endotoxinreceptor, CD14, pa
immunvérdceller. Bindning till CD14 och aktivering av TLR4 (toll-like receptor
4) leder till aktivering av immuncellen med syntes och frisattning av en kaskad av
mediatorer, som initierar de kliniska symtom som ses vid sepsis. (Foster et al.,
2004)

Tikar med pyometra har visats ha signifikant hogre endotoxinnivaer i blodet
jamfort med friska tikar (Hagman et al., 2004; Okano et al., 1998). Tikar med
pyometra som bedomts ha dalig prognos hade dessutom i en av dessa studier
signifikant hogre nivaer av endotoxiner &n de som bedémdes ha god prognos for
overlevnad (Okano et al., 1998). Analys av endotoxinnivaerna- eller aktiviteten i
blodet skulle alltsa kunna anvéandas vid bedomning av prognos for patienter med
pyometra (Okano et al., 1998). Aven i en studie av endotoxinemi hos manniska
(Marshall et al., 2004) visades det att hoga endotoxinnivaer var kopplat till okad
dadlighet. Kronisk exponering for laga doser av endotoxiner, som t.ex. vid
langsam utveckling av pyometra eller en prostataabscess, kan orsaka skador pa
njurtubuli med oférmaga att koncentrera urinen som foljd (Hardie och Rawlings,



1983). Eventuellt sker ocksa paverkan pa glomeruli med minskad GFR
(glomerular filtration rate) till foljd av cirkulerande endotoxinantigen-
antikroppskomplex (Root Kustritz, 2005). Endotoxiner har ocksa visats kunna
forsémra funktionen av det retikuloendoteliala systemet (Okano, 1993) och &ven
gallflodet, vilket kan ge upphov till gulsot (Hardie och Rawlings, 1983).
Endotoxinemi kan ocksa orsaka koagulationsrubbningar med DIC (disseminerad
intravaskular koagulation) som féljd (Hardie och Rawlings, 1983; Yilmaz et al.,
2010). Resultaten av studier utforda av Kjelgaard-Hansen et al. (2008) samt
Marshall et al. (2002) visade att endotoxinaktiviteten effektivt kunde hdmmas
genom tillsats av Polymyxin B, som &r ett antimikrobiellt medel och som i dessa
studier ocksa fungerade som en endotoxinneutralisator. Administrering av
antibiotika leder annars, beroende pa typ av antibiotika, vanligen till att
bakteriernas cellvaggar forstors, vilket kan oka frisattningen av endotoxin.
Patientens tillstand kan foljaktligen forvarras trots lyckad antibiotikabehandling
av bakterierna. (Shenep et al., 1988)

Prostaglandiner och endotoxiner

Prostaglandiner bildas fran arakidonsyra och spelar en viktig roll i bl.a.
uppkomsten av inflammation (Bottoms et al., 1983). Plasmakoncentrationen av
prostaglandinmetaboliten 15-keto-13,14-dihydro-PGF,,-metabolit (PG-metabolit)
har visats vara forhojd i blodet vid pyometra och &ven vara signifikant korrelerad
till koncentrationen av endotoxin. Analys av PG-metabolitnivaerna i blodet kan
darmed fungera som en indikator for endotoxinfrisittningen hos tikar med
pyometra. (Hagman, 2004; Hagman et al., 2006)

Metoder fér analys av endotoxinaktiviteten i blodet

Den mest anvanda metoden for maétning av endotoxin i blodet ar Limulus
amoebocyte assay (LAL), vilken baseras pa koagulation av ett lysat fran
hastskokrabban, Limulus polyphemus (Marshall et al., 2002; Romaschin et al.,
1998). Denna assay detekterar dock inte bara lipopolysackarider utan &ven
svampantigener och kan dessutom stéras av i blodet cirkulerande
proteininhibitorer, vilket i viss man begransar analysens tillforlitlighet (Foster et
al., 2004; Marshall et al., 2002; Romaschin et al., 1998). EAA &r en relativt ny
snabbtest for analys av endotoxinaktiviteten i helblod. Analysen baseras pa
detektion av neutrofilers ¢kade utslapp av reaktiva syremolekyler till foljd av
primning med endotoxin-antiendotoxinantikroppskomplex (Marshall et al., 2002;
Romaschin et al., 1998). Analysen detekterar endotoxiner fran alla Gram-negativa
organismer, bade levande och doda, men korsreagerar inte med svampars eller
Gram-positiva bakteriers bestandsdelar. EAA ar dessutom bade billigare och
snabbare &n LAL och darmed kliniskt mycket mer potentiellt vérdefull. EAA
fungerar pa humansidan och anvéands som hjalpmedel for att identifiera patienter
med hog risk att utveckla sepsis (Foster et al., 2004; Marshall et al., 2002). | en
studie av Romaschin et al. (1998) dar blod fran manniska undersoktes, jamfordes
analyserna EAA och LAL. Resultaten visade att EAA hade en sensitivitet pa 98%
och en specificitet pa 100%, jamfort med LAL, vars sensitivitet och specificitet
var 63% respektive 38% (Romaschin et al., 1998).



Sepsis och Systemic inflammatory response syndrome (SIRS)

Sepsis kan definieras som ndrvaro av patogena bakterier eller deras toxiner i blod
eller vavnad (Hensyl, 1995). Dock dar det enligt mer moderna definitioner
kroppens systemiska svar pa infektion, vilket karakteriseras av inflammation, som
ar det avgorande (Odeh, 1996). Detta géller framférallt nar inflammationen blir
generell och sa pass kraftig att dess effekter blir skadliga for djuret. Termen sepsis
anvands nufortiden for att beskriva patienter med infektionsorsakad systemisk
inflammation (Balk och Bone, 1989; Rackow, 1986; Sibbald et al., 1995). Om
organdysfunktion uppkommer sekundart till sepsis definieras tillstandet som
allvarlig sepsis. Om hypotension som inte svarar pa vatsketerapi utvecklas som en
foljd av sepsis definieras tillstandet som septisk chock. Aven andra faktorer an
infektioner kan orsaka generaliserad systemisk inflammation, organdysfunktion
och chock. De effekter som uppstdr kallas systemiskt inflammatoriskt
responssyndrom, eller systemic inflammatory response syndrome (SIRS). SIRS
kan uppkomma bade som fdljd av infektiosa orsaker (som t.ex. peritonit,
pyometra, prostatit, prostataabscess, pyelonefrit, pneumoni, pyothorax och
endokardit) eller av icke-infektidsa orsaker som t.ex. pankreatit, vdvnadstrauma,
varmeslag, ischemi, brannskador eller pansystemisk neoplasi. (Barton, 2005)
SIRS é&r dock ett relativt generellt begrepp och allvarlighetsgraden for SIRS-
positiva patienters tillstand kan variera mycket (Otto, 2007).

Patogenes vid sepsis

Infektion eller vavnadsskada leder till aktivering av immunforsvaret for att
oskadliggora eventuell patogen och lédka skadan. Infektiosa komponenter som
t.ex. endotoxiner, exotoxiner eller aminofosfolipider fran skadade cellmembran
stimulerar lokal frisattning av inflammatoriska mediatorer. Om inflammationen
generaliseras blir reaktionerna mer omfattande. Systemisk inflammation utvecklas
lattare da kroppen utsatts for en kraftig pafrestning i form av t.ex. en allvarlig
infektion eller vid flera pa varandra foljande pafrestningar eller infektioner. De
kliniska symtom som uppkommer beror pa balansen mellan proinflammatoriska
och antiinflammatoriska mediatorer. Normalt &r inflammationssvaret i jamvikt
men rader obalans med exempelvis dverskott av antiinflammatoriska cytokiner
leder detta till reell immunosuppression. Om det istéllet blir ett 6verskott av
proinflammatoriska mediatorer kan resultatet av pafrestningen orsaka
utvecklandet av sepsis/SIRS. (Barton, 2005)

Feber uppkommer till foljd av att fagocyter, da de stoter pa frammande
organismer, frisatter endogena pyrogener. Pyrogenerna stimulerar produktion av
enzymet cyklooxygenas (COX) 2 som i sin tur stimulerar produktion av
prostaglandin E, (PGE,), vilket paverkar termoregulatoriska neuron i
hypothalamus att 6ka kroppstemperaturen. (Dalal och Zhukovsky, 2006) Om
antalet fagocyter i blodet ar Iagt eller om hypovolemisk chock foreligger kan
feber utebli vid sepsis eller SIRS (Hardie et al., 1986). De effekter som ses pa
kardiovaskuldra systemet vid SIRS dar perifer vasodilatation, vilket leder till
minskat systemiskt vaskuldart motstand, och mojlig hjartmuskeldysfunktion
(Barton, 2005). Hjartfrekvensen ar ofta forhdjd vid sepsis till foljd av smarta,
chock, forhojda katekolaminnivaer eller 6kat metaboliskt behov med forhojd
hjartminutvolym (cardiac output) som foljd. Dock kan exempelvis okanslighet for
katekolaminer eller hjartmuskelsvikt hindra hjartfrekvensen att oka trots att
patienten lider av sepsis. (Hardie et al., 1986) Karlendotelskador, till foljd av
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neutrofilaktivering- och adhesion, resulterar oftast i 6kad vaskuldr permeabilitet.
Koagulationskaskaden paverkas genom frisattning av stora mangder "tissue
factor" (TF) till foljd av endotelskada samt fran cytokinstimulerade neutrofiler
och makrofager samt p.g.a. konsumtion av naturligt forekommande
antikoagulanter.  Okad  trombinformation leder till  trombbildning i
mikrocirkulationen med forsémrat blodfléde och hypoxi i drabbad vavnad. Detta
tillstand kan utvecklas till disseminerad intravaskular koagulation (DIC). (Barton,
2005) Okad andningsfrekvens vid sepsis kan uppkomma till féljd av akut
andningssvikt, metabolisk acidos eller 6kad konsumtion av syre i kroppen. Hund
har stora lungreserver och drabbas sallan av andningssvikt, varvid o©kad
andningsfrekvens inte alltid kan iakttas vid sepsis. Katter daremot har lattare att
drabbas for andningssvikt. Leverfunktionen paverkas vid sepsis med minskad
utrensning av amnen, gulsot till féljd av kolestas, forsamrad retikuloendotelial
funktion, paverkan pa glukoneogenes samt 6kade leverenzymnivaer som foljd.
Hepatocellulér nekros ses ofta hos patienter som avlidit till foljd av sepsis eller
endotoxinemi. Orsaken till leversvikt vid sepsis ar &nnu inte helt klarlagd, om den
uppstar till foljd av forsamrat blodfléde och hypoxi eller om den cellulara
funktionen paverkas innan blodflodet minskar. Mediatorerna som orsakar cellular
dysfunktion ar &nnu okanda, men frisattning av substanser vid interaktion mellan
makrofager och mikroorganismer kan vara involverat. (Hardie et al., 1986)

Vid sepsis ses ofta en akut minskning av antalet neutrofiler i blodet till féljd av
ansamling i lungor, lever och mjélte (Hinshaw et al., 1982). Darefter okar antalet
neutrofiler dver referensnivaerna inom 12-24 h, men kan forbli lagt om extremt
stort antal neutrofiler fortsétter att ansamlas vid infektionsstéllet. Lymfocytopeni
kan ses vid allvarlig malnutrition som kan uppsta vid sepsis och monocytos ses
oftast vid kroniska infektioner. Trombocytantalet &r vanligen lagt vid sepsis,
vilket kan bero pd bade Okad aggregation och minskad produktion.
Blodglukosnivaerna vid sepsis kan variera beroende pa infektionens utveckling.
Vid uppkomsten av akut septisk chock ses forst en kort period med hyperglykemi
som darefter foljs av hypoglykemi inom ca 2 h. Vid kronisk sepsis ses normala
eller 6kade glukoskoncentrationer, forutom i det terminala stadiet da hypoglykemi
utvecklas. Hyperglykemi uppstar till foljd av 6kad glukoneogenes i levern, vilket
underlattas av forhdjda glukagon- och katekolaminnivaer. Glukosupptaget i
perifera celler 6kar ocksa och upphor att vara relaterat till blodets insulinnivaer.
Bade oOkat perifert glukosupptag och begynnande leversvikt kan orsaka
hypoglykemi. Sankta albuminnivaer i blodet vid sepsis kan bero pa malnutrition,
leversvikt, 6kad kapillar permeabilitet och ansamling av vatska i kroppskaviteter.
Tillfallig sankning av blodets albuminnivaer kan ocksa ses vid vatsketerapi till
foljd av spadningseffekt. Forhojda nivaer av alkaliskt fosfatas ses ofta vid kolestas
men kan ocksd uppkomma till foljd av forhojda kortikosteroidnivaer. Okade
bilirubinnivaer har demonstrerats vid kronisk peritonit hos hund. Férhéjda nivaer
av leverenzymer kan ocksa ses i sena stadier av sepsis, vilket gor att dessa
enzymer l&mpar sig béattre for faststdllande av sjukdomens allvarlighetsgrad
snarare an for tidig diagnostisering. (Hardie et al., 1986)

Symtom

De kliniska symtomen vid sepsis paverkas i hog grad av bakterieart, plats for
infektionen och infektionens omfattning. Att upptécka sepsis i tidigt skede och
snabbt kunna satta in behandling &r viktigt for att 6ka 6verlevnaden. (Otto, 2007)
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Symtom som ses vid SIRS &r forandringar i kroppstemperatur, hjértfrekvens,
andningsfrekvens och antal vita blodkroppar. Drabbade hundar kan dessutom vara
avtrubbade, ha hypotension, paverkad puls, trombocytopeni, hypoalbuminemi,
hypoglykemi, paverkan pa koagulationsfaktorer och forlangd koagulationstid,
okade nivaer av bilirubin, leverenzymer och kreatinin, oliguri, mjolksyraacidos
och/eller syrebrist. Symtom kopplade till en eventuell underliggande lokal
infektion kan ocksa, men maste inte, vara narvarande. (Barton, 2005)

Diagnostik

SIRS till foljd av infektion dr den vanligaste ddodsorsaken for
intensivvardspatienter inom humansjukvarden. Da SIRS kan ha bade infektios och
icke-infektios bakgrund, kan det dock vara svart att avgéra om infektion
foreligger hos en patient eller inte. (Foster et al., 2004) Diagnostisering av sepsis
forsvaras dessutom av att de undersoknings- och laboratoriefynd som kan
observeras hela tiden forandras med sjukdomsforloppet (Hardie et al., 1986).

Gemensamma riktlinjer

Enligt resultaten av en enkatundersokning var incidensen av sepsis i forhallande
till totalantalet sjukdomsfall i USA 6-10% hos hund och 1-5% hos katt (Otto,
2007). Andelen som 6verlevde vid sepsis i samma studie var 25-50% for hund
och 10-25% for katt. Den relativt stora spridningen i resultaten ovan tyder pa att
gemensamma riktlinjer for diagnostisering och behandling av sepsis i dagsléget
delvis saknas inom veterinarmedicinen. P& humansidan har man sammanstallt
flera gemensamma riktlinjer vad géller diagnostisering och behandling av sepsis.
Riktlinjerna bygger pa fyra olika omraden, har akronymen PIRO” och kan liknas
vid hur man inom onkologin faststaller behandlingsplaner for onkologipatienter.
”P> i PIRO star for "predisponering"”, att vissa individer &r kansligare och drabbas
allvarligare &n den genomsnittliga individen. Orsakerna till detta kan vara t.ex.
gener, kon, alder och halsostatus. I i PIRO star for "infektion", att infektionstyp
och plats for infektionen har betydelse. ”R” i PIRO star for "respons”, kroppens
svar pa sepsis. Har anvands ofta SIRS som kriterium varvid man tittar pa
framforallt  hjartfrekvens, andningsfrekvens, temperatur och antal vita
blodkroppar. Bedémningen av SIRS varierar mellan olika personer vilket gor att
denna parameter varken ar kanslig eller specifik. Pa humansidan &r
rekommendationen att tva av fyra parametrar ska vara onormala for att SIRS ska
foreligga. (Otto, 2007) Liknande kriterier anvands for att diagnostisera SIRS inom
veterindrmedicinen (Hauptman et al., 1997). Rutinméssiga undersokningar och
biokemiska tester leder sallan till att sepsis kan konstateras eller uteslutas, varfor
mer forskning behdvs kring lampliga biomarkérer som kan kopplas till sepsis.
”0” i PIRO star for "organsvikt". Djur drabbas relativt latt av organsvikt vid
sepsis. Tillstand som kan uppsta ar tex. ARDS (acute respiratory distress
syndrome) och da dessa tillstand ofta ar mycket akuta ar det &r viktigt att kliniska
tecken uppfattas i ett tidigt skede sa att atgarder som t.ex. mekanisk ventilering
kan séttas in i tid. Det ar fordelaktigt om gemensamma djurslagsspecifika
riktlinjer for Kkliniska tecken och behandlingar vid misstdnkt sepsis finns
utarbetade. (Otto, 2007)

Mikrobiell odling

Positiv blododling (bakterievéxt) ses oftast hos patienter med kronisk sepsis, som
t.ex. vid bakteriell endokardit eller diskospondylit. Orsaken till detta kan vara att
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blododling séllan utfors for patienter med akut sepsis eller begynnande sepsis till
foljd av exempelvis Kirurgi eller trauma, utan att den bakteriella infektionen i
istallet konstateras utifran odling fran organprov eller sar eller med hjalp av
cytologi. (Hardie et al., 1986) Bakterieodlingar tar dock relativt lang tid och nar
svaret fas kan patientens infektionsstatus ha andrats. Liten tillit sétts darfor ofta
till negativa blododlingsresultat, da risken finns att provet togs i initialt
sjukdomsskede och att bakterierna dérefter kan ha wvuxit till. Bakteriemi ar
ovanligt hos intensivvardspatienter och bakterieodling fran blodet kan dessutom
ge falskt negativt svar i de fall bakterietillvéxten & hammad av faktorer som t.ex.
antibiotika. Man kan ocksa fa falskt positiva odlingar vid t.ex. abnorm
bakterievaxt hos den normala bakteriefloran pa den plats som provet togs ifran,
utan att infektion for den sakens skull behover foreligga. (Foster et al., 2004)

Analys av endotoxinhalten i blodet

Peritonit hos hund &r forknippat med en mortalitet pa ca 60% (Bentley et al.,
2007). For tikar med pyometra ar dodligheten ca 3-4% (Egenvall et al., 2001).
Trots den relativt ldga mortaliteten vid pyometra uppvisade mer an halften av
hundarna i en forskningsstudie tecken pa SIRS och 98% hade forhojda
plasmakoncentrationer av akutfasproteinet C-reaktivt protein (Fransson et al.,
2007). Vid tillstand med 1ag mortalitet kan biomarkorer istéllet kopplas till
sjuklighet. Det &r vél kant att endotoxin kan initiera sepsis. Att mata férekomsten
av endotoxiner i blodet kan darfor tankas vara en bra markdr for tidig
diagnostisering av sepsis hos saval manniskor som hundar. En studie pa manniska
visade att det var relativt ovanligt att erhalla mikrobiellt bevis pa forekomst av
infektion men att endotoxinemi péavisades hos 70% av patienterna med misstankt
infektion (Foster et al., 2004). Resultaten fran samma studie visade dessutom att
patienter med allvarlig sepsis hade signifikant hdgre endotoxinaktivitet jamfort
med de patienter som inte led av sepsis, samt att patienter med hog
endotoxinaktivitet 16pte tre ganger sa hog risk att drabbas av sepsis inom 24 h
jamfort med de patienter som hade 1ag endotoxinaktivitet (Foster et al., 2004).

Behandling

Den kliniska manifestationen vid sepsis eller SIRS, etiologi, patogenes och
darmed ocksa optimerad behandling varierar beroende pa den grundlaggande
orsaken. Aven individuellt fysiologiskt inflammationssvar samt sjukdomens
duration kan ha betydelse for vilken behandling som ska sattas in. (Otto, 2007)
Behandling mot sepsis inriktar sig pa tre omraden: 1) Den bakomliggande
infektionen maste lokaliseras och utplanas. 2) Understodjande behandling ges for
att uppratthalla blodcirkulationen och minimera organskador. 3) Behandling sétts
in for att atgarda en okontrollerad inflammationskaskad. Prognosen forsamras om
SIRS/sepsis Overgar i septisk chock och MODS (multiple organ dysfunction
syndrome), varfor det ar viktigt att snabbt kunna identifiera dessa tillstand och
satta in behandling. (Barton, 2005) Inom humanvarden har man sett positiva
resultat vid administrering av rekombinant protein C till patienter med sepsis
(Bernard et al., 2001). Denna behandling &r dock kostsam och hos hund ger den
upphov till antigena effekter (Hopper och Bateman, 2005). Ett annat problem vid
sepsis &r hypotension och dar kan nya behandlingsstrategier med exempelvis
vasopressin bli aktuellt i framtiden (Otto, 2007).

13



Chock

Chock &r ett komplext fysiologiskt tillstand som uppkommer till f6ljd av kroppens
systemiska svar pa en skada. Chock &r ocksa ett dynamiskt tillstand och patientens
status kan andras under minuter, timmar eller t.o.m. dagar. Da kroppen in i det
langsta forsoker kompensera hjartminutvolymen och uppratthalla blodtillforseln
till vdvnaderna, kan det kan vara svart att identifiera tidiga stadier av chock. |
chockens senare stadier kollapsar de kompensatoriska mekanismerna och den
systemiska inflammationen leder till svikt i flera organsystem och slutligen dod. |
dessa stadier av chocken &r det oftast for sent att paborja behandling. Chock kan
delas in i flera huvudkategorier beroende pa vad det ar for mekanism som orsakar
forsémrad vévnadsperfusion: t.ex. kardiogen, hypovolemisk eller distributiv
chock. (Otto, 2005)

Olika typer av chock

Kardiogen chock uppkommer framforallt vid otillrackligt blodfldde till foljd av
obstruktion, antingen i diastoliska eller systoliska fasen. Hypovolemisk chock
uppkommer till foljd av otillracklig blodvolym, vilket leder till minskad transport
av syre och naring till, samt biprodukter bort fran, vavnader. Orsaken kan vara
akut eller kronisk vétskeforlust eller ansamling av vétska i tredje rummet.
Distributiv chock uppkommer da den effektiva cirkulerande volymen ar
otillracklig for nodvandig vavnadsgenomblddning. Detta sker till foljd av
vasodilatation, vilket ger en relativ hypovolemi. Till denna kategori raknas septisk
chock, men &ven andra tillstand som resulterar i vasodilatation, som t.ex.
varmeslag, anafylaxi, neurogen chock och SIRS, kan ge distributiv chock. Sepsis
och varmeslag kompliceras dessutom av en omfattande systemisk inflammation
samt otillrackligt blodfléde och mitokondriell dysfunktion, vilket ger ytterligare
forsamrad syretillforsel till védvnader. De olika typerna av chock varierar vad
géller etiologi, kliniska symtom och behandling. Ofta 6verlappar de olika typerna
varandra, som t.ex. dd manga djur med distributiv chock &ven drabbas av
hypovolemi, framforallt eftersom SIRS leder till 6kad vaskular permeabilitet och
vatskeforluster. Mediatorer som frisatts vid SIRS samt fran ischemisk vavnad som
aterfar syretillforsel innehaller substanser som kan bidra till hjartdysfunktion,
varfor bade distributiv och hypovolemisk chock kan leda till kardiogen chock.
Patienter med hjartproblem har ofta vatskebrist, otillracklig blodtillférsel av mag-
tarmkanalen kan leda till bakteriell translokation och sepsis, osv. Manga olika
héndelser ar ihopkopplade i utvecklingen av chock. (Otto, 2005)

Vad hander i kroppen vid septisk chock?

Sepsis orsakar omfattande forandringar hos varddjuret och kan snabbt leda till
chock. Septisk chock kan uppkomma till f6ljd av infektion med Gram-positiva
mikroorganismer i ytliga sar men det ar vanligare till foljd av Gram-negativa
infektioner med exempelvis E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp. eller
Pseudomonas spp. i urogenitalia eller gastrointestinalkanalen. Gram-negativa
mikroorganismer innehaller endotoxiner, vilket kan ge systemisk paverkan da
dessa frisatts vid skada pa bakteriernas cellvaggar. Mycket kraftig aktivering av
individens forsvarssystem kan leda till skadliga effekter och svikt for flera
organsystem. Omfattande forédndringar i metabolism och blodflode kan orsaka
cellular hypoxi och energibrist. (Hardie och Rawlings, 1983) Det normala
fysiologiska svaret pa dalig vavnadsgenomblodning ar sympatikuspaslag, vilket
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ger Okad hjartfrekvens och andningsfrekvens samt vasokonstriktion. I chockens
tidiga stadier (de kompensatoriska stadierna) kan tachykardi vara det enda
symtomet. Allteftersom chocken blir véarre och nar de mellersta stadierna (de
tidigt icke-kompensatoriska stadierna), forsoker kroppen att genom kraftig
vasokonstriktion, genom t.ex. frisattning av vasokonstriktorer som vasopressin,
oka det venosa aterflodet och tillgodose att en tillracklig blodvolym pumpas ut
fran hjartat. Aven aktivering av renin-angiotensin-aldosteronsystemet (RAAS)
och frisdttning av antidiuretiskt hormon (ADH) kan ses, vilket ger retention av
salt och vatten till blodet. Symtomen som ses i kardiogen och hypovolemisk
chock, vilket ar bleka till vita slemhinnor, 6kad kapillar aterfyllnadstid, kalla
extremiteter, normal till sénkt rektaltemperatur, nedsatt medvetenhetsgrad,
tachypné och hypotension. Distributiv chock uppkommer nér kroppens forsok att
astadkomma vasokonstriktion misslyckas. De cirkulerande mediatorer som frisatts
vid t.ex. sepsis eller SIRS ger vasodilatation, vilket leder till en effektiv
hypovolemi. Kliniska symtom som kan ses innefattar hyperemiska slemhinnor,
snabb kapillar aterfyllnadstid och normal eller 6kad rektaltemperatur. Distributiv
chock leder ocksa till storningar i kroppens svar pad stress och &ven om
hyperglykemi eventuellt kan ses initialt sa blir resultatet i slutdanden hypoglykemi.
(Otto, 2005) Obehandlad chock leder till doden (Hardie och Rawlings, 1983).

Behandling

Malet med behandling vid chock &r att aterstalla effektiv genomblddning till
vavnaden och darmed ocksa syretillforsel. | de senare stadierna av chock racker
detta sallan for att bromsa inflammationskaskaden utan omfattande
understddjande behandling kréavs for uppratthallande av organfunktioner samt att
forhindra ytterligare komplikationer, som t.ex. hypotension, hypoxi och infektion.
Behandlingen inriktas alltid pa att atgarda grundorsaken. Syrgas ges oftast initialt
oberoende av chockens karaktdr, medan annan behandling som t.ex. vatsketerapi
med kristalloida alternativt kolloidala I6sningar och blodtransfusion ges beroende
pa chockens typ och patientens tillstdind. Monitorering av parametrar som
hjartfrekvens, slemhinnefarg, pulskvalitet, kapillar aterfyllnadstid,
andningsfrekvens, temperatur, medvetenhetsgrad, blodtryck, hematokrit,
elektrolyter, blodgaser, base excess och laktat &r viktigt. Aven bedémning av
centralt ventryck, hjartminutvolym, syretillférsel- och borttransport samt
pulmonadrt kapillarkiltryck kan ge viktig information. (Otto, 2005)

Pyometra

Pyometra dar en kronisk sjukdomsprocess med akut manifestation av kliniska
symtom. Kliniska symtom ses oftast i 0stralcykelns lutealfas inom 8 veckor efter
hoglopning. Pyometra uppkommer till foljd av att bakterier koloniserar en
progesteronpaverkad uterus som &ven kan ha forandringar som progressiv
hormonmedierad cystisk endometrienyperplasi (CEH). Pyometra ska ej forvaxlas
med metrit som intraffar postpartum, trots att bada tillstanden beror pa infektion i
livmodern samt systemisk inflammation. (Root Kustritz, 2005) | Sverige kastreras
ca 7% av alla tikar (Egenvall et al., 1999), vilket ar forhallandevis fa jamfort med
andra lander som tex. USA och Australien, dar kastration utfors pa 85%
(Manning och Rowan, 1992) respektive dver 50% av alla tikar (Blackshaw och
Day, 1994). Foljaktligen &ar sjukdomar som pyometra betydligt mer
forekommande i l&nder som Sverige, dar tikar vanligtvis inte kastreras om de inte
far genitala sjukdomar eller besvar. Enligt resultaten av en epidemiologisk studie
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utvecklar i genomsnitt ca 23-24% av alla tikar i Sverige pyometra innan de ar 10
ar gamla (Egenvall et al., 2001). Forutom alder utgor ocksa ras och valpning
faktorer som kan paverka uppkomsten av sjukdomen pyometra (Hagman et al.,
2010). Raser som langharig collie, rottweiler, cavalier king charles spaniel, golden
retriever, berner sennenhund och engelsk cocker spaniel &r predisponerade for att i
hogre grad drabbas av pyometra medan raser som drever, schéfer, dvargtax, tax
och hamiltonstévare drabbas i mindre utstrackning. (Egenvall et al., 2001) Tikar
som inte haft ndgon valpkull 16per ocksa en nagot okad risk for att drabbas
(Niskanen och Thrusfield, 1998), medan skendraktighet daremot kan innebéra en
nagot minskad risk for att utveckla sjukdomen (Fidler et al., 1966).

Patogenes av pyometra

Det &r en utbredd teori att utvecklingen av pyometra sker genom infektion med
bakterier i en fordndrad livmoder, t.ex. med cystisk endometriehyperplasi (CEH).
Pyometra kan dock ockséa forekomma utan CEH och CEH kan férekomma utan
pafoljande sekundarinfektion eller i samband med ansamling av steril intrauterin
vétska, s.k. hydro- eller mukometra. CEH &r en hormonberoende foréandring som
utvecklas med upprepade Ostralcykler hos tiken. Det histopatologiska tillstandet
kan &ven framkallas experimentellt. Administrering av exogena hormoner som
t.ex. Ostrogener och progestiner kan initiera uppkomsten av CEH och déarmed
aven oOka risken for pyometra hos tikar. Experimentellt kan man orsaka pyometra
om ostrogen administreras foljt av progesteron, precis som det sker i den normala
I6pningscykeln. Hundar som spontant utvecklar pyometra har dock inte hdgre
koncentrationer av progesteron i blodet &n friska hundar. Eventuellt kan det vara
sd att nedregleringen av Ostrogenreceptorer som normalt sker da
progesteronnivaerna i blodet okar, uteblir hos hundar som senare utvecklar CEH
och pyometra. Uterus blir under progesteronpaverkan mer mottaglig for infektion.
Andra hormon som kan vara involverade i uppkomsten av pyometra ar insulin-
like growth factor | (IGF-I) och prostaglandiner. Vid utvecklingen av pyometra
infekteras livmodern med bakterier. Vaginans normala bakterieflora letar sig in i
uterus under proGstrus och Ostrus da cervix ar Gppen. | metostrus, under
lutealfasen dd progesteronnivaderna i blodet ar hoga, sluts cervix,
myometriekontraktiliteten minskar och sekretionen fran livmoderns kortlar okar.
De vaginala bakterier som kommit in i uterus oskadliggdrs vanligen i en frisk
livmoder. Vid CEH kan bakterier ggmma sig i den onormala livmoderslemhinnan
och i dilaterade kortlar. N&r cervix véal &r sluten sker en kolonisering av
mikroorganismer i livmodern, vilket leder till infektion i livmodern. (Root
Kustritz, 2005) Den vanligaste bakterien som isoleras vid pyometra ar
Escherichia coli (E. coli) (Fransson et al., 1997; Hagman och Kiihn, 2002) och
oftast forekommer samma bakteriestam ocksa i djurets tarmflora. Andra bakterier
som kan isoleras fran livmodern vid pyometra ar t.ex. Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Proteus mirabilis och Pseudomonas aeruginosa. Tikar med
pyometra kan utveckla lymfopeni och fa forsamrad lymfocytfunktion samt skador
pa neutrofiler med minskad fagocyteringskapacitet som foljd. Allvarliga tillstand
som kan utvecklas sekundart till pyometra &r bl.a. livshotande septisk chock och
njursvikt. (Root Kustritz, 2005) Aven om en viss paverkan pa njurarna ofta kan
ses hos tikar med pyometra ar det ovanligt med allvarliga njurskador. | de flesta
fall da njurskador uppkommit till foljd av pyometra ar skadorna reversibla och vid
lyckad behandling av pyometra aterfar njurarna sin normala funktion. Fa tikar
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uppvisar dock symtom kopplade till njurskada efter kirurgisk behandling av
pyometra. (Heiene et al., 2007; Root Kustritz, 2005).

Symtom

Tikar med CEH eller hydro- eller mukometra kan vara helt utan symtom pa
sjukdom. Kliniska symtom som ses vid pyometra varierar, bl.a. beroende pa om
cervix ar éppen eller sluten. Hos tikar med 6ppen cervix ses variga flytningar fran
vulva medan tikar med sluten cervix saknar detta klassiska sjukdomssymtom. De
vaginala flytningarna &r ofta variga, trogflytande, rodbruna till grona till fargen
och illaluktande. (Root Kustritz, 2005) Buksmarta forekommer ocksa ofta vid
pyometra, antingen till f6ljd av den inflammerade livmodern eller p.g.a. peritonit
(Barresen, 1975; Root Kustritz, 2005). Systemiska effekter av sjukdomen
pyometra, vilka till stor del troligen orsakas av endotoxinemi, &r nedsatt
allmantillstand, sankt aptit, krakningar, polyuri och polydipsi (Bgrresen, 1975;
Hardy och Osborne, 1974). Polyuri kan uppstd vid pyometra till foljd av
endotoxininducerad frisattning av PGE,, som minskar njurtubulis kanslighet for
antidiuretiskt hormon (ADH) (Whitlock, 1992). Aven dehydrering, feber eller
hypotermi kan forekomma. Kliniska symtom kan komma akut eller gradvis med
flera 16pningscykler och generellt anser man att tikar med pyometra och sluten
cervix oftast uppvisar allvarligare symtom an de som har éppen cervix. (Root
Kustritz, 2005)

Diagnostik

Vid misstankt pyometra gors i regel forst en allman klinisk undersokning, foljt av
en rontgen- eller ultraljudsundersékning av bukorganen. Aven blod- och
urinprovstagning ~ for  laboratorieanalyser ~ och  bakterieodling  fran
livmoderinnehallet bor utforas. (Root Kustritz, 2005) Rontgenundersokning samt
bukpunktat och bukskéljning &r anvandbara tekniker vid misstanke om infektion i
bukhalan eller bukhinneinflammation (peritonit) (Hardie et al., 1986). En
forstorad livmoder kan, men behover inte, vara palperbar vid pyometra.
Livmodern kan vara skoér och tunnvdggig om infektion foreligger, varfor
forsiktighet bor iakttas vid palpation av buken samt vid eventuellt bukpunktat sa
att inte livmodern skadas. Ar livmoderforstoringen inte palperbar kan den pavisas
vid rontgen- eller ultraljudsundersokning. Fore 42-45 dagar postostrus kan det
dock vara svart att med enbart rontgenundersokning skilja en patologisk
livmoderforstoring fran en draktighet. Ultraljudsundersokning ar det béasta
alternativet for att pavisa en forstorad, vatskefylld livmoder som vid pyometra
eller mukometra. Ultraljudsundersékning ger ocksd information om
livmodervéaggens utseende, om &ggstockarna ar normala och om CEH har
utvecklats. Med ultraljud kan en patologisk livmoderforstoring skiljas fran
dréktighet fran och med dag 24-25 efter parning. Observera att det inte med
sakerhet, varken kliniskt eller med réntgen- eller ultraljudsundersokning, gar att
sarskilja en pyometra fran en hydro- eller mukometra. (Root Kustritz, 2005)

Hematologiska fordndringar som ofta kan ses till foljd av pyometra ar leukocytos
med neutrofili och regenerativ vansterforskjutning (Berresen, 1980; Fransson et
al., 1997; Hagman et al., 2006; Wheaton et al., 1989). Aven anemi till foljd av
t.ex. kronisk inflammation samt monocytos kan ofta observeras (De Schepper et
al., 1987). Ibland férekommer &ven lymfopeni och/eller trombocytopeni. Azotemi
(till f6ljd av dehydrering eller njursvikt), hyperproteinemi (till f6ljd av produktion
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av gammaglobuliner), forhojda koncentrationer i blodet av alkaliskt fosfatas
(ALP) och alaninaminotransferas (ALAT) kan ocksa ibland ses.
Urinprovsanalyser kan pavisa proteinuri som kan orsakas av sekundara
njurskador. Urindensiteten kan variera beroende pa dehydreringsgrad och
eventuell forekomst av polyuri. (Root Kustritz, 2005) Ibland forkommer &ven en
subklinisk urinvégsinfektion och ofta med samma bakteriestam som i livmodern
(Hagman och Kiihn, 2002).

Behandling
Kirurgisk behandling

Kirurgisk ovariohysterektomi (OHE) &r den sékraste och effektivaste
behandlingen vid pyometra (Root Kustritz, 2005). Enligt svenska
rekommendationer administreras antibiotika till kirurgiskt behandlade tikar med
pyometra med antibiotika endast om deras allméntillstdnd ar mattligt till kraftigt
paverkat, peritonit foreligger eller om andra komplikationer uppstatt (SVF/SVS,
2009).

Medicinsk behandling

Andra mojliga behandlingsmetoder kan vara insattande av intrauterina katetrar for
drénering i kombination med adekvat antibiotikaterapi (Funkquist et al., 1983).
Eventuella underliggande patologiska forandringar i livmodern kommer dock att
finnas kvar vilket gor att tiken loper Okad risk att drabbas av pyometra efter
I6pning. Medicinsk behandling med preparat med livmodersammandragande
effekt som ger utfléde av det variga livmoderinnehallet, forutsatter att cervix ar
fysiologiskt 6ppen. Ar cervix sluten okar risken for uterusruptur, varfor enbart
medicinsk behandling i dessa fall inte ar att rekommendera. Den bakteriella
infektionen i livmodern kan vara svar att utrota helt och hallet p.g.a. formation av
glykokalyxbiofilm (ett skikt av kolhydrater) som kan binda till antibiotikan och
darmed ocksa hindra den fran att na bakterierna inne i livmodern. Vid mattligt till
kraftigt paverkat allmantillstand eller om andra sekundara lidanden som t.ex.
njurskador uppkommit, ar det darfor nddvandigt att valja kirurgisk behandling
framfor medicinsk, bade for prognos och med hansyn till etiska aspekter och
djurlidande. Medicinsk behandling av pyometra kan Overvagas da cervix ar
oppen, hunden &r en avelstik och ej for gammal for att fa valpar samt da inga
sekundéra lidanden till livmoderinflammationen foreligger. Antibiotika &r inte
som enda behandling effektivt mot pyometra utan maste kombineras med preparat
som mojliggor uttransport av den variga vatskan i livmodern. Sadana preparat ar
t.ex. PGF,, eller aglepristone. PGF,, har livmodersammandragande effekt men
ger ofta biverkningar varfor man stravar efter att endast ge laga doser fordelade
over flera tillfallen pa dygnet. Biverkningar vid behandling med PGF,, ar
kopplade till stimulering av glatt muskulatur i kroppen och inkluderar effekter
som hypersalivering, krakningar och diarré.  Aglepristone 4 en
progesteronreceptorantagonist som blockerar progesteronreceptorerna (har hogre
affinitet an progesteron) och har minimala bieffekter. | Sverige valjs darfor pa
senare ar aglepristone oftare an PGF,,. Oavsett preparat ska behandlingen paga
tills uterus har normal storlek och utseende, vilket faststélls genom palpation,
rontgen eller ultraljud. (Root Kustritz, 2005)
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Komplikationer

Tikar med pyometra tillfrisknar ej utan behandling. Efter en enbart medicinsk
behandling &ar risken foér recidiv relativt stor. (Root Kustritz, 2005)
Komplikationer som rapporterats i anknytning till kirurgisk behandling av hundar
med pyometra ar t.ex. peritonit, cervixabscess, njurskador, anemi, sankt aptit,
krakningar, feber och ikterus (Wheaton et al., 1989). Pyometra i kvarvarande
livmodervavnad (cervix) efter OHE ar sallsynt men kan uppsta till foljd av
kvarstdende ovarievavnad eller administrering av exogent 6strogen eller
progesteron. En cervixabscess diagnosticeras bast med ultraljud. Behandling
innefattar Kirurgisk borttagning av den infekterade vdavnaden samt eventuell
kvarstaende ovarievavnad. (Root Kustritz, 2005)
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MATERIAL OCH METODER
Etisk provning

Innan studien paborjades var ansokan om etiskt tillstand godkand av Uppsala
djurforsoksetiska ndmnd. Varje djurégare blev informerad om studien och gav sitt
medgivande till att deras djur kunde inga i studien.

Djur

Studien omfattade 11 tikar med pyometra samt 17 friska kontrolltikar.
Inklusionskriterier for samtliga hundar var att de skulle v&ga 6ver 10 kg. Tikarna i
kontrollgruppen var Kliniskt friska och okastrerade. Tikar med pyometra
diagnostiserades med rontgen- och/eller ultraljudsundersékning och sjukdomen
verifierades genom identifiering av en varfylld livmoder vid operation.

Klinisk undersokning

Alla tikar genomgick en allman Klinisk veterindrundersokning. De friska
kontrolltikarna undersoktes vid ett tillfalle, i samband med provtagning. Tikarna
med pyometra undersoktes vid minst tva tillfallen, dels fore operation och dels
dagen efter operation. Fokus lades pa variabler som allmantillstand,
kroppstemperatur, hjartfrekvens, andningsfrekvens, slemhinneféarg och kapillar
aterfyllnadstid, eventuell smarta vid bukpalpation, dehydreringsgrad samt
forekomst av vaginal flytning och uppgifter om dessa variabler fylldes i pa ett
speciellt formular.

Provtagning och analyser

I samband med den allménna kliniska undersokningen togs blodprov fran distala
v. cephalica fran alla hundarna. Vid varje provtagningstillfalle anvandes rér med
EDTA (ethylenediaminetetraacetic  acid)-antikoagulantia, heparin ~ som
antikoagulantia och ror utan tillsats (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Tyskland). De parametrar som analyserades i blodet hos alla tikar innan operation
var endotoxinaktiviteten (EAA), blodbild inklusive manuell differentialrakning av
leukocyter (erytrocytpartikelkoncentrationen (EPK), hemoglobinhalten (Hb),
erytrocytvolymfraktionen (EVF, hematokriten), mean corpuscular volume (MCV,
genomsnittsstorleken hos erytrocyterna), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC, medelkoncentrationen hemoglobin hos erytrocyterna),
retikulocyter, leukocytpartikelkoncentrationen (LPK, totalantal leukocyter),
neutrofiler stavkarniga, neutrofiler segmentkérniga, eosinofiler, basofiler,
lymfocyter och monocyter), klinisk kemiska analyser for stressrespons och olika
organfunktioner (kortisol, alaninaminotransferas (ALAT), alkaliskt fosfatas
(ALP), albumin (ALB), urea, kreatinin, glukos och f-gallsyror (fasteprov)) samt
laktat. De blodparametrar som analyserades for tikarna med pyometra dagen efter
operation var endotoxinaktiviteten i blodet, hematologiparametrar inklusive
manuell differentialrakning av leukocyter samt blodlaktat. Bakterieodling fran
livmoderinnehallet utférdes hos atta av elva tikar med pyometra.

Endotoxinaktiviteten analyserades inom 60 minuter efter provtagning (EAA™,
Spectral  Diagnostics  Incorporated, Toronto, Canada). Blodlaktatnivan
analyserades i samband med blodprovstagningen med Lactate Pro enligt
tillverkarens rekommendationer (Arkray, Kyoto, Japan). Ovriga parametrar
analyserades pa Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset, SLU.
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EAA™

EAA-analysen &r en snabbtest som méater endotoxinaktiviteten i helblod. Resultat
av analysen kan fas inom 30 minuter fran provtagningstillfallet. (Romaschin et al.,
1998) Analysen ar utvecklad for humanblod, men ocksa studier pa hund
(Kjelgaard-Hansen et al., 2008) och hast (Koenig et al., 2009) har visat pa lovande
resultat. | den hér studien anvénds Berthold Smartline TL, vilken tidigare inte
testats pa djurslaget hund.

Materiel

Materiel som anvéndes vid analysen utgjordes av en luminometer (Berthold
Smartline TL), en inkubator, en vortexer, en timer, en kombipipett installd pa 10
ml, tvd mikropipetter installda pd 40 pL respektive 500 pL, sterila
mikropipettspetsar, atta provrér och EDTA-blodprovsrér. De atta provroren
bestod av en dubbel uppséttning ror markta med “Tube 17, Tube 2” respektive
“Tube 3” och dessutom tva rér markta med "LPS MAX Tube” och “Aliquot
Tube”. ”Tube 1” innehdll stabiliserande &mnen och luminol-zymosan. ”Tube 2”
och “Tube 3” innehdll bada 1.0-20 pg av  murinmonoklonala
antiendotoxinantikroppar, stabiliserande d&mnen och luminol-zymosan. ”“LPS
MAX Tube” inneh0ll 2.3 ng endotoxin (E. coli 055:B5) med stabiliserande
amnen. ”Aliquot Tube” var utan tillsats.

Utférande

Analysen utférdes enligt tillverkarens instruktioner enligt foljande: forst tillsattes
1.0 mL EAA-reagens till vardera av réren mérkta ”Tube 17, "Tube 2” respektive
“Tube 3”. Efter vortexning Overfordes 0.5 mL av det helblod som skulle
analyseras till vardera av réren markta ”LPS MAX tube” och ”Aliquot tube”.
”LPS MAX tube” vortexades och detta ror samt “Aliquot tube” inkuberades
darefter i 37 °C i 10 minuter. Dérefter vortexades ”Aliquot tube” och 40 uL blod
pipetterades ner i vardera av roren markta ”Tube 1” och ”Tube 2”. "LPS MAX
tube” vortexades och 40 pL pipetterades ner i vardera av roren mérkta “Tube 3”.
Alla provror maérkta ”Tube 17, “Tube 2” och ”Tube 3” vortexades och
inkuberades i 37 °C i 15 minuter inuti en rorlig inkubator som blandade runt
innehallet i provroren. Darefter vortexades réren markta »Tube 17, Tube 2” och
“Tube 3” aterigen och fordes in ett och ett i luminometern for analys.
Luminometern skriver sedan direkt ut resultaten pa en pappersremsa. (Spectral
Diagnostics Incorporated)

Hur fungerar analysen?

Endotoxinaktiviteten (endotoxin activity, EA) fas genom matning av hur
neutrofilerna i blodet reagerar pad immunkomplex bestaende av endotoxiner och
exogena antikroppar. Hur kraftigt neutrofilerna reagerar fungerar som ett matt pa
endotoxinaktiviteten i patientens blod. Det som hander ar att en reaktion mellan
endotoxiner och specifika anti-endotoxinantikroppar leder till att endotoxin-
antiendotoxinantikroppskomplex  bildas. Dessa opsoniseras sedan av
komplementproteiner. De opsoniserade immunkomplexen gor att neutrofiler okar
sitt utslapp av reaktiva syremolekyler (t.ex. superoxidasradikaler eller
vateperoxid) da de utsatts for enzymet zymosan. Detta utslapp av reaktiva
syremolekyler (s.k. "respiratory burst™) ger oxidanter som, i reagenslésningen,
regerar med luminol och utstralar ljus (chemiluminescens). Mangden ljus avlases i
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en fotonraknande luminometer och ett vérde, angett i EA units, erhalls. (Foster et
al., 2004; Romaschin et al., 1998; Spectral Diagnostics Incorporated)

“Tube 17 och “Tube 3” ir kontrollror. Basalaktiviteten i franvaro av den specifika
antiendotoxinantikroppen, alltsa den ospecifika oxidativa reaktionen hos
patientens neutrofiler, fas vid matning av ”Tube 1”. Den andra kontrollméatningen,
som inkluderar den specifika antiendotoxinantikroppen samt ett Overskott av
exogent endotoxin, fas via métning av ”Tube 3” och visar den maximala oxidativa
reaktionen hos patientens neutrofiler. Testmé&tningen som visar den egentliga
endotoxinaktiviteten hos patienten fis via Tube 27, som innehaller den specifika
antiendotoxinantikroppen men inget exogent endotoxin. EAA-nivan raknas ut
genom att chemiluminescensen i testmétningen (“Tube 2”’) normaliseras mot den
maximala chemiluminescensen (“Tube 3”) och bada méatningarna korrigeras mot
basalaktiviteten  chemiluminescens ("Tube 17). (Spectral Diagnostics
Incorporated)

Foljande nivaer anvands for bedémningen av eventuell endotoxinemi: 0.0-0.4
representerar en lag niva, 0.4-0.6 representerar en medelhdg niva med risk for
sepsis och > 0.6 representerar hog endotoxinaktivitetsniva med hog risk for sepsis
(Spectral Diagnostics Incorporated).

Statistiska berakningar

Deskriptiv statistik och oparade t-tester (Student’s t-tests) utférdes med Minitab®
for Windows version 15 (Minitab Inc., Pennsylvania, USA). | denna studie
beddmdes skillnader som signifikanta for samtliga test om p <0,05.
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RESULTAT

Klinisk undersékning och blodprov

Tabell 1. Oversikt éver kliniska fynd vid undersokning av samtliga hundar i de tre
grupperna: friska tikar (kontroll), tikar med pyometra fore operation (pyometra pre-op)
och tikar med pyometra efter operation (pyometra post-op). Resultaten i tabellen
presenteras som andel hundar (%) av totala antalet undersokta hundar (n). Alla
undersokta hundar hade kapillar aterfylinadstid under tre sekunder

Kontroll chr)zgga nggztrr)a
(n=17) (n=10) (n=10)

Allmantillstand Normalt 100% (17) 40% (10) 60% (10)

Lindrigt nedsatt 0% (17) 30% (10) 30% (10)

Mattligt nedsatt 0% (17) 30% (10) 10% (10)

Kraftigt nedsatt 0% (17) 0% (10) 0% (10)
Hjéartfrekvens <70 6% (17) 0% (10) 11% (9)
(slag/min)

70-120 71% (17) 90% (10) 89% (9)

>120 23% (17) 10% (10) 0% (9)
Andningsfrekvens Normal 76% (17) 33% (9) 50% (10)
(andetag/min)

Forhojd 24% (17) 67% (9) 50% (10)
Slemhinnefarg Normal 100% (17) 100% (10) 67% (9)

Hyperemisk 0% (17) 0% (10) 22% (9)

Blek 0% (17) 0% (10) 11 (9)
Smérta vid 6% (17) 33% (9) 30% (10)
bukpalpation
Dehydrerad 12% (17) 67% (9) 22% (9)
Vaginal flytning 0% (17) 80% (10) 13% (8)

23



Tabell 2. Oversikt 6ver alder, kroppstemperatur samt blodprovsresultat for samtliga
hundar i de tre grupperna: friska tikar (kontroll), tikar med pyometra fére operation
(pyometra pre-op) och tikar med pyometra efter operation (pyometra post-op). Resultaten
i tabellen presenteras som medelvardet + standardavvikelsen (Medel + SD) samt
resultatintervallet (Min-Max) for samtliga undersokta hundar (n). P-varden har erhallits
frén t-tester mellan friska tikar och tikar med pyometra innan operation (P-varde ) samt
mellan tikar med pyometra innan operation och tikar med pyometra efter operation (P-
varde ). *=statistiskt signifikant skillnad mellan grupperna

Kontroll Pyometra pre-op Pyometra post-op
Medel £SD Medel+SD & MedelSD o
(Min-Max) (Min-Max) a) (Min-Max) b)
Alder 17 56+3.6 10 79+35 0.122
(ar) (1.1-16.1) (1.0-13.4)
Temperatur 17 381105 10 39.1+1.1 0.033* 10 38.1+0.6 0.028*
(°C) (36.6-38.7) (38.2-41.9) (36.9-39.1)
Laktat 17 12+£05 7 1.3£0.9 - 9 0.9+0.7 -
(mmol/l) (0.0-2.1) (0.0-3.0) (0.0-2.0)
EPK (x10712/1) 14 71+£1.0 10 5707 0.001* 10 54+0.7 0.271
(5.5-8.6) (4.5-6.9) (4.3-6.3)
Hb 17 167+ 19 10 142 £17  0.002* 10 130+ 17 0.124
(gl (127-199) (107-166) (106-155)
EVF 17 0.46 £0.05 10 0.39+0.05 0.001* 10 0.36+0.05 0.279
(0.35-0.54) (0.30-0.45) (0.30-0.45)
MCV 14 65+ 3 10 68 +3 0.071 10 68 +3 0.934
(1) (59-73) (65-73) (65-72)
MCHC 14 359+ 6 10 371+39 0.392 10 3578 0.296
(gl (350-371) (338-478) (347-372)
Retikulocyter 14 48 £ 22 10 47 £ 44 0.941 10 37+£39 0.598
(x1079/1) (17-91) (5-131) (4-115)
Retikulocyter 14 07103 10 0807 0.557 10 0.7+0.7 0.716
(%) (0.3-1.0) (0.1-2.0) (0.1-2.0)
LPK 17 99+29 10 23.1+169 0.037* 10 428+258 0.061
(x1079/1) (6.0-16.6) (7.4-56.9) (16.6-91.3)
Neutrofiler 11 0.2+0.3 9 9.7+14.1 - 9 52+6.1 -
stavkarniga (0.0-0.8) (0.0-41.0) (0.0-15.7)
(x1079/1)
Neutrofiler 17 6.2+1.7 10 104147 0.022*% 10 32.7+183 0.004*
segmentkarniga (3.7-10.3) (5.6-19.9) (14.5-71.2)
(x1079/1)
Eosinofiler 17 0.9+0.7 8 03+£04 0.008* 9 0.7+0.8 0.149
(x1079/1) (0.1-2.2) (0.0-1.0) (0.0-2.6)
Basofiler 17 0.1+0.1 9 00+0.1 0.528 9 0.0+0.0 0.373
(x1079/1) (0.0-0.3) (0.0-0.3) (0.0-0.2)
Lymfocyter 17 22+1.1 10 1.7+11 0.277 10 1.5+0.6 0.689
(x1079/1) (0.9-5.1) (0.5-3.4) (0.6-2.8)
Monocyter 17 05+0.2 10 18+1.2 0.009* 10 3.3+28 0.147
(x1079/1) (0.2-1.0) (0.4-3.7) (0.4-9.1)
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Kortisol 16 73+ 37 10 136 +£73  0.029* - -

(nmol/I) (20-139) (59-279)

ALAT 17 0.7+0.2 10 05+0.1 0.003* - -

(ukat/1) (0.4-1.1) (0.2-0.6)

ALP 17 20+1.2 10 53+5.0 0.069 - -

(ukat/1) (1.0-5.7) (0.4-16.9)

ALB 17 295+26 10 251+53 0.032* - -

(g/l) (22-33) (18.0-35.0)

Urea 11 56+1.2 7 48+35 0.586 - -

(mmol/l) (3.2-7.6) (2.1-12.3)

Kreatinin 17 74+18 9 84 +£54 0.592 - -

(Hmol/l) (50-113) (44-197)

Glukos 17 53%06 8 4807 0.067 - -

(mmol/I) (4.5-6.8) (3.7-5.9)

f-Gallsyror 17 18+ 20 9 12 £32 0.629 - -

(Hmol/l) (1-64) (1-97)
Temperatur=kroppstemperatur; EPK=erytrocytpartikelkoncentrationen;

Hb=hemoglobinhalten; EVF=erytrocytvolymfraktionen (hematokriten); MCV=mean
corpuscular  volume (genomsnittsstorleken hos erytrocyterna); MCHC=mean
corpuscular hemoglobin concentration (medelkoncentrationen hemoglobin  hos
erytrocyterna); LPK=leukocytpartikelkoncentrationen (totalantal leukocyter);
ALAT=alaninaminotransferas; ALP=alkaliskt fosfatas; ALB=albumin; f-
Gallsyror=gallsyror (fasteprov).
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EAA

Figur 1. Medelvarden av samtliga EAA-resultat som erhdlls fér var och en av tikarna
med pyometra (EA units). Prickar representerar prover som tagits innan operation,
ringar representerar prover som tagits efter operation. De streckade linjerna vid 0.0, 0.4
respektive 0.6 pa y-axeln representerar nivaerna for bedémningen av endotoxinemins
allvarlighetsgrad. 0.0-0.4 representerar en Iag niva, 0.4-0.6 representerar en medelhdg
niva med risk for sepsis och > 0.6 representerar hog endotoxinaktivitetsnivad med hog risk
for sepsis. For tik nr. 5 erholls endast felmeddelande vid analys av endotoxinaktiviteten
efter operation. For tik nr. 10 analyserades ej endotoxinaktiviteten i blodet efter
operation
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Figur 2. Medelvéarden av samtliga EAA-resultat som erhdlls for var och en av de friska
tikarna (EA units). De streckade linjerna vid 0.0, 0.4 respektive 0.6 pa y-axeln
representerar nivaerna for bedomningen av endotoxinemins allvarlighetsgrad. 0.0-0.4
representerar en lag niva, 0.4-0.6 representerar en medelhdg niva med risk for sepsis och
> 0.6 representerar hog endotoxinaktivitetsnivd med hog  risk  for
sepsis
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Figur 3. Samtliga EAA-varden som erholls for var och en av de friska tikarna (EA units).
De streckade linjerna vid 0.0, 0.4 respektive 0.6 pa y-axeln representerar nivaerna for
bedémningen av endotoxinemins allvarlighetsgrad. 0.0-0.4 representerar en lag niva,
0.4-0.6 representerar en medelhdg niva med risk for sepsis och > 0.6 representerar hog
endotoxinaktivitetsnivd med hdg risk for sepsis

Samtliga analysresultat for kontroller
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Laktat

Laktatnivaerna var forhojda (> 2.2 mmol/) hos en tik med pyometra fore operation
och inom normalgranserna vid samtliga Gvriga provtagningstillfallen av tikarna i
studien.

Bakterieodling fran livmoderinnehall

Sex av atta bakterieodlingar fran livmodern fran tikar med pyometra visade véxt
av bakterier. I dessa fall pavisades mattlig (1/6) till riklig (5/6) vaxt av E. coli i
renkultur (1/6), sparsam blandflora (3/6) eller mattlig blandflora (1/6). Ett av
fallen visade véxt av tva makroskopiskt olika E. coli-stammar. Fran tva livmodrar
isolerades inga bakterier.
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DISKUSSION

Studien inleddes med att paborja analyser av prover tagna fran tikar med
pyometra, vilket dr anledningen till att antalet EAA-analyser utférda per hund ar
farre for dessa hundar an for kontrollerna. Resultaten fran en dansk studie
(Kjelgaard-Hansen et al., 2008) visade att analysen, trots att den var utvecklad for
humanblod, aven fungerar for hundblod. Det var forst nar prover fran kliniskt
friska kontrolltikar bdrjade analyseras som det upptacktes att upprepade
matningar fran samma prov gav varierade varden (Figur 3). Eftersom
inkonsekventa vérden erholls for de friska tikarna, minskade tillforlitligheten for
analysen i sig. Medelvarden for var och en av tikarna med pyometra, bade fore
och efter operation, visar att de ar spridda mellan nivaerna for lag, medelhdg
respektive hog endotoxinaktivitetsniva (Figur 1). Inga vélgrundade slutsatser kan
darmed dras av EAA-resultaten for tikar med pyometra eftersom analysen inte
fungerade tillforlitligt och metoden inte &r validerad for hund. Det finns flera
tdnkbara orsaker till vad som kan ha orsakat de inkonsekventa EAA-vérdena hos
kontrolltikarna.

EAA-varden hos friska kontrollhundar

Medelvarden for friska kontrolltikar visar att resultaten &r relativt samlade till
nivaer under 0.4-strecket, vilket motsvarar en g endotoxinaktivitetsniva (Figur
2). Enligt denna illustration kan det tyckas att analysen verkar relativt sdker med
endast sex tikars EAA-vdrden antingen Gver eller under nivan for lag
endotoxinemi. Det ar dock viktigt att tanka pa att de varden som redovisas i denna
figur ar medelvarden. Tittar man istallet pa de friska tikarnas individuella véarden
ser man att 65% (11/17) av tikarna uppvisar antingen en eller flera noteringar
utanfor referensnivan for 1ag endotoxinemi (Figur 3). De kontrolltikar vars varden
ligger innanfér intervallet for 1ag endotoxinemi ar dessutom framfoérallt de som
endast provtagits en eller ett fatal ganger. De som provtagits flera ganger uppvisar
storre spridning av resultaten mellan de olika métningarna. I en studie av EAA
hos manniska av Marshall et al. (2004) erholls daven dar en viss andel (9.9%)
otillforlitiga EAA-vérden och i 7.1% av alla fall var orsaken inkonsekventa
resultat. Aven om det i den har studien &r svart att identifiera trovardiga resultat,
delvis pa grund av avsaknad av analyssvar fran referensmetod, kan man se att
andelen inkonsekventa resultat ar betydligt hogre. Da provet fran kontrollhund 4
analyserades erholls forst tva negativa varden, sen ett normalt varde (0.24) och
darefter hogre och hogre svarsvarden allteftersom tiden gick (Figur 3). N&r provet
statt 20 minuter efter sista inkubationen uppmattes vardet 5.49. En liknande
kraftig 6kning sags inte for nagon av de dvriga kontroll- eller pyometrahundarna
dar analysen kdordes flera ganger for varje prov. Kontamination misstanktes, men
inte ens medvetna forsok till kontamination av prover efter sista inkubationen,
efter det att proverna forst analyserats normalt, uppvisade nagot monster som
kunde liknas vid denna stegvisa 6kning som setts. Att orsaken till de stegrande
vardena kan vara kontamination som skett under nagot av analysens tidigare steg
innan sista inkubationen, kan dock inte uteslutas. Resultaten for 0vriga
kontrolltikar som provtagits fyra eller fler ganger, kontrolltikar 12-17, kan tyckas
vara relativt samlade om man jamfér med resultaten for kontrolltik 4, men fokus
bor vara gransvardena for 1ag, medelhdg respektive hog endotoxinaktivitetsniva
(Figur 3). Den grafiska redovisningen av de hdga varden som uppmatts hos
kontrolltik 4 och delvis ocksa det laga vardet for kontrolltik 11 gor att varden for
kontrolltikarna 12-17 upplevs som mer samlade an vad de egentligen ar.
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Kontrolltik 12 har, om an inte sd extrema varden som kontrolltik 4, &nda varden
som varierar fran lag endotoxinniva till hdg endotoxinniva. Kontrolltikarna 13 och
16 har varden som varierar mellan lag endotoxinniva och medelhdg
endotoxinniva. Kontrollhundarna 4, 11, 14 och 17 uppvisar ett eller flera negativa
varden, vilket inte borde vara mojligt att erhalla. Hos kontrolltik 15 sags en viss
kontinuerlig 6kning av EAA-vardena, dock inte alls i den storleksordning som hos
kontrolltik 4. Aven medelvardet for kontrolltik 15 var hogt (Figur 2), men tiken
uppvisade inte nagra avvikande kliniska fynd da hon undersoktes och hade inga
avvikande varden pa Ovriga blodprovsresultat bortsett fran lindrigt forhojda
gallsyror. Kontrolltik 12 och 13 erholl hoga och laga varden i en till synes
slumpmassig ordning (Figur 3). Kontrolltik 17 uppvisade ocksa slumpmassigt
monster men vardena varierade dar mellan att vara laga och negativa.
Kontrolltikarna 14 och 16 erholl forst hoga varden och darefter laga véarden. Da
det inte ar sarskilt troligt att endotoxinaktiviteten i blodet pendlar sa pass mycket
som resultaten antyder, betyder detta sannolikt att nagot fel intraffar i samband
med apparaturens avlasningar. Kvalitetstest av luminometern gjordes dock
kontinuerligt under hela den period da studien pagick och dessa kvalitetstester
visade att avlasningen av proverna fungerade som den skulle. Det finns tillgang
till en metod for analys av endotoxinhalten via en kinetisk turbidometrisk analys
av hundserum. Om provresultaten for endotoxinaktiviteten i denna studie hade
varit palitliga hade aven prover skickats till Danmark for analys av
endotoxinnivaerna dven med den metoden.

Mojliga felkallor

Kontamination och fel pa apparaturens avlasningar har redan diskuterats som
orsaker till de inkonsekventa varden, som sags vid analys av endotoxinaktiviteten
hos kontrolltikarna i studien. Andra tdnkbara orsaker kan vara att gransvérdena
for de olika endotoxinnivaerna ar anpassade for manniska och kan tankas vara
annorlunda for hund, vilket skulle kunna vara en felkalla vid tolkning av
resultaten. Dock visade Kjelgaard-Hansen et al. (2008) att nivaerna fungerade for
hund da den andra EAA-apparaturen anvandes. Ytterligare forklaringar kan vara
skillnader i blodsammansattningen hos hund jamfért med hos maénniska.
Eventuellt kan analysens antiendotoxinantikroppar ha lag specificitet for de
endotoxiner som ses vid pyometra hos hund, vilket kan leda till ofullstdndig
bindning da endotoxin-antiendotoxinantikroppskomplexen bildas. Skillnader i
blodets neutrofilkoncentration, olika utseende pa endotoxinbindningsproteinet
CD14 eller olika koncentrationer av endotoxiner och antikroppar, ar faktorer som
skulle kunna paverka interaktionen mellan endotoxin-antikroppskomplexen och
hundens neutrofiler, och darmed ocksa neutrofilernas utslapp av reaktiva
syremolekyler. Detta skulle i sa fall leda till att mangden chemiluminescens inte
motsvarar den mangd som skulle utstralas under optimala forhallanden och
foljaktligen skulle luminometerns avlésning av endotoxinaktiviteten i blodet
resultera i osanna varden. Dock &r analysen densamma som den som anvandes av
Kjelgaard-Hansen et al. (2008) och Koenig et al. (2009). Det som skiljer dessa tva
studier fran den har &r att de i de andra studierna anvant sig av en annan apparatur,
varfor det troligtvis snarare ar nagonting kopplat till apparaturen som anvants i
denna studie som orsakat de inkonsekventa endotoxinaktivitetsresultaten. Dock
verkade apparaturen som anvants i denna studie fungera tillfredsstallande da den
anvandes for ménniska (Novelli et al., 2010).
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Inkonsekventa véarden mellan olika provtagningstillfallen skulle kunna forklaras
med att endotoxiner forsvinner fran blodbanorna relativt snabbt, bl.a. via leverns
retikuloendoteliala funktion, som ar en central foérsvarsmekanism (Okano et al.,
1993). Detta skulle kunna leda till varierande varden pa endotoxinaktiviteten
beroende pa graden av utrensning respektive frisattning av endotoxiner. Vid
endotoxinemi skadar endotoxinerna dock den retikuloendoteliala funktionen i
tidigt skede (Okano et al., 1993) och utrensningen av endotoxiner borde da
forsémras. Det &r darmed troligt att det ar framforallt i de tidiga stadierna av
endotoxinemi, da endotoxinnivaerna fortfarande &ar relativt laga och den
retikuloendoteliala funktionen dnnu inte skadats, som utrensningen av endotoxiner
ar mest effektiv och varierande vérden pa endotoxinaktiviteten i blodet skulle
kunna erhallas. | det har fallet rorde det sig ju dock inte om inkonsekventa varden
mellan olika provtagningstillfallen utan istdllet mellan olika avlasningar av
samma prov, vilket ar en helt annan sak.

Behov av modifiering av metoden

Vid analys av prov fran en intensivvardspatient kravs det, om man ska kunna utga
fran EAA-vérdet vid utformning av atgardsplan, att analysresultatet ar tillforlitligt.
Annu ar sé inte fallet for EAA-analysen med den apparatur som anvénts i denna
studie, varfor den i dagslaget inte kan rekommenderas for analys av
endotoxinhalten i helblod fran hund. Om analysen &r kanslig for kontamination &r
det mojligen en fordel om den utfors i laboratoriemiljo och av utbildad
laboratoriepersonal, d&ven om det enligt tillverkaren inte skall vara nddvandigt.
Dess kliniska anvandning pa djursjukhus- och Kliniker kan darmed vara
begransad. Detta galler sérskilt pa jourtid, vilket ar den tid pa dygnet da de flesta
akutfall inkommer och da det inte alltid finns utbildad laboratoriepersonal
narvarande. Utformning av analysmetoden gjorde att EAA fungerade for hast da
Berthold LB 953 anvandes. De forandringar som da gjordes var att det positiva
kontrollrdret tillsattes endotoxin till dess LPS-koncentrationen var 9 200 pg/mL,
vilket baserades pa resultat fran en pilotstudie gjord pa friska hastar. Dessutom
okades analystiden fran 20 till 40 minuter och integraler raknades ut for den
tidsperioden. (Koenig et al., 2009) Pa djurslaget hund sags lovande resultat utan
att modifiering av metoden var nédvandig, dock anvéandes dven da luminometern
Berthold LB 953 (Kjelgaard-Hansen et al., 2008). Nésta steg i att fa analysen att
fungera for hund med apparaturen som anvandes i denna studie, kan vara att mer
detaljerat felsoka analysmetoden och forsoka utforma en fungerande alternativ
metod for analys av endotoxinaktiviteten i hundblod. Detta rymdes dessvérre inte
inom den hér studiens tidsram.

Bakterieodling fran livmoderinnehall

Sex av atta bakterieodlingar fran livmoderinnehall visade véxt av bakterier och i
samtliga fall E. coli. Detta stammer vél 6verens med resultaten fran andra studier
dar E. coli isolerats i ca 70% av alla livmodrar fran tikar med pyometra (Fransson
et al., 1997; Hagman och Kiihn, 2002).

Hematologi och klinisk kemiska parametrar
Leukocyter

En Kliniskt frisk kontrolltik uppvisade lindrigt forhojt totalantal leukocyter,
stavkarniga neutrofiler och lymfocyter (Tabell 2). Tiken var dock inte positiv for
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nagon SIRS-parameter, men uppvisade EAA-varden pa 0.48 och 0.49, vilket
motsvarar mellanhég endotoxinaktivitetsniva. Denna tik kan ha haft nagon
kronisk inflammatorisk process i kroppen vid provtagningstillfallet, dock ingen sa
pass uttalad att det uppmarksammades annat &n pa blodprovsresultaten. Lindrigt
forhojt antal stavkarniga neutrofiler sags aven hos ytterligare tva kontrolltikar,
men Overlag uppvisade kontrollerna inga stavkarniga neutrofiler alls. Innan
operation hade 50% (5/10) av tikarna med pyometra forhojt totalantal vita
blodkroppar, 40% (4/10) hade forhojt antal segmentkérniga neutrofiler och 78%
(7/9) forhojt antal stavkérniga neutrofiler (vansterforskjutning). Av dessa hade en
tik degenerativ vénsterforskjutning med fler stavkarniga &n segmentkarniga
neutrofiler. Efter operation uppvisade 100% (10/10) av pyometratikarna forhojt
totalantal vita blodkroppar, 100% (10/10) forhojt antal segmentkérniga neutrofiler
och 89% (8/9) vansterforskjutning, dock ingen degenerativ vénsterforskjutning.
Antalet leukocyter, och da framforallt antalet neutrofiler, efter operation var
darmed betydligt hogre &n innan operation for samtliga tikar. En mojlig orsak till
detta kan vara att det stora antal neutrofiler som bildats i kroppen tidigare inte
stannat i sa stor utstrackning i blodbanorna utan transporterats till livmodern for
att bek&mpa infektionen. Né&r sedan livmodern vid operationen avlagsnats stannar
neutrofilerna, som fortfarande nyproduceras for fullt, kvar i blodbanorna, vilket
ger uttalad neutrofili postoperativt. Vad galler totalantal vita blodkroppar och
segmentkarniga neutrofiler sags signifikanta skillnader mellan friska tikar och
tikar med pyometra innan operation (p<0.037 respektive p<0.022). For
totalantalet segmentkarniga neutrofiler sags aven en statistiskt signifikant skillnad
mellan tikarna med pyometra innan operation jamfort med efter operation
(p<0.004). Forhojt totaltantal vita blodkroppar med vansterférskjutning ar
aterkommande fynd som observerats dven i andra pyometrastudier (Bgrresen,
1980; Fransson et al., 1997; Hagman et al., 2006; Wheaton et al., 1989).
Monocytos observerades i denna studie hos 50% (5/10) av tikarna med pyometra
innan operation och hos 70% (7/10) av samma grupp efter operation, men
forekom inte hos nagon av de friska tikarna. Detta Gverensstimmer ocksa med
resultat fran andra studier av hundar med pyometra (De Schepper et al., 1987;
Hagman et al., 2009). Antalet eosinofiler (p<0.008) och monocyter (p<0.009)
skiljde sig signifikant mellan de friska tikarna och tikarna med pyometra innan
operation.

Rdd blodbild

Den roda blodbilden visade sankta nivaer av EPK, Hb och EVF hos 40% (4/10),
30% (3/10) respektive 30% (3/10) av tikarna med pyometra innan operation. Efter
operation var motsvarande varden 60% (6/10), 60% (6/10) respektive 70% (7/10).
Alla tikarna med pyometra, utom tva innan operation, hade normal volym och
hemoglobinkoncentration vad galler erytrocyterna. Aven nagon enstaka av de
friska tikarna uppvisade lindrigt sénkta véarden vad géller antal erytrocyter,
hemoglobinhalten och hematokriten, men detta kan vara kopplat till individuell
variation da forandringarna endast var lindriga och hundarna inte uppvisade nagra
symtom i Ovrigt. Retikulocytos sdgs hos bade tikarna med pyometra fore
operation (40%, 4/10) och efter operation (30% 3/10) samt hos de friska tikarna
(50%, 7/14). Vad géller antalet roda blodkroppar (p < 0.001), méngden
hemoglobin (p < 0.002) och hematokriten (p < 0.001) sa sags statistiskt
signifikanta skillnader mellan de friska tikarna och tikarna med pyometra innan
operation, dock inte mellan tikarna med pyometra innan operation jamfért med
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efter operation. En icke regenerativ normokrom, normocytar anemi ses ofta vid
pyometra och anses bero pa sjukdomens kroniska férlopp med minskad
erytropoes till foljd av toxiska effekter pa benmargen, minskad tillgang pa jarn
(bade jarnkoncentrationen och total iron-binding capacity (TIBC) i blodet sjunker)
samt blodningar i uterus (De Schepper et al., 1987).

Ovriga blodparametrar

Hypoalbuminemi sags hos 70% (7/10) av tikarna med pyometra innan operation
och hos 12% (2/17) av de friska tikarna. Detta kan bero pa att albumin &r ett
negativt akutfasprotein eller eventuellt till foljd av proteinforlust via njurarna eller
nedsatt produktion i levern. Dock kan samtidig hyperproteinemi foreligga, vilket
da orsakas av 6kad produktion av gammaglobuliner till f6ljd av inflammation.
(Berresen, 1980) Totala mangden protein analyserades dock inte i denna studie
varfor forekomst av eventuell hyperproteinemi i denna studie &r okand. Hos 53%
(9/17) av de friska tikarna och 11% (1/9) av tikarna med pyometra innan
operation sags forhojda nivaer av gallsyror. Endotoxiner kan ge upphov till
forsamrat gallflode och kolestas, vilket i sin tur kan ge foérhojda gallsyrenivaer
(Hardie och Rawlings, 1983). Da nivaerna var hoga aven hos flera av de friska
tikarna (varierade mellan 1,1-6,4 ganger hogre an det 6vre normala gransvardet)
beror 6kningen dock troligtvis pa att tikarna i denna grupp nyligen étit, vilket inte
gallde tikarna med pyometra. Det &r ocksa svart att dra nagra slutsatser vad galler
den tik med pyometra som uppvisade forhéjda blodnivaer av gallsyror. Vill man
undersoka om leversjukdom foreligger kan en gallsyrebelastning géras, men det
beror pd om tiken uppvisar symtom efter eller under det att den behandlas for
pyometra. ALAT lag inom referensintervallet hos samtliga tikar, vilket talar for
att hepatocyterna inte ar skadade. ALP var forhdjt hos 40% (4/10) av tikarna med
pyometra innan operation och hos 6% (1/17) av de friska tikarna. Detta kan ses
hos hundar som &r utsatta for stress, antingen via miljon de befinner sig i eller
p.g.a. sjukdom eller endotoxinemi. Férhojda nivaer av kortisol, vilket fas vid olika
former av stress, sags hos 40% (4/10) av tikarna med pyometra innan operation,
dock inte hos nagon av de friska tikarna. Kreatinin var forhojt hos tva tikar med
pyometra innan operation, vilket kan tyda pa njurpaverkan hos dessa individer.
For variablerna kortisol (p<0.029), ALAT (p<0.003) och albumin (p<0.032) i
blodet, sags en signifikant skillnad mellan de friska tikarna och tikarna med
pyometra innan operation. De forhdjda kortisolnivaerna hos tikarna med pyometra
ar sannolikt ett resultat av kroppens svar pa stress till foljd av sjukdomen.
Produktion av kortikotropinfrisattande hormon, corticotropin-releasing hormone
(CRH), i hypothalamus leder till friséttning av adrenokortikotropiskt hormon,
adrenal corticotrophic hormone (ACTH), fran hypofysen, vilket i sin tur
stimulerar produktion av Kkortisol i binjurebarken. Stress i miljon, t.ex. vid
veterinarundersokning och provtagning, kan ocksa ge forhdjda kortisolnivaer.
Denna orsak ar dock mindre trolig da forhojda kortisolnivaer inte sags hos de
friska tikarna som genomgick samma undersékning och provtagning som tikarna
med pyometra. FOr 6vriga blodvarden sags inga statistiskt signifikanta skillnader
mellan de tre grupperna. Av samtliga undersokta tikar sags forhdjd blodlaktatniva
endast hos en tik med pyometra innan operation och i det fallet var férhgjningen
endast lindrig. Efter operation lag vardet inom referensintervallet. Liknande
resultat har setts i andra studier (Hagman et al., 2009), vilket tyder pa att forhojda
blodlaktatnivaer inte ar ett vanligt forekommande fynd vid pyometra.
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Konklusion

Fordelarna med en snabb och séker analys av endotoxinaktiviteten i blodet &r att
kunna identifiera begynnande sepsis och darmed ocksa fa en battre uppfattning
om patientens status och prognos. Tikar med pyometra som beddmts ha samre
prognos har tidigare visats ha signifikant hogre endotoxinaktivitetsnivaer an de
som bedémts ha god prognos. Detta stodjer hypotesen att endotoxinaktiviteten
skulle kunna inga som underlag vid bedémning av prognosen for patienter med
pyometra, vilket poadngterar vérdet av en kostnadseffektiv, fungerande EAA-
snabbtest for hund. EAA fungerar i dagslaget inte tillforlitligt fér hund med den
apparatur som anvandes i den har studien. Om metoden gar att anpassa sa att
analysen fungerar aven for djurslaget hund aterstar att faststalla.
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