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Forord

Vi vil gerne sige en tak til vores hovedvejleder, Anders Miki Bojesen fra Sektion for Bakterier og
Virus ved Kgbenhavns Universitet, for hjelpen med at udarbejde dette speciale. Bade ved at
fremskaffe pregvemateriale samt hjelp til udfarelse af mikrobiologiske test og FISH og derudover
veerdifuld teoretisk sparring. Desuden vil vi gerne takke medvejleder Henrik Elvang Jensen og
laboranterne fra Sektion for Veteringr Parasitologi og Patobiologi ved Kgbenhavns Universitet for
hjeelp med fremstilling af snit og farvning af disse samt histologisk vurdering. Sidst, men ikke mindst,
vil vi gerne takke medvejleder Mette Christoffersen fra Sektion for Medicin, Kirurgi og Reproduktion
Store Husdyr ved Kgbenhavns Universitet for sparring i forbindelse med opseetning af opgaven og
histologisk vurdering af de HE-farvede snit - i forbindelse med dette var din hjelp uundverlig. Mange
tak for hjelpen til jer alle og til alle laboranterne fra bade Sektion for Bakterier og Virus og Sektion

for Parasitologi og Patobiologi.
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Resumé

Endometritis og endometrose er de hyppigst forekommende sygdomme i endometriet hos hopper, og
de pavirker begge fertiliteten negativt. S. zooepidemicus er et af de hyppigst forekommende
bakterieisolater hos hopper med infektigs endometritis, og bakterien har flere egenskaber, der gar den
i stand til at forarsage kroniske/subkliniske infektioner. Dette kan resultere i langvarig subfertilitet,
da infektionen kan veere sver for praktiserende dyrlaeger at diagnosticere og behandle. Endometrose
er en irreversibel tilstand, og dennes indflydelse pa fertiliteten er saledes permanent, mens
endometritis oftest kan behandles. Formalet med dette studie var at undersege, i hvilken grad
henholdsvis subklinisk endometritis, forarsaget af S. zooepidemicus, og endometrose pavirkede
fertiliteten hos en population af hopper, der havde veret subfertile mellem 1 - 3 ar. Desuden
undersgges det, om stigende alder og stigende grad af endometrose hanger sammen hos to
populationer af hopper, samt om der er en forbindelse mellem kronisk infektion og endometrose.
Dette undersgges ved hjelp af Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH), som kan visualisere
bakteriernes lokalisering i endometriet. 31 hopper blev tildelt en Kenney-score, og der observeredes
en tendens til, at hopper med en hgjere Kenney-score havde en hgjere gennemsnitsalder. Derudover
viste vores data, at subklinisk infektion med S. zooepidemicus havde en markant negativ pavirkning
af fertiliteten, men at denne tilsyneladende kunne reverseres ved aktivering og behandling af
infektionen. Endometrose havde derimod en mere permanent negativ pavirkning af fertiliteten, og jo
hgjere Kenney-score hopperne havde, jo lavere var deres live-foal rates. FISH paviste Streptococcus
spp. hos 100% (16/16) af hopperne, og disse var beliggende savel i det luminale epitel, i stratum
compactum samt dybt i stratum spongiosum og intracelluleert i Kirtelepitelcellerne. Der var ingen
tydelig forskel pa lokaliseringen mellem de subklinisk inficerede hopper og hoppen med aktiv
infektion, og kun hos 15,4% (2/13) af hopperne observeredes bakterierne i relation til kroniske
degenerative forandringer i endometriet. VVores studie understreger, hvorfor det kan vere svert at
pavise kroniske infektioner med S. zooepidemicus, men viser ogsa, at det er af stor vigtighed for
hoppens fertilitet, at disse infektioner diagnosticeres og behandles. FISH kan potentielt bruges til at
diagnosticere disse infektioner i fremtiden, men det kraever yderligere evaluering af metoden og
villighed blandt dyrlaegerne til at implementere den i deres diagnostik. Der bgr laves yderligere

studier, der undersgger forholdet mellem kronisk infektion og endometrose.
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Abstract

Endometritis and endometrosis are the most common diseases of the endometrium in mares, and they
both affect fertility negatively. S. zooepidemicus is one of the most common bacterial isolates from
mares with infectious endometritis, and it has multiple traits that enables it to cause
chronic/subclinical infections. These infections can result in subfertility in mares over long periods
of time, as the infection can be difficult for veterinarians to diagnose and treat. Endometrosis is an
irreversible condition, and its influence on fertility is therefore permanent, whereas endometritis often
can be treated. The aim of this study was to evaluate to which degree both endometritis, caused by S.
zooepidemicus, and endometrosis affected the fertility in a group of mares that had been barren for 1
- 3 years. Furthermore, it was evaluated, if increasing age is associated with a higher Kenney-score
in two populations of mares, and whether there is a connection between chronic infection and
endometrosis. To investigate this, Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) was performed to
visualize the bacteria, and their location in the endometrium. 31 mares were given a Kenney-score,
and there was a tendency that mares with higher Kenney-scores had an increasing average age.
Furthermore, the data showed that subclinical infection with S. zooepidemicus had a significant
negative impact on fertility, but that this could seemingly be reversed by activating and treating the
infection. Endometrosis on the other hand had a more permanent negative impact on fertility, and the
higher Kenney-scores the mares had, the lower their live-foal rates were. FISH identified
Streptococcus spp. in 100% (16/16) of the mares, and the bacteria were located in the luminal
epithelium and in stratum compactum, but also deep within stratum spongiosum and intracellularly
in the glandular epithelium cells. There were no obvious differences between the location of the
bacteria in the chronically infected mares and the mare with an active infection. Furthermore, the
bacteria were only located in relation to chronic degenerative changes in the endometrium in 15,4%
(2/13) of the mares. Our study underlines, why it might be difficult to diagnose chronic infections
with S. zooepidemicus, but also shows that it is of great importance for the mare’s fertility that the
infection is diagnosed and treated. FISH might be able to help diagnose these infections in the future,
but it will require further evaluation of the method and compliance amongst veterinarians to
implement it in their work. Further studies should be made to investigate the relationship between

chronic infection and progression of endometrosis.
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Indledning og hypoteser

Fertiliteten hos hopper kan pavirkes negativt af en lang reekke faktorer. Sygdomme i endometriet kan
bade vere akutte, kroniske eller subkliniske; og de kan veere infektigse, inflammatoriske eller
degenerative. Endometritis og endometrose er de hyppigste arsager til nedsat fertilitet hos hopper. Et
af de hyppigst isolerede agens ved infektigs endometritis er Streptococcus equi spp. zooepidemicus.
Denne bakterie kan danne en subpopulation af dormante celler og derved forarsage langvarig,
subklinisk infektion. Det er pavist i flere studier, at der er en sammenhang mellem inflammation og
fibrose, og at hopper med en hgjere Kenney-score er mere modtagelige for infektigs endometritis. At
endometritis skulle kunne give anledning til udvikling/forveerring af endometrose er kun beskrevet
teoretisk og ikke pavist klinisk. Generelt er sensitiviteten af diagnostiske tests ikke optimal ved
endometritis, og den forveerres yderligere af, at praverne oftest udtages med svaber. Dette mindsker
sandsynligheden for at identificere subkliniske infektioner med S. zooepidemicus. Det har i tidligere
studier vist sig muligt at pavise bakterierne ved Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH), hvormed
deres tilstedeverelse og lokalisering i vaevet kan visualiseres. FISH kan saledes bruges til at pavise
Streptococcus spp., der ikke kan diagnosticeres ved dyrkning. Formalet med dette studie er at
undersgge sammenhangen mellem alder og graden af degenerative forandringer i endometriet hos
subfertile hopper. Desuden gnskes det at undersgge sammenhangen mellem Kenney-score og
fertilitet for hopper, der har haft en subklinisk infektion med S. zooepidemicus, men er behandlet for
denne. Derudover forsgges det at pavise subkliniske infektioner med S. zooepidemicus ved brug af
FISH. Samtidig undersgges bakteriernes lokalisering og antal i endometriet hos hopper med aktiv og

subklinisk infektion, dertil deres lokalisering i forhold til degenerative forandringer.

Vores hypoteser er falgende:

1. Der er en sammenhang mellem stigende alder og sveerhedsgraden af degenerative
forandringer, i form af en hgjere Kenney-score.

2. Der er en sammenhang mellem stigende Kenney-score og lavere draegtighedsrate samt live-
foal rate.
Infektion med S. zooepidemicus har en negativ pavirkning af fertiliteten.

4. Subkliniske infektioner med S. zooepidemicus, der ikke kan pavises ved standard bakteriel
dyrkning, kan pavises ved Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH).

5. S. zooepidemicus ligger i relation til de omrader i vaevet, hvor der ses kroniske degenerative

forandringer pa histologi.
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6. S. zooepidemicus er beliggende under det luminale epitel eller dybere i stratum spongiosum

ved kronisk infektion.

Litteraturreview

Endometritis

Endometritis er betegnelsen for en inflammatorisk tilstand i endometriet, og det har i mange ar vearet
den primaere arsag til nedsat fertilitet hos avishopper (Troedsson 1999; Canisso et al. 2020) og en af
de hyppigste medicinske lidelser hos heste (Traub-Dargatz et al. 1991). Den inflammatoriske tilstand
kan opsta som resultat af introduktion af fremmedlegemer (f.eks. saed), bakterier eller svampe i uterus.
Det anses som fysiologisk, at hoppen reagerer med et inflammatorisk respons som fglge af
bedeaekning/insemination. Formalet med dette er at rense uterus for kontaminerende elementer forud
for implementering af embryonet. En subpopulation pa 14 - 30% af avishopper formar ikke at stoppe
inflammationen indenfor 48 timer, hvorved de udvikler “Persistent Breeding Induced Endometritis”
(PBIE) (Christoffersen & Troedsson 2017; Katila & Ferreira-Dias 2022). Preedisponering for at
udvikle PBIE kan skyldes anatomiske defekter, nedsat myometriekontraktilitet og/eller et
dysreguleret immunrespons, hvor der ses en forleenget udskillelse af pro-inflammatoriske cytokiner
0g en nedsat maéngde modulerende cytokiner (Christoffersen & Troedsson 2017; Morris et al. 2020).
Ved forlenget inflammation overgar immunresponset fra at veere normalt-immunologisk til at veere
patofysiologisk. Inflammationen har da en skadelig indvirkning pa det uterine miljg og
draegtighedsraten. Dette skyldes, at uterus ikke renses for vaeske og debris, og desuden er hopper med
PBIE mere modtagelige for infektigs endometritis (Morris et al. 2020). Ved infektigs endometritis
kan bakterier enten introduceres direkte ved bedakning/insemination, de kan ascendere fra mere
caudale dele af reproduktionsorganerne eller de kan vere til stede i endometriet i form af en latent
infektion som re-aktiveres. Flere studier har gennem tiden vist, at Escherichia coli (E. coli) og
Streptococcus equi spp. zooepidemicus (S. zooepidemicus) er de hyppigste bakterieisolater hos

hopper med infektigs endometritis (Morris et al. 2020; Ravaioli et al. 2022; Mouncey et al. 2024).
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Streptococcus equi spp. zooepidemicus

S. zooepidemicus er et opportunistisk patogen der anses for at veaere en del af normalfloraen i de
caudale dele af reproduktionsorganerne, men ikke i uterus. Bakterien er udstyret med mekanismer til
at undga hoppens immunforsvar, og ved introduktion i uterus kan den give endometritis, iser ved
tilstedeveerelse af dysreguleret inflammation, veevsskade og ophobning af debris og vaeske som ved
PBIE (Morris et al. 2020). Ved kronisk infektion er det i et studie pavist, at S. zooepidemicus kan
persistere i de uterine kirtler. Derudover er bakterien pavist at befinde sig i foci beliggende savel
under det luminale epitel som dybere i endometriet (Petersen et al. 2009; Petersen et al. 2015). Det
er i et andet studie yderligere pavist, at bakterierne kan invadere epitelceller og opholde sig
intracellulert in vitro (Skive et al. 2017). Derudover kan S. zooepidemicus ogsa danne persister-celler
in vitro. Ved dannelse af persister-celler indgar en subpopulation af bakterierne i en lav-
metabolisk/dormant tilstand, hvorved de bade er sveere at pavise ved traditionelle dyrkningsbaserede
metoder og tolererer meget hgje koncentrationer af antibiotika pa trods af, at de stammer fra en ellers
sensitiv population. Dette besverligger saledes diagnostik og behandling betydeligt (Petersen et al.
2015). S. zooepidemicus formodes yderligere at kunne danne biofilm (Morris et al. 2020). Bade
dannelse af biofilm og intracellulere infektioner gger risikoen for dannelse af en persister-celle
subpopulation (Kaldalu et al. 2020). S. zooepidemicus har saledes flere egenskaber, der gar den i
stand til at forarsage subklinisk endometritis, hvor infektionen ligger i dvale og aktiveres ved

bedaekning/insemination.

Diagnostik af endometritis

De typiske symptomer ved persisterende eller subklinisk endometritis, forarsaget af S.
zooepidemicus, er detektion af intrauterin vaeske (IUF) > 2 cm pa ultralydsscanning. Derudover kan
udtalt endometrie-gdem og subfertilitet veere tegn pa persisterende eller subklinisk infektion (Katila
2016). Diagnostik af endometritis beror typisk pa en klinisk undersggelse, med henblik pa at
identificere risikofaktorer, samt ultralydsscanning og udtag af praver til dyrkning, cytologi og/eller
histologi. Prgverne kan udtages med svaber, cytobrush, low volume lavage (LVL) eller biopsi. Uanset
hvilken metode der benyttes er anbefalingen, at prgvetagningsinstrumentet og preven afskermes sa
vidt muligt for at undga kontamination fra mere caudale afsnit af reproduktionsorganerne. Dette
opnas ved at bruge double-guarded teknikker, ved ind/udfgrelse via spekulum eller ved at afskaeerme

instrumentet i en rektalhandske ved ind/udfarelse i uterus via vagina og cervix (Katila 2016).
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Metoden der betegnes som “gold standard” for detektion af endometritis, er pavisning
af PMNs ved histologi pa en biopsi, og det er denne de andre metoder typisk sammenlignes med. Dog
giver histologi ingen information om &tiologien (Nielsen et al. 2012). | forhold til valg af
prgveudtagningsmetode, pavirker valget af metode sensitiviteten af dyrkning og cytologi. Prgver
udtaget med svaber er i flere studier pavist at have en lav sensitivitet ved dyrkning pa hhv. 0,34 og
0,33 (Nielsen 2005; Christoffersen et al. 2015). Derimod har prgver udtaget ved brug af cytobrush i
et studie af Buczkowska et al. vist sig at have en sensitivitet pa 0,5 ved dyrkning alene; 0,71 ved
cytologi alene og 0,86 ved samtidig dyrkning og cytologi. Dette er sammenligneligt med
sensitiviteten for en biopsi, som er pa hhv. 0,63; 0,73 og 0,91 i samme studie, hvormed cytobrush
vurderes som en palidelig og mindre invasiv prgvetagningsmetode (Buczkowska et al. 2014a). | flere
studier er desuden dokumenteret en hgj sensitivitet ved dyrkning fra LVL pa hhv. 0,71 og 0,75
(LeBlanc et al. 2007; Christoffersen et al. 2015). | studiet af LeBlanc et al. er desuden angivet en
sensitivitet for cytologi pa LVL pa 0,80 (LeBlanc et al. 2007). LVL tilskrives dens hgjere sensitivitet
pa baggrund af, at preven udtages fra et starre omrade af uterus’ overflade. Denne metode er ligeledes
mindre invasiv end biopsi og er saledes ogsa en god valgmulighed til preveudtagning i praksis. LVL-
vaesken kan ogsa bruges til at vurdere uklarhed/grad af debris, hvormed der yderligere kan skelnes
mellem kliniske infektioner og kontamination (LeBlanc et al. 2007; Christoffersen et al. 2015). Det
er mest optimalt at vurdere prgverne, der er udtaget pa baggrund af bade dyrkning og cytologi, da
infektion med S. zooepidemicus ikke ngdvendigvis vil give udslag i veekst pa blodagar. Dog er S.
zooepidemicus infektion ofte associeret med et PMN-respons, grundet hgj kemotaksi af bakterien,
hvorfor inficerede hopper ofte er cytologi-positive. Ved at kombinere dyrkning og cytologi, kan man
desuden nemmere skelne, hvorvidt der reelt er tale om endometritis eller om prgven er blevet
kontamineret. Dette gger sensitiviteten og den preediktive verdi af prgven (Katila 2016).

Dormante infektioner med S. zooepidemicus udger en diagnostisk udfordring, da bakterierne
ikke ngdvendigvis kan detekteres ved de traditionelle prgvemetoder, hvor preven udtages fra
endometriets overflade. Samtidig er det ogsa beskrevet, at det ikke er sikkert, at bakterierne findes
ved udtag af en biopsi, da dormante S. zooepidemicus har en fokal fordeling i endometriet (Katila
2016). Der findes et vaekstmedie ved navn bActivate, der er pavist at kunne re-aktivere dormante S.
zooepidemicus, sa de genoptager normal metabolisme og saledes giver anledning til vaekst af
bakterien pa dyrkning. Ved brug af dette veekstmedie, forud for prevetagning, gges sensitiviteten af
de diagnostiske metoder, hvormed bakterien lettere kan pavises og behandles, da aktivering ogsa

genetablerer bakteriernes falsomhed overfor antibiotika (Petersen et al. 2015).
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Endometrose

Endometrose er en sygdom der er kendetegnet ved tilstedevaerelse af kroniske degenerative
forandringer i hoppers endometrie. Kendetegnende for endometrose er, at der ses koncentriske lag af
fibroblaster og kollagen-aflejring periglandulaert, hvor antallet af lag afspejler sveerhedsgraden af
fibrosen. Fibroseringen omkring kirtlerne kan give anledning til dysfunktion af kirtelepitelcellerne,
hvorved ernaringskapaciteten af de uterine kirtler og placenta reduceres. Dette kan lede til tidlig
embryonal-ded eller abort senere i draegtigheden. Det er i flere studier pavist, at der er en korrelation
mellem stigende alder og stigende svarhedsgrad af laesionerne. |1 1986 indferte Kenney & Doig et
scoringssystem for hoppers endometrie-kvalitet med dertilhgrende forventede live-foal rates. |
vurderingen af endometriets kvalitet, indgar typisk en vurdering af tilstedeveerelse af PMNSs, antal lag
fibroblaster omkring de afficerede Kkirtler, tilstedeverelse af lymfatiske lacunae, mangde af
kirtelrededannelser og reproduktionshistorik (Schoniger & Schoon 2020; Katila & Ferreira-Dias
2022). Tilstedevaerelsen af PMNs er typisk et udtryk for akut inflammation, hvormed denne
parameter adskiller sig fra de gvrige ved at vare potentielt reversibel (Buczkowska et al. 2014b). |
dag er Kenney-scoren det internationalt anerkendte scoringssystem til vurdering af endometrose,
endometrie-kvalitet og fertilitets-prognose (Snider et al. 2011). Dette er pa trods af, at klassifikationen
af de histologiske fund indeholder en vis grad af subjektivitet, samt at der er pavist betydelig

uoverensstemmelse mellem patologer ved brug af scoringssystemet (Westendorf et al. 2022b).

Tabel 1: Modificeret Kenney-score og dertilhgrende estimerede live-foal rates (Schoniger & Schoon 2020).
Her ses, hvilke parametre der indgar ved tildeling af en Kenney-score. Desuden er tilfgjet, hvorvidt hopper i
hver kategori forventes at veere resistente eller modtagelige for infektion (Troedsson et al. 1993; Buczkowska
et al. 2016).

Kenney- ) ) o Estimeret Modtagelighed
Histologiske og kliniske fund ] ] ]
score live-foal rate overfor infektion
Resistent (Troedsson
o ) et al. 1993;
| Ingen signifikante &ndringer > 80 -90%
Buczkowska et al.
2016)
Mild endometritis ELLER Modtagelig
1A Mild endometrose ELLER 50 — 80% (Buczkowska et al.
Milde lymfatiske lacunae ELLER 2016)
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Delvis endometrial atrofi i den sidste del af

avlssasonen Hverken modtagelig
Moderat endometritis ELLER eller resistent
Moderat endometrose ELLER (Troedsson et al.
11B Moderat lymfatisk lacunae ELLER 10 - 50% 1993)

gold > 2 ar ELLER
Kombineret tilstedeverelse af to kategori 11A-fund
Alvorlig endometritis ELLER

Alvorlig endometrose ELLER Modtagelig
Alvorlig lymfatisk lacunae ELLER (Troedsson et al.
' Udpraeget endometriel atrofi i avlsseesonen ELLER < 10% 1993; Buczkowska et
Kombineret tilstedeveerelse af > 3 kategori 1A fund al. 2016)

eller > 2 kategori 11B eller 111 fund

Hvad angar patogenesen for endometrose, er der stadig uklarhed omkring denne. Det er vist, at der
er en sammenhaeng mellem tilstedeveerelse/sveerhedsgrad af angiose og endometrose, og at
sverhedsgraden af angiose er korreleret med hoppens alder og paritet. Dette indikerer, at nedsat
blodtilfgrsel kan spille en rolle i udviklingen af endometrose (Schéniger & Schoon 2020). De seneste
ar er der desuden forsket mere i, hvilken rolle inflammation spiller i patogenesen for endometrose.
Det er blevet pavist, at inflammation kan give anledning til udvikling af fibrose via flere forskellige
mekanismer. Ved udvikling af PBIE eller infektigs endometritis, er der en forlaenget tilstedeveerelse
af PMNs 1 endometriet, hvilke kan danne Neutrophil Extracellular Traps (NETS). Frigivelse af
enzymer fra NETs kan give anledning til deponering af kollagen, men ogsa til gget produktion af
PGF2, som kan have en pro-fibrotisk effekt. Desuden kan en forlenget tilstedeveerelse af pro-
inflammatoriske cytokiner (TGF-B1, IL-6, IL-1B, PGE> og PGF2.) give anledning til pro-fibrotiske
modifikationer i ECM (Ekstracelluleer Matrix) genudtrykkelse samt fibroblast differentiering og
proliferation (Rebordao et al. 2014; Ferreira-Dias et al. 2024). Saledes findes der forskning, der viser,
at endometritis kan give anledning til udvikling af et pro-fibrotisk miljg i uterus og dermed potentielt
spille en rolle i patogenesen for endometrose. Det er pavist i et enkelt studie, at vedvarende
inflammation efter insemination ledte til en foreget “fibrose-score” (Reilas et al. 2016). Dog er det
ikke pavist, at infektion med S. zooepidemicus medfarer, at der ses en betydelig progrediering i graden

af endometrose (Schoniger & Schoon 2020).
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Figur 1: Figuren illustrerer samspillet mellem PBIE (i figuren refereret til som “PBE”’) og/eller bakteriel endometritis
og endometrose (Katila & Ferreira-Dias 2022).

Sammenhange mellem endometrose, endometritis og fertilitet

Der er i flere studier pavist sammenhange mellem inflammation og fertilitet. | et studie af Davies
Morel et al. er det pavist, at hopper med blot > 1% PMNSs pavist pa cytologi har en markant lavere
live-foal rate (51,4%) end hopper der er PMN-negative pa cytologi (66,9%) (Davies Morel et al.
2013). I et andet studie er det ligeledes pavist, at hopper der er positive for PMNSs pa histologi har en
signifikant lavere dag 70 dragtighedsrate end histologi-negative hopper pa hhv. 50% og 86,7%
(Nielsen et al. 2012). Riddle et al. har vist, at graden af inflammation ogsa pavirker dragtighedsraten,
da de viste, at hopper med sver inflammation (> 5 PMNs / hpf) havde en dragtighedsrate pa 23%,
mens hopper med moderat inflammation (2 - 5 PMNs / hpf) havde en draegtighedsrate pa 48% (Riddle
et al. 2007). Infektion kan ligeledes forringe fertiliteten. Davies Morel et al. har pavist, at hopper med
positiv dyrkning med vekst af ét patogen havde en signifikant lavere live-foal rate (43,8%), end
hopper der havde negativ dyrkning (Davies Morel et al. 2013). Riddle et al. har desuden vist, at
samtidig positiv cytologi og dyrkning giver anledning til lavere draegtighedsrater, samt at hopper der
er inficerede med S. zooepidemicus har en dag 28 dreegtighedsrate pa bare 30% (Riddle et al. 2007).

Endometrose kan ligeledes have en negativ pavirkning pa fertiliteten. Flere studier har
demonstreret, at der er en sammenhang mellem stigende alder og graden af kroniske degenerative
forandringer i endometriet, samt mellem stigende alder og nedsat fertilitet. Stigende alder er saledes
associeret med hgjere Kenney-score, og hopper med en hgjere Kenney-score har en lavere live-foal
rate (Snider et al. 2011; de Witt et al. 2023). Nar det kommer til sammenhangen mellem endometrose

og infektigs endometritis, er der mere uklarhed omkring forbindelsen mellem disse. Der er som
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tidligere naevnt flere studier, der har pavist mere teoretiske sammenhange mellem inflammation og
fibrose, men det er ikke pavist, at infektion med S. zooepidemicus giver anledning til progrediering
af endometrose (Schoniger & Schoon 2020). Dog er der lavet studier, der har vist, at hopper med en
hgjere Kenney-score er mere modtagelige for infektigs endometritis. 1 1993 undersggte Troedsson et
al. hoppers evne til at bekeempe infektion med S. zooepidemicus baseret pa deres Kenney-score. Her
fandt de, at hopper med kategori | endometrium generelt var resistente overfor infektion, mens hopper
med kategori 11l endometrium generelt var modtagelige for infektion. Hopper i gruppe Il1A og 11B
kunne ikke kategoriseres som hverken resistente eller modtagelige for infektion i studiet (Troedsson
et al. 1993). | et nyere studie fra 2016 er det derimod pavist, at hopper i gruppe 1A og 1B er statistisk
signifikant mere modtagelige for infektion end hopper i gruppe | (Buczkowska et al. 2016). Det tyder
altsa pa, at endometrose kan praedisponere for udvikling af infektigs endometritis. Dette formodes at
skyldes, at myometriekontraktioner og lymfedraenage kompromitteres pa grund af de degenerative
forandringer (Schoniger & Schoon 2020; Katila & Ferreira-Dias 2022).

| dette studie undersgges det, hvorvidt der er en sammenhang mellem stigende alder og
gget forekomst af degenerative forandringer i endometriet. Derudover undersgges sammenhangen
mellem endometrose og persisterende S. zooepidemicus infektion nermere, da forskning peger i
retning af, at der kan veare en sammenhang mellem disse. Derfor undersgges det, ved hjelp af
Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH), om S. zooepidemicus er lokaliseret i relation til de kroniske
degenerative forandringer i endometriet hos hopper med kronisk infektion, ligesom det er pavist hos

enkelte hopper i studiet af Petersen et al. (Petersen et al. 2009).

Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH)

Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH) er en teknik der har veret brugt i bade human- og
veterinaermedicin i mange ar og er siden begyndelsen blevet udviklet, sa den nu til dags kan bruges
til at identificere mikrobielle organismer og visualisere deres lokalisering i veev (Frickmann et al.
2017; Rolph et al. 2024). Hidtil har FISH blandt andet veeret brugt til detektion af bakterier i
mennesker (Prudent & Raoult 2019), familiedyr (Rolph et al. 2024), grise (Jensen et al. 2015) og
heste (Petersen et al. 2009). FISH er et godt redskab som supplement til anden diagnostik, da man
ved brug af denne teknik kan detektere og identificere patogener som kan vaere sveere at pavise pa
anden vis. Nogle bakterier kan vere langsomt voksende ved dyrkning, eller de kan veere lokaliseret
intracelluleert eller i biofilm, hvormed normale diagnostiske metoder ikke kan detektere dem (Moter
& Gobel 2000; Prudent & Raoult 2019). Det er muligt at identificere disse bakterier ved FISH, da
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man ved denne metode detekterer specifikke sekvenser af nukleinsyrer i prgven. Til detektion af
bakterier benyttes oftest en probe, der binder til en komplementeaer sekvens i ribosomalt RNA (rRNA)
i bakterien. Det er ofte rRNA der bruges som mal for proben, da der er en naturlig forggelse af rRNA
molekyler i bakterier (Jensen et al. 2015). Iser i metabolisk aktive bakterier er der en hgj maengde af
rRNA, men der er ogsa rRNA til stede i metabolisk inaktive bakterier, omend i lavere mangde
(Prudent & Raoult 2019). Selvom rRNA er til stede i alle bakterier, findes der varierende sekvenser
i de omrader, der er mal for prober, der bruges til identifikation pa artsniveau. Bakteriernes 70S
ribosomer bestar af en 50S underenhed og en 30S underenhed. Yderligere bestar 50S underenheden
af to RNA-molekyler, 5S og 23S, mens 30S underenheden bestar af et enkelt RNA-molekyle, 16S.
Ved FISH benytter man typisk RNA-molekylet 16S som probens malsekvens til identifikation af
bakterier, grundet molekylets konserverede og variable regioner (Jensen et al. 2015). De
konserverede regioner er bevarede i de fleste bakterier, hvorimod de variable regioner varierer
mellem de forskellige arter. De variable regioner kan dermed benyttes til at identificere specifikke
arter, hvorimod de konserverede regioner kan bruges til at screene for en generel tilstedeveerelse af
bakterier (Wallner et al. 1993; Chakravorty et al. 2007). 16S molekylet er genetisk stabilt og findes i
hgjt antal, hvorfor det er oplagt at bruge og giver stgrst ngjagtighed ved identifikation af bakterier
(Moter & Gaobel 2000).

Proben, der benyttes til FISH, er oftest en oligonukleotid-probe, der typisk har en
starrelse pa 18 - 25 basepar og er markeret med en fluorescens-marker (Frickmann et al. 2017). Der
kan benyttes savel DNA som PNA (peptide nucleic acid) prober, hvilke differentieres ud fra
strukturen af rygraden. DNA har en sukker-fosfat-rygrad, hvorimod PNA har en polyamid-rygrad.
PNA prober har en hgjere affinitet og binder bedre til den komplementere sekvens i forhold til DNA
prober. Begge prober binder kun til en specifik sekvens og dermed kun kendte bakterier, hvormed
metoden ikke kan bruges til at identificere ukendte bakterier i vaevet. Dog kan der benyttes universelle
prober til screening for alle bakterier, da disse binder til en sekvens, der er bevaret i alle bakterier
(Wallner et al. 1993; Moter & Gobel 2000; Jensen et al. 2015).
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Figur 2: FISH - binding af DNA- og PNA-fluorescensmarkerede prober til ribosomalt RNA (Jensen et al. 2015).

Fluorescensmarkering af proberne ger det muligt at visualisere de bakterier, proben er bundet til ved
fluorescens-mikroskopi. Fluoroforer der er baseret pa cyanin farver, sasom Cy3 og Cy5, bliver ofte
benyttet (Prudent & Raoult 2019). Disse farver har en hgj fluorescensintensitet og er relativt stabile
overfor nedbrydning ved udsettelse for kraftigt lys. Fluoroforer med forskellig excitation og emission
ger det muligt at detektere flere bakterier i samme veev samtidig. Dette skyldes, at de optager farve
(excitation) og udskiller farve (emission) ved forskellige bglgeleengder, hvormed der kan

differentieres mellem dem (Moter & Gdbel 2000). Eksempler pa dette kan ses i tabel 2.

Tabel 2: Oversigt over fluoroforerne Cy3 og Cy5 (Moter & Gébel 2000).

Fluorofor Excitation Emission Farve
Cy3 550 nm 570 nm Orange/rgd
Cy5 651 nm 674 nm Infrargd

FISH-proceduren bestar overordnet af fire trin: 1) fiksering og permeabilisering af praven, 2)
hybridisering, 3) fjernelse af ubundne prober og 4) detektion af markerede celler. Det er vigtigt at

fiksere veevet fgr hybridiseringen, da dette bevarer den cellulere morfologi og nukleinsyrerne,
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hvorved der sikres en optimal bevaring af malsekvenser i vavet (Jensen et al. 2015; Frickmann et al.
2017). Derudover er det vigtigt at gere bakterien permeabel. I Gram positive bakterier, sasom
streptokokker, skal peptidoglykanlaget i bakteriens cellevaeg abnes, sa proben lettere kan treenge ind
i bakterien og binde til malsekvensen. Permeabilisering af celleveeggen kan opnas ved brug af
enzymatisk preae-behandling med enten lysozym eller anden enzymatisk behandling (Frickmann et al.
2017).

Figur 3: Fremgangsmade for FISH (Jensen et al. 2015).

Udover blot at pavise bakteriers tilstedevearelse, kan FISH desuden bruges til at visualisere
lokaliseringen af bakterier i et veev. Derved muliggeres det at lave en korrelation mellem bakterier,
vaevsmorfologi og patologiske forandringer i vaevet (Jensen et al. 2015). | et studie lavet af Petersen
et al., fulgtes lokalisationen af S. zooepidemicus i endometrievaev hos fire hopper eksperimentelt
inficeret med bakterien. Efterfglgende blev der taget biopsier i fastsatte tidsintervaller efter
inokulationen, hvor bakterierne blev lokaliseret ved hjalp af FISH. Det blev pavist, at bakterierne
beveaegede sig fra lumen i uterus til klynger pa overfladen af det luminale epitel indenfor 24 timer.
Der blev desuden taget biopsier fra seks hopper med tegn pa klinisk endometritis, hvor bakterierne
primart blev lokaliseret i adskilte foci beliggende umiddelbart under det luminale epitel. | studiet
blev bakterierne derudover fundet dybere i stratum compactum, 300 - 500 um fra lumen. Studiet viste
saledes, at S. zooepidemicus ved persisterende infektioner havde en anderledes placering i vaevet end

ved akutte infektioner. | nogle tilfelde blev bakterien ogsa lokaliseret i omrader med
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vaevsremodellering i form af fibrotisk veev. Dog kunne det ikke ud fra studiet siges, om bakterien
havde haft en indflydelse pa remodelleringen af vaevet (Petersen et al. 2009).

En udfordring ved FISH er autofluorescens ved mikroskopering. Autofluorescens er
fluorescens, der stammer fra celler i vaev, der fluorescerer uden binding af fluoroforer. Isar kollagen,
erytrocytter og eosinofile granulocytter afgiver autofluorescens. Disse kan saledes forstyrre, nar man
forsgger at undersgge forekomsten af signaler fra fluoroforer. For at undga falsk positive resultater,
er det vigtigt at skelne mellem et positivt FISH resultat og autofluorescens. Autofluorescensen kan
forekomme ved bglgelengder, hvor tilferte fluoroforer ikke observeres, hvormed der kan skelnes
mellem fluorescenserne (Moter & Goébel 2000; Brodie 2020). Det anbefales at inkludere mange
positive og negative kontroller for lettere at kunne skelne mellem fluorescens fra fluoroforen og

autofluorescens fra vaevet (Prudent & Raoult 2019).

Metoder og materialer

Litteratursggning

Videnskabelig litteratur, der er anvendt i projektet, er fundet ved sggning pa PubMed og Google
Scholar. Derudover er ChatGPT (chatgpt.com) blevet benyttet til at fremsgge og gennemlase
litteratur, men ikke til at generere tekst eller figurer til videre brug i opgaven. Kgbenhavns

Universitets Al deklaration er vedlagt som bilag (bilag 3).

Hopper

Hopper fra Irland

Der er inkluderet endometrie-biopsier fra 17 hopper fra et fuldblodsstutteri i Irland. Disse hopper er
inkluderet grundet historik om subfertilitet over flere ar, men initielt et negativt dyrkningsresultat. S.
zooepidemicus infektion i endometriet er pavist hos sterstedelen af hopperne (13/15), efter de er
aktiveret med vakstmediet bActivate i forbindelse med et andet studie. Disse hopper har saledes haft
en subklinisk S. zooepidemicus infektion pa det tidspunkt, hvor biopsierne er udtaget. Alderen pa

hopperne ved udtagning af biopsierne er mellem 6 - 21 ar. Biopsierne er udtaget mellem 2015 - 2017.
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Hopper fra Danmark

Der er inkluderet endometrie-biopsier fra 14 rugehopper fra et stutteri i Danmark. Disse hopper er
inkluderet, da de i avissesonen 2025 ikke er blevet dreegtige ved Embryo Transfer (ET). Ingen af
hopperne er behandlet med antibiotika i 2025 avlssesonen, dog er flere af dem behandlet med
oxytocin én eller flere gange som falge af pavisning af IUF > 2 cm pa ultralydsscanning. Hopperne
misteenkes for at kunne have enten en klinisk eller subklinisk S. zooepidemicus infektion, da de ikke
er blevet draegtige, og da der er pavist IUF af forskellig varighed og over et varierende antal cyklusser
hos 13/14 af hopperne. Alderen pa disse hopper er mellem 6 - 16 ar. Alle biopsierne er udtaget i
september 2025.

Prgveudtagning

Hopper fra Irland

Biopsierne er udtaget ved hjeelp af en krokodillenabs-biopsitang. Selve trinnene i prgveudtagningen
er ukendte, men det formodes, at biopsierne er udtaget lege artis, da de er udtaget af en rutineret
reproduktions-dyrleege. Prgverne blev efter udtag opbevaret i lukkede beholdere indeholdende
formalin. Disse er opbevaret mgrkt og ved stuetemperatur. Vavet blev indstgbt i paraffinblokke,

hvorfra der blev skaret snit pa 2 - 4 um, hvilke blev monteret pa objektglas.

Hopper fra Danmark

Biopsierne er udtaget ved hjelp af en punch-biopsitang. Forud for preveudtagning er omradet
omkring vulva og perineum afvasket med iod-tilblandet vand. Ved udtag af biopsien indfartes
biopsitangen blindt ind i vagina og gennem cervix. Ved indfgrsel i vagina var biopsitangen afskaermet
I en rektalhandske med et hul i spidsen og ferst ved indfarsel i cervix, fartes tangen ud af handsken.
Biopsitangen blev ligeledes afskaermet i handsken pa vej ud gennem vagina. Efter udtag blev der
lavet udstrygning pa blodagar af biopsierne, hvorefter de blev overfart til en beholder med formalin
(BiopSafe biopsi container 20 mL, OneMed A/S, Hinnerup, Danmark) og opbevaret mgrkt ved
stuetemperatur. Vaevet blev indstgbt i paraffinblokke, hvorfra der blev skaret snit pa 2 - 4 um, hvilke

blev monteret pa objektglas.
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Bakteriologi

Hopper fra Irland

For alle hopperne er der lavet dyrkning pa en udstrygning af biopsien fra endometriet forud for
aktivering med bActivate. Her var alle hopperne negative for S. zooepidemicus ved dyrkning pa
blodagar med aerob inkubation ved 37°C i 24 timer. Hopperne fik efterfglgende en infusion af
vaekstmediet bActivate (Bojesen and Petersen Biotech ApS, Kgbenhavn, Danmark) i uterus, hvorefter
der blev foretaget LVL. Fra LVL-vasken blev der ligeledes dyrket pa blodagar ved aerob inkubation
ved 37°C i 24 timer. Prgverne blev betegnet som positive for S. zooepidemicus, safremt denne
forekom i monokultur eller ved blandet vaekst med hgjest 2 dominerende kolonier. Safremt der ikke
var en sadan veakst af S. zooepidemicus, blev praven betegnet som negativ for S. zooepidemicus
infektion. Ved vakst af en bakterie, der misteenkes for at vaere S. zooepidemicus, blev bakterien sendt

til et laboratorium, hvor arten blev endeligt bestemt ved MALDI-TOF.

Hopper fra Danmark

Der blev lavet dyrkning pa udstrygning fra biopsierne pa blodagar med aerob inkubation ved 37°C i
20 timer. Pa dyrkningen fandtes 3 hopper der havde veaekst uden dominerende kolonier, 1 hoppe der
havde vaekst med 2 dominerende kolonier, og 10 hopper der havde veekst med 1 dominerende koloni.
De dominerende kolonier blev subkultiveret, og renkulturerne blev brugt til at bestemme bakteriernes
art. Det blev undersggt, om bakterierne var Gram-positive eller Gram-negative, kokker eller stave,
0og om de var katalase positive eller negative. Derudover blev kolonimorfologien vurderet. Baseret
pa disse undersggelser blev det antaget, at 8 af de subkultiverede kolonier var samme bakterie, hvorfor
der kun blev lavet MALDI-TOF pa én af disse. De 4 resterende kolonier havde forskelligartet
morfologi og hamolyse, hvorfor der blev lavet MALDI-TOF pa alle disse separat.

Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH)

FISH-proceduren blev udfert som beskrevet i bilag 2. Protokollen der benyttes er standard-
protokollen for FISH fra Sektion for Veteringer Parasitologi og Patobiologi ved Kgbenhavns
Universitet, hvilken er meget lig protokollen der er anvendt i studiet af Petersen et al. og Steffensen
& Sendergaard til pavisning af S. zooepidemicus i uterint vaev fra hopper (Petersen et al. 2009;
Steffensen & Sgndergaard 2022). Streptococcus spp. proben der benyttes i disse studier har samme

sekvens som proben i dette studie. | korte treek udfgres FISH saledes: snittene afparaffineres og
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dehydreres. Derefter behandles de med proteinase K for at gge tilgeengeligheden af RNA for proberne
og for at nedbryde RNaser. Snittene placeres i Shandon rack og skylles med vaskebuffer. Proberne
fortyndes til en koncentration pa 5 ng/uL. Der tilfares 100 pL hybridiseringsbuffer med probe til
hvert snit. Der deekkes af med sglvpapir for at undga degradering af fluoroforen og inkuberes ved
45°C natten over. Efter hybridiseringen vaskes snittene 3 gange med hybridiseringsbuffer og derefter
3 gange med vaskebuffer. Snittene dehydreres 3 x 2 min i hhv. 70%, 85% og 96% ethanol. Snittene
baggrundsfarves med DAPI, hvorefter de tgrrer i varmeskab. Nar de er tarre monteres daekglas med
VectaShield.

Oligonukleotid prober

| dette studie blev der udelukkende fokuseret pa at pavise S. zooepidemicus i veevet. Da der ikke
findes en specifik probe for S. zooepidemicus, benyttes i stedet en probe der binder til alle
Streptococcus spp. Dette kan med rimelighed forsvares, da S. zooepidemicus Klart er den hyppigst
isolerede Streptococcus spp. hos hopper med endometritis (Proietti et al. 2011; Mouncey et al. 2024).
Proben, der benyttes i dette studie, er maerket med Cy3, hvilken afgiver en orange/red farve ved
fluorescens-mikroskopi. Proben er produceret af Eurofins Genomics (Ebersberg, Tyskland) og
sekvensen er fglgende: 5°-Cy3-CAC TCT CCC CTT CTG CAC-3’.

Udover Streptococcus spp. proben blev der for hver biopsi ogsa lavet en kontrol prave
med en Eub338 probe, ogsa produceret af Eurofins Genomics. Denne probe er designet, sa den binder
til en sekvens i 16S rRNA som er velkonserveret for alle bakteriearter, hvorfor den kan bruges til at
pavise alle bakterier i veevet (Wallner et al. 1993). Eub338 proben er ligeledes meerket med Cy3, og
sekvensen er fglgende: 5°-Cy3-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’.

Positive og negative kontroller

Der blev lavet bade positive og negative kontroller for Streptococcus spp. proben. Dette blev gjort
ved at dyrke renkulturer af E. coli og S. zooepidemicus. Kolonierne blev overfort til sterilt BHI/B-
veekstmedie, og det blev ved hjelp af OD600-malinger undersggt, hvornar bakterierne var i
eksponentiel fase. Her blev de isoleret og fikseret i 10% formalin i 1 time og derefter vasket 2 x 5
min i PBS. De blev opbevaret i PBS, og herfra blev de overfart til histogelblokke (HistoGel™,
Epredia, Holland), som der blev lavet snit af. Fremgangsmaden for fremstillingen af kontrollerne
findes i bilag 1. Bakterie-kontrollerne gennemgik hybridisering pa samme made som biopsi-snittene.
Formalet med renkulturen af S. zooepidemicus er at sikre, at den benyttede Eub338 probe og

Streptococcus spp. probe kan binde til denne bakterie ved den anvendte FISH-protokol. Formalet
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med renkulturen af E. coli er at sikre, at Eub338 proben kan binde til denne, men at Streptococcus
spp. proben ikke kan og er dermed en sikring for, at proben ikke har en for lav specificitet. E. coli er
udvalgt pa baggrund af, at denne udover S. zooepidemicus er det hyppigst forekommende

bakterieisolat ved infektigs endometritis (Morris et al. 2020; Mouncey et al. 2024).

Epi-fluorescensmikroskopi

Evaluering af fluorescenssignalet fra biopsierne og kontrollerne efter hybridiseringen blev foretaget
med et Axio Imager M1 mikroskop fra Zeiss. Computerprogrammet blev indstillet til at kunne
modtage rgd, gren og bla farve. Snittene blev evalueret gennem 43 HE-filter, 49 DAPI-filter og 44
GFP-filter. Hvert snit blev forst evalueret ved 200x forstgrrelse og efterfalgende ved 400x
forstarrelse. Alle snittene blev systematisk evalueret af begge forfattere ved gennemgang af hele det
luminale epitel, stratum compactum og til sidst hele snittet. Autofluorescens blev skelnet fra
fluorescens fra proben ved, at det korrekte signal fra Cy3 kun var synligt i 43 HE-filteret og ikke i de
andre filtre, mens autofluorescens kunne ses gennem alle filtrene. Der blev i hgj grad observeret
autofluorescens fra granula i eosinofile granulocytter. Disse havde samme runde form som
streptokokker, men kunne adskilles pa baggrund af sterrelse og organisering samt synlighed gennem
filtrene. Granula var stgrre end streptokokkerne og fandtes i runde klynger, nogle steder tydeligt
afgreenset af en celleveeg. Kriteriet for, at en bakterie blev anset som varende Streptococcus spp. var,
at denne bandt Streptococcus spp. proben, havde den korrekte morfologi og sterrelse, det rette

farvesignal, der kun var tydeligt i 43 HE-filteret, og var beliggende i samme plan som vavet.

Histologisk vurdering

Der blev foretaget histologisk vurdering af alle de HE-farvede biopsier af forfatterne i samarbejde
med Mette Christoffersen fra Sektion for Medicin, Kirurgi og Reproduktion Store Husdyr ved
Kgbenhavns Universitet. Der blev lavet en vurdering af endometrie-kvalitet og inflammation, pa
baggrund af hvilke hopperne blev tildelt en Kenney-score. | vurderingen indgik graden/udbredelsen
af fibrose, tilstedeveerelse/antallet af rededannelser og tilstedeverelsen af PMNs. Desuden blev
tilstedeveerelsen af lymfatiske lacunae og cystiske Kirtler noteret. Graden af fibrose blev vurderet ud
fra udbredelsen af fibrosen (fokal, multifokal, diffus), samt antallet af lag af fibroblaster der var
omkring kirtlerne og/eller rederne. Pa figur 4, 5, 6 og 7 ses forskellige antal lag af fibroblaster

periglanduleert som blev observeret ved den histologiske undersggelse af biopsierne.
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Figur 4: Pilen peger pé en kirtel med 1 lag Figur 5: Pilen peger pé en kirtel med 3 lag
fibroblaster periglandulert. Hoppe #20i. fibroblaster periglanduleert. Hoppe #5i.

Figur 6: Pilene peger p& omrader med5-6  Figur 7: Pilene peger pd en kirtel med 6 - 8
lag fibroblaster periglanduleert. Hoppe #14i.  lag fibroblaster periglandulzrt. Hoppe #5d.

Rededannelser blev vurderet som et gennemsnit af antallet af reder i 4 synsfelter med 50x forstarrelse.
Pa figur 8 ses et endometrie med rededannelser og pa figur 9 ses et uden. Derudover ses kirtelatrofi

pa figur 8, samt normal fordeling og antal af kirtler pa figur 9.

Figur 8: Diffus kirtel atrofi. Pilen peger ~ Figur 9: Normal fordeling og antal af kirtler
pa en rededannelse. Hoppe #14i. og ingen rededannelser. Hoppe #1..
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PMNs blev vurderet som antal PMNs pr. 5 synsfelter ved 400x forstarrelse. Prgven blev betegnet
som positiv for inflammation, safremt der observeredes > 1 PMN / 5 hpf. Pa figur 10 og 11 ses

eksempler pa en PMN beliggende i hhv. stroma og en Kirtel.

Figur 10: Pilen peger pden PMN i Figur 11: Pilen peger pad en PMN
stroma. Hoppe #11i. beliggende i en kirtel. Hoppe #11i.

Pa baggrund af ovennavnte observationer blev hopperne inddelt i kategori I, I1Ar, 11Ai, 11B eller 1.
Vi har valgt at dele Kenney-gruppe I1A op i to undergrupper, saledes at det kan skelnes, om hoppen
er tildelt denne kategori pa baggrund af inflammation (reversibel parameter) eller fibrose (irreversibel
parameter). Pa tabel 3 ses de kriterier, som biopsierne er tildelt en Kenney-score pa baggrund af. |
dette studie blev en hoppe med kategori | endometrium, i forhold til graden af fibrose, allokeret til
kategori I1Ar, safremt der var inflammation til stede, men vil ved eliminering af inflammationen igen
kunne tildeles kategori I, hvis fibrosen ikke har udviklet sig yderligere i mellemtiden. | dette studie
er det udelukkende mellem kategori | og Il1A, at inflammation kan andre hoppens kategori. | de andre

kategorier afggres hoppens kategori primeert af antal lag af fibroblaster og antal rededannelser.

Tabel 3: Kriterierne for tildeling af de forskellige Kenney-kategorier, der er anvendt i dette studie.

Kenney-score Antal lag fibroblaster Inf;’z:\r/ln;nla;i?]r; f()z ! Antal redrc]es?nnelser/
! fokaljriJli?fokalt ] Ingen
Reversibel 1A (I11Ar) fokaljridli?fokalt + Ingen
Irreversibel 1A (11Ai) 1 — 3 lag multifokalt +/- <2/ hpf
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>4 lag
+/- -
e multifokalt/diffust / 2 - 4/ hpf
> 10 lag
' multifokalt/diffust +- > 5/ hpf

Statistisk analyse

Dette er et observationelt studie, og grundet det begreensede antal individer, der indgar i datasettet i
dette studie, angives kun gennemsnit, frekvenser og deskriptive data. De beregnede veerdier er angivet
som gennemsnit £ spredning eller som procentsatser. Nogle steder er der angivet interval minimum-

maksimum. Alle beregninger er foretaget i Maple.

Resultater

Bakteriologi og fertilitet

Tabel 4: Oversigt over hopperne fra Irland med kendte oplysninger om fertilitet.

rovpe Aderfir i Akiverno TR Gt e
#1i 9 1 1 1 1 1
#2i 8 1 1 1 1 1
#3i 17 2 1 0 0 0
#4i 6 3 1 1 1 0
#5i 11 2 1 1 1 1
#6i 9 1 1 2 1 1
#7i 11 2 1 1 1 0
#9i 19 2 0 3 0 0
#10i 21 2 1 2 1 1
#11i 6 1 1 1 1 1
#12i 10 - 1 1 1 1
#13i 14 2 1 1 1 1
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#14i 13 2 1 1 1 1

#15i 12 1 1 1 1 1

#17i 9 - 0 3 0 0

* 1 = positiv veekst for S. zooepidemicus efter aktivering med bActivate. 0 = ingen veekst af S. zooepidemicus
efter aktivering med bActivate. Alle hopperne var negative for vaekst af S. zooepidemicus forud for aktivering
med bActivate.

** 1 = Draegtighed ved dag 150. 0 = Ingen draegtighed ved dag 150.

*** 1 = Levendefadt fgl. 0 = Ikke et levendefadt fal.

Af hopperne fra Danmark var kun én hoppe (#9d) positiv for veekst af S. zooepidemicus pa blodagar,
bekraeftet ved MALDI-TOF. Derfor var dette den eneste af hopperne fra Danmark, hvis biopsi der
blev lavet FISH pa for at visualisere bakteriens lokalisering ved aktiv infektion.

Histologi — Kenney-score

Tabel 5: Oversigt over histologiske parametre for hopperne fra Irland og Danmark og deraf afledt Kenney-
score. #’nr”’+i = hopper fra Irland. #’nr’+d = hopper fra Danmark. To af hopperne fra Danmark er

ekskluderet grundet for lille stgrrelse af biopsien og fraveer af luminalt epitel.

i Inflammation
Alder Fibroblaster Cystiske Lymfatiske I Kenney-
Hoppe o —antal lagog Rededannelser . (Z1PMNs/5
[ar] kirtler lacunae score
udbredelse hpf)
#1i 9 1; multifokalt - - - - I
. 1-2; .
#2l 8 multifokalt ] * * ] A
#3i 17 2 — 3; diffust - + + + IHAI
H4i 6 1-2 2 -3/ hpf + + + A
multifokalt P
. 2-3; .
#L L ltifokalt ] ] * * A
. 2-3; .
#ol O multifokalt ] * ] * A
H7i 11 3-5; 2- 41 hpf + ; + 1B
multifokalt P
4O 19 3-5; 2- 41 hpf + + + 1B
multifokalt P
#10i 21 3; multifokalt <2/ hpf + + + 1B
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#11i 6 1; multifokalt - HAr
#12i | 10 1-2 fokalt ; |
#13i | 14 1-2 <2/ hpf HAI
multifokalt P
#4i | 13 5-6 <2/ hpf B
multifokalt P
] 1-2; .
e I ) Al
#17i 9  1-2 diffust ; HAI
#8i | 17 1-2: diffust ; HAI
#20i 8 1; multifokalt - HAr
1-2; .
#ld 15 tifokalt ; A
#2d | 10 1: fokalt ; AT
#3d | 11 1-2 diffust ; HAI
#4d 15 2 — 3; diffust <2/ hpf lHAI
1-2;
#5d 12 multifokalt <2/ hpf 1B
5 - 6; fokalt
#od 9 1; fokalt - I
#7d 9 1: diffust ; AT
#8d 7 1-3: diffust ; HAI
#9d 12 1 - 3; diffust <2/ hpf lHAI
1-2; .
flod |12 tifokalt ) Al
#13d | 8 1: fokalt ; AT
#14d 6 1; multifokalt - I

Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH)

Der blev i alt lavet FISH pa 16 biopsier, hvoraf 15 var fra Irland og 1 var fra Danmark. Derudover

blev der lavet negative og positive kontroller for begge prober.
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Eub338 probe og kontroller

Ved mikroskopering sas der i alle 16 biopsier fluorescenssignaler fra kokkoide bakterier ved brug af
Eub338 proben, hvorfor alle 16 biopsier yderligere undergik FISH med Streptococcus spp. proben.
Desuden observeredes der signal fra stavbakterier pa samtlige biopsier med Eub338 proben.
Stavbakterierne fandtes i stort antal og blev observeret savel i vaevet som udenfor vavet, hvorfor der
formodes at veere en vis grad af kontamination.

Ved mikroskopering af kontrollerne blev det pavist, at bade Eub338 proben og
Streptococcus spp. proben kunne binde til renkulturen af S. zooepidemicus, da der fandtes
fluorescenssignal fra S. zooepidemicus pa de positive kontroller og intet signal pa den negative
kontrol. Pa renkulturen af E. coli blev det pavist, at Eub338 proben kunne binde til disse, men at
Streptococcus spp. proben ikke kunne. Pa biopsierne og renkulturerne af bakterier der gennemgik
hybridisering kun med hybridiseringsbuffer og uden probe, sas intet fluorescenssignal fra bakterier.
Herunder ses de forskellige kontrolprgver, samt hvorledes der skelnes mellem autofluorescens og
signal fra bakterierne. 1 mikroskopet var det tydeligt at se, at der var fluorescens pa de positive

kontroller og ikke pa de negative. Dette er svaerere at erkende pa billederne.

Figur 12: Negativ kontrol - S. zooepidemicus uden probe. Figur 13: Negativ kontrol - E. coli uden probe.

Figur 14: Negativ kontrol - E. coli med Streptococcus spp. Figur 15: Positiv kontrol - E. coli med Eub338 probe.
probe.
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Figur 16: Positiv kontrol - S. zooepidemicus med Figur 17: Positiv kontrol - S. zooepidemicus med

Eub338 probe.
Streptococcus spp. probe.

Figur 18: 43 HEfilter og 44 GFP-filter. Figur 19: 44 GFP-filter.

Figur 20: 43 HE-filter.

Figur 18, 19 og 20: Eosinofil granulocyt (red pil) og stavbakterier (rade). Hoppe #12i. Bakterier ses kun gennem 43
HE-filteret (figur 18 og 20), mens granula ses gennem bade 43 HE-filteret og 44 GFP-filteret (figur 18, 19 og 20).

Figur 21: Stavbakterier periglandulaert. Hoppe #15i.
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Streptococcus spp. probe
Tabel 6: Lokalisering og antal af Streptococcus spp. i veevet fra biopsierne ved FISH. Afstand til lumen er

angivet hhv. for bakterierne i luminalt epitel/stratum compactum (gverst) og stratum spongiosum (nederst).

Luminalt epitel . I relation til .
Stratum spongiosum Intracelluleert . Afstand til
Hoppe eller stratum . S . degenerative
(periglandulaert/stromalt) i kirtelepitel . lumen*
compactum forandringer
I lumen - 20
. ) ) pum
i 2 3 200 - > 500
pum
i ) 3 ) ) 300 - >500
pum
Ca. 2001 | lumen
#3i biofilm/ekssudat - 1 - > 500 um
2 i kirtellumen W
. 3 20— 25pum
#4 2 . 2 -
! 21 i klump 300 um
. I lumen
#5i 3 11 - - > 500 um
#6i - 12 3 - 100 um
#7i - 3 - - > 500 um
#9i - 1 - - > 500 um
1
intracellulert S0~ 40 KM
#10i 1 12 3 Cen 150 - > 500
rededannelse mm
411 ) 9 ) ) 100 - > 500
pum
. 50 um
#12i 1 2 - - 300 um
413i ) 9 ) ) 50 - > 500
pum
1 blandt
#14i ) 7 ) fibroblaster > 500 um
ved
rededannelse
415i ) 4 ) ) 100 - > 500
pum
#17i - 4 - - > 500 um
->
494 ) 4 ) ) 50 - > 500
pum
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Tabel 7: Herunder ses, hvilket antal af Streptococcus spp. bakterier der er visualiseret pa de forskellige

lokaliteter i vaevet fra biopsierne ved FISH.

Luminalt epitel . . I relation til Total antal
Stratum spongiosum Intracelluleert i .
eller stratum . . . degenerative Streptococcus
(periglandulart/stromalt) kirtelepitel . .
compactum forandringer spp. bakterier
211 108 9 2 328

Streptococcus spp. blev pavist i endometriet hos 100% af hopperne ved FISH, herunder ogsa de to
hopper der havde negativ dyrkning efter aktivering med bActivate. Der ses streptokokker beliggende
i det luminale epitel eller umiddelbart under epitelet i stratum compactum hos 40% (6/15) af de
subklinisk inficerede hopper. Derudover ses streptokokker beliggende periglandulert/stromalt eller
intracelluleert i stratum spongiosum hos 100% (15/15) af de subklinisk inficerede hopper. Disse ligger
mellem 50 um og > 500 um fra lumen. Hos 20% (3/15) af de subklinisk inficerede hopper, sas
streptokokker beliggende intracellulart i kirtelepitelcellerne, hvilket kan ses pa figur 25. Generelt var
de fleste bakterieceller beliggende enkeltvis, dog la flere bakterier sammen fa steder, f.eks. hos hoppe
#4i. Generelt var bakteriernes antal i veevet lavt. Hos en enkelt hoppe (#3i) observeredes, hvad der
formodes at vare ekssudat eller biofilm indeholdende multiple Streptococcus spp. beliggende pa
overfladen af det luminale epitel. Dette kan ses pa figur 28. Hos 15,4% (2/13) af hopperne med
degenerative forandringer, og dermed Kenney-score I1Ai eller 11B, sas streptokokker beliggende i
relation til kronisk degenerative forandringer. Hos den ene af disse hopper, 1a en bakterie blandt
fibroblasterne omkring en rededannelse, og hos den anden hoppe, la en bakterie intracellulaert i en
kirtelepitelcelle, der var inde i en rededannelse. Begge disse hopper tilhgrte kategori I1B. Hos resten
af hopperne sas ingen bakterier i relation til degenerative forandringer. Hos den danske hoppe, der
havde en aktiv infektion, der kunne pavises ved dyrkning, sas kun fa bakterier, alle beliggende
periglandulaert/stromalt i stratum spongiosum. Disse bakterier 1a mellem 50 pm og > 500 pm under
det luminale epitel. Pa dette snit sas desuden markant autofluorescens, iser fra erytrocytter, hvilket

kan ses pa figur 27.
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Figur 23: Streptokok i stratum compactum. Lige under

Figur 22: Streptokok blandt fibroblaster rundt om det luminale epitel og ca. 20 um fra lumen. Hoppe #Li.

rede. Hoppe #14i.

Figur 25: 2 streptokokker intracelluleert i en

Figur 24: 1 streptokok i stroma. Hoppe #9i. kirtelepitelcelle. Hoppe #4i.

Figur 27: Autofluorescens (gren) fra erytrocytter og

Figur 26: 2 streptokokker i kirtellumen. Hoppe #3i. fluorescens fra en streptokok (rgd). Hoppe #9d.

Side 31 af 52



Figur 28: 43 HE-, 49 DAPI- og 44 GFP-filter. Figur 29: 49 DAPI-filter.

Figur 30: 43 HE- og 49 DAPI-filter.

Figur 28, 29 og 30: Biofilm eller ekssudat med streptokokker pa overfladen af luminale epitelceller med hhv. 49
DAPI- og 44 GFP-filter, 49 DAPI-filter, samt 43 HE- og 49 DAPI-filter. Hoppe #3i.

Figur 31: 43 HE- og 44 GFP-filter. Figur 31: 44 GFP-filter.
Figur 31 og 32: Streptokok i luminale epitel kommer til syne, nar 43 HE-filter benyttes og forsvinder, nar 44
GFP-filteret benyttes. Hoppe #5i.
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Sammenhang mellem alder, Kenney-score og fertilitet

| de falgende beregninger indgar kategori | og I1Ar sammen, da hopperne i kategori [l Ar udelukkende
er tildelt denne kategori pa grund af tilstedeveerelse af inflammation, hvilken anses som en reversibel
parameter. Ved eliminering af inflammationen, har de saledes samme grad af forandringer som

hopperne i kategori I.

Sammenhang mellem Kenney-score og alder
Tabel 8: Oversigt over gennemsnitsalderen for hhv. hopperne fra Danmark og Irland, samt samlet for de to
populationer i relation til Kenney-score. I1Ar = reversibel 1A - hoppen er tildelt denne score pa baggrund af

inflammation. 11Ai = irreversibel I1A - hoppen er tildelt denne score pa baggrund af fibrose og rededannelser.

Gennemsnitsalder Gennemsnitsalder Gennemsnitsalder Gennemsnitsalder

[ar] - samlet [ar] -1 + HAr [ar] - 1A [ar] - 1IB
Danske hopper 10,5+2,8 0 84+14 0 12+27 0 12+0 0
(n=12)(6-15ar) (h=5)(6-10ar) (n=6)(7-15ar) (n=1) (12 ar)
Irske hopper 11,7+4,3 0 83+15 0 11,4+3,7 0 16,0 +4,1 0
(n=17)(6-21ar) (n=4)(6-10ar) (=9)(6-17ar) (h=4)(11-21ar)
Samlet 11,2+4,0 83+14 11,7+3,3 15,2+4,0
(n=29)(6-21ar) (n=9)(6-104ar) (n=15)(6-174ar) (n=5)(11-214r)

Der ses en hgjere gennemsnitsalder hos hopper med en hgjere Kenney-score i begge vores
populationer enkeltvis samt i den samlede population. Der tages forbehold for, at der ikke indgar

nogen hopper med kategori Il1-endometrie i studiet.

Sammenhang mellem Kenney-score, alder, barren years, draegtighedsrate og live-
foal rate

Dataene, der er angivet i dette afsnit, er udelukkende beregnet for gruppen af hopper fra Irland med
kendt reproduktionshistorik, da vi havde adgang til deskriptive data for disse hoppers fertilitet efter
udtag af biopsierne. Forud for, at hopperne fik udtaget biopsier, havde de alle veeret subfertile i 1 - 3
ar. De nedenfor angivne reproduktionsresultater er opnaet, efter hopperne er aktiveret med bActivate
og behandlet med antibiotika lokalt og systemisk samt LVL. Det er saledes kun de aktiverings-
positive hopper, der indgar i beregningerne for at undersgge, hvilken sammenhaeng Kenney-scoren
har med fertiliteten, efter hopperne er behandlet for S. zooepidemicus. De to hopper, der var
aktiverings-negative, blev begge bedakket 3 gange efterfglgende uden at opna dreaegtighed. #3i er

ikke inkluderet i beregningerne, da denne hoppe ikke blev bedaekket efter aktiveringen.

Side 33 af 52



Tabel 9: Kategorierne for Kenney-score med tilhgrende gennemsnitsalder, gennemsnitligt antal barren years

og reproduktionsresultater efter aktivering med bActivate og behandling af S. zooepidemicus infektion.

Gennemsnitligt Gennemsnitligt

Kenney- Gennemsnitsalder  antal barren antal Dragtighedsrate Live-foal
score . rate
years bedaekninger
I+ HAr 8,3 ar
H Qo O O
(n=23) (61041 1,0ar 1,0 100% 100%
[AI 10,0 ar
H Qo O O
(n=6) (614 41) 1,7 ar 1,2 100% 83,3%
1B 15,0 ar
o 2,03 13 100% 66,7%
(n=23) (11 - 21 4n) ar 0 0

Det ses, at en hgjere gennemsnitsalder heenger ssmmen med en stigende Kenney-score hos hopperne.
Desuden synes der at vaere en sammenhang mellem Kenney-score og antal barren years; hopper der
har en hgjere Kenney-score har ligeledes et hgjere gennemsnitligt antal barren years. Det observeres,
at jo hgjere Kenney-scoren er, jo hgjere er det gennemsnitlige antal bedaekninger der er ngdvendige
for at opna draegtighed (antal bedaekninger er beregnet fra efter hopperne er aktiveret med bActivate
og behandlet for S. zooepidemicus). Bade i kategori | + l1Ar, 11Ai og 11B blev 100% af hopperne
dreegtige, efter de var behandlet for infektionen. Der ses dog et gradvist fald i live-foal rate mellem
kategorierne. Den reduceres med 16,7% mellem kategori | + 11Ar og kategori I1Ai, og den reduceres
med 33,3% mellem kategori | + [1Ar og kategori 11B. Desuden ses en reduktion pa 16,6% mellem

kategori I1Ai og IIB.

Diskussion

Sammenhang mellem Kenney-score, alder, infektion/inflammation og
fertilitet

Det pavises i dette studie, at hopper med en hgjere Kenney-score har en hgjere gennemsnitsalder.
Gennemsnitsalderen for de forskellige kategorier af de to uafhangige populationer, der indgik i
studiet, var meget ensartede. Den summerede gennemsnitsalder for de to populationer var fglgende:
| + HAr = 8,3 + 1,4 ar; I1Ai = 11,7 £ 3,3 ar; 1IB = 15,2 + 4,0 ar. Disse stemmer overens med
gennemsnitsaldrene for de forskellige kategorier, der er pavist i studierne af Byron et al. og Tukia et
al. (Tukia et al. 2023; Byron et al. 2024). Dog rapporterer et andet studie af Alpoim-Moreira et al.
lavere gennemsnitsaldre fordelt pa kategorierne: 1 =3,5+0,24r; IA=59+204r; IIB=11,6+1,3

Side 34 af 52



ar (Alpoim-Moreira et al. 2022). Hopperne, i de andre studier, var ikke selekteret pa baggrund af
reproduktionshistorik, mens hopperne, der indgar i dette studie, er selekteret pa baggrund af at veere
avishopper/rugehopper, som over 1 - 3 ar ikke er blevet dregtige pa trods af
bedeaekning/implementering af embryon. Dette medfarer, at der ikke indgar hopper < 6 ar i studiet,
hvilket kan pavirke gennemsnitsalderen isar i gruppe | + I1Ar, da det typisk primeert er yngre dyr der
indgar i denne. Vores resultater bekrafter dog den generelle tendens i litteraturen med, at stigende
alder haenger sammen med flere degenerative forandringer og dermed en hgjere Kenney-score
(Schoniger & Schoon 2020; Katila & Ferreira-Dias 2022).

Forud for aktivering med bActivate, havde hopperne fra Irland som beskrevet veret
subfertile i 1 - 3 ar. Der var 86,7% (13/15) af hopperne der viste positiv dyrkning af S. zooepidemicus
efter aktivering med bActivate. Hos de aktiverings-positive hopper observeredes det, efter behandling
af infektionen, at det med stigende Kenney-score var ngdvendigt med et hgjere antal bedaekninger,
for der blev opndet draegtighed. Dog blev alle de aktiverings-positive hopper dragtige efter
behandling af S. zooepidemicus infektionen uanset deres Kenney-score, men der observeredes
faldende live-foal rates mellem kategorierne: | + I1Ar = 100%; I1Ai = 83,3%; IIB = 66,7%. De
forventede live-foal rates, originalt publiceret af Kenney & Doig, er falgende: 1 => 80 - 90%; 1A =
50 - 80%; I1B = 10 - 50% (Schoniger & Schoon 2020). Der ses saledes hgjere live-foal rates i vores
population. De to hopper, der var aktiverings-negative, blev ikke dreaegtige efter aktivering pa trods
af, at de hver iser blev bedakket 3 gange. Den ene af disse hopper havde Kenney-score 11B, mens
den anden havde I1Ai. Deres forventede live-foal rate ud fra Kenney-scoren er saledes hhv. 10 - 50%
0g 50 - 80%. Faktummet, at 100% (12/12) af de aktiverings-positive hopper, der blev bedakket efter
behandling, blev draegtige, og at 83,3% (10/12) af disse bar fal til termin, understetter vores hypotese
om, at kronisk infektion med S. zooepidemicus har en markant negativ indvirkning pa fertiliteten.
Dette understottes yderligere af, at de to hopper der ikke fik diagnosticeret infektion vha. bActivate,
men fik pavist Streptococcus spp. ved FISH, fortsat ikke opnaede draegtighed. Desuden er det i
overensstemmelse med resultaterne i studiet af Riddle et al. der paviste, at hopper med S.
zooepidemicus infektion havde en lav dag 28 dreagtighedsrate pa blot 30% (Riddle et al. 2007). Vores
data indikerer dog, at den negative effekt, som kronisk S. zooepidemicus infektion har pa fertiliteten,
kan reverseres ved korrekt behandling. Graden af degenerative forandringer synes derimod at have
en mere permanent negativ indflydelse pa fertiliteten, og der findes ikke nogen behandling for
endometrose der kan reversere fibrosen (Katila & Ferreira-Dias 2022). Det synes uundgaeligt, at

hopper med stigende alder vil udvikle degenerative forandringer i endometriet, hvormed fertiliteten
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nedsaettes (Katila & Ferreira-Dias 2022). Hvorvidt udviklingen af endometrose fremskyndes ved
infektive tilstande i endometriet kraever yderligere undersggelse og kan ikke konkluderes pa baggrund
af vores studie.

I forhold til om endometrose preedisponerer hopper for at veere mere eller mindre
modtagelige for infektion, er det beskrevet af Buczkowska et al., at hopper med Kenney-score I1A
og 1B er mere modtagelige for infektion end hopper med Kenney-score | (Buczkowska et al. 2016).
Hvis hopperne med inflammation i vores studie regnes med i gruppe IlA i stedet for I, som det er
gjort af Buczkowska et al., viser vores data, at 84,6% (11/13) af de inficerede hopper havde Kenney-
score 1A og 1B, mens kun 15,4% (2/13) havde Kenney-score I. Dette understgtter, at en hgjere
Kenney-score er forbundet med stgrre modtagelighed for infektion. Dog er det bemaerkelsesveerdigt,
at der ikke var nogen af de inficerede hopper i dette studie der havde Kenney-score 11, da disse ifglge
Troedsson et al. ogsa er mere modtagelige (Troedsson et al. 1993). Der kan ikke pavises statistiske
forskelle i dette studie, grundet det begraensede antal hopper der indgar samt selektionsbias i

udvelgelsen af hopperne.

Pavisning af subkliniske infektioner med S. zooepidemicus og lokalisering
af denne ved brug af FISH

| vores studie paviste vi Streptococcus spp. hos den ene hoppe med aktiv infektion, samt hos 100%
(15/15) af hopperne med bekreeftet eller formodet subklinisk infektion ved brug af FISH. At vi har
pavist bakterien hos 100% af de subklinisk inficerede hopper tyder pa, at FISH er en sensitiv metode
til at pavise infektigse agens som ikke kan pavises ved dyrkning, ligesom det er beskrevet af Moter
& Gobel og Poppert et al. (Moter & Gobel 2000; Poppert et al. 2002). Desuden har vi i dette studie
vist, at FISH kan pavise bakterielt RNA, selvom det er til stede i en begraenset mangde, som ved
dormante infektioner, ligesom det er beskrevet i studiet af Oliver (Oliver 2010). Selv intracellulzere
bakterier blev identificeret ved FISH og blev pavist hos 20% (3/15) af de subklinisk inficerede
hopper. Ogsa dybe infektioner i stratum spongiosum, beliggende mellem 50 og > 500 um fra lumen,
blev identificeret hos 100% (16/16) af hopperne ved FISH. Sa vidt vi har kunnet finde frem til, er
FISH succesfuldt brugt til at pavise streptokokker i endometriet hos hopper i to andre studier
(Petersen et al. 2009; Steffensen & Sgndergaard 2022). Streptococcus spp. er saledes pavist hos
hopper med endometritis flere gange ved ensartede protokoller, hvilket bevidner, at FISH ved denne
protokol kan pavise Streptococcus spp. hos hopper med bade akut og kronisk endometritis. Det kunne

have veret interessant i dette studie ogsa at lave FISH pa biopsierne fra de danske hopper, der var

Side 36 af 52



subfertile i avisseesonen 2025, for at undersgge, i hvor stort omfang S. zooepidemicus forekom hos
disse hopper pa trods af negativ dyrkning. Dette var desvarre ikke muligt grundet mangel pa tid.

33% af streptokokkerne, der blev pavist, var beliggende i stratum spongiosum.
Starstedelen af bakterierne var lokaliseret i det luminale epitel eller stratum compactum, hvor 64,3%
af bakterierne befandt sig. Hos de subklinisk inficerede hopper var bakterien lokaliseret i stratum
spongiosum hos 100% (15/15) af hopperne og i det luminale epitel eller stratum compactum hos 40%
(6/15). Hos hoppen med den aktive infektion fandtes alle bakterierne i stratum spongiosum. Der var
ikke et tydeligt mgnster for bakteriernes antal og lokalisering i endometriet blandt de subklinisk
inficerede hopper, udover at det var en feellesnavner, at bakterierne var beliggende dybt i endometriet
hos dem alle. Der var ej heller en tydelig forskel mellem lokaliseringen og antallet hos de subklinisk
inficerede hopper og den aktivt inficerede hoppe. Ifelge studiet af Petersen et al. er bakterierne
lokaliseret superficielt i endometriet ved akut infektion, og lokaliseringen hos hoppe #9d med en aktiv
infektion er saledes overraskende (Petersen et al. 2009). Dette kunne dog indikere, at denne hoppe
potentielt ogsa har en kronisk infektion der blot er blevet re-aktiveret inden udtagning af biopsien.
Det var en fallesnavner for alle hopperne, at bakterierne blev pavist dybt i endometriet, som det ogsa
er vist af Petersen et al., der paviste bakterier beliggende 300 - 500 um fra lumen hos kronisk
inficerede hopper (Petersen et al. 2009). Vores studie underbygger saledes, at den dybe beliggenhed
af bakterierne i endometriet kan vere karakteristisk for kronisk inficerede hopper. Den dybe
lokalisering af bakterierne understreger vigtigheden i, at kronisk inficerede hopper ikke kun
behandles med antibiotika lokalt men ogsa systemisk, da det ikke er sikkert, at antibiotikummet kan
treenge tilstreekkeligt dybt ned i vaevet ved lokal administration (Canisso et al. 2020).

En af hypoteserne i vores studie var, at S. zooepidemicus var lokaliseret i relation til
degenerative forandringer. Dette var dog kun tilfeeldet hos 15,4% (2/13) af hopperne. Begge disse
hopper havde Kenney-score 11B og var subklinisk inficerede. Hos den aktivt inficerede hoppe fandtes
der ikke bakterier i relation til degenerative forandringer. Vi kan saledes pavise, at bakterierne
forekom i relation til kroniske degenerative forandringer hos 50% (2/4) af hopperne med Kenney-
score 1B og hos 0% (0/9) af hopperne med kategori 11Ai. Dette kan potentielt veere tilfeeldigt, og vi
kan ikke pa baggrund af disse fund konkludere, hvorvidt kronisk S. zooepidemicus infektion spiller
en rolle i patogenesen for endometrose, da bakterien hos starstedelen af hopperne ikke observeredes

i relation til kroniske degenerative forandringer.
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Fordele og ulemper ved brug af FISH

FISH har vist sig, ogsa i dette studie, at veere en hurtig og effektiv metode til at diagnosticere
infektioner, som dyrkningsbaserede diagnostiske teknikker ikke kan detektere (Moter & Gobel 2000;
Ding & Wang 2011; Atieh et al. 2013). Det er dog vigtigt at veere opmarksom pa, at der ved brug af
en universel probe, som for eksempel Eub338 proben, potentielt kan detekteres bakterier, som ikke
negdvendigvis er patogene og giver anledning til endometritis. Det er i et studie af Guo et al. pavist,
at bade raske hopper og hopper med kronisk endometritis har et rigt mikrobiom i uterus. Der blev
detekteret en bred vifte af bakterier hos begge grupper, hvor blandt andet streptokokker var iblandt
(Guo et al. 2025). Der er i vores studie, samt i et specialestudie af Steffensen & Sgndergaard, pavist
bakterier i uterus hos hopper, uden at der har veret tilstedevarelse af PMNSs pa histologi (Steffensen
& Sgndergaard 2022). Dette bevidner, at detektion af bakterier, iseer ved brug af universelle prober,
ikke ngdvendigvis er ensbetydende med, at hoppen har endometritis, hvilket understreger vigtigheden
I, at kliniske tegn og diagnostiske resultater skal ssmmenholdes. Dog lader det til, ifalge vores studie,
at subkliniske infektioner med S. zooepidemicus kan veere til stede og give anledning til subfertilitet,
uden at PMNSs kan pavises pa histologi. Dermed bgr detektion af denne bakterie ved FISH potentielt
tolkes som patogent uanset, om der er PMNs pa histologi eller ej. | studiet af Steffensen &
Sendergaard fandtes en hgj sensitivitet men en lav specificitet af FISH ved brug af Eub338 proben
(Steffensen & Sgndergaard 2022). Der ber laves yderligere studier med species-specifikke prober for
at undersgge, om man ved brug af disse kan opna en hgjere specificitet af FISH ved diagnostik af
endometritis for at undga overdiagnosticering. Det ville desuden vere fordelagtigt, hvis der blev
udviklet en probe der udelukkende bandt til S. zooepidemicus, da det tyder pa, at detektion af denne
med starre sikkerhed ville pavise infektigs endometritis end detektion af en generel Streptococcus
Spp. probe.

En praktisk udfordring, der kan veere ved brug af FISH, er forekomsten af
autofluorescens. Generelt var det ikke et stort problem for forfatterne af dette studie at skelne
autofluorescens fra reelt signal fra fluoroforen. Dog forekom der markant autofluorescens fra
erytrocytter i veevet fra hoppe #9d, hvor cellerne autofluorescerede i en sadan grad, at det potentielt
kunne overskygge fluorescens fra fluoroforer. Dette medfarer en risiko for, at bakterier i vaevet kan
overses. En af forskellene pa biopsien fra hoppe #9d, og de andre biopsier, er opbevaringstiden i
formalin. Biopsien fra hoppe #9d la i formalin i blot fa maneder, hvorimod de andre biopsier havde
ligget i formalin i mellem 8 og 10 ar. Disse biopsier viste enten en lille grad af autofluorescens eller

slet ingen. Dette stemmer umiddelbart ikke overens med det der er beskrevet i litteraturen, da formalin
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ved fiksering kan danne forbindelser med vavet der fluorescerer (Whittington & Wray 2017).
Dermed burde en leengere fiksering @ge graden af autofluorescens og ikke mindske den. En anden
forskel pa hoppe #9d og de andre var, at der hos denne fandtes en stgrre meangde erytrocytter.
Erytrocytter indeholder fluorescerende haemoglobin som dermed ville kunne gge mengden af
autofluorescens (Whittington & Wray 2017). Det kan ikke konkluderes, hvad der var arsagen til den
ggede autofluorescens hos hoppe #9d, da der i dette studie kun var inddraget denne ene friske biopsi.
Hvis dette gnskes belyst yderligere, kan der opseettes et studie, hvor flere friske biopsier inkluderes.

Generelt er det gnskveerdigt at undga autofluorescens sa vidt muligt.

Palidelighed af diagnostiske tests og Kenney-score hos hopper med S.
zooepidemicus infektion

Vores dataset understreger vigtigheden i at tolke resultatet af diagnostiske tests i lyset af deres
begraensninger. Det er i flere studier pavist, at bade dyrkning og cytologi har en lav sensitivitet i
forhold til detektion af bakteriel endometritis, iseer hvis prgven er udtaget med svaber (Nielsen 2005;
Christoffersen et al. 2015). Denne viden har veeret veldokumenteret i litteraturen i mange ar, men pa
trods af dette, viser en nyere spgrgeskemaundersggelse, at svaber fortsat er den foretrukne
prgvetagningsmetode i praksis (Kohne et al. 2020). Dette medfarer en stor risiko for falsk negative
resultater. Iseer ved subkliniske infektioner med S. zooepidemicus er risikoen hgj, da bakterierne ved
disse infektioner er pavist at ligge fokalt i det luminale epitel og dybt i endometriet, og de typisk ikke
vokser pa almindelig dyrkning (Petersen et al. 2009; Petersen et al. 2015; Katila 2016). VVores studie
viser, ligesom det tidligere er pavist, at bakterierne er beliggende dybt i endometriet ved kroniske
infektioner, og at de desuden kan ligge intracelluleert i Kirtelepitelcellerne. Kun hos 40% af hopperne
i dette studie, 13 bakterierne i/under det luminale epitel. Dette kan vaere med til at forklare, hvorfor
bakterierne ikke altid kan isoleres fra pragver, der er udtaget fra endometriets overflade, ligesom det
er beskrevet af bade Petersen et al. og Katila (Petersen et al. 2009; Katila 2016). Desuden forekom
bakterierne i lavt antal pa de fleste af biopsierne, hvilket ogsa kan veere med til at mindske chancen
for at fa bakterierne med ved prevetagning. Katila beskriver, at bakteriernes fokale fordeling ved
subklinisk infektion, gar det usandsynligt at fa disse med pa preven selv ved udtag af biopsier (Katila
2016). Dette modbeviser vores studie, da der blev pavist bakterier pa alle biopsierne ved FISH. Det
tyder altsa pa, at det snarere er et spgrgsmal om, hvorvidt bakterierne kan pavises ved dyrkning end
et spgrgsmal om, hvorvidt de er til stede i biopsien. Safremt bakterierne er i en dormant tilstand, er

det ikke sikkert, at de kan pavises ved traditionel dyrkning uden at blive aktiveret farst (Petersen et
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al. 2015). Dette ville kunne forklare, hvorfor hopperne med subklinisk infektion havde negativ
dyrkning forud for aktivering, selvom bakterierne var til stede i stratum spongiosum og/eller det
luminale epitel pa biopsien, mens hoppen med aktiv infektion havde positiv dyrkning pa trods af, at
bakterierne udelukkende var til stede i stratum spongiosum i lavt antal. Udover at S. zooepidemicus
kan vaere sveer at pavise ved dyrkning, viser vores data, at det heller ikke er sikkert, at der ses
inflammation pa histologi hos subklinisk inficerede hopper. 46,2% (6/13) af hopperne, der var
aktiverings-positive med bActivate, var negative for inflammation (PMNs > 1) pa histologi inden
aktiveringen. Subklinisk S. zooepidemicus infektion kan saledes ikke med stor sikkerhed forventes at
kunne pavises ved histologi. Dette formodes at skyldes, at bakterierne ved dormante infektioner ikke
ngdvendigvis udlgser et immunrespons.

Safremt en hoppe har negativ dyrkning, ikke far pavist PMNs pa histologi og ikke har
markante degenerative forandringer i endometriet, men over en laengere periode forbliver subfertil,
ber man, ifglge vores studie, overveje subklinisk S. zooepidemicus infektion som mulig arsag, da
dette symptombillede observeredes hos flere af de subklinisk inficerede hopper. Til aktivering af
subkliniske infektioner findes, som far omtalt, veekstmediet bActivate. Dette vaekstmedie har vist sig
effektivt til at aktivere dormante S. zooepidemicus, og aktiverede infektionen hos 86,7% (13/15) af
de subfertile hopper i vores studie (Petersen et al. 2015). Dog paviste vi ved FISH ogsa S.
zooepidemicus hos de to hopper der var aktiverings-negative. Hos disse fandtes kun hhv. 1 eller 4
bakterier i biopsien, og bakterierne var udelukkende beliggende > 500 um under det luminale epitel.
Dette rejser en mistanke om, at bActivate potentielt ikke har en tilstreekkelig penetration dybt i
endometriet til at aktivere alle bakterier der er beliggende her. Dette kan dog ikke siges med
sikkerhed, da andre hopper med dybe infektioner beliggende > 500 um fra lumen havde positiv
dyrkning efter aktivering. For at undersgge effektiviteten af bActivate nermere, kunne man udtage
biopsier fra de samme hopper far og efter aktivering og lave FISH for at undersgge, i hvilket omfang
S. zooepidemicus reelt aktiveres og elimineres fra endometriet ved aktivering og behandling.

Kenney-scoren er standardmetoden til at vurdere endometriets kvalitet og forudsige
hoppers live-foal rate, men den har sine udfordringer. Det er vist flere gange, at der er en vis grad af
subjektivitet forbundet med brug af scoringssystemet, hvilket giver anledning til uoverensstemmelse
mellem vurderinger og lav reproducerbarhed (Westendorf et al. 2022b; Martinez-Bartolomé et al.
2024). Desuden varierer det om/i hvilken grad de kliniske informationer indgar i scoren, da disse ikke
altid er tilgeengelige eller videregives til patologen, og denne variation kan pavirke scoren (Snider et

al. 2011; Schoniger & Schoon 2020). Der indgar savel reversible som irreversible parametre i scoren,
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hvilket ger dens tolkning kompliceret og @ger vigtigheden i, at patologen uddyber baggrunden for
scoringen (Schoniger & Schoon 2020; Westendorf et al. 2022a; Westendorf et al. 2022b). | dette
studie har vi ikke inddraget hoppens historik i tildelingen af Kenney-scoren. Desuden har vi korreleret
for inflammationens betydning i beregningerne ved at sla kategori | og I1Ar sammen. Vi har i stedet
lagt veegt pa antal lag af fibroblaster og forekomsten af rededannelser ved tildelingen af en kategori,
da disse er udtryk for kronisk degeneration. Vores vurdering afviger saledes pa nogle punkter fra
retningslinjerne i et forsgg pa at korrelere for, at hopperne er behandlet for infektion, og dermed
antagelig ogsa inflammation, mellem udtag af biopsierne og indsamling af fertilitetsdata. Hvis en
reversibel parameter, som inflammation, veagtes ved tildeling af en Kenney-score, er det vigtigt, at
man har for gje, at kategorien potentielt kan &ndres ved korrekt behandling af den udlgsende arsag,
og at Kenney-scoren dermed ikke ngdvendigvis giver en fast prognose for fertiliteten (Ricketts &
Alonso 1991; Westendorf et al. 2022b). Kenney-scoren forsgger at opsummere reversible og
irreversible histologiske forandringer i endometriet samt reproduktionshistorik i en samlet prognose
for fertiliteten. Vores studie viser, at S. zooepidemicus infektion kan have en tungtvejende negativ
pavirkning af fertiliteten, mens graden af endometrose i vores population ikke pavirkede hoppernes
evne til at blive dreegtige, og kun i nogen grad pavirkede deres evne til at bere et fgl til termin. Vi
synes derfor, at det i fremtiden er relevant at overveje, om det er gnskveaerdigt at vurdere sa mange
forskelligartede data i ét samlet scoringssystem. Man kan i hvert fald argumentere for, pa baggrund
af vores data, at Kenney-scoren ikke giver en retvisende prognose for hopper, der er kronisk
inficerede med S. zooepidemicus. Selv hvis PMNs og reproduktionshistorik havde veeret inddraget i
tildelingen af Kenney-scoren, pa den made som det er beskrevet i tabel 1, havde denne formentligt
overestimeret mange af hoppernes evne til at blive draegtige og bzre fal til termin, safremt infektionen
ikke blev behandlet. Forholdet mellem hvor stor indflydelse hhv. infektion/inflammation og kroniske
degenerative forandringer har pa fertiliteten, synes saledes ikke at kunne afvejes retvisende i Kenney-

scoren hos hopper med kronisk S. zooepidemicus infektion.

Konklusion

Formalet med dette studie var at undersgge, hvorledes hhv. infektigs endometritis og endometrose
pavirkede fertiliteten hos hopper, der har vaeret subklinisk inficeret med S. zooepidemicus. Derudover
ville vi undersgge, hvorvidt FISH kunne bruges til at pavise bakterierne og undersgge deres

lokalisering i endometriet. P& baggrund af vores data kunne vi konkludere, at hopper med en hgjere
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Kenney-score ogsa havde en hgjere gennemsnitsalder. Desuden observerede vi, at hopper med en
hgjere Kenney-score havde ringere fertilitet efter behandling af den subkliniske infektion med S.
zooepidemicus. Jo hgjere Kenney-score hoppen havde, jo flere bedaekninger kraevedes far hoppen
blev draegtig, og jo lavere var live-foal rate. Live-foal rates hos hopperne var efter behandling af
infektionen hgjere, end det der er forventet i forhold til Kenney-scoren. Forud for aktivering med
bActivate og behandling havde alle hopperne veeret subfertile mellem 1 - 3 ar, men i dette studie
vendte de tilbage til en vis grad af fertilitet, der tilsyneladende afhanger af maengden af degenerative
forandringer, nar de ikke leengere var inficerede. De to hopper, der var aktiverings-negative, men som
ved FISH blev vist at vare inficerede, forblev derimod subfertile. Saledes konkluderes det, at S.
zooepidemicus havde en markant negativ indvirkning pa fertiliteten hos den population af subklinisk
inficerede hopper, der indgik i dette studie.

FISH viste sig effektivt til at pavise S. zooepidemicus i endometriet bade hos de
subklinisk inficerede hopper og hos hoppen med en aktiv infektion. Ved FISH observeredes bakterier
i endometriet hos alle hopperne, ogsd de to der var aktiverings-negative med bActivate. S.
zooepidemicus observeredes bade i det luminale epitel, i stratum compactum samt dybt i stratum
spongiosum mellem 50 og > 500 um under det luminale epitel. Intracelluleere bakterier kunne
ligeledes pavises ved FISH. Der kunne ikke pavises et bestemt mgnster for, hvor bakterierne var
lokaliseret hos de kronisk inficerede hopper, udover at de hos dem alle var beliggende dybt i
endometriet. Der var ingen tydelig forskel pa lokaliseringen eller antallet af bakterier hos den aktivt
inficerede hoppe i forhold til de kronisk inficerede hopper. Kun hos to af hopperne blev bakterierne
pavist at ligge i relation til kroniske degenerative forandringer, og vi kan saledes ikke pa baggrund af
dette studie udtale os om, hvorvidt der er en sammenhang mellem kronisk infektion og udviklingen
af endometrose. Dog kan det konkluderes, at S. zooepidemicus ved kroniske infektioner kan vere
beliggende dybt i endometriet og intracellulert i kirtelepitelcellerne sdvel som mere overfladisk i det
luminale epitel eller stratum compactum. FISH viser sig, ifalge vores studie, at vare en effektiv

metode til at pavise S. zooepidemicus infektion hos subklinisk/kronisk inficerede hopper.

Perspektivering

Det kunne i fremtiden veere relevant, at der blev foretaget yderligere undersggelser af, hvorvidt det
giver mening at inddrage FISH rutinemaessigt i diagnostik af infektigs endometritis. Metoden har i

dette studie vist stort potentiale til at pavise Streptococcus spp. infektioner hos kronisk inficerede
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hopper, hvor de traditionelle diagnostiske metoder ikke formar at detektere infektionen.
Subkliniske/dormante infektioner kan veere sveere for dyrlaeger at handtere i praksis, og bActivate har
veeret det eneste produkt pa markedet, der kunne hjelpe med at diagnosticere disse. Vores data viser
at FISH kan pavise S. zooepidemicus, selv hos hopper der er negative ved aktivering med bActivate.
Der er dog den begraensning ved FISH, at selvom bakterierne kan pavises ved denne metode, sa
kreever det fortsat, at de aktiveres fra den dormante tilstand, far de bliver fglsomme overfor antibiotika
og kan behandles. | fremtiden kunne bActivate og FISH derfor potentielt komplimentere hinanden i
udredningen af hopper, der ikke kan diagnosticeres ved de traditionelle diagnostiske metoder men
som forbliver subfertile over lengere tid. FISH kan, udover at undersgge for S. zooepidemicus
infektion, ogsa anvendes til at pavise andre bakterier. Dog er det ngdvendigt med en stgrre indsigt i
det almindelige mikrobiom i uterus hos hopper og udvikling af et system til fortolkning af
resultaterne, inden FISH bruges rutinemaessigt, sa man undgar overdiagnosticering.

Vores studie kunne ikke pavise en klar sammenhang mellem lokaliseringen af S.
zooepidemicus og kroniske degenerative forandringer i endometriet. Det kunne derfor veare
interessant, hvis man i fremtiden kunne opsette et studie, hvor subklinisk inficerede hopper, ved
hjelp af FISH og histologi, kunne undersgges over en laengere periode for at se, om disse har en
hurtigere progression af endometrose, end hhv. hopper der ikke er inficerede eller hopper der har en
akut infektion. Dette ville potentielt kunne belyse sammenhzangen mellem infektigs endometritis og
endometrose yderligere, da det endnu ikke er fastlagt, i hvilket omfang sygdommene pavirker
hinanden klinisk. Vi tror pa, at FISH har potentiale til at kunne gere det lettere at diagnosticere
subklinisk/kronisk endometritis hos hopper i fremtiden og potentielt kan spille en rolle i at opna en
bedre forstaelse for forholdet mellem sygdomme i endometriet og fertilitet. At kunne diagnosticere
endometritis og endometrose korrekt og kunne tolke deres indflydelse pa fertiliteten, savel samlet
som hver for sig, vil kunne hjalpe dyrleeger med at stille en mere palidelig prognose for fertiliteten
hos hopper med eller uden infektion. Derved kan den rette behandling initieres, hvis der pavises
infektigs endometritis, hvormed hoppen potentielt kan genopna fertilitet. Alternativt kan klienten
radgives til at overveje andre metoder, safremt hoppens infertilitet skyldes fremskreden endometrose.
Hos disse hopper kan nyere metoder, sasom Embryo Transfer (ET) eller Ovum Pick Up (OPU) og
Intracytoplasmatic Sperm Injection (ICSI) tilbyde en mulighed for at avle pa hoppen pa trods af, at

hoppen ikke selv kan beere et fgl til termin (Cuervo-Arango et al. 2019).
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Bilag

Bilag 1: Fremgangsmade for fremstilling af kontroller til FISH

1. Bakterier subkultiveres fra en renkultur til blodagar for at opna en ny-opvokset renkultur.
Blodagarpladerne inkuberes i 20 timer ved 37°C. 5 mL BHI/B overfares til 8 glasrar, og de
inkuberes ligeledes i 20 timer ved 37°C for at sikre, at de er sterile inden videre opformering af
bakterierne i vaekstmediet.

2. 1 koloni fra hver renkultur af bakterierne overfares til glasrgr med sterilt BHI/B medie. Dermed
haves 2 rar pr. bakterie samt 2 rgr med rent medie. De rene rgr uden bakterie tilsat bruges til at
kalibrere spektrofotometeret forud for OD600 maling, da BHI/B i sig selv har en vis
lysabsorption.

3. 1 mL fortyndet (fortyndet med faktor 10) medie overferes til en kuvette til kalibrering af
spektrofotometer. 1 mL fortyndet (faktor 10) bakterie-medie kares igennem spektrofotometer for
maling af OD600.

4. Til tiderne t =0 timer, t =1 timer, t = 2 timer, t = 3 timer, t = 4 timer og t = 5 timer males OD600.
Mellem malingerne inkuberes bakterierne i veekstmediet i varmeskab ved 37°C. Ud fra disse
malinger laves en graf for at visualisere, hvornar bakterierne er i den eksponentielle vaekstfase.

5. Nar bakterierne er i den eksponentielle veekstfase, stoppes inkuberingen i varmeskab og 100 pL
af bakterierne overfares til 800 uL 10% formalin i et eppendorfrer og inkuberes i dette ved
stuetemperatur i 60 min for at opna fiksering af bakteriecellerne.

6. Efter inkubering centrifugeres blandingen i eppendorf-centrifuge i 5 min ved 1100 rpm (rounds
per minute). Derved dannes en “pellet” af bakterieceller i bunden af eppendorfraret.
Supernatanten afpipetteres og der tilfgjes 800 uL 1X PBS, hvorefter rgret centrifugeres som
tidligere beskrevet. Dette gares 2 gange for at “vaske” prgven og fjerne tilbageveerende formalin
fra bakteriecellerne.

7. Efter de 2 vaske blev der tilfgjet 800 uL 1X PBS til bakterierne i eppendorfraret, og de blev
opbevaret pa kgl (4°C) natten over.

8. Bakteriecellerne blev overfart til histogel som blev indstgbt, og der blev lavet snit pad 2 - 4 pm

som blev monteret pa objektglas.
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Bilag 2: Fremgangsmade for Fluorescent In Situ Hybridisering (FISH)

1. Snit opvarmes i 60 min ved 60°C.
2. Snittene de-paraffineres og dehydreres i 96% ethanol.
3. Snittene skylles i MilliQ-vand.
4. Der behandles med 5 mg/mL proteinase K ved stuetemperatur i 10 min. Derefter skylles 2 x med
MilliQ-vand.
5. Der fyldes MilliQ-vand i bunden af Shandon-rack, til stregen.
6. Snittene fugtes med vaskebuffer. De placeres i Shandon rack og skylles endnu en gang med
vaskebuffer.
7. Proben fortyndes, sa der opnads en koncentration pa 5 ng/uL og der paferes 100 uL
hybridiseringsbuffer med probe pa hvert snit.
8. Der leegges lag pa Shandon rack og den pakkes ind i sglvpapir. Der inkuberes i varmeskab ved
45°C natten over.
9. Der vaskes 3 x med opvarmet hybridiseringsbuffer ved 45°C.
10. Der vaskes 3 x med vaskebuffer ved 45°C og snittene tages ud af Shandon racks.
11. Snittene dehydreres 3 x 2 min i hhv. 70%, 85% og 96% ethanol.
12. Snittene tarrer i 10 min.
13. Der legges en drabe DAPI pa snittene og leegges et dekglas over, for at farve cellekernerne.
Snittene star i marke i 15 min.
14. Da&kglas fjernes og der skylles med destilleret vand.
15. Snittene tarres i varmeskab ved 45°C i 30 min.
16. Snittene monteres med VectaShield.
17. Snittene er klar til fluorescens-mikroskopi. De opbevares og transporteres i marke.
Buffere
Hybridiseringsbuffer Vaskebuffer
0o 1MTrispH 7,2: 50 mL 0o 1MTrispH 7,2: 50 mL
o 5M NaCl: 90 mL o 1M NaCl: 90 mL
o0 10% SDS: 5 mL o MilliQ-vand: 360 mL
o MilliQ-vand: 355 ml
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Komponenter i buffere

1M TrispH 7,2 10% SDS
0 Trizma base (Sigma: T6066): 12,11 g til o0 Natrium dodecyl sulfat 10 g til
100 mL MilliQ-vand 100 mL MilliQ-vand

0 pH indstilles til 7,2 med saltsyre

5 M NaCl
o0 NaCl 58,44 g til 200 mL MilliQ-vand

Proteinase K

Proteinase K fra Tritirachium album TBS
0 Kabes fra Sigma (cas.nr. 39450-01-6 o0 Tris HCL (cas.nr. 1185-53-1)
647-014-00-9) o0 Tris Base (cas.nr. 77-86-1)
0 Modtages frosset, tilsettes TBS inden o0 Natriumklorid (cas.nr. 7647-14-5)
brug (100 pL proteinase K til 900 uL TBS) o Vand
o pH7,6

Side 51 af 52



Bilag 3: KU’s Al-deklaration

Deklaration for anvendelse af generative Al-verktgjer

X Jeg/vi har benyttet generativ Al som hjelpemiddel/veaerktgj (st kryds)

O Jeg/vi har IKKE benyttet generativ Al som hjelpemiddel/veaerktej (s&t kryds)

Hvis brug af generativ Al er tilladt til eksamen, men du ikke har benyttet det i din opgave, skal
du blot krydse af, at du ikke har brugt GAI, og behgver ikke at udfylde resten.

Oplist, hvilke GAIl-veaerktgjer der er benyttet, inkl. link til platformen (hvis muligt):

ChatGPT, https://chatgpt.com

Beskriv hvordan generativ Al er anvendt i opgaven:

1) Formalet med benyttelse af generativ Al har vearet hjelp til at fremsgge og gennemlaese
litteratur.

2) Generativ Al er blevet benyttet undervejs i arbejdsprocessen, nar der har veeret behov
for litteratursggning.

3) Fremsggt litteratur blev gennemlaest og det blev vurderet, hvorvidt det kunne bruges.
Dette indebzrer evidens validering. Safremt det vurderedes, at artiklen var relevant for
dette speciale-projekt, blev den gennemlast og vurderet af forfatterne personligt.

NB. GAIl-genereret indhold brugt som kilde i opgaven kraever korrekt brug af citationstegn og
kildehenvisning. Lees retningslinjer fra Kgbenhavns Universitetsbibliotek pa KUnet
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