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ABSTRACT

Electroretinography is an examination method where the function of the retina is
objectively assessed. In 2002 the European College of Veterinary Ophthalmology
(ECVO) published a proposition to a standard on how to perform ERG
examinations, to facilitate comparison of results and to make it possible to repeat
examinations.

The purpose of this study was to validate parts of the canine ERG protocol
suggested by the ECVO. Our principal aim was to study if there is any
interference at the recommended stimulus intervals for dark-adapted rod- and
combined rod-/cone responses.

The results show that there is an effect on the a- and b-wave amplitudes when
different stimulus intervals are employed. When all examined intervals are
pooled, there is an increase in the median b-wave to each consecutive dim, white
(rod) stimulus in a series of four. When bright stimuli were used, there is an initial
increase and then a decrease in the median b-wave amplitude. In contrast, the a-
wave amplitudes decreased for each consecutive stimulus. We believe that the
decrease in a-wave amplitude and later b-wave amplitudes in response to bright
stimuli is due to light adaptation of the rods. However, the increase in dark-
adapted b-wave amplitude to dim stimuli has, to our knowledge, not been
described previously. It may be caused by contribution from the cone system or
other post-receptoral circuits in the retina, but this requires further investigation.
The clinical relevance is probably limited, but may certainly add to the variation
between individuals and therefore limit the possibility for diagnosing more subtle
abnormalities of the canine retina. Furthermore, we found that the maximum
impedance recommended by the ECVO, 2 kQ, can be exceeded without any
obvious effect on the quality and reproducibility of the ERG. Thus we suggest that
the maximum impedance has to be less than 7 kQ and preferably less than 5 kQ.



SAMMANFATTNING

Elektroretinografi dr en undersdkningsmetod dér funktionen hos retina studeras
objektivt. Ar 2002 publicerades ett forslag till en standard for hur ERG-
undersokningar ska genomforas pd hund av European College of Veterinary
Ophthalmology (ECVO) med syfte att underlétta jamforelse av resultat och 6ka
reproducerbarheten i undersdkningarna.

Syftet med denna studie var att validera vissa av de rekommendationer som
ECVO faststéllt. Huvudmalet var att studera om interferens uppstar for stav-
respektive kombinerade stav- och tappsvar 1 morker, vid upprepad ljusstimulering
med de stimulusintervaller som ECVO rekommenderar.

Resultaten visar att amplituden paverkas vid anvidndandet av olika intervall mellan
blixtar. Vid anvédndning av svaga stimuli (motsvarande den ljusintensitet som
rekommenderas for stimulering av stavarna) ses en stegring av medianamplituden
for b-vagen for varje individuellt respons 1 en serie om fyra. Vid starka stimuli ses
forst en 0kning och sedan en nedging i medianamplituden for b-vigen. For a-
vagen ses ddremot en successiv minskning i amplitud for upprepade blixtar. Det
ar sannolikt att minskningen i a-vagsamplitud samt b-vigsamplitud for de senare
responserna som svar pa starka blixtar beror pa en ljusadaptation av stavarna.
Okningen i b-vagsamplitud d& svaga stimuli anviindes ir, vad vi kéinner till, inte
tidigare beskriven utan kan vara orsakad av ett bidrag fran tappsystemet eller fran
retinala  kretsar pad post-receptornivd. Detta krdver dock ytterligare
undersokningar. Den kliniska relevansen dr troligen begrinsad men kan oka
variationen mellan individer och darfor inskrdnka mojligheterna att diagnostisera
mera subtila abnormaliteter 1 retina hos hund. Vi har vidare funnit att den
maximala impedansen som anges i ECVOs rekommendationer, 2 kQ, kan
overskridas utan att kurvornas kvalité eller reproducerbarhet paverkas negativt. Vi
foreslar darfor att den maximala impedansen ska vara lagre &n 7 kQ, men bor
understiga 5 k€.



INTRODUKTION
Grunder till elektroretinografi

1865 kunde Frithiof Holmgren mita en potential pd utsidan av grodogon,
spanningen genererades da han stimulerade 6gat med ljus. (Holmgren 1865)
Initialt var det oklart vilken del av 0gat som genererade potentialen. Négra ar
senare plockade han bort dgats frimre segment och placerade maételektroden
direkt pa ndthinnan. Han kunde da visa att responsen hade retinalt ursprung.

Elektroretinografi (ERG) ar en masspotential som
har sitt ursprung i retina och potentialen kan
métas icke-invasivt med hjdlp av en aktiv
elektrod, som vanligtvis placeras i kontakt med
hornhinnan. Det stimulus man anvinder for att
aktivera retina dr ljus. Foretrddesvis ska ljuset
spridas sa jamnt som mdjligt Gver retina och detta
gors bist med en helfdltsstimulator (ty. Ganzfeld)
(Figur 1).

Den potentialskillnad som genereras av foto-
receptorerna, syncellerna, ar proportionell mot
den ljusméngd de stimuleras med. Ljusmédngden
som anvénds for stimulering méste darfor mitas.
Under morkeradaptation kan tester av stav-
funktionen och forloppet av morkeradaptation
studeras genom att svaga ljusstimuli anvindes. Tappfunktionen kan t.ex. testas
under dagsljusliknande betingelser (i bakgrundsljus) med starkare ljusstimuli.
Som ljusstimulus vid ERG-undersokningar anvinds ofta mycket korta ljusblixtar
(blixt-ERG) som har en duration i storleksordningen 10" ps.

Figur 1 Heltfaltsstimulatorn
som anvants for dessa forsok.
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a-o  a-vagens amplitud (mikrovolt)
b-a.  b-vagens amplitud (mikrovolt)
a-t  a-vagens implicittid (millisekunder)
b-vagens implicittid (millisekunder)
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stimuli

Figur 2 Ett normalt svar fran ett morkeradapterat hundoga pa ett starkt ljusstimulus.

Flera olika celltyper bidrar till olika delar av ERG kurvan. Ett elektroretinogram
kan delas upp i bl.a. a-, b- och c-vagor (figur 2). A-vagen har sitt ursprung i
fotoreceptorcellernas hyperpolarisation och ar den forsta negativa delen av ERG-
kurvan. (Penn och Hagins 1969) A-vagen avbryts av b-vagen som har en positiv
potential. Killan till b-vagen har diskuterats under det foregdende arhundradet.
Under lang tid trodde man att potentialen hirstammade fran K'-strémmar som
genererades 1 Miiller celler. Nu dr det vedertaget att b-vagen har neuralt ursprung



och anses reflektera bipoldrcellernas funktion. (Kofuij et al 2000). C-vagen ér den
sista delen av ERG-kurvan och den som anvinds minst kliniskt, dd den krdver
sarskild utrustning for att kunna registreras. Denna vag speglar pigmentepitelets
funktion och kan inte heller registreras hos alla vuxna, normala hundar. (Dawson
och Kommonen 1995)

Bara tva olika parametrar kan métas pa en ERG kurva — amplituden (i mikrovolt)
och implicittiden (i millisekunder), se figur 2. Implicittiden &r tiden som passerar
mellan ett stimulus och den maximala amplituden, antingen positiv eller negativ,
pa den védgdel man maiter. Amplituden f6r a-vdgen méts fran baslinjen till
maximala utslaget (botten) av a-vagen. Amplituden for b-vagen méts av hiavd fran
botten av a-vagen till det maximala utslaget (toppen) av b-vagen. (Gouras 1970)

Den aktiva elektroden placeras i regel i kontakt med hornhinnan med en ipsilateral
referenselektrod som i regel ar i kontakt med 6gonlockskanten eller huden lateralt-
aboralt om 6gat. En jordelektrod placeras pa en neutral position som t.ex. mitt pa
huvudet.

Olika néthinnesjukdomar kan drabba olika celltyper i retina eller olika omraden
och ger dirigenom olika fordndringar i elektroretinogrammet. Om man har en
paverkan pa yttre delarna av retina, sdsom fotoreceptorerna eller bipolércellerna,
ser man karaktdristiska fordndringar i1 elekroretinogrammet. Sjukdomar och
skador 1 gangliecellerna anses inte ge ndgon pataglig fordndring i
blixtelektroretinogrammets a-, b- och c-vagor. (Gouras 1970)

Manniskor

The International Society of Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV)
rekommenderade den forsta standarden for hur ERG-undersokningar skulle
utforas pa minniska. Den forsta versionen skrevs 1989 och har sedan uppdaterats
regelbundet (Marmor 1990, Marmor 1995, Marmor och Zrenner 1999, Marmor el
at 2004). I standarden beskrivs fem olika typer av ERG-responser som man anser
ska finnas med vid en fullstdndig undersokning.

1. ERG (hdrrorande frdn stavar) som svar pd en svag blixt 1 det
morkeradapterade ogat.

2. ERG (hérroérande fran stavar och tappar) som svar pa en stark blixt i det
morkeradapterade o0gat.

3. Oscillatoriska potentialer (hogfrekventa signaler frdn amakrin- och
interplexiformceller).

4. ERG (hérrorande fran tappar) med en stark blixt i det ljusadapterade 6gat

5. Tapp-ERG som svar pa ett snabbt blinkande stimulus (flicker).

Djur

2002 publicerades den forsta internationella standarden for ERG-unders6kningar
pd hundar av European Collage of Veterinary Ophthalmology (ECVO). Enligt
denna standard finns det tvd huvudsakliga andledningar till att utféra ERG-
undersokningar och dirfor presenterades tva protokoll. (Narfstrom et al 2002) Det
forsta protokollet dr kortfattat och visar om det finns en respons frén retina eller
inte. Detta protokoll foreslds for utvédrdering av nithinnefunktionen infor



kataraktoperationer och for att undersdka om retina ar involverad 1 akut blindhet.
Det andra protokollet anvinds for att diagnostisera generella retinala dystrofier
som till exempel fotoreceptordegenerationer. Detta protokoll 4r mer detaljerat och
paminner mycket om ISCEVs protokoll. Det finns utforliga beskrivningar av
prestanda for utrustning for stimulering och registrering. Nedan aterges en
summering av standarden, som foreskriver morkeradapterade stavresponser och
blandad stav- och tapprespons, samt ljusadapterade tappresponser.

1. Morkeradaptera hunden under 20 minuter medan stavfunktionen och den
dynamiska mdorkeradaptationen utvirderas var fjdrde minut (vid 1, 4, 8, 12,
16 och 20 minuter).

2. Testa den blandade stav- och tappresponsen.

3. Testa tappresponsen efter tio minuters ljusadaptation.

4. Undersok tappresponsen pé ett snabbt blinkande ljus (s.k. flicker test).

Djur, som oftast & mindre samarbetsvilliga 4n ménniskor, brukar behdva sovas
eftersom det #r viktigt att patienten ir stilla under undersdkningen. Aven om det
ar vélkant att generell narkos paverkar responsen pa ljus har denna pédverkan
vanligen avsevirt mindre inflytande &n de artefakter, fran t.ex. muskelryckningar
och kroppsrorelser, som fas pd vakna hundar. (Granit R 1933, Kommonen 1988,
Yanase och Ogawa 1997) D& ERG-undersokningen skulle vara i stort sdtt omgjlig
att genomfora pd djur utan narkos dr det &ndd det rekommenderade
tillvigagangssittet.

SYFTE

Syftet med denna studie var att verifiera vissa av ECVOs rekommendationer, som
inte bygger pa tidigare publicerade studier, for olika typer av ERG-
undersokningar genom ERG-undersokningar av kliniskt friska hundar.
Huvudmalet var att studera om interferens uppstar for stav- samt kombinerade
stav-/tappsvar 1 morker vid de blixtintervall som rekommenderas av ECVO.

MATERIAL OCH METODER
Hundar

ERG-undersokningarna genomfordes pa sex forsokshundar, beaglar, fran Sveriges
lantbruksuniversitet, Institutionen for Kirurgi och Medicin, sméadjur. Etiskt
tillstind hade beviljats innan studien péaborjades och anvidndningen av
forsokshundarna skedde i Overensstimmelse med rekommendationerna frdn The
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO). For att
hundarna skulle fa delta i studien krdvdes att de genomgick en klinisk
undersdkning, varvid hundarna bedémdes vara fria frdn symptom péd sjukdomar
och skador. Dessutom gjordes en oftalmologisk undersékning med indirekt
oftalmoskop och spaltlampa for att kontrollera status pd lins och retina. De
forandringar som hittades i linsen hos négra av hundarna bedémdes ha negligerbar
effekt pd ljusets mojlighet att nd fotoreceptorerna och inte heller pa nigot annat
vis paverka funktionen i retina.



Tabell 1. Resultat av den oftalmologiska underscékningen fran alla hundar som deltog i
studien

Kén  Alder  Oftalmologisk undersdkning

(ar) Retina Lins
hane 9 u.a. liten, rund fortatning, framre Y-sommen, hoger 6ga
tik 7 u.a. liten fortatning, bakre linskapseln, hoger 6ga
tik 6 u.a. liten, rund fortdtning, framre Y-sdmmen, hoger 6ga
hane 5 u.a. u.a.
hane 6 u.a. liten fortitning, bakre linskapseln, hoger 6ga
hane 8 u.a. liten, rund fortitning, framre Y-sOmmen, vanster 6ga
hane 7 u.a. u.a.

Hundarna sovdes med Acepromacin (Plegicil vet, 10 mg/ml, SC,
injektionslosning, Pharmaxim, Helsingborg, Sverige), Atropinsulfat (Atropin
Merck NM, 0,5 mg/ml, SC, injektionslosning, Merck, Stockholm, Sverige) och
Buprenorphin (Temgesic, 0,3 mg/ml, SC, injektionslosning, Schering-Plough,
New Jersey, USA). Induktionen gjordes med Propofol (Rapinovet vet 10 mg/ml,
IV, injektionslosning, Schering-Plough, New Jersey, USA) och anestesin
underho6lls med hjédlp av Isofluran (Isoflo vet, inhalationsdnga, vétska, Orion
Pharma AB, Animal Health, Sollentuna, Sverige) och syre som tillférdes via en
endotrakeal tub. Pupillerna utvidgades med Tropikamid (Mydriacyl, 16sning 0,5
%, ogondroppar, Alcon, Fort Worth, Texas, USA) och Cyclopentolat (Cyclogyl,
16sning 1 %, dgondroppar, Alcon, Fort Worth, Texas, USA) och pupillstorleken
kontrollerades fore och efter ERG-undersokningen. En dgonlockshallare holl isér
ovre och nedre 6gonlocket, medan hallsuturer placerades i tredje 6gonlocket for
att hélla 6gonen 6ppna och mojliggéra maximalt ljusinsldpp. Under narkosen fick
alla hundar dropp (Rehydrex med glucos, 25 mg/ml, IV, injektionslésning,
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Tyskland) intravenost.

Utrustning for stimulering

Under forsoken anvidndes en Xenon blixt (Model PS 22, Grass, Quincy, MA,
USA), med vitt ljus, for att generera stimuli och ljuset spreds homogent med hjélp
av en Ganzfeld stimulator. Maximal luminans per tidsenhet (sekund) uppmattes
till 3.0 med en ljusmitare (IL 1700, International, Light Ltd, Newburyport, MA,
USA) av forskningskvalité. Filter (Kodak Wratten filter no. 96 (vanligtvis 1.4 log
enheter), Eastman Kodak, Co, Rochester NY) anvidndes for att dédmpa
ljusintensiteten dd svagt ljus skulle anvéndas (stavsvar). Luminansen per tidsenhet
for dessa stavstimuli var da 0,03 cdxs/m” (cd/m?/s).

Utrustning for registrering

Hundarna placerades pa brostet och ERG fran bada 6gonen registrerades samtidigt
med kontaktlinselektroder (JET-lens electrodes, Universo, Switzerland).
Referenselektroderna (Electrodes-Platinum subdermal needle electrodes, GRASS
Astro-Med Inc, West Warwick RI, USA) placerades ca 2 cm kaudalt om laterala
kantus och jordelektroden placerades mitt uppe pa huvudet. Fran elektroderna gar
registreringen till en forforstarkare (Iso-Dam, World Precision Instruments Inc.,
Sarasota, FL, USA), vidare till en forstarkare (Powerlab/8SP (ADInstruments Ltd,
Castle Hill, Australia)) och en A/D-omvandlare, dédr signalen omvandlas fran
analog till digital. Signalen forstirktes 10* gdnger och ett bandpassfilter mellan 1-
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1000 Hz anvéndes. For att minimera storningar placerades en Faraday’s bur éver
hunden. Impedansen mellan jord och referenselektroderna maittes med en
impedansmétare (Electrode impedance meter, GRASS Astro-Med Inc, West
Warwick RI, USA) och var aldrig hogre &n 5 kQ.

50 v

0,1s

Figur 3. Fyra typiska stavsvar fran en morkeradapterad beagle. Intervallen mellan
stimuli ar 0,5 sekunder. L&gg mérke till den stabila baslinjen.

Vart protokoll

Vid vara ERG-undersokningar studerades de responser som starka och svaga
ljusstimuli ger under den inledande morkeradaptationen och dérefter vid maximal
morkeradapation. For det forsta undersoktes b-vagsamplituder som svar pa svaga
ljusstimuli under morkeradaptation for att faststilla nir en stabil adaptationsniva
uppnétts. For det andra testades olika Dblixtintervall vid maximal
morkeradaptation. Detta gjordes for badde rena stavsvar, samt for kombinerade
stav-/tappsvar. Svaret pd varje enskilt stimulus sparades och mattes individuellt
for att undvika medelvardesbildning, som skulle dolja eventuell interferens. Under
forberedelserna, innan morkeradaptationens start, vistas hundarna i normalt
rumsljus (ca 30 cd/m?).

1. Morkeradaptation av hunden f6ljdes under 44 minuter medan
stavfunktionen och dirmed det dynamiska forloppet utviarderas var fjarde
minut (vid 1,4, 8 och 12 fram till 44 minuter). Fyra blixtar (0,03 cd/m%/s)
med 10 sekunders intervall och de fyra individuella svaren fran varje
omgéng lagrades och utvirderades. Ingen medelsvérdesbildning gjordes.

2. Utviardering vid olika stimuleringsintervall for stavresponser vid maximal
morkeradaption. Svagt ljus (0,03 cd/m?/s), med olika intervall, anvindes
som stimuli. Intervallen var 30, 20, 10, 6, 4, 2, 1, 0,5 och 0,3 sekunder.
Fyra blixtar och fyra individuella svar varje omgang som sparades och
mattes individuellt. Ingen medelsvirdesbildning gjordes.

3. Utvérdering av kombinerade stav-/tappresponsen vid maximal morker-
adaptation. Starka ljusstimuli (3,0 cd/m?*/s) med olika intervall, anvindes.
Intervallen var 30, 20, 10, 6 och 4 sekunder. Fyra blixtar och fyra
individuella svar registrerades varje omgang. Alla svar sparades och
mittes individuellt. Ingen medelsvirdesbildning gjordes.

Statistisk bearbetning och presentation av resultat

Dé det forekommer individuella skillnader mellan olika hundar normaliserades
amplituderna for att mojliggora jaimforelse mellan olika individer. All bearbetning
av data gjordes 1 ett statistikprogram (JMP version 5.1, SAS Institute Inc. Cary,
North Carolina, USA)

Morkeradaptation

Den hogsta amplituden i pV for varje hund och 6ga som uppmittes under
morkeradaptionsperioden sattes till 100 %. Detta innebir att endast tva responser
per hund (en for hoger och en for vinster 6ga) var 100 %. Vi valde att redovisa



resultaten for hoger- respektive vinsterogon separat, eftersom resultaten fran
Ogonen hos samma hund inte kan anses vara oberoende av varandra. I tabellen
visas medianer samt den maximala och den minsta amplituden vid varje angiven
tidpunkt under morkeradaptationen.

Morkeradapterat respons pa starkt och svagt stimuli

Vid undersokningarna med olika frekvenser sattes responsamplituden for den
forsta blixten 1 varje serie om fyra till 100 %. Detta innebér att alla responser som
ar ldgre dn den forsta i sin serie kommer vara under 100 %, medan alla responser
som har hogre amplitud &n den forsta 1 sin serie kommer vara mer dn 100 %.
Aven vid frekvensundersokningen har vi tittat p4 hoger och vinster 6ga var for
sig. Alla figurer i resultatdelen som presenteras med boxplotdiagram visar
normaliserad amplitud som en funktion av ordningsnummer (svar pa blixt 1, 2, 3
eller 4).

RESULTAT
Morkeradaptation

Tabell 2 Normaliserade b-vagsamplituder (minimum, medianen och maximum) under
morkeradaptationen hos 6 normala beaglehundar. Tio sekunder fore tidpunkten O
slacktes rumsljuset. Ett svagt stimulus anvéndes, varfér responserna kan forutsattas
drivas huvudsakligen av stavarna.

Véanster 6ga Hdger 6ga
Minuter Minuter
fran start  Minimum Median Maximum fran start  Minimum Median Maximum
0 0,08 0,43 0,71 0 0,10 0,43 0,76
0,23 0,58 0,38 4 0,26 0,44 0,82
8 0,40 0,62 0,91 8 0,42 0,66 0,94
12 0,41 0,73 0,97 12 0,46 0,67 0,96
16 0,42 0,67 1,00 16 0,46 0,71 1,00
20 0,40 0,69 0,88 20 0,51 0,71 0,95
24 0,62 0,77 0,93 24 0,53 0,78 1,00
28 0,46 0,79 0,93 28 0,60 0,82 0,95
32 0,64 0,77 1,00 32 0,72 0,32 1,00
36 0,63 0,76 1,00 36 0,60 0,81 1,00
40 0,59 0,83 1,00 40 0,69 0,82 1,00
44 0,59 0,83 1,00 44 0,66 0,30 1,00

E] E]
£ 1,04 . £ 1,09 .
g 097 £ 0,9 % %
[ _ [ _
he] he]
© 0,7 © 0,71 E
[} [}
2  H . o H +
£ 054 g 0,5—
S 0,4 5 0,4—
c _ c i
0,2 0,2
010 T T T T T T T T T T T 010 T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
tid fran start (min) tid fran start (min)

Figur 4 Normaliserade b-vagsamplituder som svar pa svaga ljusstimuli under
morkeradaptationen, hos sex beaglar, som en funktion av tid i morker. Varje boxplot
visar median och kvantiler (uppifran och ner: 90 %, 75 %, median, 25 % och 10 %).



Innan morkeradaptationen paborjades péagick forberedelserna i normalt rumsljus.
Efter morkliaggning testades stavfunktionen med svaga ljusblixtar var fjirde minut
under de 44 minuter som morkeradaptationen pagick. I figur 4 visas normaliserad
b-vagsamplitud som en funktion av det antal minuter som passerat sedan
morklaggningen for vénster respektive hoger 6ga hos sex beaglar. Resultaten visar
att det sker en 6kning av amplituden fram till 24-28 minuter har forflutit. I tabell 2
visas b-viagsamplituderna hos de sex hundarna vid varje mattidpunkt. Efter 24-28
minuter ligger b-vgsamplituderna pa en stabil nivd. Aven hir framgér att b-
vagsamplituderna ligger pd en stabil nivd efter cirka 24-28 minuter. Vi anser
déarfor att alla hundar hade nétt en fullstindig morkeradaptationsnivd efter 44
minuter 1 morker nir det egentliga forsoket genomfordes.

Morkeradapterat respons pa svagt stimuli

Efter 44 minuters morkeradaptationen pabdrjades test med olika blixtintervall och
svaga stimuli motsvarande de som rekommenderas for testning av stavfunktionen
av ECVO. I figur 5 visas fyra efter varandra foljande b-vagsamplituder i en serie
hos en och samma hund. Den fGrsta responsen hade alltid en patagligt ldgre
amplitud &n de foljande responserna. I regel var amplituden for det fjérde och sista
svaret hogst.

Figur 5 Fyra pa varandra foljande b-vagsresponser som svar pa svagt stimuli presenterat
med 0.5 sekunders intervall (2 Hz) hos en beagle. Amplituderna 6kar successivt for de
fyra responserna. Foljaktligen har svaret pa den forsta blixten lagst amplitud, medan
svaret pa den fjarde och sista blixten har hogst amplitud.

Tabell 3 Fyra (serienummer 1-4) normaliserade b-vagsamplituder (minimum, medianen
och maximum) efter morkeradaptationen hos 6 normala beaglehundar. Ett svagt stimulus
anvandes och darmed kommer responsen i forsta hand fran stavarna

Vénster 6ga Hoger 6ga
Serie- Serie-
nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,69 1,06 1,55 2 0,71 1,05 1,48
3 0,82 1,08 1,74 3 0,77 1,10 1,88
4 0,92 1,14 1,64 4 0,81 1,11 1,81




1,8 . 1,84
1,6 : ) 1,6
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3 14+ 3 144
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0,8_ 0’8_
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Figur 6 Normaliserade b-vagsamplituder som respons pa svaga ljusstimuli hos sex
hundar som funktion av serienummer. Resultaten fér vanster och hoger éga presenteras
separat. Se texten till figur 4 for ytterligare forklaringar av diagrammen.

I figur 6 visas normaliserad b-vagsamplitud hos sex hundar som svar pa svagt
stimuli som en funktion av ordningsnummer. Alla undersdkta blixtintervaller &r
sammanslagna. Medianamplituden for respons nummer ett dr alltid mindre &n de
foljande medianamplituderna i alla serier. I tabellen (tabell 3) ser man att
okningen for medianen ligger mellan 5-14 % for respons nummer tva till fyra
jamfort med respons nummer ett.

Tabell 4 Normaliserade b-vagsamplituder (minimum, medianen och maximum) efter
morkeradaptationen hos 6 normala beaglehundar. Ett svagt stimulus anvandes och
darmed kommer responsen i forsta hand fran stavarna. Resultaten for vanster och hoger
6ga presenteras separat uppdelat pa tre olika intervall (30, 2 (ECVOs rekommendation)
och 0,3 sekunder)

Vénster 6ga

0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall
Serie- Serie- Serie-
nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,79 1,00 1,17 2 0,91 1,09 1,36 2 0,72 1,08 1,12
3 0,83 1,00 1,40 3 0,88 1,23 1,52 3 0,90 1,09 1,23
4 0,88 1,16 1,37 4 1,14 1,24 1,38 4 0,97 1,13 1,24
18 T 1.o_ 18 T
1,64 1,64 1,69
S14 214 214
%1,2: §1.zi - @ §1,2: E
0] - E ] - O fuo] - @
‘-O,S: EO.S: h0,8:
0,6 0,6 0,6
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
serienummer serienummer serienummer
Hoger 6ga
0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall
Serie- Serie- Serie-
nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,01 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,81 1,10 1,53 2 0,96 1,13 1,36 2 0,94 1,04 1,41
3 0,95 0,96 1,33 3 0,96 1,28 1,66 3 0,99 1,08 1,30
4 0,83 1,07 1,39 4 0,86 1,10 1,40 4 0,94 1,11 1,75
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Figur 7 Normaliserade b-vagsamplituder som respons pa svaga stimuli, hos sex beaglar,
som en funktion av ordningsnummer (vanster respektive hoger dga). Har visas tre olika
intervall 30, 2 (ECVOs rekommendation) och 0,3 sekunder.

Figur 7 visar effekten av tre olika intervaller, 30 sekunder, 2 sekunder och 0,3
sekunder pa b-vagsamplituder hos fyra pd varandra foljande singel-responser.
Med 30 sekunders intervall okar amplituden med 4-13 %. Vid 2 sekunders
intervall, som motsvarar ECVOs rekommendation for lagsta tidsintervall for
morkeradapterade stavsvar, okar amplituden med 9-28 %. Vid 0,3 sekunders
intervall ses savil en 6kning med 16 % som en minskning med 4 %. Det &r troligt
att dven de svaga ljusblixtarna som ges med s& kort intervall ger en viss
ljusadaptation av stavarna, atminstone hos vissa individer, vilket kan vara
forklaringen till nedgdngen i1 amplitud som kunde ses hos flera stycken av
hundarna.

Morkeradapterat respons pa starkt stimuli

Tabell 5 Fyra (serienummer 1-4) normaliserade b-vagsamplituder (minimum, medianen
och maximum) frdn morkeradapterade 6gon hos 6 normala beaglehundar. Ett starkt
stimulus anvandes och darmed ses ett kombinerat stav-/tapp respons.

Vanster 6ga Hdger 6ga
Serie- Serie-
nummer  Minimum Median Maximum nummer  Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,92 1,17 1,43 2 0,80 1,15 1,42
3 0,91 1,16 1,48 3 0,74 1,16 1,44
4 0,94 1,13 1,47 4 0,70 1,13 1,53
1,6 1,6
1,54 1,54
1,41 1,4-
E 1,3 S 1,3
3 1,24 S 1,24
§ 11 § 11-
> >
g 19 - g 14—
o 0,94 o 0,99
0,84 0,8
0,74 0,74
0,6 T T T 0,6 T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
serienummer serienummer

Figur 8 Normaliserade b-vagsamplituder, hos sex beaglar, som respons pa starkt ljus
relaterat till serienummer uppdelat pa vanster och hoger 6ga. Se texten till figur 4 for
ytterligare forklaring av diagrammen.
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I figur 8 visas normaliserad b-vagsamplitud hos sex hundar som svar pé starkt
stimuli kopplat till serienummer. Alla undersokta stimulusintervaller &r
sammanslagna. Medianamplituden for respons nummer ett dr alltid mindre &n de
foljande medianamplituderna i alla serier. Medianamplituden for sista responsen
ar lagre dn de tva mellersta. Av tabell 5 framgér att 6kningen ligger mellan 13-16
% for andra till fjarde responsen jamfort med den forsta.

Tabell 6 Normaliserade b-vagsamplituder (minimum, medianen och maximum) fran
morkeradapterade 6gon hos 6 normala beaglehundar. Ett starkt stimulus anvandes och
ger ett kombinerat respons fran tappar och stavar. Resultaten for vanster och hoger éga
presenteras separat uppdelat pa tre olika intervall (30, 10 (ECVOs rekommendation) och
4 sekunder)

Vanster 6ga

0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall
Serie- Serie- Serie-
nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 1,01 122 135 2 1,04 123 125 2 092 1,02 1,16
3 1,01 1,21 1,42 3 1,15 1,19 1,32 3 0,91 1,02 1,27
4 1,00 1,14 147 4 094 1,14 132 4 095 103 122
1,59 1,549 1,59
1,4 1,4 1,4
3134 T13 T134
S1.24 212 é 212
§11] §11] §11]
.% P B .% P .% P -
2099 2094 20,9
0,84 0,84 0,8+
0,74 0,74 0,74
1 2 T s T 1 "2 T g 1 2 N
serienummer serienummer serienummer
Hdger 6ga
0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall
Serie- Serie- Serie-
nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1 1 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 1,00 1,19 1,40 2 1,03 1,23 1,42 2 0,80 1,01 1,32
3 0,83 1,21 1,29 3 1,04 1,15 1,24 3 0,74 1,01 1,44
4 0,96 1,17 1,53 4 0,90 1,04 1,36 4 0,70 1,05 1,28
1,549 1,54 1,54
1,4 1,4 1,4
3 1.3 313 3 139
%;L 1,2 E - ial‘z— E %;L 1,24
< 1,14 < 1,19 < 1,19
g 1] - 2 1] - 2 1] - ! E
£ 0,9 20,9 2 0,9
0,84 0,8 0,84
0,74 0,74 0,74
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

serienummer serienummer serienummer

Figur 9 Normaliserade b-vagsamplituder som respons pa starkt ljus, hos sex beaglar,
relaterat till serienummer. Har visas de olika intervallerna 30, 10 (ECVOs
rekommendation) och 4 sekunder.
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I figur 9 visas effekten av tre olika intervaller, 30 sekunder, 10 sekunder och 4
sekunder pa b-vigsamplituder hos fyra efter varandra foljande single-responser.
Med 30 sekunders intervall 6kar amplituden for den andra till fjarde responsen
med 0-5 %. Vid 10 sekunders intervall, det kortaste av ECVO, rekommenderade
intervallet 6kar den andra till tredje responsen med 15-23 % och den fjdrde med
bara 4-14 %. Vid 4 sekunders intervall 6kar den andra till tredje responsen med
19-22 % och den fjarde med 4-14 %.

Vid 4 sekunders intervall ses en kraftig 6kning av amplituden for det andra och
tredje responset jamfort med det forsta i serien. Det fjdrde svaret genererar inte
samma amplitud utan &r tydligt ldgre 4n nummer tvd och tre pa bada dgonen.
Responserna vid 10 sekunders intervallet har ett utseende som padminner om 4
sekunders intervallet. Aven hir ligger det fjirde svaret ligre 4n svaret for nummer
tva och tre, som om retina inte kan generera samma kraftiga respons om och om
igen vid dessa intervaller. Vid 30 sekunders intervall, dir retina har mer tid for
aterhdmtning, ses en liten amplitudokning dven for den fjirde responsen.

Tabell 7 Fyra (serienummer 1-4) normaliserade a-vagsamplituder (minimum, medianen
och maximum) efter morkeradaptationen hos 6 normala beaglehundar. Ett starkt stimulus
anvandes och darmed kommer responsen bade fran stavarna och tapparna

Vanster 6ga Hoger 6ga
Serie- Serie-
nummer  Minimum Median Maximum nummer  Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,64 0,98 1,43 2 0,59 0,95 1,47
3 0,58 0,96 1,38 3 0,60 0,93 1,28
4 0,51 0,93 1,28 4 0,65 0,87 1,19
1,5 1,5
1,4 ' 1,4
1,34 . 1,34 .
S 124 S 124 .
s 1,14 S 1,1
§ 14 — H £ 1 —
> >
E 0,9 “ E 0,94
S 0,81 s 0,84
0,74 0,74
0,6 064
0,5 T T T = 0,5 T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
serienummer serienummer

Figur 10 Normaliserade a-vagsamplituder, hos sex beaglar, som respons pa starkt ljus
relaterat till serienummer uppdelat pa vanster till hoger 6ga.

I figur 10 visas normaliserad a-vidgsamplitud hos sex hundar som svar pa starkt
stimuli som en funktion av serienummer. Alla undersokta intervaller ar
sammanslagna. Medianamplituden for respons nummer ett dr alltid storst av
medianamplituderna i en serie, tvirtemot amplituden for b-vagorna. I tabellen ser
man att minskningen ligger mellan 3-12 % for respons nummer tvd till fyra
jamfort med nummer ett.
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Tabell 8 Normaliserade a-vagsamplituder (minimum, medianen och maximum) fran
morkeradapterade dégon hos 6 normala beaglehundar. Ett starkt stimulus anvandes och
ger ett kombinerat svar fran tappar och stavar. Resultaten for vanster och higer 6ga
presenteras separat uppdelat pa tre olika intervall (30, 10 (ECVOs rekommendation) och
4 sekunder)

Vanster 6ga

0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall

Serie- Serie- Serie-

nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1 1 1 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,72 0,98 1,20 2 0,84 0,99 1,28 2 0,68 0,97 1,06
3 0,83 0,93 1,27 3 0,91 1,02 1,16 3 0,62 1,05 1,14
4 0,89 0,94 1,12 4 0,85 1,02 1,15 4 0,60 0,91 1,01
13 13 1,3
1,2+ 1,2 1,24

- 1,14 - 1,14 < 1,1

é. 1 - - g é. 1] - g é- 14—

g 09 H < 09 < 094

081 2 o8] S 08
0,7—. 0,74 0,79
0,6—- 0,64 0,6

1 2 3 4 1 2 3 4 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
serienummer serienummer serienummer

Hoger 6ga

0,3 sekunders intervall 2 sekunders intervall 30 sekunders intervall

Serie- Serie- Serie-

nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum nummer Minimum Median Maximum
1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00
2 0,72 0,97 1,05 2 0,89 1,04 1,22 2 0,80 0,94 1,17
3 0,75 0,99 1,28 3 0,76 0,96 1,03 3 0,80 0,94 1,09
4 0,77 0,93 1,18 4 0,69 0,85 0,96 4 0,69 0,90 1,19
1,3 1,3 1
1,2+ 129 1,24

- 1,14 © 119 B ] 1,19 %

s 14 - g 14 - 2 14 -

£ B £ £ I

g 09 g 094 < 091

£ @ £ 0s] @ E £ 0s] o ]
0,7—- 0,74 0,7
0,6—- 0,64 0,6

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 1 2 3 4 1 2 3 4

serienummer serienummer serienummer

Figur 11 Normaliserade a-vagsamplituder som respons pa starkt ljus, hos sex beaglar,
relaterat till serienummer. Har uppdelat pa de olika intervallerna 30, 10 (ECVOs
rekommendation) och 4 sekunder. Se texten till figur 3 for ytterligare forklaring av
diagrammen.

I figur 11 visas effekten av tre olika stimulusintervaller, 30 sekunder, 10 sekunder
och 4 sekunder péd a-vdgsamplituderna for fyra efter varandra foljande
singelresponser.

Hos a-vagsamplituden ses inte samma tydliga forandring som hos b-

vagsamplituden och det dr svarare att se ett tydligt monster, forutom att for det
kortaste blixtintervallet, 4 sekunder, successivt minskar i amplitud.
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Figur 12 visar tva a-vagor, nummer ett och fyra, i en serie, som respons pa starkt
stimuli presenterat med 10 sekunders intervall. Den fjarde a-vagen har en flackare
nedatgdende del och den uppatgdende delen startar tidigare. Den flackare
lutningen av den descenderande delen talar for en minskad aktivering av
fotoreceptorerna, sannolikt frimst en ljusadaptation av stavarna fran foregaende
blixtar.

1 I | 3 ms
Wl -10 pv

Figur 12 Den forsta och den fjarde a-vagen, som respons pa starkt ljus, i en serie.

Placering av elektroder

Referenselektroderna placerades ca 2 cm kaudalt om laterala kantus pé 6gat. Hos
flera hundar, framfor allt efter starka stimuli, sdgs muskelartefakter om
elektroderna placerades nérmare laterala kantus dn 2 cm. Detta beror sannolikt pa
en ytlig anestesi kombinerat med nérheten till musculus orbicularis oculi.

DISKUSSION

Efter 28 minuter har amplituderna stabiliserat sig och retina 4r totalt
morkeradapterad. Detta dr ldngre tid dn den rekommenderade tiden for att folja
den dynamiska morkeradaptationen i ECVOs rekommendation (Narfstrom el at
2002), men kortare dn den tid for uppndende av maximal morkeradaptation som
anges for djur med stavdominerad retina t.ex. hund och katt (Dolt och Elenius
1960, Ripps et al 1981). Tiden som kravs for att na hit kommer att bero pa en rad
olika parametrar. Bakgrundsljuset under forberedelserna dr av stor betydelse.
Kénsligheten hos den utrustning man anvénder paverkar ocksé tiden som fodras;
en okénslig utrustning kan helt enkelt inte detektera sma skillnader i amplitud.

ECVO rekommenderar som namnts 20 minuters mdrkeradaptation. Det faktum att
vi ser en adaptation i1 ytterligare nagra minuter kan vara av mindre klinisk
betydelse under forutsdttning att samma tidsintervall alltid anvénds for de olika
testerna under morkeradaptationen. Bara ett par minuters variation for det
kombinerade stav- tappsvaret i ECVO-protokollet (stark blixt efter 20 minuters
morkeradaptation) mellan olika undersdkningar kan resultera i onddig spridning
av amplituderna till foljd av olika adaptationsnivaer.

D4 man ofta anvinder medelvirdesbildning for amplituden vid ERG-
undersokningar, kan det vara svéart eller omgjligt att sdga nagot om hur intervallet
man stimulerar under ger retina tillrackligt med tid for att dterhdmta sig mellan
varje stimulus. Vara resultat indikerar att man har en paverkan, dven vid det
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hogsta anvéinda intervallet, 30 sekunder, mellan ljusblixtarna. Den kliniska
betydelsen dr troligtvis begrdnsad, i synnerhet om samma antal responser
medelvérdesbildas vid varje tillfille, men det kan forsvéra detektion av mer
subtila skillnader mellan olika individer. Det dr ocksa viktigt att forsoka forsta de
mekanismer som ger skillnaderna mellan responserna vid olika stimulerings-
frekvenser, eftersom de kan innebéra aktivering av andra celltyper eller retinala
kretsar d4n de som ger upphov till ERG vid en dnda blixt. Det skulle &tminstone i
teorin, vara mdjligt att skillnaden mellan forsta och sista responsen i en serie
skulle kunna ge information om funktionen i en specifik celltyp eller krets.

B-végorna okar om man jamfor ndgon av de senare responserna med den forsta
responsen i en serie. Detta har, vad vi kénner till, inte beskrivits tidigare pa nigot
djurslag. Orsaken till detta dr inte utredd men det skulle kunna bero pa en eller
flera av foljande parametrar:

1. Aktivering av tapparna och didrmed ett hogre och snabbare svar. Detta kan
bero pa att tapparna reagerar nir stimuliintervallet blir tillrdckligt kort och
tappsvarets snabbhet skulle tidigareldgga starten pa den stigande b-végen
och dirmed gora implicittiden kortare.

2. Interaktioner pd en nivd som kommer efter receptornivd och som ger
elektriska signaler vilka adderas till b-vdgen. Ett annat exempel pa
elektriska signaler som ldggs till b-végen &r de oscillatoriska potentialerna,
de uppkommer i inhibitoriska kretsar drivna av amakrinceller. Dessa
hogfrekventa ocsillationer ses frdmst vid stimulering med starka
ljusstimuli och det ar vélkéant att de paverkas av adapterade blixtar som ges
15-30 sekunder fore testblixten. Oscillatoriska potentialer har dock ett
typiskt utseende (taggarna i framkant pd b-vagen i1 figur 2), medan det
tydligt kan ses i figur 5 att 6kningen i1 b-vadgsamplitud inte beror pa att
nagra distinkta oscillatoriska potentialer summerats till b-vagorna.

Hos a-vigorna ses ett omvént samband, eftersom de successivt minskar i amplitud
med stigande stimulusnummer. Av figur 12 framgar att den descenderande delen
av a-vagen ar nagot flackare, vilket talar for att stavarna har blivit ljusadapterade.

Under forberedelserna mittes alltid impedansen mellan kontaktlinselektroderna
och referenselektroderna. Enligt ECVOs standard ska impedansen foretrddesvis
ligga under 2 kQ. Denna rekommendation forefaller inte vara rimlig da vi endast
vid enstaka tillfillen lyckades komma i nirheten av si lag impedans for ndgot
elektrodpar. Impedansen lag dock alltid under 5 k2 under registreringarna. Detta
Overensstimmer béttre med rekommendationerna fran humansidan (Marmor et al
2004). Aven vid impedanser mellan 5 och 7 kQ erhélls reproducerbara ERG, som
dock inte anvints 1 studien.
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