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1. UVOD

Kuje su monoestricne zivotinje kod kojih se spolni ciklus javlja u bilo koje doba godine.
Reproduktivni ciklus se sastoji od folikularne faze (proestrus i estrus), lutealne faze (diestrus) i
faze mirovanja spolnih organa (anestrus). Pubertet kod kuja se javlja u dobi od 6 do 23 mjeseca
starosti, u prosjeku od 10 do 14 mjeseca starosti ovisno o veli¢ini pasmine (CONCANNON,
2011.). Takoder, pojava prvog estrusa povezana je s tezinom kuje, neovisno o pasmini. Shodno

tome, dokazano je da je ulazak u pubertet povezan s vremenom kada kuje dosegne priblizno

80% svoje konacne odrasle tezine (ENGLAND, 2010.).

Razdoblje u kojemu je moguca oplodnja kod vec¢ine kuja proteze se od 4 dana nakon
predovulacijskog porasta luteinizirajuéeg hormona (LH) do otprilike 7 dana nakon LH vala
(ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Tijekom spolnog ciklusa, vidljive su bihevioralne,
endokrine 1 fizicke promjene kuje. Sukladno navedenom, postoji vise metoda za odredivanje

optimalnog vremena parenja. Metode koje se danas koriste su klini¢ki 1 ultrazvucni pregled,

vaginoskopija, odredivanje koncentracije LH i progesterona u serumu te vaginalna citologija.

Vaginalna citologija je jednostavna, orijentacijska klinicka metoda koja omogucuje
detaljno proucavanje faza spolnog ciklusa kod kuja. Vaginalni epitel je pod stalnim utjecajem
hormona jajnika (INGAWALE i sur., 2021.). Stani¢ne promjene vaginalnog epitela tijekom
razlicitih faza reproduktivnog ciklusa povezane su s promjenama u razini estrogena (HAJI 1
sur., 2018.). Pod utjecajem estrogena, vaginalni epitel zadeblja te se broj superficijalnih stanica
poveca u vaginalnom razmazu. Uz superficijalne stanice, u vaginalnom razmazu razlikujemo 1
parabazalne, bazalne 1 intermedijarne stanice. Uzimanje, bojenje i mikroskopski pregled
vaginalnih epitelnih stanica se moze provesti brzo i jeftino u svakodnevnoj praksi (RECKERS
i sur., 2022.). Vaginalna citologija kao dio ginekoloskog pregleda, uz pradenje tijeka spolnog
ciklusa, ima vaznu ulogu u dijagnosticiranju razli¢itih patoloskih stanja spolnog sustava (ROOT

KUSTRITZ, 2021.).



2. FIZIOLOGIJA REPRODUKCIE KUJE

2.1. Faze spolnog ciklusa

Reproduktivni ciklus kuje sastoji se od 4 faze. Ove faze, proestrus, estrus, diestrus i
anestrus, prikazuju odnos progesterona i estrogena tijekom folikularne i lutealne faze spolnog
ciklusa (Slika 1). Folikularna faza, koja se sastoji od proestrusa 1 estrusa, obiljezena je porastom
koncentracije estrogena dok lutealnu fazu, diestrus, prati porast razine progesterona s
istodobnim padom u koncentraciji estrogena (CONCANNON, 2011.). Anestrus predstavlja
fazu mirovanja spolnog sustava te pad koncentracije progesterona koji rezultira ulaskom u novu

folikularnu fazu.

Specifi¢nost spolnog ciklusa kuje je da ovuliraju nezrele jajne stanice kojima je
potrebno jo$ jedno dijeljenje i sazrijevanje prije oplodnje. Takoder, dolazi do porasta
koncentracije progesterona uslijed luteinizacije granuloza stanica jajnika prije ovulacije. Kuje
najcesce prolaze kroz jedan ili dva spolna ciklusa godisnje. U svakoj sezoni parenja uocljiv je

samo jedan estrus, bez obzira postoji li akt parenja (AYDIN i sur., 2011.).

Ovulation
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1

\

Oestrogen Progesterone

Hormone concentration
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Slika 1. Promjena koncentracije hormona u plazmi kroz faze spolnog ciklusa kuje
(ENGLAND, 2010.).



2.2. Proestrus

Proestrus je prva faza spolnog ciklusa kojoj je prosjecno trajanje 9 dana, no postoje
varijacije od 2 do 17 dana (OLSON i sur., 1984.). Pocetkom tjeranja, kao rezultat povecane
koncentracije estrogena, stidnica postaje edematozna te je prisutan serosangvinozni iscjedak
(CONCANNON, 2011.). U proestrusu se primjeuju prve promjene u ponasanju i prisutnost
spolnih refleksa. Kuja je zainteresirana za muzjake te ih privlaci, ali ne dozvoljava parenje. U
prvoj fazi spolnog ciklusa dolazi do razvoja folikula uvjetovan djelovanjem
folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) 1 LH, a naposlijetku 1 izluCivanja estrogena iz granuloza
stanica istog (ENGLAND, 2010.). Jajni folikuli sazrijevaju tijekom proestrusa pa tako iz
sekundarnih, predovulacijskih folikula prelaze u tercijarne, odnosno u folikule spremnih za
ovulaciju (ROOT KUSTRITZ, 2012.).

2.3. Estrus

Estrus u prosjeku traje 9 dana, ali moze varirati od 3 do najduze 21 dan. Ulaskom u
drugu fazu spolnog ciklusa, kuja mijenja svoje ponaSanje prema muzjaku te zauzima
karakteristiCan stav raSirenth nogu, dignutog 1 pomaknutog repa u svrhu otkrivanja stidnice te
dopusta zaskakivanje. Nastupanjem estrusa, edematozna stidnica omeksa dok serosangvinozni
vaginalni iscjedak postaje bistriji i poprima zutu boju (ROOT KUSTRITZ, 2012.). Za razliku
od proestrusa, estrus je obiljezen padom koncentracije estrogena i porastom koncentracije
progesterona. Novonastali omjer estrogena 1 progesterona ima za rezultat porast otpustanja LH
iz hipofize (HEWITT i ENGLAND, 2000.). Pove¢ana koncentracija LH u plazmi stimulira
pocetak ovulacije. Nakon naleta LH vala, ovulacija nezrele jajne stanice nastupa za dva dana
(HEWITT 1 ENGLAND, 2000.). Potrebno je, u prosjeku, dodatnih 48 sati kako bi primarna
jajna stanica sazrjela u sekundarnu, zrelu jajnu stanicu koju je moguce oploditi (EDENS i
HEATH, 2003.).



2 4. Diestrus

Diestrus pocinje s krajem razdoblja u kojem kuja dopusta parenje, iako to obi¢no nije
jasno definirana krajnja tocka (CHRISTIE i BELL, 1971.). Trajanje diestrusa je u prosjeku 60
dana od ovulacije. Fizicke promjene ukljucuju pojavu mukoidnog vaginalnog iscjetka koji je
prisutan u malim koli¢inama. Takoder, karakteristicno za fazu diestrusa je nestanak edema
stidnice. Diestrus predstavlja lutealnu fazu ciklusa u kojoj je prisutno Zuto tijelo 1 lucenje
progesterona (GOBELLO, 2021.). Zuto tijelo se spontano odrzava u prvoj polovici lutealne
faze dok je za odrzavanje u kasnom diestrusu ovisno o lu¢enju LH i prolaktina iz hipofize
(ROOT KUSTRITZ, 2012.). Zavrsetak lutealne faze obiljezava pad progesterona ispod razine
koja je potrebna za odrzavanje graviditeta (1 do 2 ng/mL [3,1 do 6,2 nmol/L]) (ROOT
KUSTRITZ, 2012.).

2.5. Anestrus

Svaki spolni ciklus prati anestrus promjenjivog trajanja (2-10 mjeseci) (OKKENS i
KOOISTRA, 2006.). Ova faza spolnog ciklusa se smatra fazom mirovanja reproduktivnog
sustava. Tijekom anestrusa, u organizmu kuje se dogadaju promjene koje su nuzne za pocetak
sljedec¢eg proestrusa (ROOT KUSTRITZ, 2012.). U ovoj fazi spolnog ciklusa dolazi do
oporavka endometrija i pripreme kuje za ulazak u novu folikularnu fazu. Minimalno trajanje
anestrusa je 7 tjedana, ali u prosjeku traje 18-20 tjedana (CONCANNON, 2011.). Spolni organi
1 mlijecna Zlijezda najmanje su veli¢ine, u odnosu na ostale faze reproduktivnog ciklusa
(ENGLAND, 2010.). Anestrus obiljezava pad koncentracije progesterona te relativno visoka
koncentracija estrogena u kasnijoj fazi, otprilike 10-20 dana prije pocetka proestrusa

(ENGLAND, 2010.).



3. ODREDIVANIJE OPTIMALNOG VREMENA PARENJA

Kuja je najplodnija s dvije godine pa do sedme godine zivota (ENGLAND, 2010.).
Optimalno vrijeme parenja kuja nije jednostavno utvrditi samo na osnovi promjena u ponasanju
kuje ili vanjskim znakovima tjeranja te se stoga u praksi koristi vise metoda kako bi se Sto
tocnije odredilo vrijeme ovulacije pa tako i1 najbolje vrijeme za parenje. Odredivanje
optimalnog vremena parenja kuja temelji se na laboratorijskoj metodi, odnosno odredivanju
koncentracije LH 1 progesterona u serumu 1 klinickoj metodi koja ukljuc¢uje klinicki pregled,
vaginalnu endoskopiju te vaginalnu citologiju (PRVANOVIC BABIC isur., 2016.). Vremenski
okvir u kojemu je moguce uspjeSno parenje kod kuja iznosi 11 dana. Kuja je plodna i do 8 dana
nakon ovulacije zbog odgodenog post-ovulacijskog sazrijevanja jajnih stanica, izdrzljivosti

jajnih stanica nakon sazrijevanja te sposobnosti maternice da omoguci prezivljavanje spermija

1do 7 dana tijekom estrusa (CONCANNON i sur., 2009.).

3.1. Klini¢ki pregled

Faze spolnog ciklusa karakteriziraju promjene na spolnim organima i promjene u
ponasanju kuje. Klinicki pregled, u svrhu odredivanja faze spolnog ciklusa, ukljucuje
inspekciju 1 palpaciju stidnice te perineuma. Tijekom folikularne faze, stidnica je edematozna.
Stidnica otvrdne tijekom proestrusa dok u vrijeme porasta LH, kada istovremeno koncentracija
progesterona u plazmi raste, a koncentracija estrogena pada, konzistencija stidnice postaje
mekana (HEWITT i ENGLAND, 2000.). Serosangvinozni iscjedak, koji se pojavljuje u
proestrusu, postaje svjetliji te manje obilan ulaskom kuje u estrus (SKLIAROV i sur., 2022.).
U diestrusu se edem stidnice smanjuje sve do pocetka anestrusa kada potpuno nestane njezin
edematozni oblik. Mala koli¢ina vaginalnog iscjetka je vidljiva tijekom lutealne faze. Iscjedak
u diestrusu varira te moze biti bistar, gnojan ili hemoragi¢an (JOHNSTON 1 sur., 2001.).
Anestrus je faza spolnog ciklusa u kojoj nema vaginalnog iscjetka ili se pojavljuje u
minimalnim koli¢inama (JOHNSTON i sur., 2001.). Promjene u ponasanju kuje mogu pomoc¢i
pri odredivanju faze spolnog ciklusa. Shodno tome, u proestrusu kuja ucestalo urinira, privlaci
muzjake te pokazuje interes prema njima, ali ne dopusta parenje. Ulaskom u estrus, spolni
refleksi su istaknutiji 1 uklju€uju mirno stajanje s rasirenim straznjim ekstremitetima, podizanje
repa 1 otkrivanje stidnice pred muzjakom (HOUPT, 1997.). U ovoj je fazi kuja spremna za

oplodnju te dozvoljava parenje.



3.2. Ultrazvuéni pregled jajnika

Ultrazvu¢nim pregledom je moguce pratiti rast folikula te utvrditi vrijeme ovulacije kod
veé¢ine domacih zivotinja (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Medutim, kod kuje,
pouzdanost ove metode je smanjena zbog nakupljanja masti u burzi jajnika koja ga obavija
(PAYAN-CARREIRA i sur.,, 2011.). Ultrazvucni pregled jajnika nije posve pouzdana metoda
za determinaciju ovulacije jer folikuli jajnika imaju sli¢nu strukturu prije i poslije ovulacije
(SKLIAROV i sur., 2022.). Takoder, ovulaciju nije jednostavno prepoznati iz razloga Sto
folikuli ne propadaju, promjene u ehogenoj strukturi nisu uvijek jednake, a novonastala Zuta
tijela imaju slicne srediSnje strukture poput onih u folikula (ENGLAND i CONCANNON,
2002.).

3.3. Vaginalna endoskopija

Promjenjive vrijednosti koncentracije estrogena i progesterona u serumu u uzastopnim
fazama spolnog ciklusa kod kuja rezultira specificnim morfoloSkim promjenama sluznice
vagine. Boja 1 tekstura sluznice odraZavaju tijek spolnog ciklusa od anestrusa preko proestrusa
1 estrusa do diestrusa te se mogu lako pratiti vaginoskopijom (MAENHOUDT i SANTOS,
2021.). Vaginoskopijom vrSimo pregled vestibuluma vagine, vagine i cerviksa. Promatramo
veli¢inu 1 izgled nabora sluznica, boju sluznice te prisutnost i karakteristike iscjetka
(FOLNOZIC i sur.,, 2009.). Za izvodenje vaginalne endoskopije najéeiée se koriste rigidni
endoskopi s optickim vlaknima, no mogu se koristiti i fleksibilni endoskopi (FOLNOZIC isur.,
2009.). U anestrusu, kaudalni dio reproduktivnog trakta kuje najkraci je po duljini te ujedno i
najjednostavniji po svojoj strukturi (LINDSAY, 1983.). Prije pocetka proestrusa, sluznica je
ruziaste boje, ravna i suha te veoma osjetljiva na traumu (ENGLAND i CONCANNON,
2002.). Povec¢anjem koncentracije estrogena, povecava se i broj nabora sluznice pa tako
vaginoskopskim pregledom u proestrusu uocavamo edematozne nabore (ENGLAND i
CONCANNON, 2002.). Boja sluznice u proestrusu se jasno razlikuje od anestrusa i postaje sve
svjetlija te konac¢no poprima blijedo ruzicastu boju pred estrusom. Izmedu nabora je vidljiv
serosangvinozni iscjedak. Naprotiv, tijekom estrusa, koncentracija estrogena pada dok je
koncentracija progesterona u porastu. Kao rezultat, dolazi do dehidracije sluznice, nestanak

edema te ona poprima naborani izgled, svijetlo sive boje (MAENHOUDT 1 SANTOS, 2021.).
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Optimalno vrijeme parenja kod kuja se vaginoskopski odlikuje stisnutom sluznicom,
angularnog oblika (HEWITT 1 ENGLAND, 2000.). Karakteristicno za diestrus, na sluznici
vagine su prisutna hiperemi¢na podru¢ja dok oStri nabori poprimaju okrugao oblik
(FOLNOZIC i sur, 2009.). Kod nekih kuja prilikom vaginoskopskog pregleda tijekom

diestrusa, vidljiv je gusti mukozni vaginalni iscjedak.

3.4. Odredivanje koncentracije LH i progesterona u serumu

Tijekom spolnog ciklusa kuje, dogada se niz hormonskih reakcija. Za odredivanje
optimalnog vremena parenja koristi se laboratorijska metoda mjerenja progesterona i
luteiniziraju¢eg hormona. Koncentracija progesterona se odreduje u krvnom serumu zbog
nepouzdanih rezultata mjerenja u drugim tjelesnim teku¢inama (SKLIAROV 1 sur., 2022.).
Mjerenje koncentracije progesterona u serumu obavlja se tijekom kasnog proestrusa i estrusa
(JOHNSTON i sur., 2001.). Odredivanje koncentracije progesterona u serumu kuja zasniva se
na Cinjenici da kuja ovulira nezrele jajne stanice kojima je potrebno jos jedno dijeljenje i
sazrijevanje prije oplodnje (PRVANOVIC BABIC i sur., 2016.). Sazrijevanje nezrelih jajnih
stanica prati porast koncentracije progesterona Sto je ujedno i indikator spremnosti kuje za
oplodnju. Koncentracija progesterona u serumu se moze mjeriti komercijalnim
radioimunoloskim testom (RIA), kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom (CMIA) i
enzimski povezanim imunosorbentnim testom (ELISA) (JOHNSTON i sur, 2001.).
Najpouzdanije rezultate mjerenja koncentracije progesterona daju RIA i CMIA, dok ELISA
najces¢e pokazuje uveliCane rezultate (ROOT KUSTRITZ, 2012.). Prednosti ELISA-e su
kratko vrijeme obrade uzorka te dostupnost u gotovo svim veterinarskim ambulantama
(PRVANOVIC BABIC i sur., 2016.). Uz progesteron, uvid u plodno razdoblje kuje nam daje i
luteiniziraju¢i hormon koji stimulira ovulaciju. LH se otpusta naglo te u serumu ostaje u visokoj
koncentraciji 24-48 sati. lako mjerenje razine LH moZe sluZiti kao precizniji pokazatelj
ovulacije, njegovo koriStenje se preporuca samo kod kuja s reproduktivnim problemima.
Prilikom izvodenja testa za mjerenje koncentracije LH, preporuca se istodobno mjerenje
progesterona. Shodno tome, iz ekonomskih 1 prakticnih razloga, u praksi se najceS¢e samo

koriste testovi koji odreduju razinu progesterona u serumu (PRVANOVIC BABIC i sur., 2016.).



3.5. Vaginalna citologija

Vaginalna citologija je jednostavna, orijentacijska klinicka metoda koja se koristi za
pracenje faze spolnog ciklusa kod kuja. Temelji se na procjeni morfoloskih promjena i
karakteristika bojenja vaginalnih epitelnih stanica tijekom estrusnog ciklusa, koje se javljaju
kao posljedica utjecaja estrogena u plazmi (PEREZ i sur., 2005.). Poveéanje koncentracije
estrogena u plazmi tijekom proestrusa ima za rezultat zadebljanje vaginalnog epitela
(ENGLAND, 2010.). Vaginalni epitel, stimuliran estrogenom, mijenja svoju debljinu od
nekoliko stani¢nih slojeva tijekom anestrusa (Slika 2A) do debljine od 20 do 30 stani¢nih
slojeva na kraju proestrusa (Slika 2B) (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Posljedica zadebljanja
vaginalnog epitela kuje je smanjena opskrba epitelnih stanica sluznice krvlju, njihovo
odumiranje te konacno ljustenje u vaginalnu teku¢inu (AYDIN i sur, 2011.). Prema
morfoloSkim karakteristikama opisane su 4 vrste stanica koje se nalaze u uzorku uzetom za
citolosku obradu epitela sluznice vagine. Stanice koje se promatraju u svrhu odredivanja
optimalnog vremena parenja su parabazalne, bazalne, intermedijarne 1 superficijalne.
Zastupljenost ovih stanica se mijenja ovisno o fazi spolnog ciklusa u kojoj se kuja nalazi.
Upravo nam promjena u broju superficijalnih epitelnih stanica u vaginalnom razmazu tijekom
estrusa omogucuje utvrdivanje plodnog razdoblja kod kuje (HOLST i PHEMISTER, 2001.).
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Slika 2. A) Histoloski preparat vaginalnog epitela kuje tijekom anestrusa; B) Histoloski preparat
vaginalnog epitela kuje tijekom estrusa (JOHNSTON i sur., 2001.).



4. VAGINALNA CITOLOGUA

Ginekoloski pregledi smatraju se jednim od standardnih postupaka koje obavlja doktor
veterinarske medicine. Vaginalnu citologiju svrstavamo u standardne ginekoloske preglede jer
omogucuje uvid u potencijalne utjecaje estrogena i zdravstveno stanje reproduktivnog trakta
(ANTONOY, 2017.). Ovaklinicka metoda, kao subjektivna, zahtjeva mnogo iskustva klini¢ara
kao 1 pravilno uzimanje uzoraka, bojenje i interpretacija dobivenih rezultata vaginalnih
razmaza. Opisano je vise razliCitth metoda prikupljanja, pripreme i bojenja vaginalnih brisova.
Unato¢ tome, klini¢ar mora slijediti standardizirane postupke prilikom tumacenja vaginalnih

razmaza kako bi dobio objektivne i konzistentne rezultate (RECKERS 1 sur., 2022.).

4.1. Metode uzorkovanja

Danas se u praksi koriste razliCite tehnike za dobivanje stanicnog materijala za
vaginalnu citologiju. Metoda prikupljanja uzorka treba biti brza, lagana, minimalno neugodna
za kuju te treba osigurati reprezentativni prikaz stanja epitela vagine (WRIGHT i PARRY,
1989.). Dvije najkoriStenije metode uzimanja uzorka su pomocu sterilnog spekuluma i
fizioloSkom otopinom navlazen Stapi¢ s vatom te aspiracija vaginalne Supljine plasticnim
kateterom (WRIGHT i PARRY, 1989.; ENGLAND i CONCANNON, 2002.; ENGLAND,
2010.; ANTONOYV, 2017.).

Prilikom koriStenja sterilnog spekuluma i navlazenog stapica, vazno je sprijeciti kontakt
vrha Stapi¢a s predvorjem rodnice. Stanice predvorja rodnice ne reagiraju tako brzo na
povecanje koncentracije estrogena u krvi kao sluznica vagine te shodno tome, pouzdanost
rezultata bi bila kompromitirana (ANTONOYV, 2017.). Dok su spekulumi konstruirani za
upotrebu kod kuja, ne koriste se Cesto jer pojedine kuje reagiraju nelagodom prilikom pregleda
(ROOT KUSTRITZ, 2021.). Kao zamjenu za spekulum, moze se koristiti veliki lijevak za
otoskop (ROOT KUSTRITZ, 2021.)ili sterilna staklena cijev kroz koju se moze provu¢i Stapi¢
s vatom (WRIGHT 1 PARRY, 1989.). Uzimanje vaginalnih epitelnih stanica moZe se obaviti 1
bez koriStenja spekuluma ili alternativne zastite (HOLST1 PHEMISTER, 2001.; FELDMAN i
NELSON, 2004.; ROOT KUSTRITZ, 2021.). Uzorak za vaginalnu citologiju treba uzeti iz
kaudalnog dijela vagine. Uzorci uzeti iz podrucja klitoralne jame ili predvorja nisu
zadovoljavajuci jer sadrze keratinizirane stanice. Ukoliko je uzorkovanje izvedeno pazljivo,

broj keratiniziranih stanica iz klitoralne jame ili predvorja je neznacajan te ne stvara poteskoce
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pri razlikovanju oroznjalih ili superficijalnih stanica vestibularnog ili vaginalnog epitela
(HOLST i PHEMISTER, 2001.). Vrh stapi¢a s vatom se uvede u dorzalnu komisuru vulve, a
zatim se njezno pritisne u kaudodorzalnom smjeru dok ne prijede preko ishijalnog luka (AYDIN
1 sur., 2011.). Naposlijetku je potrebno Stapi¢ rotirati lijevo 1 desno te izvuéi. Cijeli postupak
traje nekoliko sekundi te je rijetko bolan za kuju. Kako bi se osiguralo bezbolno uzorkovanje,
vrh Stapi¢a s vatom potrebno je navlaziti fizioloSkom otopinom koja djeluje kao lubrikant
(FELDMAN i1 NELSON,2004.). Stanice s vrha Stapica treba prenijeti na Cisto stakalce laganim
kotrljanjem Stapica po stakalcu kako se stanice ne bi ostetile (HOLST i PHEMISTER, 2001.).

Takoder, vaginalne epitelne stanice moguce je prikupiti inokulacijom 1 aspiracijom
sadrzaja iz vaginalne Supljine. Za izvodenje uzorkovanja aspiracijom sadrZaja iz lumena vagine,
najcesce se koristi sterilni plasticni kateter, Sprica za jednokratnu uporabu te fizioloska otopina.
Plasti¢ni kateter se uvede u lumen vagine, a zatim, pomocu jednokratne Sprice spojene na vrh
katetera, ubrizgamo fizioloSku otopinu (KUMAR i sur., 2023.). Naposlijetku, nakon mijeSanja
sadrzaja, aspiriramo teku¢inu koja sadrzi vaginalne epitelne stanice te apliciramo na stakalce

(KUMAR 1 sur, 2023.). Prednost ove tehnike uzorkovanja jest smanjena mogucénost
kontaminacije (KUMAR i sur., 2023.).
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4.2. Metode bojenja

Nekoliko komercijalno dostupnih pripravaka za bojenje prikladno je za bojenje
vaginalnih razmaza kod kuja (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Odabir tehnike bojenja je
individualan. Pri odabiru tehnike bojenja, vazno je da kliniCar izabere metodu koja je
jednostavna po svojoj izvedbi te osigurava konzistentne rezultate. Idealno, dobra tehnika
bojenja zadovoljava uvjete kao Sto su jasnoca, dostupnost 1 trajnost (ANI i sur., 2021.). Jasnoca
citoloSkog razmaza ovisi o veli¢ini stanice i jezgre, detaljima citoplazme te vidljivosti
komponenata medustani¢nog matriksa (ANI 1 sur., 2021.). Takoder, vazno je da odabrana
tehnika bojenja osigurava dugotrajnu postojanost vaginalnih epitelnih stanica u razmazu prije
nego po¢nu gubiti svoje karakteristike (ANI 1 sur., 2021.). Humana medicina nalaze koriStenje
bojanja prema Romanowsky-u i prema Papanicolaou-u za procjenu vecine citoloskih uzoraka

(KRAFTS 1 PAMBUCCIAN, 2011.).

Postupci bojenje po Romanowsky-u Cesto se koriste u vaginalnoj citologiji kod kuja
zbog svoje svestranosti i1 jednostavnosti, a temelje se na vizualizaciji jezgre i razlikama u
morfologiji stanica (PEREZ i sur., 2005.). Diff-Quik se uvritava u Romanovsky tip bojenja.
Diff-Quik je brza, modificirana Wright-Giemsa tehnika bojenja koja pouzdano boji vaginalne
briseve 1 jednostavna je za koristenje u klinickom okruzenju (HOLST i PHEMISTER, 2001.).
Ova modificirana Wrightova boja je lako dostupna i ima prednost §to priprema razmaza traje
manje od minute (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Takoder, razmazi obojeni tehnikom
Diff-Quik se mogu pohraniti mjesecima ili cak godinama ukoliko se o€isti imerzijsko ulje nakon
svakog pregledavanja razmaza mikroskopom (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Uzorci za
vaginalnu citologiju kuja se, uz tehnike po Romanovsky-u, mogu obojiti i trichrome ili

Papanicolaou bojom (ANTONOYV, 2017., ARLT, 2018., HOLST i PHEMISTER, 2001.)

Trichrome 1 Papanicolaou boje mogu se koristiti za bojenje vaginalnih razmaza kako bi
razlikovanje cijanofilnih od eozinofilnih stanica bilo jasno (HOLST 1 PHEMISTER, 2001.).
Metoda bojenje trichrome bojom ima prednost identifikacije keratiniziranih stanica na temelju
eozinofilnog indeksa (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Eozinofilni indeks je parametar
koji se koristi tijekom procjene citoloskog uzorka za odredivanje optimalnog vremena parenja.
Nalaz keratiniziranih stanica karakteristican je za vaginalni bris uzet tijekom estrusa. Shodno
tome, eozinofilni indeks na pocetku estrusa, doseze priblizno 60%, dok se u vrijeme ovulacije
poveéa na 80% (PEREZ i sur., 2005.). Medutim, zabiljezene su znacajne varijacije, pri éemu

postotak keratiniziranih stanica moZze biti ve¢i od 80% i doseci gotovo 100% ve¢ devet dana
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prije ovulacije (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Stanice koje sadrze prekursore keratina
boje se narancasto-crveno (Slika 3), Sto omogucuje jednostavno tumacenje razmaza (WRIGHT
1 PARRY, 1989.). Iako ove metode mogu dati dobre rezultate, postupak izrade ovakvih razmaza
je kompliciran 1 vremenski zahtjevan (HOLST 1 PHEMISTER, 2001., ENGLAND 1
CONCANNON, 2002.).

T

% ;
Ehllle,

Slika 3. Vaginalni razmazi obojeni modifikacijom Wrights-Giemsa bojom (lijevo) i trichrome

bojom (desno). Crveno obojenje stanica pripremljene trichrome metodom upucuje na

keratinizaciju stanica (ENGLAND i CONCANNON, 2002.).

Bojenje metilen modrilom se moze koristiti za bojenje vaginalnih razmaza kod kuje, ali
takve razmaze nije moguce pohraniti (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Takoder, vaginalni

brisovi se mogu pregledati bez bojenja, ali je interpretacija neobojanih razmaza manje precizna
(AYDIN i sur., 2011.).
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4.3. Interpretacija vaginalnog razmaza

Kod kuje razlikujemo nekoliko morfoloski razli¢itih stanicnih slojeva sluznice rodnice
koji upucuju na tri faze fizioloskog sazrijevanja. SCHUTTE (1967.) navodi kako proliferacija,
diferencijacija 1 ljustenje se mogu razlikovati medu jedinkama ovisno o razini i vrsti hormonske
stimulacije. Sustav klasifikacije koji se temelji na morfologiji stanica razvijen je kako bi opisao
razliCite tipove stanica u epitelu u vrijeme stimulacije estrogenom (HOLST i PHEMISTER,

2001.). U vaginalnom razmazu uobicajeno razlikujemo 4 vrste stanica.

Bazalne stanice su male, okrugle stanice koje su pretee svih vrsta epitelnih stanica
prisutnih u vaginalnom razmazu. Nalaze se na bazalnoj membrani i njihovo ljustenje nije Cesto,

zbog Cega se rijetko primjec¢uju u uzorku vaginalnog brisa (HOLST i PHEMISTER, 2001.).

Parabazalne stanice opisane su kao zdrave i najmanje epitelne stanice vidljive u
vaginalnom razmazu (FELDMAN i NELSON, 2004.). Stanice leze uz bazalnu membranu te su
uvijek prisutne u rodnici kuje (ROOT KUSTRITZ, 2021.). Parabazalne stanice su okruglog do
ovalnog oblika s promjerom priblizno od 10 do 20um (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Stanice

sadrze veliku jezgru vezikularnog izgleda 1 relativno male koli¢ine citoplazme (Slika 4)
(FELDMAN 1 NELSON, 2004).

Intermedijarne stanice (Slika 5) koje se pojavljuju u uzorku vaginalnog brisa razlikuju
se po veli¢ini. Shodno tome, stanice se najéesce klasificiraju kao male i velike stanice (PEREZ
1 sur.,, 2005.). Male intermedijarne stanice su neSto vece od parabazalnih s promjerom koji
prelazi 20pm. Okruglog do ovalnog su oblika, za razliku od velikih intermedijarnih stanica koje
su nepravilnog oblika s promjerom ve¢im od 30um (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Jezgra je
manja nego u parabazalnim stanicama, ali je veéa koliina citoplazme. Ova promjena u
morfologiji ukazuje na pocetak stanicne smrti (FELDMAN 1 NELSON, 2004.). Bazalne,

parabazalne i intermedijarne stanice se jos nazivaju nekornificirane stanice (engl. non-cornified
cells) (ROOT KUSTRITZ, 2021.).

Superficijalne stanice su nazvane prema svom poloZaju na povrsini vaginalnog epitela
tijekom faze maksimalne stimulacije estrogena (HOLST i PHEMISTER, 2001.). One su
najvece epitelne stanice koje se mogu identificirati u uzorku za vaginalnu citologiju s
promjerom od 30 do 75 um (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Rubovi superficijalnih stanica su
nepravilni 1 ostri te nalikuju velikim intermedijarnim stanicama (ROOT KUSTRITZ, 2021.).

Za razliku od velikih intermedijarnih stanica, koje imaju jezgru normalnog izgleda, jezgra
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superficijalnih epitelnih stanica je tamna i piknoti¢na (Slika 6). Jezgra nakon bojenja je blijeda
ili se pak ne razlikuje od okolne citoplazme (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Degenerativni
proces komnifikacije ili oroznjavanja se dogada u viSim slojevima vaginalnog epitela
(RECKERSI i sur., 2022.). S obzirom da superficijalne stanice oblazu lumen vagine, nazivaju

se 1 oroznjale, keratinizirane ili kornificirane stanice (engl. cornified cells).

Prilikom interpretacije urednih vaginalnih razmaza kuja, uocljive su i stanice manjeg
znacaja. Pojava bakterija je uobiCajena u svim fazama spolnog ciklusa te se smatra fizioloSkim
nalazom. Medutim, u slucaju pada imuniteta, bakterije mogu djelovati kao patogeni
(GROPPETTI i sur., 2012.). Eritrociti su vidljivi u uzorcima uzetih u proestrusu, estrusu i
diestrusu. U vaginalnom razmazu kuje u ranom proestrusu, prisutan je veliki broj eritrocita zbog
dijapedeze kroz kapilare uslijed djelovanja estrogena (SHARMA i SHARMA, 2016.).
Neutrofili su najbrojnija vrsta bijelih krvnih stanica koje se pojavljuju u tipicnim vaginalnim
razmazima uzetim od kuja u pocetnoj fazi diestrusa (SHARMA i SHARMA, 2016.). Tijekom
estrusa, neutrofili se ne pojavljuju u uzorku jer je dijapedeza onemogucena zbog zadebljalog

vaginalnog epitela (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Ostale stanice se pojavljuju sporadi¢no u

vaginalnim razmazima kuja te najc¢eSce ne utjecu na interpretaciju istih.

10.0 pm

Slika 4. Parabazalna stanica (izvor: https://veteriankey.com/vaginal-cytology/).
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10.0 ym

Slika 5. B) Mala intermedijarna stanica; C) Velika intermedijarna stanica

(izvor: https://veteriankey.com/vaginal-cytology/).

A~ o 10.0 pm
, - 3 ) i P R
Slika 6. D) Superficijalna stanica s piknoti¢nom jezgrom; E) Anuklearna superficijalna stanica

(izvor: https://veteriankey.com/vaginal-cytology/)
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4.4. Vaznost vaginalne citologije kod kuja

4.4.1. Pradenje spolnog ciklusa

Vazno je predvidjeti dan ovulacije tijekom estrusa kako bi se odredilo optimalno vrijeme
parenja ili osjemenjivanja (RECKERS i sur., 2022.). Prema broju specifi¢nih stanica koje se
pojavljuju u uzorku za vaginalnu citologiju, moguce je utvrditi fazu spolnog ciklusa u kojoj se
nalazi kuja (Slika 7). Medutim, razlike u interpretaciji vaginalnih razmaza postoje te nije za
ocekivati da ¢e uzorci uzeti u istoj fazi spolnog ciklusa kod svih kuja biti jednaki. Razmazi
prikupljeni uranom ili srednjem proestrusu obiljeZava prisutnost mnostva eritrocita i mjeSavine
tipova vaginalnih epitelnih stanica. Tijekom ranog proestrusa, kada su koncentracije estrogena
niske, najcesce su prisutne parabazalne i intermedijarne stanice (EDENS i HEATH, 2003.).
Neutrofili su Cesto prisutni, a bakterija moze biti u izobilju (HOLST i PHEMISTER, 2001.).
Napredovanjem proestrusa, koncentracija estrogena raste te dolazi do hiperplazije epitela
rodnice. Sluznica se mijenja iz niskog kubicnog epitela u slojeviti, keratinizirani plocasti epitel
(ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Povecanjem debljine vaginalnog epitela, smanjuje se
dotok krvi u stanice smjeStene najblize lumenu vagine (EDENS i HEATH, 2003.). Velike
intermedijarne stanice su karakteristicne za kasni proestrus, ali se njihov broj smanjuje tijekom
plodnog razdoblja dok broj superficijalnih stanica raste. Populacija epitelnih stanica vidljive u
razmazu se kroz proestrus mijenja iz potpuno neoroznjalih stanica u stanice koje su prosle
proces kornifikacije (ROOT KUSTRITZ, 2021.). Degenerativni proces oroZnjavanja stanica u
visim slojevima plocastog epitela zavrsava Cetiri dana prije pocetka estrusa (CONCANNON,
2011.). Povecéanje broja superficijalnih stanica u vaginalnom razmazu ukazuje na napredovanje
spolnog ciklusa iz proestrusa u estrus. Tijekom estrusa, uzeti uzorci sadrze vise od 90%
keratiniziranih superficijalnih stanica (EDENS 1 HEATH, 2003.). Optimalno vrijeme parenja
kuja je povezano s visokim postotkom superficijalnih stanica u uzorku. Preporuka je pokusati
parenje u periodu kada u vaginalnom razmazu preko 80% epitelnih stanica ¢ine superficijalne
stanice (ENGLAND i CONCANNON, 2002.). Neutrofili se najéeS¢e ne nalaze u razmazu dok
je broj eritrocita smanjen u odnosu na proestrus. lako je broj eritrocita smanjen, kod nekih kuja
moze postojati znacajan krvavi iscjedak tijekom estrusa koji rezultira velikim brojem eritrocita
u uzorku (WRIGHT i PARRY, 1989.). U vaginalnim razmazima uzetih tijekom estrusa cesto se
uocava veliki broj bakterija (HOLST i PHEMISTER, 2001.). Nakon folikularne faze, pojava
neutrofila u vaginalnim citoloskim uzorcima zajedno s naglim smanjenjem kornificiranih

superficijalnih stanica i recidivom intermedijarnih iparabazalnih stanica, smatra se indikatorom
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pocetka diestrusa, odnosno kraja plodnog razdoblja (GROPPETTI i sur., 2012.). Takoder, u
lutealnoj fazi se mogu pojaviti 1 metestrum stanice (parabazalne stanice s neutrofilom u
citoplazmi) (Slika 8) te pjenaste stanice (parabazalne ili intermedijarne stanice s vakuolama u
citoplazmi) (Slika 9) (EDENS i1 HEATH, 2003.). Ulaskom kuje u anestrus, populaciju
vaginalnih epitelnih stanica u razmazu Cine parabazalne i intermedijarne stanice. Eritrociti nisu
vidljivi, dok se neutrofili mogu pojaviti umalim koli¢inama (EDENS i HEATH, 2003.). Uzorci
uzeti tijekom proestrusa, diestrusa i anestrusa cesto mogu biti sli¢ni, posebno ako nema
neutrofila 1 eritrocita, Sto otezava odredivanje faze reproduktivnog ciklusa kuje na temelju
jednog uzorka. Shodno tome, preporuca se serijsko uzimanje uzoraka kako bi praéenje

promjena u epitelnim stanicama bilo olakSano (HOLST i PHEMISTER, 2001.).

<« ANESTRUS}——— PROESTRUS 1 ESTRUS : DIESTRUS———>»
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Slika 7. Prikaz promjena u vaginalnoj citologiji kuja povezanih s razinama estrogena u plazmi

(Izvor: https://veteriankey.com/vaginal-cytology/).
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Slika 8. Metestrum stanica (JOHNSTON i sur., 2001.).

Slika 9. Pjenasta stanica (JOHNSTON i sur., 2001.).

18



4.4.2. Piometra

Piometra je reproduktivni poremecaj koji je obiljezen gnojnom upalom maternice.
Najcesce se pojavljuje kod kuja starijih od 8 godina. Bolest se primarno javlja u lutealnoj fazi
spolnog ciklusa, odnosno nakon estrusa (FIENI i sur., 2014.). Ulogu u nastanku piometre ima
hormonska neravnoteza ili abnormalni odgovor na normalne koncentracije estrogena i
progesterona koji utjeCe na epitelne stanice maternice i olakSava prianjanje, kolonizaciju 1 rast
bakterija (FIENI i sur., 2014.). Ukoliko se kod kuje uo€ava gnojni ili krvavi vaginalni iscjedak,
radi se o otvorenom tipu piometre. Naprotiv, kod zatvorenog tipa piometre nema vaginalnog
iscjetka, ve¢ se gnoj sakuplja u maternici 1 uzrokuje prosSirenje abdomena. U ovakvih kuja su
prisutni 1 simptomi naruSenog zdravstvenog stanja zbog bakterijskih toksina koji se otpustaju u
krvotok. Tehnikom vaginalne citologije u uzorku gnojnog iscjetka, pojavljuju se pretezito
neutrofili 1bakterije u koli¢inama mnogo ve¢im od ocekivanih u fazi spolnog ciklusa (WRIGHT

i PARRY, 1989.). Takoder, vidljive vaginalne epitelne stanice u razmazu nisu kertinizirane
(ROOT KUSTRITZ, 2021.).

4.4.3. Vaginitis

Vaginitis je upala vagine. Najces¢e nastaje zbog prekomjernog rasta normalno prisutnih
bakterija, uzrokovanih anatomskim ili strukturnim nepravilnostima, prisustvom stranog tijela
unutar vagine (ENGLAND, 2010.) ili sekundarno na ve¢ prisutnu infekciju. Bolest se mozZe
javiti kod kuja svih dobnih skupina. Kod kuja mladih od godinu dana nema znacajnih simptoma
osim vaginalnog iscjetka koji je gotovo uvijek prisutan. Volumen i konzistencija iscjetka
variraju te moze biti oskudan i mukoidan do obilan i mukopurulentan (JOHNSTON i sur.,
2001.). Kod odraslih kuja simptomi ukljucuju prisutnost vaginalnog iscjetka, ucestalo lizanje,
polakiurija i bolno mokrenje (JOHNSTON isur., 2001.). Kuje s vaginitisom mogu biti privlacne
psima i mogu imati vidljiv vaginalni iscjedak (WRIGHT i PARRY, 1989.). Shodno tome,
vaginitis se moze lako zamijeniti s estrusom normalne kuje. Vaginalnom citologijom je moguce
uspjesno razlikovati vaginitis od proestrusa i estrusa (ENGLAND, 2010.). U vaginalnom
uzorku kuje s vaginitisom, prisutan je znacajan broj neutrofila i bakterija. Iako su neutrofili i
bakterije u razmazu fizioloski nalaz kod normalne kuje, njihov perzistentni povecani broj

ukazuje na vaginitis (FELDMAN i NELSON, 2004).
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4.4.4. Tumori

Tumori koji zahvaéaju stijenku vagine uzrokuju ljustenje stanica koje se potom mogu
identificirati pomoc¢u vaginalne citologije (FELDMAN i1 NELSON, 2004.). Tumorske stanice
su velike i okrugle s blagom do umjerenom anizokariozom ianizocitozom (WRIGHT i PARRY,
1989.). Najces¢i maligni tumori koji se pojavljuju kod kuja, uoceni vaginalnom citologijom, su
transmisivni veneralni tumor (TVT), planocelularni karcinom i karcinom prijelaznih stanica
(ROOTKUSTRITZ,2021.). Leiomiom je najces¢i benigni tumor koji se javlja kod starijih kuja
(JOHNSTON 1 sur., 2001.). Vazno dijagnosticko sredstvo je citoloska Cetkica (engl. cytobrush).
Koristenje citoloske cetkice omogucuje prikupljanje veéeg broja stanica iz dubljih slojeva
vaginalnog epitela (COCCHIA i sur., 2012.).

Transmisivni veneralni tumor se kod kuja obi¢no javlja u predvorju vagine u obliku
nodularne, multilobularne tvorbe (WRIGHT i PARRY, 1989.). Uzorak je moguce prikupiti
otiskom razli¢itih podrucja tumorske mase. Karakteristika stanica TVT-a je prisutnost velikog

broja vakuola u citoplazmi (Slika 10).

Slika 10. Transmisivni veneralni tumor.

(izvor: https://www.tcg.vet.cam.ac.uk/about/ctvt).
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5. ZAKLJUCCI

1. Spolni ciklus kuje se sastoji od 4 faze, proestrus, estrus, diestrus i anestrus.

2. U svrhu odredivanja optimalnog vremena parenja koriste se vaginoskopija, odredivanje
koncentracije hormona te vaginalna citologija.

3. Vaginalni epitel je pod stalnim utjecajem hormona jajnika te mijenja svoje morfoloske
karakteristike uslijed promjene koncentracije estrogena i progesterona.

4. Vaginalna citologija je korisna tehnika zbog svoje jednostavnosti, pristupa¢ne opreme i
mogucnosti dobivanja brzih rezultata u svrhu kontrole reprodukcije kuje na osnovi
udjela razli¢itih epitelnih stanica vidljivih u uzorku.

5. Koriste se razli¢ite metode za prikupljanje i1 bojenje uzoraka za vaginalnu citologiju.
Vazno je da kliniCar odabere metodu koja je brza i minimalno neugodna za kuju te
osigurava reprezentativni prikaz stanja vaginalnog epitela.

6. Najcesce stanice koje se pojavljuju u vaginalnom uzorku su bazalne, parabazalne,
intermedijarne 1 superficijalne stanice, od kojih su samo superficijalne stanice
kornificirane. Postotak superficijalnih stanica u uzorku je najbolji pokazatelj spremnosti
kuje za parenje.

7. Vaginalna citologija je jednostavna orijentacijska, klinicka metoda koja se, osim u svrhu
otkrivanja optimalnog vremena parenja, upotrebljava pri dijagnozi razlicitih patoloskih

stanja reproduktivnog trakta.
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7. SAZETAK

Novi pristupi u vaginalnoj citologiji kuja

Antonia Cular

Kuje su monoestri¢ne zivotinje kod kojih se spolni ciklus sastoji od proestrusa, estrusa,
diestrusa i anestrusa. Pubertet se javlja u dobi od 6 do 23 mjeseca starosti, u prosjeku od 10 do
24 mjeseca starost. Spolni ciklus kuje se razlikuje od vecine vrsta sisavaca zbog specificnosti
da ovuliraju jajne stanice u nezrelom stanju koje nije moguce odmah oploditi. Primarnim jajnim
stanicama je potrebno jo§ jedno dijeljenje i sazrijevanje prije uspjesne oplodnje. Takoder,
specifi¢nost spolnog ciklusa kuje je i1 porast koncentracije progesterona uslijed luteinizacije
granuloza stanica jajnika prije ovulacije. Za odredivanje optimalnog vremena parenja kuja
koristi se vise metoda medu kojima su najpoznatije vaginoskopski pregled, mjerenje
koncentracije progesterona i LH u serumu te vaginalna citologija. Vaginalna citologija je
jednostavna klinicka metoda koja se sastoji od uzorkovanja, bojenja i mikroskopskog pregleda
odljustenih vaginalnih epitelnih stanica. Vaginalni epitel zadeblja kao posljedica porasta
koncentracije estrogena u plazmi. Povecani broj stani¢nih slojeva vaginalnog epitela ima za
rezultat smanjenu opskrbu epitelnih stanica krvlju, njihovo odumiranje te konac¢no ljustenje u
vaginalnu tekucinu. Postotak odredenih tipova epitelnih stanica vidljive u uzorku nam daju
informacije o fazi spolnog ciklusa u kojem se kuja nalazi. Vaginalna citologija, uz pracenje
spolnog ciklusa, ima vaznu ulogu u dijagnosticiranju raznih patoloskih stanja reproduktivnog

sustava.

Kljuéne rijeci: kuja, spolni ciklus, vaginalna citologija, epitelne stanice
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8. SUMMARY

Bitch vaginal cytology — novel approaches

Antonia Cular

Bitches are monoestrous animals in which the reproductive cycle consists of proestrus, oestrus,
dioestrus and anoestrus. Puberty occurs between 6 and 23 months of age, on average between
10 and 24 months of age. The reproductive cycle of bitches differs from most mammalian
species because they ovulate immature oocytes that cannot be fertilised immediately. Primary
oocytes need one more division and maturation before successful fertilisation. Also, the canine
reproductive cycle is characterised by an increase in the concentration of progesterone due to
the luteinisation of the granulosa cells of the ovary before ovulation. Several methods are used
to determine the optimal mating time of bitches, among which the most famous are
vaginoscopy, measurement of progesterone and LH serum concentrations, and vaginal
cytology. Vaginal cytology is a simple clinical method consisting of sampling, staining and
microscopic examination of exfoliated vaginal epithelial cells. The vaginal epithelium thickens
as a result of increased concentrations of oestrogen in the plasma. The increased number of cell
layers of the vaginal epithelium results in a reduced supply of epithelial cells with blood, their
death and eventual shedding into the vaginal fluid. The percentage of certain types of epithelial
cells visible in the sample gives us information about the phase of the reproductive cycle of the
bitch. Vaginal cytology, along with monitoring the reproductive cycle, plays an important role

in the diagnosis of various pathological conditions of the reproductive system.

Key words: bitch, reproductive cycle, vaginal cytology, epithelial cells
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