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SAMMANFATTNING

Den preovulatoriska toppen av luteiniserande hormon (LH) é&r starkare korrelerad
till 4gglossning &n manga andra parametrar som kan anvindas till att bestimma
lamplig tidpunkt for parning respektive inseminering hos de flesta djur. Med en
bestimning av detta hormon skulle man darfér kunna uppnd ett gott
draktighetsresultat. I denna studie ville vi se om man kan anvidnda sig av ett
befintligt, billigt och enkelt test, utvecklade for humant bruk, for att miata LH hos
tik och not. Till studien anvédndes dgglossningstest for kvinnor som anvénds till att
mata LH 1 urinen. I forsoket anvdndes 4 kvigor och 4 tikar. Urin samlades under
den period dd man kunde forvinta sig att LH skulle kunna finnas nérvarande i
urinen. Man samlade dven in blodprover under samma period, och kontrollerade
LH 1 serum for se om en frisdttning skett. Positiva utslag pé stickor erholls hos
bade tik och kvigor men dessa utslag kunde inte starkt korreleras till LH:s
frisittning. LH-stickor for humanbruk avsedda for urin kan inte anvéndas for att
detektera preovulatorisk LH-frisdttning hos vare sig tik eller nét.

SUMMARY

Preovulatory rise in luteinizing hormone (LH) is more strongly correlated to
ovulation than many other parameters used to determine when to mate or
inseminate most animals. If able to determine this hormone you would be able to
get a better conception rate. In this study we wanted to see if a simple, cheap and
already existing test developed for human use could be used in bitches and heifers
for detection of LH. We used ovulation tests made for detection of LH in urine of
women. In the trial there were four heifers and four bitches. Urine was sampled
from these animals during the period when LH could be expected to be released.
During the same period, blood was collected from these animals. The serum
samples were used to study if LH release had occurred. The test gave positive
results in both bitch and heifers but none of the results could be strongly
correlated to the preovulatory release of LH. LH test sticks for human urine
testing could not be used to detect preovulatory LH release in either bitches or
heifers.



INLEDNING

Hos dagens mjolkor, didr man satsar pa att f4 en 6kad produktion, ser man dver
hela vérlden en trend med sjunkande fertilitet (Lucy, 2000; Royal, 2000). Det ar
viktigt for bonden att hondjuren &r fruktsamma och blir driktiga inom forvintat
intervall, da det &r dyrt att ha ett djur som inte blir dréktigt vid 6nskad tidpunkt.
Orsaken till sjunkande fertilitet anses vara multifaktoriell, och forutom det
ofordelaktiga genetiska samband som finns mellan mj6lkproduktion och
reproduktion, beror den 1ga fruktsamheten i manga fall pa délig brunstpassning
men framfor allt pa faktorer hos djuren som gor det svarare att uppticka brunst
(Stevensson, 1983) . Dirmed ar det svart att fi djuren inseminerade vid rétt
tidpunkt. Det finns studier som visar pé att dagens generella rekommendationer
om tidpunkt for insemination enligt ”formiddags-/eftermiddagsregeln”, dvs. om
kon visar brunst pa formiddagen ska hon insemineras péd eftermiddagen,
alternativt om hon visar brunst pa eftermiddagen ska hon insemineras f6ljande
formiddag, inte ger det mest optimala dridktighetsresultatet (Dransfield et al.,
1998; Roelofs et al., 2005).

De flesta bonder anvénder sig idag av visuell kontroll av brunstsymptom som é&r
ett subjektivt sitt att avgéra om kon dr i rétt stadium av brunsten. Dessutom
varierar tidpunkten for ovulation i forhallande till insdttande av brunstsymptom
mycket hos varje individ (Roelofs et al., 2005). Ett mer objektivt sétt att faststélla
ndr ovulation skall ske, som skulle kunna ge ett battre driktighetsresultat, skulle
dérfor vara onskvirt. Om det dessutom kan utforas av bonden och éar billigt 4r det
bara till fordel.

Till skillnad fr&n manga andra djurslag har hunden en mycket lang 16pning, ofta
mer &@n tva veckor, och optimal tidpunkt for parning varierar kraftigt mellan tikar.
Hundéigaren som vill para sin tik kan idag f& hjilp med att hitta en bra tidpunkt {or
parning/insemination genom vaginalcytologi, sikrast i kombination med blodprov
for progesteronanalys. For detta krdvs minst ett besok hos en veterindr. Ett annat
mer osdkert sitt dr att anvidnda sig av hanhund for att se om tiken stiller upp sig.
En del tikar kan verka villiga men om man skulle lata hunden para skulle hon
avvisa honom. Ménga génger har man inte heller tillgdng till en hanhund som
fungerar som teaser (Lagerstedt, 2004).

Denna studie syftar till att se om &4gglossningstest for kvinnor skulle kunna
fungera pé tva utav véra tamdjur, hund och nétkreatur. Testet méiter humant LH
(luteiniserande hormon) i urin och tar bara nigra minuter att utféra samt &r
mycket billigt om man jamfor med ett veterindrbesok. I borjan av strus sker en
massiv frisdttning av LH (den s& kallade preovulatoriska LH-toppen) fran
hypofysen, vilket framkallar &gglossning ca ett dygn senare. LH-toppen ir
starkare korrelerat till tidpunkten for ovulation dn vad Ostrusbeteende dr hos bade
ndt och hund och &r ett objektivt sett att avgdra om tiden for Al/parning dr
ratt.(Bernard et al., 1983; Reynaud, 2006)



LITTERATUROVERSIKT

Kons dstralcykel

Ostralcykel hos kor 4r i genomsnitt 21 dagar och hos kvigor runt 20 dagar
(McDonald’s, 2003). Cykeln kan delas in i prodstrus (forbrunst), Ostrus
(hogbrunst), metdstrus (efterbrunst) och didstrus (lutealfas).

Folliklar 1 &ggstockarna viéxer till och tillbakabildas kontinuerligt under
Ostralcykeln. Kor har 2 eller 3 follikelvagor under varje cykel. Under varje vag
finns det en dominant follikel. De forsta dominanta folliklarna ovulerar inte pga.
den samtida hoga progesteronproduktionen fran gulkroppen. Folliklarna
producerar Ostradiol som har en positiv feedback pd hypotalamus och dess
frisittning av GnRH (gonadotropin-releasing hormone). GnRH paverkar
hypofysen att producera och frisdtta FSH och LH. LH frisétts under hela cykeln
pd en pulsatil men lag niva tills dessa att progesteron (som utdvar negativ
feedback pd hypotalamus GnRH-produktion) bdrjar sjunka (pga. luteolys av CL,
corpus luteum) och Ostradiol (producerat av den tillvixande dominanta follikeln)
borjar 6ka (McDonald’s, 2003). Nér dstradiol nér ett troskelvirde frisdtts en topp
av FSH och LH vilket leder till den slutliga mognaden av follikeln och slutligen
ovulation (Senger, 2003). Den preovulatoriska toppen av LH sker under en period
av ca 10 timmar och samtidigt eller nagra timmar efter denna intraffar stabrunst.
Ovulationen sker ca 27 h frén start av LH-toppen eller 17 h fran slutet av LH-
toppen (Bernard et al., 1983) .
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Figur 1. Hormoner under kons dstralcykel. Fran McDonald’s 2003

Under prodstrus stiger halterna av dstrogen 1 blodet efter att CL har tillbakabildats
och progesteronhalterna har sjunkit. Djuret borjar visa fysiska och psykiska
brunsttecken pga. av de stigande Ostrogenhalterna men ar &nnu ej mottagligt for
parning. Prodstrus varar ca 24 timmar med en variation pd nagra timmar till 3
dagar (McDonald’s, 2003; Institutionen for obstetrik och gynekologi (OG), 2004).



Ostrus dr perioden di djuret ir mottagligt for parning. Perioden varar ca 24
timmar (kan variera mellan 7 och 27 timmar) (OG, 2004). Ovulation av den
mogna follikeln sker efter dstrus slut och 1 samband med det sjunker 6strogen och
en ny CL borjar bildas utifran den ovulerade follikeln.

Metostrus dr Overgangen fran Ostrus med ovulation tills dess att CL &ar helt
utvecklad. Denna fas kan anses ingé i didstrus.

Under diostrus dr CL helt utvecklad, aktiv och producerar progesteron. Perioden
varar i ca 14 dagar. Om befruktning ej sker och signal for “maternal recognition
of pregnancy” ej etableras leder detta till en pulsatil frisdttning av prostaglandin
F20 fran uterus endometrium vilket ndr CL. CL blir inaktiverad och si
smaningom tillbakabildas &ven strukturen. En ny prodstrus-period tar vid
(McDonald’s, 2003; OG, 2004).



Hundens Ostralcykel

Hundens 0Ostralcykel kan delas in i1 proostrus (forlopning), dstrus (hoglopning),
diostrus (efterlopning, lutealfas) och andstrus (vilofas). Tiken 16per i genomsnitt
var 7:¢ manad men detta kan variera mellan 4 och 12 manader. Variationen dr
delvis rasberoende, men varierar dven mellan individer av samma ras
(McDonald’s, 2003). Bestamning av de olika stadierna i dstralcykeln kan goras pa
flera sétt. Det djurdgarna sjdlva anvénder sig av ar tikens beteende och de fysiska
fordndringarna. For en mer exakt bestimning t.ex. infor parning kan veterindren
studera vaginalcytologi. Det sékraste sittet att bestimma optimal parningstidpunkt
ar att bestdimma progesteronhalterna i blod (Lagerstedt, 2004).

Prodstrus borjar den dag som man forst ser blodning fran vulva. Under denna
period dndrar tiken beteende och hon blir mer orolig och rastlés samt kan fa
forandrad aptit, torst och urinering. Vulva svullnar mer eller mindre. Hundar blir
under denna period intresserade av tiken men hon star vanligen inte for upphopp. I
genomsnitt varar prodstrus 1 9 dagar med variation pa 2-15 dagar (McDonald’s,
2003). Vaginalcytologiskt ses under denna period en blandad cellbild. Tidigt i
prodstrus ser man parabasalceller och intermedidrceller. Senare dvergar bilden till
att innehalla intermedidrceller och ett 6kande antal superficialceller. Erytrocyter
forekommer i mattlig-riklig méngd och vissa leukocyter samt bakterier (Feldman
& Nelson, 2004). Under denna period bildas folliklar som producerar dstradiol 1
dggstockarna. Ostradiol nir maximala blodnivaer 1-2 dygn fore slutet av prodstrus
for att sedan borja sjunka. Samtidigt borjar koncentrationen 1 blodet av
progesteron, som bildas fran folliklarna redan fore ovulation och bildning av CL,
att stiga. Detta leder till att tiken borjar visa hoglopningsbeteende samt att en
positiv feedback gér till hypotalamus och hypofysen. Det senare ger en frisittning
av GnRH och med den frisdttning av FSH men framfor allt LH (Feldman &
Nelson, 2004). LH- toppen hos tik dr mycket mer utdragen d4n hos manga andra
tamdjur (24-40h) (Concannon et al., 1977). Hos de flesta tikar ligger den i sen
proostrus men hos vissa i tidig dstrus (McDonald’s, 2003). Progesteronnivéerna i
blod ligger vid tiden for LH-toppen enligt olika undersdkningar pd 2,9+0,2
nmol/L (Hase, 2000) eller 8,1+1,0 nmol/L (Concannon et al., 1977).

Ostrus riiknas oftast frén och med den forsta dagen som tiken star for hund. Detta
tillstdnd varar i genomsnitt 10 dagar men varierar mellan 3 och12 dagar. Vulva dr
mindre svullen och ndgot mjukare 4n tidigare. Vaginalflytningen blir vanligen
mer vattning och lite gulaktig (McDonald’s, 2003). Vaginalcytologiskt ses en
typisk bild med upp emot 100 % superficialceller som ligger glest initialt for att
senare ligga i tjocka lager. Viss forekomst av erytrocyter kan ses men leukocyter
skall ej finnas. Ostradiol fortsitter att sjunka for att ni en basalniva i didstrus
(Feldman & Nelson, 2004). Ovulation som sker nu, i genomsnitt 38 h (24-48h)
efter LH-toppen (Hase, 2000) kan pagé i ett dygn. Progesteronnivaerna ligger vid
ovulationen pd 15,9-22,3 nmol/L (Reynard et al., 2006) men enligt Hase et al.
(2000) pa 6,0- 8,9 nmol/L (efter UL-undersdkning) och 6,7-12,9 nmol/L berdknat
utifrdn antagandet att dgglossning sker tva dagar efter LH-toppen. Efter
dgglossningen borjar CL att bildas och progesteronnivéerna fortsétter att stiga.
Hundar ovulerar priméra oocyter till skillnad mot de flesta andra diaggdjur.
Oocyterna maste darfor genomgd meios innan de dr befruktningsdugliga vilket tar
mellan 2-4 dygn. Aggen ir sedan befruktningsdugliga i 1-3 dygn. Under den hir
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tiden skall hundens sperma transporteras, vilket gar under minuten, till
dggledaren. Det ska dven ske en kapacitering av spermierna, for att de ska kunna
penetrera dggen, vilken tar ca 7 timmar. Efter det har spermierna en relativ 1ang
overlevnad och de har visats kunna vara fertila i 6-7 dygn efter parning.

I diostrus refuserar tiken hunden. Vulva atergér till normal andstral storlek. CL
har nu natt full storlek och &r fullt funktionell. Perioden varar i genomsnitt 65
dagar men varierar mellan 55 och 90 dagar (McDonald’s, 2003). Under den forsta
tiden av didstrus ses igen en blandad cellbild vid vaginalcytologi med
intermedidrceller och parabasalceller. Vanligen ses €] nagra erytrocyter men ofta
en bild med leukocyter och skumceller (degenererade epitelceller med vakuoler i
cytoplasma) (Feldman & Nelson, 2004). Progesteronet nar sin maximala topp och
planar sakta ut under denna period och didstrus Overgdr till andstrus da
progesteronnivan ligger pa basalniva. CL dr aktiv nigot ldngre hos den icke
dréktiga tiken @n hos den driktiga. Vad som slutligen orsakar luteolys hos tik dr
oklart. Ostradiol, FSH och LH ligger lagt. Alla hundar genomgir en fas av
skendréiktighet med mer eller mindre tydliga tecken. Detta for att progesteron
fortfarande ar hogt under denna period precis som om hon hade varit driktig. Man
kan se beteendefordndringar men dven fysiska fordndringar som liknar en verklig
draktighet med svullna juver och ibland &ven en svullen buk (Lagerstedt, 2004;
McDonald’s, 2003).

Anostrus foljer didstrus ndr progesteron har natt basalnivd och dr en sexuellt
inaktiv period hos tiken. Variationen 1 ldngd &r stor, 1 genomsnitt 120 dagar med
normala variationer mellan 40 och 270 dagar. Variationer beror pa alder, ras,
hilsa m.m.(McDonald’s, 2003). Vaginalcytologin ir, liksom i slutet av didstrus,
mycket cellfattig. Losa cellkdrnor forekommer, samt fétalet parabasalceller och
leukocyter. FSH stiger under slutet av anostrus fOr att ater sjunka nér tiken gér in 1
proostrus. LH fluktuerar under denna period likasa dstradiol som produceras fran
sma folliklar (Feldman & Nelson, 2004).



Koénshormoner

Det finns ménga sétt att dela in de olika konshormonerna t.ex. efter uppbyggnad
eller deras ursprung.

GnRH ir ett litet peptidhormon som produceras av neuroner i
hypotalamus. Via ett portasystem leder det till frisdttning av hormonerna
FSH och LH, de s.k. gonadotropinerna, fran hypofysens framlob. Dessa
hormoner frisdtts i blodet fran hypofysen for att nd sina mélorgan
gonaderna (dggstockarna) (Senger, 2003).

Hormonerna LH och FSH, som produceras i hypofysens framlob é&r
glykoproteiner (polypeptidkedjor med kolhydratmolekyler) som bestir av
en alfa- och en betaenhet. Alfaenheten dr densamma f6r dessa hormon
(inklusive TSH, tyreoideastimulerande hormon, som ocksé produceras i
hypofysen) och ser likadan ut mellan arter. Betaenheten dr daremot olika
for varje hormon och ér den del som ger dessa hormon deras specificitet
och funktion. LH frdmjar ovulation och bildning av CL via paverkan pa
dggstockarnas theca interna- och lutealceller. FSH péverkar dggstockarnas
granulosaceller till follikeltillvaxt (Senger, 2003).

Steroidhormonerna, sdsom progesteron och Ostrogener, syntetiseras fran
kolesterol enligt Senger (2003) genom ett komplext system av enzymatisk
konvertering:

Kolesterol = Pregnenolon = Progesteron = Testosteron = Ostradiol

Ostradiol produceras av granulosacellerna i dggstocksfollikeln. Det verkar
bdde med positiv och negativ feedback pd hypotalamus och dess GnRH
sekretion (Senger, 2003). Det paverkar det sexuella beteendet sa att djuret
blir parningsvilligt och forbereder genitalia for parning och fertilisering
samt uterus vid forlossning. Ostradiol bidrar ocksa till utveckling av
mjolkkortlar (Sjaastad et al, 2003) .

Progesteron produceras framfor allt av CL men dven placenta och binjurar
(Feldman & Nelson, 2004). Det inhiberar sekretion av GnRH och
hormonet verkar pd uterus for att bevara driktigheten och skapa en bra
miljo for fostret. Det pdverkar dven mjolkkortlar vid draktighet (Senger,
2003).

Prostaglandin &r derivat frin fettsyror (frdmst arakidonsyra) och frisitts
frdn uterus endometrium och verkar luteolytiskt pa CL hos de flesta djur
(Senger, 2003). Hos tik har man dock sett att &ven om livmodern tas bort
fortsatter hon att cykla normalt utan forlingd lutealfas (McDonald’s,
2003). Hos kor nar prostaglandin &dggstocken via karlkomplex med
motstromsprincip vilket snabbt ger hog koncentration till CL Senger,
2003).



Olika testmetoder for bestdmning av betackningstidpunkt

Not

Visuell kontroll

Det vanligaste och billigaste sdttet att detektera brunstbeteende pa djur
som gdr i losdrift eller pa bete dr genom visuell kontroll av beteende sa
som upphopp pa annat djur, star for upphopp och oroligt beteende med
mera. Andra visuella iakttagelser for att detektera brunst &r utseende pé
yttre konsdelar och brunstflytningarna. Det krivs ett gott djurdga och goda
rutiner for brunstpassningen for att fi ett gott dréktighetsresultat med
denna metod.

Pedometer

Detta dr ett hjdlpmedel som &r framtaget for att uppticka den oOkade
aktivitet som sammanfaller med brunst. Nar djuren kommer i brunst ser
man en Okad aktivitetet vilken registreras. Det innebdr en kostnad att
investera i utrustningen som kravs for denna metod.

Upphoppsdetektorer

Detta dr en metod di djuren forses med en utrustning som reagerar pa
tryck d& det brunstiga djuret stdr for upphopp. Det finns billig, enkel
utrustning som klistras pd kons svansrot och ger fargomslag da andra kor
gor upphopp, antingen pga. att farg gnuggas fram eller att en fargampull
krossas. Det finns ocksa dyrare, elektroniska sensorer som ger utslag vid
upphopp. Sensorn skickar data till en mottagare som man avléser.

Hormonprover

Detta anvinds frimst som ett hjdlpmedel d4 man har problem med att fa
djuren drdktiga. D& kan man med hjélp av progesteron i mjolk eller blod
avgora om de &r i brunst men t.ex. inte visar brunstsymptom. LH gar dven
att méta i serum men det dr inte en vedertagen metod for detektion av
dgglossning i dagsldget. Analysen gors inte rutinmaissigt i Sverige, och det
ar inte praktiskt mdjligt att f analyssvaret 1 tid for att f4 besked om det &r
korrekt tid for insemination eller e;j.
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Hund

Vaginalcytologi

Provtagning sker med en ldng bomullspinne samt ett spekulum. Pinnen
rullas mot vaginans vigg och cellerna 6verfor sedan till objektsglas och
kan férgas i fOr att ldttare kunna studeras i mikroskop. Metoden anvinds
for att se om tiken &r 1 proostrus, Ostrus eller didstrus. Vid héglopning och
full dstrogenpaverkan av epitelcellerna i vaginan fir man en bild med mer
an 80 % superficialceller. Det finns en viss tidsforskjutning mellan
Ostrogennivén i blodet och forhorningen av vaginalcellerna (Linde &
Karlsson, 1984). Agglossning sker i normalfallet under perioden di man
ser flest superficialceller. Vaginalcytologi anvinds ofta tillsammans med
progesteronprov pa veterindrklinikerna for att fa en mer exakt tidpunkt for
dgglossning.

Serumprogesteron

Detta dr ett vanligt sett att detektera en bra tidpunkt for parning eller
insemination hos hund i Sverige. Ofta kan man initiera testningen med
vaginalcytologi for att se att progesteronprov ar indikerat. Provet skickas
oftast till laboratorium for snabb analys till dagen efter. Det finns dven
semikvantitativa snabbtest som kan vara praktiska t.ex. om man vill testa
pa helgen. Testet utfors ofta flera ganger till dess att provresultatet visar att
parning respektive inseminering dr indikerat. Nackdelen &r att det méste
till minst en blodprovstagning och ett veterinidrbesok.

LH

Det finns LH-tester redan idag att anvinda men de baserar sig fortfarande
pa analys av serum och kriver siledes besdk hos veterindr for att utfora.
Med LH-DETECT® som anvéndes i forsoket, kan man anvinda sig av
mjolk fran far och get men testets uppbyggnad i sig gor att det inte [dmpar
sig vél for att djurdgaren enkelt skall utfora testet sjélv.
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METOD OCH MATERIAL
Notforsok
Djurgruppen

Fyra kvigor deltog i1 forsoket. Dessa ingick under samma period i ett stérre projekt
med doktorand Kristina Nordéus. Kvigorna stod uppstallade pé institutionen for
kliniska vetenskaper (pd avdelningarna for reproduktion och IME) helt isolerade
frin varandra d4 huvudforsoket inriktade sig pa feromoner (bild 1.). Kvigorna
anlinde 1 boOrjan av september och sprutades sedan med syntetisk
prostaglandinanalog (Estrumat® vet, Schering-Plough AB, Stockholm, Sverige)
tvd ganger med 11 dagars mellanrum for att synkronisera deras brunst. Detta
gjordes med anledning av huvudforsoket. Kristina foljde sedan kvigorna
kontinuerligt genom brunstpassning, blodprovstagningar och studier av
follikeldynamiken med hjélp av rektalt ultraljud. Under perioden fran och med att
kvigorna kom 1 brunst fram till ovulation togs blodprover under varannan timme
och var fjarde timme undersoktes dggstockarna med ultraljud. Plasma separerades
och forvarades 1 -18°C for att analyseras vid senare tillfille.

Bild1. En av kvigorna som deltog i forsoket

Analys av urinprov med LH-stickor

Frdn och med andra brunstcykeln samlades urinprover fran det att kvigorna
borjade ndrma sig brunst. Samlingen gjordes var fjirde timme dygnet runt tills
dgglossning konstaterats. I ett fall togs det ytterligare nagra prover efter
dgglossningen.

12



Spontankastad urin samlades genom mekanisk stimulering av blygden och klitoris
med handskbekliddd hand. Proverna samlades i burkar for att sedan héllas over 1
ror som togs med in pa laboratoriet dir sjdlva provet utfordes. Testet utfordes
inom en timme efter att urinen hade samlats in. Agglossningstestet som anvindes
var av market Chemtrue™, Shanghai Chemtron Biotech Co., Shanghai, Kina.
Stickan har en sensitivitet for LH pd 20 mIU/ml och é&r ett av de kénsligare testen
pa marknaden. Teststickan doppas ner i urinen till en markerad nivé, i ca 15-20
sekunder och avlidses sedan efter 5 minuter. Testresultatet avldses enligt bild
nedan (fig.1). Om testresultatet var otydligt eller positivt gjordes testet om med
ytterligare en remsa for att sdkerstdlla resultatet. Vid positivt utslag anvédndes
nigra test av mirket Clearblue (Clearblue Digitalt Agglossningstest, Unipath
Scandinavia AB, Lund, Sverige), ett digitaltest, for att se om resultatet gick att
upprepa dven med detta test. Detta test har en sensitivitet for LH pad 40 mIU/ml.
Resterande urin forvarades 1 -18°C for senare analys. Roren mirktes med kodata,
datum och tidpunkt for provtagning.

Positivt test, LH-Gkning

Tva rda streck synliga

= 11T — I {kontroll- {C) och
St i teststreck (T)).

maxstreck urinniva

Kontrollstreck  testomrade  teststreck

I Megativt test, ingen LH-
Gkning

Teststrecket arsvagare an

ﬁ kontrollstrecket eller gj
synligt

I | Ogiltigt test
Inga streck synliga eller
endast teststrecket

ﬁ i synligt. Testet e korrekt
utfort.

Figur 2. Avlasning av LH-stickor Chemtrue ™
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Hundforsok
Analys av urinprov med LH-stickor

Fyra stycken friska hundar deltog i forsoket, en schifer, en vorsteh och tvd
beaglar. De hade alla tidigare haft normala 16pningar. Djurdgaren fick komma in
med hunden i bdrjan av 16pningen. D4 togs anamnes och ett vaginalutstryk for att
kontrollera hur tiken 1ag i1 16pningscykel samt blodprov for att kontrollera
progesteronnivan. Progesteron och vaginalutstryk fortsatte att foljas tills det att
progesteron stigit till 30 nmol/L for att sdkerstélla att dgglossning skett. Vid den
approximativa tidpunkten for LH- topp, d& progesteronet borjat stiga var malet att
ta blodprov varje dag. Djurdgaren fick ocksa till uppgift att vid valfri promenad
under dagen samla urin som testades med stickor vid hemkomst. Dock skulle
urinsamlingen goras med 24 timmars mellanrum 1 mojligaste mén. Vid positivt
eller tveksamma resultat uppmanades djurdgaren att upprepa med ytterligare en
sticka. Agglossningstestet som anviindes var av mirket Chemtrue™, Shanghai
Chemtron Biotech Co., Shanghai, Kina. Teststickan doppas ner i urinen till en
markerad nivd, 1 ca 15-20 sekunder och avldses sedan efter 5 minuter.
Testresultatet avldses enligt bild ovan (fig.2). Urinproven frés ner for vidare
testning och serum sparades.

Bild 2. En av beaglarna i forsoket

Gemensamma tester
Analys av LH i blod

Efter att insamlingen av prover i ndt- och hundférsokets gjorts, valdes ett antal
prover ut for att testas med avseende pa LH med hjidlp av LH-DETECT®, (INRA,
Tours, France). Det dr ett ELISA sandwich test som &r gjort for att detektera och
kvantifiera LH 1 helblod, plasma eller serum samt dven i mjolk fran far och get.
Testet finns 1 olika utférande for flera djurslag. En mikrohélsplatta ér tickt med en
anti-LH antikropp. Provet tillférs och om det innehdller LH binder detta till
antikroppen. En andra antikropp tillfors som binder in till LH. En tredje antikropp
tillfors som &r konjugerad med peroxidas. Ett kromogent substrat sitt darefter till
for att man ska kunna avldsa den enzymatiska aktiviteten. Fargen jaimfors med en
skala med standardlosningar. Férgreaktionens intensitet (i detta fall gult) ar
proportionerlig mot LH-koncentrationen i provet.
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Plasmaprover som forvdntades innehélla en LH-topp valdes ut. Fran notforsoket
valdes dirfor prover ut i intervallet 17-24 timmar fore ovulation. Alla dessa
blodprover, tagna varannan timme, som hamnade inom detta intervall (8-9/kviga)
analyserades. I ett fall togs ytterligare nagra blodprover (6 st.) med fran en kviga
som testat positiv pd LH-stickorna for att se om LH kunde detekteras i blodet dven
under denna period. Fran hundférsoken utgick man ifrdn de sedan tidigare kénda
progesteronviardena och valde sdledes prover under perioden med
progesteronvirden mellan 2-12 nmol/L. Samtidigt som plasmaproverna
analyserades gjordes dven ett forsok att analysera LH 1 urin med detta test. Till
detta valdes urin fran en kviga frdn samma period som serumproverna samt under
den period som kvigan hade testat positiv pa stickorna i forsoket ovan. Fran
hundférsoket togs urin fran hunden dir man hade storst sannolikhet att detektera
LH 1 bade serum och urin fran samma period som serumproverna. Ett urinprov
frdn en annan hund, som hade testat positivt pa sticka, togs ocksa med.
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RESULTAT
Notforsok

Kviga A och B uppvisade inga positiva resultat alls fran urinstickorna. Kviga B
hade dock en ndgot avvikande cykel mot forvintat och ovulerade forst pa dag 23.
Alla djuren hade en detekterbar LH-topp med LH-DETECT® pa forvéntat
intervall fran ovulationen (se figurerna nedan).
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Kviga C 1387

1,6

L

1,4

12

— H

0,8 ~ :.\ s s 5 N |
06 n | == brunst
' |

i
0,4 #H *zé‘ === ovulation
02 /I |

1 5 9131721252933374145485357616569737781

LH ng/ml

positv sticka

observationstimmar

Kviga C testade positivt under 24 timmar pad LH-stickor enligt figuren ovan. Vid
positivt utslag testades urinen om och samma resultat erholls. Vid ett tillfélle
testades urin med positivt utslag om med ett digitalt LH-test som visade ett
negativt utslag. Urin fran perioden med positiva LH-stickor testades med LH-
DETECT® som inte visade ndgot utslag.
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Kviga D var ej sa samarbetsvillig s& LH-toppen 1 urin har e¢j kunnat fangas upp da
forsta urinprovet erholls vid observationstimme 6. Darefter samlades ndsta prov
vid observationstimme 19. Hon testade dock positivt vid ovulation och fortsatte
darfor att provtas nagra ganger efter denna.
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Hundforsok

I hundforsoket finns det bara ett noterat positivt urinprov som ligger nagra dagar
senare dn forvdantad LH topp. LH-topparna hos tikarna &r inte fullt skonjbara utom
1 ett fall. Den fjérde tiken som ej finns visualiserad med ett diagram hade vid
forsta blodprovstillfallet ett progesteronviarde pa 18 nmol/L. Dock inleddes forsok
med urinstickor 3 dagar tidigare dn fOrsta blodprovet efter beddomning av
vaginalcytologi.
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DISKUSSION

Stickorna som anvints for urinproverna ir framtagna for ménniskor. Flera forsok
har gjorts for att f4 fram mer exakt hur dessa stickor dr uppbyggda och hur LH
binder in. Den nédrmaste information som erhéllits angdende detta &r via ett
telefonsamtal med Clearblues support, att deras test binder in till alfaenheten.
Denna information har tillhandahallits efter att alla tester genomforts och
tillforlitligheten av denna information ar svar att virdera. Man kan tycka att testet
borde binda in till beta-enheten eller bada delarna av LH for att undvika
korsreaktion med FSH och TSH. Beta-enheten ir lite olika mellan species och ju
storre skillnad mellan arter desto storre skillnad pa molekylen. Men om testet bara
binder in med alfaenhet blir det en hogre risk for korsreaktioner.

De positiva testerna var upprepningsbara med samma tester si det maste finnas
ndgon eller nagra faktorer som kan paverka testet sa att man far ett falskt positivt
utslag eftersom de inte sammanfaller med LH-toppen detekterad i blodet. Nir
provet testades med ett digitaltest blev utfallet negativt. De olika testerna kommer
frén olika tillverkare och kan vara uppbyggda pa lite olika sétt men de har dven
olika sensitivitet. Den manuellt avldsbara stickan fran Chemtrue™, har en hogre
sensitivitet vilket kan forklara resultatet.

Det som inte var klart vid inledningen av provtagningarna var hur snabbt LH
skulle kunna detekteras i urin. ”Ganska snabbt” dr det enda ledord som funnits
med avseende pa not, Dr. S.E. Recabarren, personligt meddelande. Med
utgangspunkt fran LH:s halveringstid och att det gar att detektera i humanurin
borde det dock stimma. Om man ser till humanreferenser ar korrelationen mellan
LH-toppen 1 serum och urin god (Corson, 1986 ). Mgjligen skulle en viss
fordrojning av LH 1 urin kontra blod vara tdnkbart. Dock har det varit svért att
finna nagot om hur LH 1 hundurin utséndras. Ett mojligt scenario ér att LH inte
utsondras 1 urinen som intakt molekyl utan som en metabolit. Det dr en
forutséttning att ha information om detta for att kunna utveckla ett urinbaserat
test.

I fallet med kviga C sa skulle detta utfall, positivt testresultat under en period pa
24 h fore ovulationen, kunna motsvara FSH som tidigare ndmnts har samma alfa-
enhet som LH. Om kviga D verkligen hade en fordrojd utsondring av LH 1 urin
skulle detta d@ndd vara ett opraktiskt test dd det inte skulle kunna detektera
hormonet forrdn vid ovulation. Detta dr mer dn ett halvt dygn forsent med tanke
pa tidpunkt for inseminering.

LH-DETECT® testet dr inte utvecklat for urin men vi valde att testa nagra
urinprover for att se om det gick att fa nagot positivt resultat. S& vara inte fallet,
men det hade varit dnskvért att testa urinprov med en kdnd madngd LH 1 for att
verkligen kunna avgoéra om detta test fungerar for detta &ndamal. Namnas skall
ocksa goras att ett av urinproven for hundarna ej hade forvarats 1 -18° utan 1 kyl
vilket kan ha paverkat mangden LH i urinen.

Blodproverna pa hund borde ha varit flera for att kunna finga upp LH toppen 1
blodet. Anledningen till de fatal proverna beror pd flera faktorer bl.a. helger da
hundigare inte kunnat komma in med tiken, hund deltagit i undervisning med for
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lite blod uttaget for att rdacka till bdde progesteron och LH mm. Likasa kunde man
onskat flera vaginalcytologiska prover for att mojliggéra en jamforelse mellan
dessa och de analyserade blodproverna. Av samma anledning som ovan kunde
inte detta samlas in.

SLUTSATSER

Ett vdl fungerande test skall ha god specificitet och sensivitet. Alltsd maste
flertalet individer testa positivt vid ritt tillfille. Detta var inte utfallet i denna
studie d& vi pa hundsidan endast erhdll ett positivt test flera dagar efter LH-toppen
1 blodet. P& ndétsidan var det tvd kvigor som testade positivt, en for tidigt och en
for sent 1 forhallande till LH. De har med stor sannolikhet testat positivt for ndgot
annat. Slutsatsen blir dirfor att ett dgglossningstest utvecklat for kvinnor inte
fungerar for vare sig hund eller notkreatur.
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