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Sammanfattning

Att bestimma optimal tidpunkt for parning eller artificiell insemination av tik r ménga génger en
utmaning. LH-peaken anvénds som indirekt indikation pé en stundande dgglossning men i stéllet
for att méta LH direkt anvinds analys av progesteron for att pavisa LH-peaken. Pa Universitets-
djursjukhuset anses progesteronkoncentrationen 6—9 nmol/L motsvara LH-peaken, ett intervall
som tagits fram med en &ldre analysmetod dn den som anvénds idag. Syftet med denna studie var
att ta reda pa om LH-peaken verkligen sker nér vi tror.

For detta har blodserum samlats frén 38 blodprovstagningar péa tikar som vid besdk pd UDS
reproduktionsavdelning fatt progesteron analyserat. Avidentifierade prover med progesteron inom
intervallet 2—12 nmol/L har darefter analyserats med Witness LH. Witness LH &r ett snabbtest som
pavisar koncentrationer av LH 6ver 1 ng/ml. Resultaten har analyserats bade okulért och genom
digital farganalys dér ljusstyrkan i den morkaste nyansen i testets kontrollinje i ett fotografi jam-
forts med motsvarande i testlinjen. Skillnaden i ljusstyrka mellan linjerna har angetts i differensen
L utifrén nyansernas HSL-koder.

For de 38 serumproverna erhdlls inget positivt resultat med Witness LH, LH-peaken kunde allts&
inte identifieras i studien. En stor variation i differens sags bland resultaten, for en del prover var
skillnaden mellan test- och kontrollinje mycket mindre &n for andra prover. I resultatet gjordes
tolkningen att dessa prover tagits fran individer som befann sig nirmre LH-peaken.

Resultaten tyder pa att LH-peaken inte kan antas féorekomma inom intervallet 6-9 nmol/L hos
samtliga individer. Det finns utifran resultatet &ven anledning att misstéinka att LH-peaken snarare
sker tidigare &n vi tror. Inga sékra slutsatser kan dock dras utifran studien, for detta krévs vidare
forskning med ett storre underlag.

Nyckelord: luteiniserande hormon, LH, LH-peak, Witness LH, progesteron, Immulite 2000



Abstract

Determination of the optimal time for breeding or artificial insemination of the bitch often implies
some challenges. The LH-peak is commonly used as an indirect indication of an upcoming ovula-
tion but instead of analysing the concentration of LH directly analyse of progesterone is more
common. At the Swedish University animal hospital a progesterone concentration between 6 and 9
nmol/L is considered to represent the peak in LH. This is based on studies where older methods of
analysis have been used. The aim of this study therefore was to determine whether the general
consensus on when the peak occurs is correct.

Blood serum from 38 visits to the reproduction clinic, all of which included analyzation of pro-
gesterone, where collected. All samples analyzed with the Witness LH test contained a concentra-
tion of progesterone between 2 and 12 nmol/L and where unidentified before the test. The Witness
LH test is a quick test used to identify LH concentrations above 1 ng/ml. The test results were
analyzed both ocularly and through digital colour analysis of the photographed result. Through the
colour analysis the darkest shade from the test line and control line were compared using the
number of L from the shades HSL codes.

For the 38 included serum samples not one positive result was obtained with Witness LH, meaning
the peak of LH could not be identified in the study. A large variation in difference was seen among
the results, for some samples the difference between the test and control line was much smaller
than for others. The interpretation that these samples were taken from individuals closer to the LH
peak was made.

The results indicate that the LH peak can not, in all individuals, be assumed to occur within the
range of 6-9 nmol/L. There is also reason to suspect that the peak in LH occur earlier than we
think. However no certain conclusions can be drawn from the study. Further research with a larger
sample size is required.

Keywords: luteinizing hormone, LH, LH peak, Witness LH, progesterone, Immulite 2000
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1. Inledning

Manga tikar som tas till veterindr for missténkt infertilitet &r i sjdlvaste verket
friska och fertila (England & Concannon 2002); i upp till 80 % av fallen beror den
misstdnkta infertiliteten pa att tiken inte paras vid ritt tidpunkt (Fontbonne 2006).
Tikens reproduktionscykel har viloperioder pd 3—10 manader (Concannon 2009)
vilket medfor att hon normalt endast dr fertil en till fyra ganger per ér. I avels-
arbetet ar det darfor av stor vikt att korrekt kunna forutsdga den tidpunkt da par-
ning eller insemination har storst chans att resultera i en lyckad befruktning och
draktighet.

Flera olika metoder finns och anvinds regelbundet for att faststélla den optimala
avelstidpunkten men forutsittningarna skiljer sig mellan olika individer (Feldman
& Nelson 2004). En vilanvdnd metod for att faststélla tidpunkten for nér luteini-
serande hormon (LH) uppnar maximal niva &r analysering av koncentrationen
progesteron i blodet (Kutzler ef al. 2003; Concannon 2011; Conley et al. 2023).
Information om denna tidpunkt, &ven kallad LH-peaken, kan anvéndas for att
uppskatta tidpunkten for 4gglossning samt den optimala parningsdagen (Kutzler et
al. 2003).

Samtliga metoder som anvénds inom djursjukvarden innebéar kostnader for djur-
dgaren och pafrestning pé tiken i1 form av upprepade veterinirbesok, inklusive
provtagningar infor parning. Dérefter utfors ofta upprepade parningar eller in-
seminationer for att maximera chanserna for en lyckad befruktning (Feldman &
Nelson 2004). Med vetskap om vilken dag befruktningen sker kan dagen for be-
raknad fodsel sidkrare faststillas (Concannon et al. 1983); det kan i sin tur bidra
till minskade problem med dystokier och valpdodlighet genom att djurdgaren kan
vara mer uppmaérksam kring dagen for beréknad fodsel och snabbare soka vird
vid tecken pa problem relaterade till fodseln.

P& Universitetsdjursjukhuset (UDS) analyseras progesteronkoncentrationer hos
tikar med analysinstrumentet Immulite 2000 (Zoetis 2019). Referensintervallen
som anvénds dr framtagna med en dldre metod, radioimmunoassay, eftersom det i
dagsldget saknas faststillda referensintervall for progesteron analyserat med
Immulite 2000 vid LH-peaken.

Syftet med studien ar att for forsta géngen faststdlla vilka progesteronvarden upp-
mitta med Immulite 2000 som motsvarar LH-peaken hos tik med mélet att ta fram
sakra referensintervall for anvandning i klinisk miljé och forskning. Detta for att
besvara frigestdllningarna om LH-peaken verkligen sker nér vi tror samt vilken
som dr den optimala parningsdagen.
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Fordelar som studien forvéntas ge ér battre djurvélfard, minskade kostnader samt
ett effektivare avelsarbete. Fysiologiska individuella variationer kommer dock
alltid att begrinsa mojligheterna att helt optimera avelsarbetet.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Tikens reproduktionsfysiologi

Den fysiologiska aktiviteten 1 dggstockarna dr cyklisk och regleras av hormonella
variationer (Concannon 2011). Under en reproduktionscykel varierar dggstockar-
nas innehéll och uppbyggnad (Groppetti et al. 2015).

2.1.1 Aggstockarnas uppbyggnad

Under en normal cykel innehéller dggstockarna en varierande méngd folliklar,
Corpora lutea (gulkroppar) och Corpora hemorragica (blodande gulkroppar)
(Durrant et al. 1998; Groppetti et al. 2015). Folliklar dr strukturer innehallande
dggceller och deras tillvixt och utveckling kan delas in i fyra olika stadier
(Durrant et al. 1998). Det forsta stadiet, primordialfollikeln, innehaller ett lager
omogna granulosaceller som omger en liten dggcell. Nista stadie, den preantrala
follikeln bestér av en fortsatt liten dggcell men som i stillet &r omgiven av flera
lager granulosaceller. Det tredje stadiet &r den avancerade preantrala follikeln som
bestar av en stor dggcell omgiven av flera lager granulosaceller. I det sista stadiet,
den antrala follikeln, har en vétskefylld vesikel tillkommit mellan lagren av gra-
nulosaceller. Folliklarna hos tiken borjar luteiniseras fore d4gglossningen, granu-
losaceller ersitts da av lutealceller (Concannon et al. 2009). Corpora hemorra-
gica bildas fran ovulerade folliklar till f61jd av invasion av smé blodkarl (Grop-
petti ef al. 2015). Genom fortsatt luteinisering och celldelning omvandlas Cor-
pora hemorragica till Corpora lutea vilka ar tillfilliga endokrina kortlar som
utsondrar progesteron (Walusimbi & Pate 2013).

2.1.2 Reproduktionscykelns faser

Den cykliska aktiviteten 1 konsmogna dggstockar delas in i fyra faser; prodstrus,
Ostrus, diostrus och andstrus (Concannon 2011).

Proostrus

Prodstrus dr fasen som inleder varje reproduktionscykel och pédgar normalt 1 unge-
far nio dagar men durationen kan variera mellan 3—17 dagar (Concannon et al.
1977; Wildt et al. 1978). I 4ggstockarna ses folliklar av varierande storlek, men
den storsta andelen (82,7 %) ar forhdllandevis stora folliklar med en diameter pa
2—4 mm (Groppetti et al. 2015).

Ostrus

Ostrus #r fasen da 4gglossning sker. I borjan av dstrus ses den storsta andelen
(52,9 %) stora folliklar pa 3,5-5 mm (Groppetti et al. 2015). Efter ovulation
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bestar dggstockarna till storsta delen (42,9 %) av Corpora hemorragica. Fasen
kan pagd fran tva dagar till over tre veckor, men medellingden ar ungefar elva
dagar (Wildt ef al. 1978; Concannon 1986).

Diostrus

Didstrus ar fasen efter dgglossningen som innefattar driaktighet om fertilisering
skett. Aggstockarna bestar till storsta delen av Corpora lutea (61,4-64,8 %) men
aven folliklar av varierande storlek som inte ovulerat vid dgglossningen samt
Corpora hemorragica (Groppetti et al. 2015). Didstrus péagar sé linge Corpora
lutea finns kvar vilket dr ungefar lika lange hos en icke dréktig tik som hos en
draktig, omkring tvd méanader (Concannon et al. 1975; de Gier et al. 2008).

Anostrus

Anostrus dr reproduktionscykelns vilofas. Under den fasen ses endast sma
folliklar i1 dggstockarna (Groppetti ef al. 2015). Den kan péga i 3—10 manader
(Concannon 2009).

2.1.3 Reproduktionshormonerna och deras reglering

Koncentrationen av reproduktionshormonerna hos tiken styrs av ett komplext
endokrinologiskt samspel mellan hypotalamus, hypofysens framlob och dgg-
stockarna (Klein et al. 2003) vilket illustreras i figur 1.

Hypothalamus —

Aggstockar

Figur 1. lllustration (av forfattaren) forestdillande
regleringen av de reproduktionshormoner berérda i
den aktuella studien.
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Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)

GnRH frisitts frdn hypotalamus och har som funktion att stimulera hypofysens
framlob att frisitta konshormonerna LH och FSH (Rijnberk 1996; Tani et al.
1996). Frisittningen av GnRH regleras bland annat av dstrogeners och progeste-
rons negativa feedback samt Ostrogeners, under vissa forhallanden, positiva feed-
back pa hypotalamus (José Lopez et al. 2000). GnRH frisdtts pulsatilt under hela
reproduktionscykeln men en 6kad frekvens ses i slutet av prodstrus och i slutet av
anostrus (Tani ef al. 1996). Van Haaften et al. (1994) visar att hypofysen 1 slutet
av an0strus ocksa har en 6kad kénslighet for GnRH.

Luteiniserande hormon (LH)

LH stimulerar tillvéxt av folliklar 1 dggstockarna (Okkens & Kooistra 2006). Fri-
sattningen av LH foljer frisdttningen av GnRH vilket innebér att en d6kad plasma-
koncentration ses sent under andstrus (Tani ef al. 1996). Denna 6kning tros vara
avgorande for initieringen av en ny cykel eftersom den orsakar en follikelaktive-
ring f6ljt av en 6kad dstrogenkoncentration (Tani ef al. 1999). LH-peaken utloser
dgglossningen och ses 1 borjan av Ostrus (Steckler ef al. 2013) alternativt i slutet
av proostrus (Tani ef al. 1996). En schematisk illustration dver variationerna 1
koncentrationen LH under en reproduktionscykel visas i figur 2.

Follikelstimulerande hormon (FSH)

FSH ar framfor allt nodviandigt for den tidiga follikelutvecklingen 1 dggstockarna

(Okkens & Kooistra 2006). Koncentrationen av FSH foljer i stort sett den hos LH
under reproduktionscykeln, under andstrus uppnér dock FSH betydligt hogre kon-
centrationer (Concannon 2011).

Ostro gen

Ostrogen forbereder tikens reproduktionsorgan infor parning och driktighet (Sjaa-
stad et al. 2010). I takt med att folliklar vixer till stiger koncentrationen dstrogen 1
blodet (de Gier et al. 2006). Maximala nivaer 0strogen ses tva till noll dagar innan
LH-peaken (Concannon et al. 1975). Samtidigt som progesteron dkar sker en
minskning av dstrogen (de Gier et al. 2006), se figur 2.

Progesteron

Progesteron har funktioner som mojliggor och bevarar driktighet (Walusimbi &
Pate 2013). Koncentrationen progesteron borjar stiga fore dgglossningen da
folliklarna bdrjar luteiniseras (Chastant-Maillard ef al. 2011; Conley et al. 2023).
Nér Corpora lutea bildas sker en kraftig 6kning av progesteron (de Gier ef al.
2006). Fran tiden innan ovulation till tiden efter ovulation sker en 6kning av
serumkoncentrationen progesteron med fyra till sex gédnger (Groppetti et al.
2015). Progesteronkoncentrationen dr som hdgst initialt under didstrus och
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sjunker sedan gradvis i takt med att Corpora lutea tillbakabildas och didstrus
Overgar 1 anostrus, se figur 2. Vid jamforelse av progesteronkoncentrationen
under didstrus hos driktiga och icke-driktiga tikar ses inga signifikanta skillnader
(Concannon ef al. 1975). Under andstrus dr progesteronkoncentrationen som lagst
(Groppetti et al. 2015).

Prodstrus Ostrus Didstrus Andstrus

Progesteron

LH

Figur 2. Schematisk illustration éver forhdllandena mellan koncentra-
tionerna av LH, dstrogen och progesteron under en reproduktionscykel
hos tik. Av forfattaren, med inspiration fran Concannon (2011).

2.2 Metoder for bedomning av cykliskt stadie

For en tik som planeras att anvindas i avel finns flertalet metoder for att bedoma i
vilket av de ovan ndmnda stadierna en tik befinner sig och identifiera den optima-
la avelstidpunkten (Feldman & Nelson 2004). Till f6ljd av individuella variationer
ar det viktigt att fa en sammanfattad bild utifrén flera av nedanstdende faktorer. P4
UDS anvinds till exempel en kombination av vaginalcytologi och progesteron.

2.2.1 Fysiska tecken

Fysiska tecken pé att tiken befinner sig 1 prodstrus inkluderar svullnad av vulva
och blodiga flytningar (Bergeron et al. 2013; Groppetti ef al. 2015) till f6ljd av
den 0kade Ostrogenkoncentrationen (Concannon 2011). Metoden att observera
fysiska tecken begransas dock hos vissa individer av sa kallade tysta 16p vilket
innebdr att de fysiska tecknen uteblir. Till forfattarens kdnnedom saknas studier
av prevalensen for tysta 16p hos tikar. I takt med att dstrogen sjunker under ostrus
ses 1 ménga fall en minskad svullnad av vulva (Concannon 2011).

18



Hur diostrus upptriader fysiologiskt kan variera mellan olika individer (Tsutsui et
al. 2007) men gemensamt for tikar under didstrus dr att de inte ldngre ar parnings-
villiga (Kustritz 2012). Bide driktiga och icke-dréktiga (skendréktiga) tikar kan
uppvisa mer eller mindre draktighetssymtom. Det vanligaste symtomet hos tikar
under didstrus ar forstoring av mjolkkortlar i juvren och i en del fall &ven mjolk-
produktion.

2.2.2 Beteendeforandringar

En faktor som indikerar att tiken befinner sig 1 Ostrus dr att hon visar parnings-
villighet genom att stélla upp sig for hanen med svansen &t sidan (Concannon
1986). Det typiska Ostrusbeteendet initieras av en samtidig 6kning av progesteron
och minskning av 6strogen (Concannon et al. 1977). Denna beteendeforandring
har dock pévisats mellan tre dagar innan och fem dagar efter dgglossning vilket
gbr metoden att observera beteenden till en osdker ensam indikator for den
optimala avelstidpunkten (England & Concannon 2002).

2.2.3 Vaginalcytologi

Vaginalcytologi kan anvéndas som indikation pé var i reproduktionscykeln tiken
befinner sig da cykelns varierande hormonkoncentrationer paverkar vaginal-
cellernas utseende (Kustritz 2012). Vaginalslemhinnan bestar av fyra sorters
epitelceller; parabasalceller, intermedidrceller samt superficialceller med eller
utan cellkirna. Parabasalcellen och intermedidrcellen ar runda celler utan for-
horning med tydlig cellkdrna, parabasalcellen dr mindre &n intermedidrcellen.
Superficialcellen dr forhornad och deformerad med eller utan cellkérna. Dessa
bildas d& slemhinnan fortjockas till foljd av 6kad dstrogenkoncentration i serum.

Cykliska variationer

Under prodstrus ses parabasalceller och en successiv 6kning av erytrocyter i
vaginalutstryket (Groppetti et al. 2015). Géllande vaginalutstryk under strus ar
olika studier inte helt 6verens. Typiskt for vaginalutstryk under dstrus &r att super-
ficialceller dominerar (90—100 %) (Kutzler et al. 2003; Bergeron et al. 2014) och
over 80 % av cellkérnorna dr forminskade eller saknas (Bergeron et al. 2014).
Aven erytrocyter ses men de ir firre in under prodstrus (Kutzler et al. 2003).
Under didstrus ses farre superficialceller och fler intermedidrceller samt leuko-
cyter (Groppetti et al. 2015). Cellutstryk under andstrus dr cellfattiga. Reckers et
al. (2022) visar att reproduktionscykelns faser klassas efter forekomsten av de
olika epitelcellerna samt roda och vita blodkroppar men att definitionen av de
olika cellerna skiljer sig mellan olika studier. Bedomningen av cellerna i vaginal-
utstryk varierar ocksd mellan olika veterindrer (Arlt 2018).
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2.2.4 Analys av progesteron

Mitning av progesteron i blodet dr en beprovad metod for att faststélla tidpunkten
for LH-peak och dgglossning hos tikar (Hase et al. 2000; de Gier et al. 2006). Att
anvdnda metoden ensam &r dock varken praktiskt eller etiskt forsvarbart eftersom
den medfor ett invasivt ingrepp i form av blodprov som behover upprepas
dagligen.

2.2.5 Ultraljud

Ultraljud med fargdoppler av dggstockarna kan anvéndas for att faststélla tidpunk-
ten for LH-peaken (Bergeron et al. 2013). Hos 83 % av undersokta tikar ses en
signifikant 6kad (1,8 génger) blodgenomstromning, i minst en av dggstockarna,
dagen efter LH-peaken jamfort med dagen for LH-peaken. Utmaningar med meto-
den &r att hitta dggstockarna med ultraljudet och att dessutom fa en tydlig bild av
blodflodet eftersom det kriver att tiken ligger still pa rygg. Ytterligare nackdelar
med metoden &r att den kridver daglig upprepning samt kompetent personal. Att
faststélla tidpunkten for dgglossning med ultraljud &r svart eftersom folliklar fore
ovulation har liknande utseende som folliklar som precis ovulerat, bade folliklarna
och nybildade Corpora lutea ar ndamligen vitskefyllda (Hollins-head & Hanlon
2019). Hase et al. (2000) beskriver forandringar i form och minskad follikelstor-
lek i samband med dgglossning hos 54 % av undersokta tikar.

2.3 LH-peaken och ovulation

Tikens dgglossning sker normalt 48—60 timmar efter LH-peaken (Concannon
2011) och kan pagé i 24-36 timmar (Groppetti et al. 2015). Genom laparoskopi
av dggstockar hos tikar har Wildt ez al. (1978) visat att incidensen for 4gglossning
ar hogst 2472 timmar efter LH-peaken. Mitning av LH-koncentrationen i blodet
ar den mest exakta metoden for att forutséga tiden for dgglossning (Forsberg &
Reynaud 2012).

2.3.1 LH-peakens duration samt koncentrationen LH

Studier visar varierande resultat for hur lange LH-peaken pdgar samt maximala
koncentrationer LH i plasma (se tabell 1). Av de varierande vérdena (12-96 h
respektive 4,4-90,3 ng/ml) att doma finns kraftiga individuella variationer géllan-
de LH-vérdena vid LH-peaken. I 16 % av fallen forekommer en tvddelad LH-peak
(Wildt et al. 1978), samma fynd har dven gjorts av de Gier et al. (2006) hos tva
tredjedelar av undersokta tikar. For att inte missa perioden for LH-peaken kravs
blodprovstagning och analysering av LH flera ganger dagligen (Hase et al. 2000).
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Tabell 1. Sammanstdllning av resultat fran olika studier av LH-peakens duration i antal timmar
och maximala plasmakoncentrationer i ng/ml. Samtliga koncentrationer dr framtagna med

analysmetoden RIA.

Maximal LH (ng/ml) Duration LH-peak (h) Referens

136424 12 Hase etal. 2000

12.9-245 31-41 De Gier etal. 2006

44-11.1 18-48 Concannon etal. 1975 & 1977
11-90.3 84-96 Wildt etal. 1978

2.3.2 Koncentrationen progesteron vid LH-peaken

En mer tillimpbar metod for att faststélla tidpunkten for LH-peaken, bade ekono-
miskt och praktiskt, dr analysering av progesteron (Forsberg & Reynaud 2012). P4
UDS anses serumkoncentrationen 6—9 nmol/L motsvara LH-peaken och 12-24
nmol/L ovulation. Referensvirdet baseras pa intervall som ndmns i boken The
Genetics of the Dog (Forsberg & Reynaud 2012). Aven Steckler et al. (2013)
anvinder intervallet som ekvivalent till LH-peaken. Forfattaren av denna text har
inte kunnat hitta ndgon publicerad studie eller artikel som beskriver faststéllande
av LH-peaken med hjilp av progesteron analyserat med Immulite 2000. Daremot
finns det flertalet studier som anvant andra analysmetoder (se tabell 2). Samman-
fattningsvis ar resultaten fran befintliga studier varierande, visserligen ér de inte
helt skilda frén intervallen som anvénds pa UDS men ingen studie har hittats som
presenterar intervallet 6—9 nmol/L for LH-peaken respektive 12—24 nmol/L for

ovulation.

Tabell 2. Sammanstdillning av resultat fran tidigare studier av koncentrationen progesteron (P) i
plasma/serum vid tidpunkten for LH-peak respektive ovulation hos tikar. Samtliga virden dr

framtagna med metoden RIA.

P vid LH-peak (nmol/L) P vid ovulation (nmol/L) Rderens

4.8-14.6 10.2-35.0 Bergeron etal. 2013
7.2-9.1 14.3-20.3 Concannon etal. 1977
5.3-8.7 9.5:25.7 Fontbonne 2008
1.9-3.9 6.0-8.9 Hase etal. 2000
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2.4 Fertilisering och draktighet

2.4.1 Oocyternas mognad och overlevnad

Vid tikens dgglossning dr oocyterna omogna. For att befruktning ska vara mojligt
behdver omogna metafas I oocyter omvandlas till mogna metafas I oocyter 1 4gg-
ledaren (Reynaud et al. 2006). Metafas I oocyter har observerats mellan 54 och
127 timmar efter att dgglossning detekterats med ultraljud (Reynaud et al. 2005). I
samma studie observerades fertilisering fran 83 timmar efter dgglossning i 90 %
av fallen. Mognaden tar tva och en halv till tre dagar (Concannon 2000), vilket
medfor att de mognar ungefir fyra och en halv till fem dagar efter LH-peaken. De
mogna oocyternas 0verlevnad har uppskattats till endast en till tva dagar hos en
del individer (Concannon 2000). I mer séllsynta fall har det visat sig att mogna
oocyter Overlevt i sju till atta dagar efter mognad.

2.4.2 Spermiernas mognad och dverlevnad

Efter naturlig betdckning kan spermierna dverleva och fortsatt vara fertila 1 minst
sju dagar (Phyllis et al. 1974). Innan spermierna kan fertilisera oocyterna behdver
de befinna sig i livmodern i sju timmar for att genomga kapacitering vilket &r ett
sista mognadssteg som krivs for att de ska kunna penetrera oocytens zona pellu-
cida (Mahi & Yanagimachi 1976). Ett l1angt geografiskt avstand mellan tiken och
hanen eller att individerna inte fungerar thop dr exempel pé orsaker till att naturlig
betdckning inte alltid &r mojlig (Feldman & Nelson 2004).

Sperma ér kénslig for kyla och UV-ljus och kriver forsiktig hantering efter att den
samlats (Feldman & Nelson 2004). Sperma som samlats fran hanen for att inse-
mineras farsk bor insemineras inom 15 minuter for att behalla sin formaga att fer-
tilisera. Insemination med férsk sperma leder till 80 % lyckade valpningar vilket
kan jaimforas med fryst sperma dir motsvarande virde dr 71 % (Hollinshead &
Hanlon 2017). Oddsen for lyckad befruktning, vid anvéndning av fryst sperma, ar
hogst om tiken insemineras sex dagar efter LH-peaken, 16,7 gdnger hogre dn dag
fem och 4,2 génger hogre dn dag sju (Steckler et al. 2013).

2.4.3 Forvantad draktighetslangd

Korrekt identifiering av LH-peaken &r den sikraste metoden for att berdkna for-
véntad dag for forlossning. Riknat frdn LH-peaken ar en fullgangen driktighet
hos tik 65 +/- 1 dagar (Concannon et al. 1983). Réknat fran forsta parning eller
insemination kan dréktighetslingden daremot variera s& mycket som 14 dagar.
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2.5 Effekten av kastration pa LH-koncentrationen

Hos en kastrerad tik, dir 4ggstockarna ar borttagna, dr serumkoncentrationen av
LH genomgéende betydligt hdgre dn hos en intakt tik (Olson et al. 1992). En
tankbar forklaring till detta dr en utebliven negativ feedback fran progesteron pa
hypotalamus. Olson ef al. (1992) konstaterar i sin studie att koncentrationen LH
hos 25 undersokta kastrerade tikar aldrig var ldgre 4n 8,0 ng/ml. Witness LH har
anvénts fOr att utvirdera kastrationsstatus hos honkatter med okénd historik
(Rohlertz et al. 2012). I studien var resultatet for Witness LH positivt for 14/15
kastrerade honkatter.

2.6 Metoder for analys av progesteron

2.6.1 Radioimmunoassay (RIA)

Analysmetoden RIA var ldnge forstahandsvalet och anvédndes som standard vid
analysering av progesteron hos tikar (Fraser et al. 2015). RIA ér en kvantitativ
mitning (Kustritz 2012) av radioaktivitet som bildas vid kemiska reaktioner
mellan antikroppar och antigener (WHO 2003). Metoden har anvénts i manga av
de studier som undersokt progesteronvirdet vid LH-peaken (Concannon ef al.
1975; Olson et al. 1982; Bergeron et al. 2013). Vid analys med RIA tillsdtts
serum till antikroppar for progesteron (WHO 2003). Under inkubering reagerar
sedan eventuella antigener pa progesteron med antikropparna. Direfter tillsétts
antikroppar konjugerade med ett radioaktivt &mne som féster till antigen-anti-
kropps-komplexen. Mangden progesteron faststills genom att den uppmatta radio-
aktivitet som ackumuleras omvandlas genom scintillation. Férdelarna med RIA ér
att metoden ger exakta och upprepningsbara viarden (Fraser ef al. 2015). Daremot
kréver analysen transport till ett laboratorium med speciell utrustning och kan
alltsd inte utforas snabbt i ndra anslutning till patienten. Dessutom innebér ana-
lysen anvéndning av och risk for exponering for radioaktiva &mnen. Nackdelarna
med analysmetoden har gjort att andra metoder for mitning av progesteron har
tagit Over som forstahandsval.

2.6.2 Chemiluminescent immunoassay (CLIA)

CLIA ér en nyare analysmetod som anvénds mer och mer inom veterindrmedicin
for analysering av progesteron. Kemiluminiscens &r en kvantitativ métning av
ljuset som bildas vid kemiska reaktioner mellan antikroppar och antigener (Tal et
al. 2020). Det finns olika varianter och tillverkare av instrument som anvander
kemiluminiscens varav en dr Immulite 2000. Immulite 2000 anvédnds bade inom
human- och veterindrmedicin for analys av bland annat hormoner. Vid analys av
progesteron tillsétts, enligt bruksanvisningen (Siemens Healthineers 2025b), en
fast fas innehéllande antikroppar mot progesteron och provmaterial innehéllande
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progesteron som antigen. Darefter tillsétts ett enzym-konjugat som binder till anti-
kropparna. Till sist tillsdtts ett kemiluminiscent substrat som vid reaktion med
enzym-konjugatet avger energi i form av ljus. Ljuset som avges kan sedan avldsas
for att erhdlla ett progesteronvirde.

2.6.3 Jamforelse av resultat med RIA och CLIA

I en studie av Nothling och De Cramer (2018) jamfors progesteronkoncentratio-
nen i serum analyserat med Immulite 1000 LKPW1 med koncentrationen i plasma
frdn samma tik uppmatt med RIA. Resultatet visar att koncentrationen i 88 % av
proverna uppmiittes till 15 % ldgre med Immulite &n med RIA. I en liknande stu-
die analyseras progesteronkoncentrationen i serum med bdde Immulite och RIA.
Vid jamforelse av resultaten gav Immulite signifikant hogre virden (Chapwanya
et al. 2008). Vilken version av Immulite som anvints redovisas dock inte. Tal et
al. (2020) har jamfort Immulite 2000 med RIA, dven hér har resultaten med Im-
mulite varit hogre 4n de fran RIA utférda pa samma serumprover.

2.7 Metoder for analys av LH

2.7.1 Witness LH test

Witness LH ér ett snabbtest for métning av LH hos hund och katt (Zoetis 2019).
Testet dr semikvantitativt och kan i kombination med analys av progesteron an-
vindas for att identifiera LH-peaken. I en studie av Santos et al. (2012) anvindes
testet pd tio tikar och bedomdes utifran resultaten vara tillforlitligt for att faststdlla
den optimala avelstidpunkten. Witness LH dr en immunkromatografisk metod vil-
ket innebér att testet innehéller specifika antikroppar som binder till hormonet i
det tillsatta serumet. Komplexen migrerar sedan lédngs ett membran for att till sist
ackumuleras 1 testets reaktionszon. Om provet innehaller mer dn 1 ng/ml LH upp-
star en rod linje av samma eller hdgre intensitet dn kontrollinjen, detta klassas
som forekomst av LH-peak.

2.7.2 Radioimmunoassay (RIA)

Pé liknande sétt som for progesteron kan dven koncentrationen LH 1 plasma métas
med metoden RIA (Wildt et al. 1978; Hase et al. 2000; de Gier ef al. 2006). 1
manga dldre studier dér varden for LH-koncentration tagits fram har RIA anvints.
Nagon studie fran det senaste decenniet dar metoden anvénts for att undersoka LH
hos hund finns inte till forfattarens kénnedom.
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2.7.3 Chemiluminescent immunoassay (CLIA)

LH kan dven analyseras med CLIA med hjdlp av Immulite 2000 (Siemens
Healthineers 2025a). Till forfattarens vetskap saknas dock studier dar LH
analyserats med denna metod hos hund.

2.7.4 Jamforelse av resultat med Witness LH for validering

Till forfattarens kinnedom saknas oberoende studier som validerat funktionen av
Witness LH genom jdmforelse med RIA eller ndgon annan motsvarande metod
for faststidllande av koncentrationen LH. Aven information om testets sensitivitet,
specificitet eller forméga att pavisa forekomsten av LH-peak hos tik saknas.
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3. Material och metoder

3.1 Urval och material

For studien har serumprover samlats in frdn hundar som besokt UDS for att méta
progesteronkoncentrationen i blodet infér parning alternativt insemination. Totalt
insamlades 38 prover med progesteronkoncentration inom intervallet 2—12
nmol/L.

Provtagning och hantering av provmaterial

Blodprover har tagits med bibehéllen aseptik av personal utbildad inom djursjuk-
vérd enligt forekommande rutiner vid UDS. Vendst blod har tagits med vacutainer
frén Vena cephalica eller Vena saphena 1 serumror av sorten BD Vacutainer®
SST II Advance. Efter 6verlamning av provet till Specialist-laboratoriet for veteri-
niarmedicinsk endokrinologi, klinisk kemi, hematologi och cytologi (klin kem) pa
UDS har blodprovet koagulerat i 30 minuter. Déirefter har det centrifugerats 1
3500 rpm under 5 minuter och sedan har serumet overforts till ett ror utan till-
satser anpassat for direkt efterfoljande analys av progesteron. Efter analys av
progesteron placerades serumet i -20°C fram till analys av LH.

3.2 Analys av progesteron

Analys av koncentrationen progesteron har genomforts pé farskt serum av perso-
nal pa klin kem. For analysen har Immulite 2000 XPi anvénts enligt tillverkarens
instruktioner. Manuell validering av resultatet har utforts av personal pa labora-
toriet.

3.3 Analys av LH

For analys av LH anvindes snabbtestet Witness LH av forfattaren till studien
enligt tillverkarens instruktioner. Analysen genomfordes pa anonymiserat serum
som forvarats i frys i 1-10 manader. Tre till fyra serumprover tinades at gdngen i
rumstemperatur. Testen togs ur forpackningen och placerades pa en plan yta utan
att membranet vidrordes. Enligt de medfoljande instruktionerna pipetterades dér-
efter fyra droppar serum till den avsedda ytan pa testen inom tio minuter. For var-
je prov anvandes ett nytt test samt en medfoljande steril pipett. Testet 1imnades
dérefter pa den plana ytan och resultatet avlistes efter 20 minuter. For de forsta 22
analyserade proverna genomfordes parade tester for validering av LH-testet.
Overblivet serum forvarades i kyl fram tills dnskat antal giltiga resultat erhéllits
for vardera prov.
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3.3.1 Tolkning av resultaten

Avlésning av resultatet gjordes enligt tillverkarens instruktioner. Ett negativt
resultat innebdr att endast en kontrollinje &r synlig alternativt att kontrollinjen &r
av hogre intensitet dn testlinjen efter 20 minuter. Ett positivt resultat innebér att en
synlig testlinje &r av samma eller hogre intensitet &n kontrollinjen. Inga synliga
linjer efter 20 minuter innebdr att testet dr ogiltigt. Vid avldsningen av resultatet
togs fotografier som sparades i kontrollsyfte.

3.4 Analys av data

Samtliga fotografier gjordes svartvita med hjélp av ett filter i Microsofts fotobe-
handlingsprogram (se figur 3). Ett urklipp gjordes fran bilden dver testlinjens
respektive kontrollinjens mest centrala delar sa att inget utover linjen och den vita
bakgrunden inkluderades i bilden (se figur 4).

Figur 3. Fotografi av testresultat i originalversion ses till vinster och fotografi av
testresultat med svartvitt filter ses till hoger.

27



Figur 4. Urklipp fran fotografiet med svartvitt filter. Testlinjen ses till vinster och
kontrollinjen ses till hoger.

Bilderna infogades dérefter i en Portable Network Graphics (PNG) color palette
extractor” vilken extraherade alla kuldrer inkluderade i bilden (se figur 5), sorte-
rade dessa fran morkast till ljusast samt angav fargernas HEX-koder. Den morkas-
te fargens HEX-kod omvandlades till HSL. HSL é&r en engelsk forkortning for
Hue, Saturation & Lightness. H ar ett gradtal for en kulor 1 farghjulet, S dr fargens
intensitet procentuellt och L &r fargens ljusstyrka i1 procent. Det svartvita filtret
medfor att H och S blir noll f6r samtliga bilder. Skillnaden i L mellan testlinjen
och kontrollinjen for varje test berdknades och angavs i antal pro-centenheter.

v mmr

Figur 5. Urklippet 6ver kontrollinjen ovan infort i program som extraherar samtliga
inkluderade kulorer i bilden. Till hoger ses kulérerna sorterade fran morkast till ljusast.
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3.5 Litteratursokning

For litteraturstudien har relevant material inhdmtats fran databaserna Web Of
Science, Scopus och Google scholar. Initialt har sékorden ”Progesterone”, "LH”,
”LH-peak”, “Immulite 2000, ”Bitch”, "RIA”, "CLIA”, "Infertility” anvints.
Vidare inhdmtning av material har gjorts fran artiklar refererade till i de redan
anvinda artiklarna. I enstaka fall har Scite.ai anvints for att finna referenser till
specifika fragestéllningar, originalkdllan har 1 samtliga fall granskats innan infor-
mation anvants.
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4. Resultat

4.1 Progesteron

Progesteronkoncentrationerna i serumproverna analyserade med Immulite 2000
varierade mellan 2,3 och 11,9 nmol/L (se figur 6). Prover med progesteron mellan
2,3 och 4,01 nmol/L saknas. Utdver det &r progesteronkoncentrationerna jamnt
fordelade inom det 6nskade intervallet.
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Figur 6. Presentation av samtliga framtagna progesteronvirden samt dess fordelning inom
referensintervallet.

42 LH
4.2.1 Witness LH

Alla test forutom ett bedomdes giltiga enligt testinstruktionerna dé de uppvisade
en rosa/rdd kontrollinje. Det ogiltiga testet uteslots fran resultaten och ersattes
med ett giltigt resultat fran ett nytt test. Resultaten presenteras i tabell 3.
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Tabell 3. Sammanstdllning av resultat frdn firganalysen av fotograferade Witness LH. I tabellen kan
fargkoder i formaten HEX samt HSL for vardera test- respektive kontrollinje utldsas. Differens L dr

skillnaden i ljusstyrka (lightness) mellan test- och kontrollinje.

Labbnr Progesteron HEX testlinje HSL testlinje HEX kontrollinje HSL kontrollinje  Differens L
(nmol/L) (procentenheter)
25-25355 23 #0c0c0 (0, 0%. 75%) #454545 (0. 0%, 27%) 48
25402315 4,01 #a5a%a5 (0, 0%, 65%) #303039 (0, 0%, 22%) 43
2506141 432 #0f00f (0, 0%, 62%) #5a5a5a (0. 0%, 35%) 27
25-22803 44 #b5b505 (0, 0%, 71%) #cdcde (0. 0%, 30%) 41
25-25204 5.1 #b6b6b6 (0, 0%, 71%) #5565f (0, 0%, 37%) 34
2500168 5,12 #b50505 (0, 0%. 71%) #4cdcde (0. 0%, 30%) 41
2500569 5,63 #9099 (0, 0%. 73%) #3d3d3d (0. 0%, 24%) 49
25-22452 6 #cacaca (0, 0%. 79%) 2474747 (0, 0%, 28%) 51
2505159 6,17 #cecece  (0,0%. 81%) #4d4d4d (0, 0%, 30%) 51
2501037 6.33 zacaeae (0, 0%. 68%) #606060 (0, 0%, 38%) 30
2500152 6.42 #adada4  (0.0%. 64%) 2464646 (0. 0%, 27%) 37
25-23826 6.65 #9c9c9 (0, 0%. 79%) #303939 (0. 0%, 20%) 57
2524270 6.7 #clcic?  (0,0%, 78%) #6ebebe (0. 0%, 43%) 35
25-24831 6.8 #d8d8d8 (0, 0%. 85%) #626262 (0, 0%, 38%) 47
2503553 6.96 #cdeded (0, 0%. 80%) #484848 (0. 0%, 28%) 52
2503487 7,12 #2c2c2 (0, 0%, 76%) #cdcde (0. 0%, 30%) 46
25-17639 7,16 #cbcbeb (0, 0%. 80%) #646464 (0. 0%, 39%) 41
25-21900 72 #d3d3d3 (0, 0%. 83%) #6b6b6b (0, 0%, 42%) 41
25-23468 7,63 #clclel  (0,0%, 76%) #323232 (0, 0%, 20%) 56
2502943 7,66 #b8b8b8 (0, 0%, 72%) #505050 (0. 0%, 31%) 41
2503423 7,76 #c5c5es  (0,0%, 77%) 2646464 0, 0%, 39%) 38
24-26703 8.24 #7707 (0, 0%, 72%) #3a3a3a (0, 0%, 23%) 49
25-24013 8,27 #adadad (0, 0%. 68%) #383838 (0. 0%, 20%) 46
25-25363 8.6 #d7d7d7 (0, 0%, 84%) =4adada (0. 0%, 29%) 55
2522744 8.8 #d2d2d2 (0, 0%, 82%) #5c5c5ce (0, 0%, 36%) 46
24-26276 8.84 #bababa (0, 0%, 73%) #575757 (0, 0%, 34%) 39
2425175 8.87 #bbbbbb (0, 0%, 73%) #575757 (0, 0%, 34%) 39
24-26278 9.44 #cbcbeb (0, 0%, 80%) #5656356 (0, 0%, 34%) 46
2425276 9.67 #chcbe6 (0, 0%. 78%) #303039 (0. 0%, 22%) 56
2504008 9,76 #cbcbeb (0, 0%, 80%) #555555 (0, 0%, 33%) 47
2503393 9.79 #dbdbdb (0, 0%, 86%) #626262 (0. 0%, 38%) 48
2502616 10 adldldl (0, 0%, 82%) #555555 (0, 0%, 33%) 49
2521317 10,4 #ceceee (0, 0%, 80%) #5d5d5d (0. 0%, 36%) H
2522749 11 #0c0c0 (0, 0%. 75%) #edede (0. 0%, 31%) 44
2503960 11,6 #d5d5d5 (0, 0%. 84%) #434343 (0, 0%, 26%) 58
2506926 11,8 #d6d6d6 (0, 0%. 84%) #666666 (0. 0%, 40%) 44
25-19894 11,8 #d7d7d7 (0, 0%, 84%) #5b5b5b (0, 0%, 36%) 48
2501838 11,9 #dbdbdb (0. 0%. 86%) #585858 (0, 0%, 35%) 51
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4.2.2 Positiva kontroller

Som positiva kontroll av Witness LH anvindes serum frén fyra, enligt uppgift
frén klin kem, kastrerade tikar. Resultaten presenteras i tabell 4. For ett av
proverna erholls ett, enligt testets instruktioner, positivt resultat (se figur 7).
Resultatet for differensen i L var i detta fall 0.

Figur 7. Fotografi av Witness LH med positivt resultat enligt testets instruktioner.

Enligt instruktionen for Witness LH ska ett positivt test ha en testlinje av samma
eller hogre intensitet an kontrollinjen vilket i den hér studien innebér en differens
<noll. Tvé av proverna bedémdes okuldrt som positiva, trots att firganalysen gav
resultaten 2 respektive 8 procentenheters differens mellan test- och kontrollinje
och att de ddrmed 4r negativa enligt testinstruktionerna bedomdes dessa prover
som positiva pd grund av de jamforelsevis smé differenserna. Den fjérde positiva
kontrollen gav ett resultat med stor differens (46 procentenheter) vilket innebér att
ett forvantat hogt LH-vérde inte forelag hos den provtagna tiken.
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Tabell 4. Sammanstillning av resultat fran fdarganalysen av fotograferade Witness LH
utforda med serum frdn kastrerade tikar (positiva kontroller).

Labbnr HEX testlinje HSL testlinje = HEX kontrollinje HSL kontrollinje Differens L
(procentenheter)
25-22898 #7a7a7a (0, 0%, 48%) #666666 (0, 0%, 40%) 8
25-24509 #5a5a5a (0, 0%, 35%) #555555 (0, 0%, 33%) 2
25-24336 #858585 (0, 0%, 52%) 848484 (0, 0%, 52%) 0
25-24420 a8a8a8 (0, 0%, 66%) #343434 (0, 0%, 20%) 46

4.2.3 LH-peaken

Vid analys av 38 separata serumprover for faststéllande av LH-peaken med Wit-
ness LH erholls inget positivt resultat for LH-peak. I figur 8 presenteras resultaten

av en jamforelse mellan provernas resultat for progesterontestet och Witness LH.
Differensen i L har for alla prover omvandlats till 100 — L {or att f4 proverna med
resultat ndrmast LH-peaken hogst upp i diagrammet. Minst differens sags for pro-
vet med en serumkoncentration av progesteron pa 4,32 nmol/L (62-35= 27 pro-
centenheter). Aven for provet med progesteron pa 6,33 nmol/L sigs en relativt
liten differens (68-38 = 30 procentenheter). Inom intervallet 45,12 nmol/L har
samtliga prover en relativt liten differens samtidigt som variationen i differensen

ar liten.
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Figur 8. Sammanstdllning av resultat fran progesteronanalys samt
farganalys. Punkterna hégst beldgna i diagrammet representerar de
prover med resultat ndrmast LH-peatk.
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5. Diskussion

Syftet med studien var att underséka om LH-peaken hos tik sker ndr man tror, vid
en serumkoncentration av progesteron pa 6—9 nmol/L. For analys av progesteron
anvéndes Immulite 2000 och for att pavisa forekomsten av LH-peaken anviandes
snabbtestet Witness LH.

5.1 Progesteron analyserat med Immulite 2000
5.1.1 Urval

Serumproverna som ingér 1 studien kommer fran patienter som besokt reproduk-
tionskliniken pad UDS av andra, for studien okénda, orsaker vilket gor att urvalet
inte kunnat goras slumpmassigt. Samtliga prover pd UDS sparas i frys i en ménad
efter progesteronanalysen. Urvalet av prover till studien gjordes utifran uppmadtta
progesteronkoncentrationer i serum. Inledningsvis sparades alla prover inom in-
tervallet 3—12 nmol/L for att fA med prover med god marginal runt den forvénta-
de LH-peaken. Efter den fOrsta testomgangen sidgs minst differens mellan test-
och kontrollinje vid progesteron runt 4 nmol/L. Darfor sénktes intervallet for
sparade prover till 2—11 nmol/L fortséttningsvis.

5.1.2 Metod

Analysen av progesteron med Immulite 2000 genomfordes av laboratoriepersonal.
Metoden valideras och kontrolleras regelbundet. Vid ett tillfille sparades ett prov
med progesteronkoncentration utanfor det dnskade intervallet, detta resultat
exkluderades fran studien. Flera sparade prover kasserades av misstag vilket
minskade studiematerialet.

5.2 LH-peaken

Som tidigare ndmnts visar tidigare studier att koncentrationen LH vid LH-peaken
kan variera fran 4,4 till 90,0 ng/ml. Att LH-peaken skulle férekomma vid en kon-
centration under 1 ng/ml finns det alltsé inget som tyder pa. Witness LH ska enligt
tillverkaren pavisa okningar av koncentrationen LH sa 14ga som 1 ng/ml och me-
toden kan ddrmed forvéntas vara lamplig for pavisande av LH-peaken. Daremot
finns till forfattarens vetskap ingen studie som visar hur vél testet fungerar for att
detektera LH-peaken hos tik. Aven durationen for LH-peaken kan som bekant
variera frén 12 till 96 timmar vilket gor risken att LH-peaken missas stor nir testet
endast utfors en gang per tik. En sdkrare metod for att pdvisa LH-peaken hade
varit att ta upprepade prover tva ganger per dag under flera dagar.
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5.3 LH-peak analyserat med Witness LH
5.3.1 Metod

De 38 i studien ingéende serumproverna var avidentifierade och hade okénd pro-
gesteronkoncentration vid analysen av LH. I resultatet har darfor ingen hdnsyn
tagits till tikarnas &lder, ras eller vikt. Aven det totala antalet ingdende individer i
studien dr okédnt eftersom flera av proverna skulle kunna komma fran samma
individ.

Witness LH

Till en borjan var tanken att analysera 30 serumprover med ett Witness LH test
vardera. Vid det fOrsta testtillfédllet analyserades de forsta 22 proverna och efter-
som ett av testen visade ett ogiltigt resultat och behovde upprepas togs beslutet att
utfora dubbla tester for samtliga 22 prover. Efter okuldr beddomning och jaimforel-
se av vardera provets tva testresultat bedomdes samtliga dubbletter visa likvardiga
resultat. Pa grund av ekonomiska begrinsningar och ett begransat antal Witness
LH test bedomdes det dérfor mer fordelaktigt for slutresultatet att 1 stéllet analy-
sera ett storre antal prover. Detta trots att fortsatta dubbla tester hade kunnat
minska risken for felaktiga resultat. Vid testtillfdlle tvd och tre utfordes alltsd
enkla tester for resterande 16 prover. Tester frin tva olika batcher anvindes men
ingen kontroll med analys av serum med forvéntat positivt resultat gjordes for den
ena batchen. Positiva kontroller lades i stéllet till i arbetsplanen efter den forsta
testomgangen nir det mot forvantan visade sig att inget av testen var positivt.
Tanken med positiva kontroller var dels att minska sannolikheten att samtliga test
i batchen var defekta, dels att fa positiva resultat att jimfora testresultaten fran
tikar 1 ett oként stadie av reproduktionscykeln med.

Analys av data

Den anvinda metoden for analysen av resultaten mdjliggdr en objektiv jamforelse
mellan vardera test- och kontrollinje dé skillnaden uttrycks i procentenheter.
Eftersom resultaten fran flera olika test inte jimfors direkt med varandra paverkas
inte metoden av eventuella skillnader pé ljuset i rummet vid fotograferingen. Alla
bilder dr tagna med samma kamera och har samma svartvita filter. Samtliga bilder
ar tagna sd att skuggor undviks 1 resultatrutan och ddrmed inte paverkar resultaten.
Att bilderna gjorts svartvita medfor att endast ljusheten (L) i bilderna kan jam-
foras, utan att paverkas av linjernas fargtemperatur eller resultatrutans farg. Ur-
klippen Over test- respektive kontrollinjen medfor att endast de kuldérer som ar
relevanta for resultatet extraheras och att den morkaste féargen i vardera linjen kan
bestimmas. Resultaten blir konsekventa och jimforbara dé det alltid dr de mor-
kaste kulorerna som jamfors i1 urklippen. Urklippen gjordes manuellt och kan
diarmed skilja sig nagot i antal pixlar, en automatiserad metod hade kunnat ge
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annu mer konsekventa resultat. I flera av linjerna var fargintensiteten varierande,
till exempel hogre intensitet i utkanten av linjerna. Detta skulle kunna paverka
resultatet. En dnnu sdkrare metod skulle darfor kunna vara att ta fram ett genom-
snitt av ljusheten over hela linjen och dérefter jamfora genomsnitten med varand-
ra.

5.3.2 Resultat

Inget av testerna uppvisade ett positivt resultat. Trots att ingen av testlinjerna hade
samma eller hogre intensitet dn kontrollinjen uppvisade testlinjerna daremot inten-
sitet av stor variation. I stillet for att endast basera forekomsten av LH-peak pa
positiva Witness LH antogs tester med testlinjer av hogre intensitet komma frn
tikar ndrmre LH-peaken &n tester med testlinjer av ldgre intensitet. Med denna
metod visar resultaten att storst tecken pa LH-peak forekommer tidigare én vi tror,
nidmligen vid en progesteronkoncentration runt 45,12 nmol/L. Detta eftersom
differensen hos virdena inom det intervallet &r genomgéiende relativt liten sam-
tidigt som variationen mellan provernas differens &r liten. Antalet provet som
tolkningen baseras pa dr dock 14gt och fler prover hade behovts for att dra ndgra
sdkra slutsatser. Avsaknaden av prover med progesteron mellan 3—4 nmol/L goér
ocksa att en LH-peak inom detta intervall inte kan uteslutas.

Att inte 4 ndgot positivt resultat var ovéntat, speciellt med tanke pé att 17 av se-
rumproverna hade progesteronkoncentrationer vil fordelade inom intervallet 69
nmol/L. Avsaknaden av positiva resultat inom det férvintade intervallet for LH-
peaken tyder snarare pd att LH-peaken eventuellt inte sker nér vi tror.

Enligt instruktionerna for Witness LH &r det 1 forsta hand rekommenderat att tes-
tet utfors pé farskt serum samma dag som blodprovet tagits. Det framgér dock
aven att serum vid behov kan forvaras ldngre om det hélls fryst i minst -20 grader
och tinas forst i samband med testet. Koncentrationen LH i serum frén kvinnor
paverkas inte signifikant av frysning (Comstock et al. 2001 via Krecic et al.
2018). Till forfattarens vetskap saknas studier som jamfor resultaten med Witness
LH med férskt respektive fryst serum.

Hollinshead och Hanlon (2019) visar i sin studie att koncentrationen progesteron
vid LH-peaken okar 0,31 nmol/L for varje &r av 6kad &lder hos tiken. Detta skulle
kunna vara en forklaring till de varierande koncentrationerna progesteron vid LH-
peaken samt en bidragande orsak till att LH-peaken inte pévisats i den aktuella
studien dér tikarnas alder var okdnd. Att detta skulle vara orsaken till att samtliga
resultat var negativa dr dock osannolikt da det dr vanligast att unga — medelalders
tikar anvénds i avel.
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Tre av fyra positiva kontroller visade sig mot formodan ge ett, enligt farganaly-
sen, negativt resultat. Okuldrt bedomdes dock tre av fyra positiva kontroller ge
positiva resultat. Eftersom differensen i L for de tva tester med endast okuldrt po-
sitiva resultat var jamfOrelsevis liten har beslutet tagits att &ven dessa kan tolkas
som positiva. Tédnkbara orsaker till ett negativt resultat kan vara att férvaringen av
provmaterialet paverkat innehallet av LH, att tikens kastrationsstatus var felaktig
eller defekta Witness LH test. Resultatet stimmer 6verens med tidigare studier dar
kastrationsstatus inte heller kunnat faststédllas med full sdkerhet med Witness LH.
De positiva testen som erholls i studien har, trots att de var fa, bidragit med viktig
information till analysen av dvriga testresultat.

5.4 Optimal parningsdag och férvantad
draktighetslangd

Nér och hur ldnge spermierna har formaga att fertilisera oocyterna varierar be-
roende pa om betdckningen &r naturlig eller genom insemination med antingen
farsk eller fryst sperma. Spermiernas kapacitering tar sju timmar och tiden for
oocyternas mognad efter 4gglossningen samt dess overlevnad varierar. Eftersom
studien inte kunnat faststélla tidpunkten for LH-peaken kan inte heller den opti-
mala parningsdagen faststéllas. Av samma anledning ger studien oss ingen hjélp i
att berdkna dagen for forvéintad forlossning.

5.5 Konklusion

Da inga positiva resultat erholls med Witness LH i studien kan tidpunkt och pro-
gesteronvirden for LH-peaken inte faststéllas. Foljaktligen kan inte heller en opti-
mal parningsdag faststéllas. Fran resultaten kan slutsatsen dras att LH-peaken inte
med sékerhet kan antas forekomma inom intervallet 6-9 nmol/L progesteron hos
samtliga individer. Vidare forskning dr nddvéndig for pavisande av LH-peaken.
Da fordelaktigt med analys av ett hogre antal prover alternativt att flera individer
foljs 1 flera dagar med upprepade provtagningar. Med kvantitativ analys av kon-
centrationen LH i serum kan fragestédllningen dven besvaras med storre precision.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Luteiniserande hormon (LH) frisétts frdn hypofysen i hjdrnan. Friséttningen och
koncentrationen av kdnshormonerna i blodet foljer ett cykliskt monster och reg-
leras av en del av hjarnan som kallas hypotalamus. Den storsta frisdttningen och
hogsta koncentrationen av LH ses under den sa kallade LH-peaken. Tidpunkten
for LH-peaken &dr anviandbar 1 avelsarbetet eftersom den sker 48—60 timmar innan
agglossning och dirmed kan anvéndas som riktlinje for nar parning har storst
chans att leda till en lyckad befruktning och draktighet.

Analys av LH i blodprov ér 1 dagsldget dyrare och mindre praktiskt 4n analys av
hormonet progesteron. Sambandet mellan koncentrationerna av hormonerna har
gjort att det dr praxis att analysera progesteron for att pavisa LH-peaken och fast-
stdlla den optimala dagen for parning. Progesteron frisétts fran dggstockarna och
ar delaktig i nedregleringen av friséttning av LH. I tidigare forskning har kon-
centrationen LH och progesteron analyserats hos tikar och progesteronkoncen-
trationen vid LH-peaken faststéllts. Pa Universitetsdjursjukhuset (UDS) anses
progesteron i blodserum av koncentrationen 6—9 nmol/L motsvara LH-peaken.
Detta intervall baseras pa resultat i dldre forskning framtagna med andra analys-
metoder dn den som anvinds pd UDS idag.

Syftet med den hir studien var att faststélla om LH-peaken sker nér vi tror. For
detta har blodserum samlats frdn 38 blodprovstagningar pé tikar som vid besdk pa
UDS reproduktionsavdelning fétt progesteron analyserat. Blodproverna har tagits
av personal pa UDS och hanterats enligt djursjukhusets normala rutiner. Analys
av progesteron har utforts av personal pd djursjukhusets laboratorium och sedan
har overblivet serum sparats i frys. Serumprover med en koncentration av pro-
gesteron inom intervallet 2—12 nmol/L har avidentifierats och sparats for analys
av LH.

Witness LH é&r ett snabbtest for pdvisande av LH-peaken. Testet bestar av en del
avsedd for tillsédttning av fyra droppar serum. I ett giltigt tests resultatruta dyker
en kontrollinje och en testlinje upp som kan jimforas med varandra efter 20 mi-
nuter. Om testlinjen dr lika stark eller starkare i intensitet dn kontrollinjen ar testet
positivt for LH-peak. Om kontrollinjen &r starkare dn testlinjen &r testet negativt.

Utover en forsta bedomning av resultaten, genom att titta pa och jimfora testlinjen
med kontrollinjen, fotograferades alla resultat och linjerna jamfordes genom en
farganalys. Fotografierna gjordes forst svartvita med hjilp av ett filter i datorns
fotohanteringsprogram och dérefter gjordes ett utklipp dver de bdda linjerna med
hjilp av datorns skdrmklippverktyg. Bilderna klistrades in i ett program som tog
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ut alla fargnyanser i bilderna och sorterade dessa fran morkast till ljusast. Férg-
koden for den morkaste nyansen i testlinjen jamfordes med fargkoden for den
morkaste nyansen i kontrollinjen. Eftersom bilderna gjorts svartvita var det bara
ljusstyrkan i fargnyanserna som skiljde sig. Ljusstyrkan anges i procentenheter
och skillnaden i antal procentenheter kunde sedan anviandas for att jimfora resul-
taten frén alla test med varandra.

Efter genomford bedomning av resultaten kontrollerades provernas koncentration
av progesteron. Som positiv kontroll anvéndes serum fran kastrerade tikar vilka i
regel har konstant hoga koncentrationer LH eftersom nedregleringen av frisatt-
ningen inte fungerar som vanligt efter att 4ggstockarna tagits bort.

For de 38 insamlade proverna var alla resultat for testet Witness LH negativa.
Detta betyder att LH-peaken inte kunde identifieras. For en del prover var test-
linjen knappt synlig medan den for andra prover var ndstan lika stark som kon-
trollinjen. Darfor gjordes en sammanstéllning 1 form av ett diagram dér varje
punkt i diagrammet motsvarar ett prov. Punktens placering baseras pa provets
koncentration progesteron och skillnaden ljusstyrka i antal procentenheter.

Utifrdn diagrammet kan slutsatsen dras att intervallet for LH-peaken som anvénds
pa UDS idag inte med sédkerhet kan antas motsvara LH-peaken hos samtliga tikar.
Resultaten tyder dven pa att LH-peaken mojligtvis sker vid lagre progesteronkon-
centration &n vi tror.

Sammanfattningsvis kan inga sékra slutsatser dras utifrn studiens resultat. Vidare

forskning med ett storre antal prover behovs for att faststilla tidpunkten for LH-
peaken samt optimal parningsdag hos tik.
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