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Abstract

There is a direct link between increasing milk yield in our dairy breeds SRB and SLB and
some reproductive disorders. Problems linked to fertility are now the main cause of culling in
dairy breeds. Higher levels of production lead to shorter and less detectable heat signs or even
to absence of signs, and in first-parity cows, where the problem is mostly seen, it is associated
with their delayed resumption of ovarian activity after calving. In other words, the importance
of heat detection increases while the resources for so doing become scarcer. An aid to monitor
oestrus detection and perform pregnancy diagnosis is offered by the measurement of P,
(progesterone) concentrations in milk or blood. Therefore, in this study we have tested and
used a portable and easy-to-use instrument for on-farm measurement of P, based on the
ELISA technique. Our experimental herd comprised heifers and first-parity cows of breeds
SRB and SLB (95 animals in total). Since new reproductive technologies such as embryo
transfer (MOET) is widely used globally, we have also made measurements of P, in heifers
used in a standardized MOET program. The instrument showed satisfactory accuracy for
measuring P, in both blood serum, blood plasma and milk, although the degree of accuracy
was lower in milk samples compared to blood. Measuring P, at day 0 of the oestrous cycle
was a good complement to other methods for determining when insemination was to be
performed. Measurements of P, on day O and 20 of the oestrous cycle had a positive
correlation with the pregnancy outcome. There was also a correlation between the expected
progesterone profiles and good embryo quality (morphology). Monitoring P4 on-farm is a
good complement for cow reproductive management.

Keywords: progesterone, on farm, reproduction, dairy cattle, heifer, first parity cows, MOET

Sammanfattning

Det finns en direkt koppling mellan den allt hogre mj6lkavkastningen hos vara mjolkraser
SRB och SLB och vissa reproduktionsstorningar. Posten fruktsamhet &r idag den storsta
utslagsorsaken 1 kokontrollen. Hogre produktionsnivaer leder till kortare och mer
svarupptickta brunster eller t o m till att brunst helt uteblir. Det tar ocksa langre tid for kon att
komma 1 brunst efter kalvning. Allra tydligast ses detta hos gruppen forstakalvare. Vikten av
brunstpassning blir m a o allt storre samtidigt som resurserna att utféra densamma blir allt
knappare. Ett hjdlpmedel vid brunstpassning och dréiktighetsdiagnostik &r métning av
progesteron (P, ) koncentrationer i mjolk och blod. Darfor har vi i denna studie utvérderat och
tillampat ett portabelt och lattanvint instrument baserat pa ELISA teknik for métning on-farm
av P, I var forsoksgrupp har det ingatt kvigor och forstakalvare av raserna SRB och SLB
(sammanlagt 95 djur). Eftersom anvédndningen av nya reproduktionstekniker sasom
embryotransfer (MOET) har stor betydelse i1 ett globalt perspektiv har vi dven gjort P,
métningar pa kvigor som anvénts i ett standardiserat MOET program. Var utvidrdering av
instrumentet har visat att métnoggrannheten ar tillfredstéllande for métning av P, 1 savil
serum, plasma som mjolk. Bést resultat ses pd prover tagna i plasma och serum. Vi har ocksa
sett att mdtning vid dag 0 i brunstcykeln av P, dr ett bra komplement till andra metoder for att
avgora ndr insemination skall utféras. Métningar av P, pé dag 0 och 20 i brunstcykeln har ett
positivt samband med dréktighetsutfallet. Vi fann dven att god embryomorfologi hade en
positiv korrelation med forvantade progesteron profiler. Sammanfattningsvis kan ségas att
reproduktionsstyrning m h a P, mitning erbjuder ett gott komplement till andra hjdlpmedel.



Inledning

Urval av mjolkboskap har under ldng tid fokuserat pa mjolkavkastning dar snabba
avelsframsteg har blivit mdjliga tack vare anvdndning av forfinade och nya
reproduktionstekniker; alltifrdn semin (Al) till embryo transfer (ET) (Scherzer et al., 2008).
Det dar dock idag ett vedertaget faktum att allt hogre mjolkavkastning medfor forsdmrad
formaga till reproduktion hos véra mjolkkor. Parallellt ses dven pdverkan péd hélsa och
djurvilfird 1 storsta allménhet. Exempelvis ses en forsdmring av samtliga nyckeltal som ror
reproduktion; t ex hogre kvot antal inseminationer/draktighet, langre kalvningsintervall och
ett sjunkande fruktsamhetsindex (Hans Gustafsson, pers. medd.). Orsakerna till forsdmrad
fruktsamhet hos hogavkastande kor dr bl a embryonal dod (bade tidig, tom dag 20, och sen,
tom dag 42), forsamrad oocytkvalité, "tysta brunster’, forkortade brunsttider eller i vérsta fall
kor som inte kommer i brunst igen (andstrala) (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Ett
ytterligare bevis for denna trend &r att fertilitetsstorningar (tatt f6ljd av juverhélsa) idag &r den
framsta utslagsorsaken i kokontrollens statistik (Hans Gustafsson, pers. medd.).

Hogre mjolkavkastning &r alltsd inte bara av godo. Att upprétthdlla hog produktion &r forstés
av vikt men var gar grdnsen? Det finns idag ett 6kat medvetande om att denna utveckling inte
ar héllbar pa sikt. Avelsmalet bor dven inkludera mal for hélsa och fruktsamhet, pa liknande
satt som idag sker i de nordiska ldnderna, samt att vikterna for de olika komponenterna
justeras kontinuerligt. Det yttersta malet skall vara att uppnd en mer balanserad syn pa vad
som dr rimligt att begéra av en hogavkastande ko, eller m a o hur man bést kan uppnd en
fortsatt hog produktion samtidigt som djurens hilsa inte asidosétts. Liksom for all verksamhet
som drivs 1 fri konkurrens och med ett vinstgivande syfte finns en praktisk och ekonomisk
verklighet som nédringsidkaren har att rdtta sig efter. Ett bland manga problem i detta
sammanhang ir de negativa konsekvenser som den allt hogre produktionen far for kors
brunstformaga (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Allra tydligast blir detta for gruppen
forstakalvare som diarmed 16per storre risk att bli utslagna i ett tidigt skede.

En bland flertalet metoder som anvénds for upptickt av driktigheter, brunst och
reproduktionsstorningar dr métning av hormonet progesteron (P4) i perifert blod alternativt
mjolk. I denna studie utvédrderas och tillimpas ett nytt och enkelt instrument som kan
anvéindas on-farm for méitning av P4-nivéer i blod (serum och plasma) och mjolk. Studien har
omfattat kvigor och gruppen forstakalvare som inseminerats inom ramen for den vanliga
driften vid Notcenter Viken (Véstra Gotaland) samt dven kvigor som anvinds som givare och
mottagare av embryon, MOET (’Multiple Ovulation and Embryo Transfer’). Beséttningen
karaktériseras av hogt selekterade djur med hog genetisk potential for mjolkavkastning med
likvirdiga forhallanden géllande djurfoder- och skotsel.



Bakgrund

Under en tioarsperiod (1998 — 2008) okade den genomsnittliga mjolkavkastningen i Sverige
for raserna Svenskrdod (SRB) och Svensk Ligland (SLB) frédn ca 8 000 kg ECM till ca 10 000
kg ECM (www.svenskmjolk.com). Under samma period sjonk andelen lyckade
insemineringar (DR% / AI) for SRB fran 47 till 45 och for SLB fran 46 till 43 % (Hans
Gustafsson, pers. medd.). I en stor studie utford i Nebraska, USA mellan 1951 och 1996 sags
en Okning 1 mjolkproduktion frén 4000 till 10 000 kg samtidigt som dréktighetsprocenten
fallit fran 60 till 40 % (Butler, 2000). Det ar ett talande faktum att fodelsetalen for kvigor av
Holstein ras inte har minskat i samma utstrdckning, vilket understryker att fertilitetsstorningar
direkt kan relateras till en 6kad produktion av mj6lk (Rodriguez-Martinez et al., 2008).

Brunstens ldngd dr negativt korrelerad till den dagliga mjolkavkastningen. I en studie av
amerikanska Holstein kor &r den uppmitta brunsttiden vid 30 kg per dag 14 timmar medan
den vid 40 kg faller drastiskt till ca 6 timmar. Vid en produktion pd 60 kg dr den drygt 2
timmar (Lopez et al, 2004). Detta kan vél forklara svarigheter med att fa forstakalvare att bli
driktiga.

Man kan peka pa ett flertal trender inom den moderna mj6lkproduktionen som har en negativ
paverkan pa fruktsamheten hos mjolkraserna. Exempelvis leder en 6kad mj6lkproduktion till
en okad metabolisk stress hos kon, som 1 sin tur leder till en period av negativ energibalans
(NEB) under de forsta 8-12 veckorna i laktationen, vilket sammanfaller med den period dir
den forsta ovulatoriska brunsten skall iakttas och Al genomf6ras for ny dréktighet. Kor i
negativ energibalans far dock en fordrdjd forsta dgglossning efter partus vilket ofta leder till
omlOpning efter semin (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Vid en hullférlust av 1 poédng post-
partum sker ovulationen efter 42 dagar istillet for efter 31 dagar da forlusten ligger mellan 0,5
och 1 hullpodng (pers. medd. Hans Gustafsson). Man har dven visat pé att hogavkastande kor
har lagre halter av bade Ostrogen och progesteron i perifert blod (Wiltbank, 2006). Minskade
nivéer av Ostrogen leder till simre brunst och minskad progesteron till en hogre incidens av
embryoddd. Sammantaget yttrar sig negativ energibalans i ett flertal storningar med
konsekvenser for reproduktion; svaga brunsttecken, dalig oocytkvalité, fler fall av tidig
embryoddd, forkortad follikelfas och andstrus (Rodriguez-Martinez et al., 2008).

Manga studier har gjorts for att komma till rétta med effekterna av NEB 1 syfte att bibehélla
ett lampligt intervall mellan kalvningar. Tyvirr finns det ingen *golden standard’ och avel har
heller inte kunnat rdda bot pa problemet. Det rdder ett negativt samband mellan avelsframsteg
for mjolkavkastning, & ena sidan, och hidlsa och fertilitet & andra sidan. Enligt Rodriguez-
Martinez et al. (2008) uppskattas den negativa korrelationen till 0,2-0,4 vilket tyder pa att det
finns en stor variation mellan djuren. Den ensidiga fokuseringen pd hog avkastning
tillsammans med ett 6kat utnyttjande av sperma fran ett fital tjurar har troligen accentuerat
denna utveckling. Till detta skall ldggas att arvbarheten for de nyckeltal som berdr
reproduktion dr 1ag (< 5 %) (Petersson, 2007). Olikheter i skotsel och rutiner kan dock delvis
forklara den ldga arvbarheten i detta hdnseende. Hursomhelst kan man hoppas att den



variation som existerar bland djuren gor det mgjligt att 6ka mojligheterna for ett béttre riktat
avelsarbete.

Som denna genomgang visat handlar det idag i stort sétt om att halla reproduktionsnivan pa
en godtagbar niva samtidigt som djurhdlsan och mjélkproduktionen ocksa vidmakthalls pd en
hog niva. Uppgiften dr svar men inte omdjlig. Arvbarheten ma vara 1ag for hdlsoparametrarna
(t ex juver-och klovhilsa) liksom for fertilitet men variationen ar stor. Ett 6kat utrymme for
dessa egenskaper inom avelsarbete har m a o forutsittningar att béra frukt.

Som redan belysts dr brunsten ett centralt fenomen inom reproduktion och en forutsittning for
att Al skall lyckas. Vid djurdgarens och —skdtarens brunstobservationer dr de fysiologiska
signaler som djuren visar som ligger till grund for beslut om Al. Ju starkare brunstsymtom
djuren visar desto hogre dr oddsen for att Al gors vid rétt tidpunkt och befruktningen lyckas.

Brunstcykeln hos kor dr vanligen 21 dagar. Cykelns ldngd kan variera ndgot beroende pd hur
manga follikelvigor cykeln innehéller (Larsson et al., 2009). Vanligtvis har en cykel 2-3
follikelvagor. Det forekommer dven att vissa individer har fyra vagor. I dessa fall kan cykeln
komma att uppga till 22-23 dagar. Kvigors brunstcykel dr ofta kortare med en normal lingd
pa 20 dagar. Brunstcykeln avslutas med att progesteronets hdmmande verkan pa
follikeltillvaxt uteblir p g a luteolysen. En dominant follikel kan d& vixa till. Frdn den
vixande follikeln utsondras Ostradiol i 6kande omfattning. Parallellt kommer d4 LH att
frisdttas for att till sist nd en topp. Ungefir 24 timmar efter denna topp sker dgglossningen
fran den dominanta follikeln, eller 10-15 timmar efter brunstens slut (stabrunsten) som i sin
tur varar 7 — 27 timmar. Med andra ord sammanfaller LH toppen ungefdr med stdbrunstens
borjan och ovulationen sker alltsd effer brunstens slut. Den begrinsande faktorn vid
befruktningen &r oocytens korta dverlevnad efter dgglossning (4-8 timmar). Samtidigt krivs
3-6 timmar for spermiens kapacitering. Sammantaget ger detta att bdsta dréktighetsresultat
nds om inseminationen sker strax innan eller ndgra timmar efter brunstens slut (Larsson et al.,
2009). De rutiner man brukar tilldmpa &r att djur som visar brunst pa eftermiddagen och inte
gjort det tidigare, insemineras pafoljande dags formiddag och de djur vars brunst uppticks pa
morgonen insemineras samma dags eftermiddag.

Brunst delas in i for-, hog- och efterbrunst. Totalt spinner forloppet dver 4-5 dagar. Ur
djurdgarens synvinkel dr det de typiska symtom som uppvisas i samband med hdogbrunsten
som &r allra viktigast att vara observant pa, for att uppnéd biasta driktighetsresultat vid Al
Detta stadium, som alltsd varar 7 — 27 timmar, kinnetecknas av svullnad och rodnad av yttre
blygd, oro och rastloshet, en tunn och klar vaginalflytning samt hopp pa andra djur och
stareflex vid andra djurs upphopp. Stireflexen ar den viktigaste signalen. Ett djur som stdr vid
andras pahopp skall semineras. I efterbrunsten ses ibland en blodblandad flytning. Detta ar
speciellt vanligt forekommande hos kvigor. Det forekommer att Al lyckas dven da denna setts
men i regel dr det for sent (René Bage pers. medd.). Daremot ger denna observation visshet
om att djuret har brunstat och dirmed fas en god indikation om tidpunkt f6r hogbrunstens
infallande 1 nésta brunstcykel.

Brunstsignalering péverkas negativt av hog mjolkproduktion och kan ddrmed gora att Al inte
utfors vid ratt tillfalle. D4 Al utforts vid fel tidpunkt, ofta for 1dngt efter dgglossning, blir
resultatet en utebliven befruktning (Bdge et al., 2002). Dessutom kan djuret drabbas av
endometrit i 0 m att den gynsamma paverkan av Ostrogener pad endometriet minskar och



livmodern da blir mer bendgen att inflammeras. Som redan pédpekats dr dalig
brunstsignalering sérskilt vanligt forekommande hos forstakalvare. Denna kategori visar ofta
svaga och korta brunster eller t o m total avsaknad av brunstsymptom. Utover de generella
problemen som hinger ihop med metabolisk stress (NEB) forklaras detta av att dessa djur stér
lagst i rang bland dem som mjolkar (Lucy, 2003, Reksen et al., 2002, Roche et al., 2000).

Nya driftsformer sdsom robotmjdlkning, 6kning i besdttningsstorlek och bristande kapacitet
till passning gor det svart att ha den goda bevakning av brunster som krévs. Som komplement
till djurdgat och traditionella brunstrundor tas diverse tekniska hjilpmedel till hjilp.
Aktivitetsmitare finns i olika utféranden dir den enklaste, podometern, méter antal steg. En
uppfoljare till aktivitetsmitare och ett modernare system levereras av ’Heatime™’
(www.heatime.dk). Den méter ett enskilt djurs alla rorelser och relaterar dem till djurets
normala niva. En annan metod som anvinds &r att mdta hormonet progesteron i cirkulerande
blod eller mjolk. Vanligast dr att mjolkprover skickas till laboratoriet for analys som
uppfoljning 1 det enskilda fallet (t ex en misstinkt cystako). For en mer regelbunden
anvindning, vid exempelvis driktighetskontroll, blir det omsténdigt och kostsamt att behova
skicka proverna. For en mer systematisk anvdndning krdvs troligen att métningen kan ske
“on-farm”.

Ett exempel pa ett avancerat system for mitning av progesteron on-farm dr den danska Herd
Navigator® (www.herdnavigator.com) déar dagliga mjdlkprover tagna i samband med
mjolkning gor det mojligt att f& en individprofil for varje djur avseende négra
nyckelparametrar. Forutom maétning av progesteronhalt (P,) fas data for celltal (LDH),
energibalans (BHB) och proteinbalans (urea). Liknande instrument finns att tillgd i
marknaden, t ex DeLavals Herd Management ALPRO™ (www.delaval.com) m fl. Dessa
system dr dock kostbara och ldmpar sig dérfor bést for stora beséttningar.

Det finns dven enklare instrument for on-farm” métning av P4 avsedda for i huvudsak mindre
besdttningar. Dessa dr utrustade med en manuell ELISA ldsare for mitning av P4 i blod
(serum/plasma) och mjolk. Ett exempel pa ett sidant instrument dr “eProCheck®800”
(Minitiib, Tiefenbach, Tyskland, www.minitube.de).

I mjolkbesittningar gors driktighetsundersokning pé dag 50 efter semin av de djur som inte
visat brunst efter Al. Ett annat och indirekt sitt att gora dréktighetsdiagnostik dr att méta P,.
Metoden krdver dock att fordndringar 1 P4 f0ljs med flera provtagningar. I
reproduktionssammanhang anvinds Ps-métningar framst till att;

- faststélla tidpunkt for Ostrus (1ag P4) och didrmed ritt tidpunkt for Al,

- att gora tidig dréktighetsdiagnostik i de fall djuren inte visar brunst 21-24 dygn efter

Al,
- samt for uppfoljning av ett enskilt djur rérande exempelvis cyklicitet.

Det aterstar dock att undersoka om métning av P, med dessa portabla, enklare ELISA matare
kan anvédndas och i sddana fall pd vilken typ av prov; mjolk, blodplasma eller blodserum.
Mjolk anses enklast att samla men utesluter kvigorna. Bade blodplasma och —serum kréver
centrifugering men kan dock anvéndas pd alla djurkategorier. Vid serumsamling okar risken
for hemolys och dessutom tar det lite langre tid innan analys kan goras. Ddrmed dr det
motiverat att undersdka om instrumentet kan analysera de olika provslagen (plasma, serum



eller mj6lk) med samma resultat samt om instrumentet &r stabilt under analysdagen (intra-
assay) och Over tiden (inter-assay). I en intra-assay gors ett flertal métningar i samma
testcykel pd ett och samma prov. Vid en inter-assay gors testet pA samma prov men vid olika
miittillfallen.

Embryotransfer (ET) 4r en av flera ’ARTs’ (’Assisted Reproductive Technologies’) som
anvinds for att 0ka antalet avkommor fran ett enskilt moderdjur och ddrmed uppné kortare
generationsintervall och en snabbare spridning av det genetiska materialet pd modersidan
(Galli & Lazzari, 2008). I ett rutinméssigt ET-system hormonbehandlas de kvigor som
anvinds som givare och mottagare av embryon. Givardjuren behandlas for follikeltillvixt och
superovulation (ddrmed kallas systemet for MOET d v s Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) medan mottagardjuren synkroniseras for brunst och, i mdjligaste mén, faststéllande
av exakt tidpunkt for brunst. Harmed vill man uppnd att embryots alder motsvarar
mottagardjurens cykeldag. En asynkroni dverstigande 24 timmar mellan embryots alder och
mottagardjurets cykeldag kan leda till att embryot inte elongeras och dirmed misslyckas i sin
signalering till mottagardjuret vilket leder till embryots dod (Pope, 1988). Infor inldggningen
av embryo hos mottagardjuret gors det dessutom en klinisk undersokning for att bestimma
djurets lamplighet som mottagare.

Malet med hormonbehandling (FSH och LH) av givardjuret &r att fi sd manga folliklar som
mojligt att vixa till den tidpunkt da ovulationerna induceras med prostaglandin F,, (PGF»,)
och som gor det mojligt att befrukta flera oocyter med tva Al under samma dag, tva dagar
efter PGF,,. Det genomsnittliga antalet embryon som spolas ut livmodern Sju dagar senare
uppgér hos savil kor som kvigor till 4,2 embryon (Larsson et al., 2009). Fler embryon erhélls
fran kor @n kvigor. Variationen &r dock stor. Anledningen till detta anses hinga samman med
var i follikelfasen som behandling med FSH och LH sker. I mesta mdjliga mén vill man att
behandlingen sitts in tidigt i en ny follikelvags borjan. Da utveckling redan skett mot en
dominerande follikel kommer FSH att pdskynda denna och ddrmed undertrycks utvecklingen
av ytterligare follikeltillvaxt. I praktiken dr detta svart att styra men man har i1 forsok testat att
ge Ostradiol pa dag 4 i brunstcykeln parallellt med att vaginal progesteronpump satts in fran
denna dag till att PGF,, ges (i ett sk modifierat behandlingsschema) (Larsson et al., 2009).
Syftet dr att avbryta den forsta follikelvagen for att ddrmed béttre kunna tajma inséttandet av
FSH i forhallande till kommande follikelvag. Resultaten med ett sddant schema har varit
lovande.

Embryonas utvecklingsstadium och kvalité bedoms vanligtvis i mikroskop efter spolning.
Indelning 1 fyra olika kvalitetsgrupper gors efter faststdllda normer, ddr ql 4ar den bésta
kvalittn och g4 den sdmsta (Stringfellow et al., 1998). Faktorer som paverkar
kvalitetsbedomningen &r cellfdrg, form, cellmassans utseende, forekomst av eventuella
vakuoler samt doda eller degenererade celler. Vidare klassificeras embryona beroende pa
antal celldelningar, m a o utvecklingsstadium, dér de bést utvecklade embryona bendmns S7
och de minst utvecklade S1. Vid S4 gér gransen for kompakt morula (ca 150 — 200 celler).
Om dgget dr klidckt finns dessutom beteckningarna S8 och 9. Hogsta kvalité (ql) och
utvecklingsstadium S4 t o m 7 krdvs for frysning (Johanna Geust pers. medd.,
www.IETS.org). For farsk inldggning krévs, pd samma sétt som vid frysning, en kompakt
morula och utdver ql kan dven q2 och 3 kan anvindas.



I Sverige tillimpas embryodverforing som reproduktionsteknik i liten skala (c:a 2000 ET).
Exempelvis samlas vid Notcenter Viken totalt 1 200 — 1 800 embryon arligen. P& senare tid
har dock takten ddmpats - idag spolas ca 400 djur per ar istéllet for som tidigare drygt 1 000
(Johanna Geust pers. medd.). Som jimforelse kan ndmnas att det i Europa under ar 2006
gjordes 16995 spolningar som totalt gav upphov till 96581 &verforingsbara embryon
(www.IETS.org). Upp till 85287 ildggningar gjordes (varav 36000 farska och ca 49000 frys-
tinade embryon). Europa stir for c:a 13% av virldens ET’s, som ar 2006 uppgick till ET av
over 600000 in vivo producerade- och mer @n 265000 in vitro producerade embryon. Néstan
hélften av dessa ET’s gors i Sydamerika (6ver 48%).

Vid MOET har man sett forekomster av ldgre driktighetsprocent bland mottagardjur samt
reproduktionsstorningar i form av t ex hdgre bendgenhet att utveckla cystor (givardjur)
(Larsson et al., 2009). Varfor dessa patologier etableras vid MOET dar fortfarande oként. Det
hénger troligen samman med de hormonbehandlingar som gors infor superovuleringen samt
dven att otillracklig preparering med progesteron av dggledare och livmoderepitel kan leda
till att embryokvalitén forsdmras. I Linares et al. studie (1982) visades att kvigor som hade
lagre eller ojamnt cirkulerande nivéer av progesteron under de forsta sju dagarna efter semin
hade simre embryonkvalitet. P4 mottagarsidan i sin tur kan dd djuren vara ’ur fas’ i
forhallande till embryodverforingen och dédrmed, som tidigare ndmnts, fas inte ett korrekt
gensvar for embryoelongeringen. Det senare dr centralt for att embryot skall kunna signalera
sin ndrvaro till modern (den s k Maternal Recognition of Pregnancy). Darfor dr det av intresse
att relatera embryokvalité (dess morfologi) till P4 nivaer vid embryospolning samt P4 nivaer
hos mottagardjur vid inldggningen och driktighetsutfallet.

Fragan man kan stilla sig 4r om anvdndning av portabla ELISA métare, t ex eProCheck®800,
kan vara till gagn for att bedoma om (a) insemination skett vid rétt tillfdlle (d v s 14gt P4 vid
brunst), (b) om dréktighet kan férutses m h a viarden for dag 0 och dag 20 efter utférd semin
och (c) om utebliven/eller bekriftad draktighet kan konstateras pa dag 20 med ledning av de
virden som foreligger da och de som forelag vid dag 0 och dag 7 sa att man vet om en ny
brunst skall forvéntas eller ej for att dirmed kunna anpassa behovet av en intensivare manuell
brunstpassning.

Denna studie syftade till att testa anvindningen av ett sddant instrument hos kvigor och forsta
kalvare med hog mjolkavkastningspotential inom en och samma beséttning (Notcenter Viken)
for att bedoma utfallet av konventionell utférda Als och MOET. Studien avsag att dels:
1) validera detta instruments tillforlitlighet (via intra- och inter-assays samt testning av
olika prov; blodplasma, serum eller mjolk tagna vid samma tidpunkt)
dels,
2) undersoka dess tillimpbarhet for att styra och bedoma
a. konventionell reproduktion (AI) och
b. embryokvalité och ritt tidpunkt for embryotransfer hos mottagardjur

Studien dmnade besvara foljande fragor:
- finns det skillnader i P4 niver mellan mjolk, serum eller plasma taget frdn samma
djur vid samma tillfélle?
- 1 vilken utstriackning dterspeglas lagt progesteron (P4) vid dag 0 i driktighet?
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- ar l4gt P4 vid dag 0 i kombination med hogt vid dag 20 liktydigt med driktighet?

- dr ett hogt P4 vérde vid dag 20 liktydigt med dréktighet, sensitivitet, och 1 hur minga
fall ar P4 serum hog utan att dréktighet dgt rum, specificitet?

- betyder ett lagt P4 virde dag 20 eller lagre virde dag 20 &n dag 7 att inseminationen
inte resulterat i draktighet?

- finns det ndgon samband mellan embryokvalité och P4 nivder hos givardjur vid
insemination? (d v s &terspeglas ldga P4 virden i hogre andel embryon med god
morfologi och firre med délig?)

- finns det ndgon samband mellan P4 vdrden vid brunstsynkroniseringen och vid
embryodverforing och driktighet hos mottagardjur?

Material & metoder

Notcenter Viken

Notcenter Viken (Viken fortsdttningsvis) ar beldget utanfor Falkoping och égs till 2/3 av
Lantménnen och 1/3 av Viking Genetics. Viken drivs i forskningssyfte med ett omfattande
avelsarbete som inkluderar anvidndning av moderna reproduktionstekniker med t ex
embryosamling och MOET. Likasd pagar foderforsok i stor skala (www.notcenterviken.se).

For att hitta moderdjur med bésta mdjliga lamplighet som avelsdjur testas och tavlar ca 200
moderdjur mot varandra samtidigt. De bestar till hdlften av raserna SLB och SRB . De mest
lampade djuren viljs ut och anvinds som tjurmddrar, till rekrytering av nya testdjur samt som
elitdonatorer av embryon.

Viken jobbar med nétverksbeséttningar ute i landet. Dessa far tillgang till embryon av
elitkvigor till rabatterat pris. I gengéld har Viking Genetics forkopsritt till tjurkalvarna och
Viken till kvigkalvarna fodda ute pad gérdarna.

Rekrytering av kvigor sker dels internt (ca 35 %) och dels genom ink&p frén gérdar runt om i
Sverige. De inkopta djuren kommer till Viken vid 10 ménaders &lder efter noggrann kontroll
av avelsegenskaper och DNA tester for pavisande av eventuella genetiska defekter. Frdn och
med 14 ménaders alder spolas dessa djur for embryon, en eller maximalt tvd ganger. Dérefter
insemineras de for egen dréktighet. For de djur som stannar kvar pd Viken sker en ny
individprovning efter den forsta laktationen. De bésta djuren, sk elitkor, spolas pd nytt efter
andra laktationen. Ovriga djur kan komma att ingd i Lantmiinnens foderforsdk. Efter avslutad
andra laktation har uppfodaren aterkdpsritt av sitt djur.

Djurhallning och drift

Alla djur pd Viken gar i 16sdrift med undantag f6r ET djuren, som temporért vistas uppbundna
1 ett separat stall, i avvaktan pa spolning av givardjur respektive inldggning av mottagardjur.
Mjolkning sker manuellt i ett roterande system tre ganger per dygn (0500, 1300 och 2000).
Djuren har inte tillgdng till rasthagar men gar daremot pd bete under sommaren. Viken
anstiller ca 20 heltider. Tre av de anstéllda ar utbildade semindrer. Darutover anstéller garden
en veterindr. Efter att kvigorna spolats semineras de. Dérefter flyttas de till den kalla
16sdriften med de andra kvigorna. Frivillig véntetid efter kalvning dr 50 dagar.
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Denna studie hade tva olika delar.

I delstudie 1 var syftet att validera eProCheck®800 som métinstrument for progesteron (P4)
‘on-farm’. Valideringen inkluderade upprepad métning av samma prover —intra- och inter-
assays (d v s under samma dag och med ett visst antal dagars mellanrum) och jamforelse av
blodplasma, blodserum och &ven mjolk (géller forstakalvare) pa prover tagna pad samma djur
vid samma tillfélle.

I delstudie 2 har man tittat pa tillimpningen av instrumentet pa djur, for det forsta, inom
ramen for den konventionella Al verksamheten och for det andra pa givar- och mottagardjur
av embryon (MOET).

Tillstand att utfora studien &r beviljat av Goteborgs djuretiska ndmnd (diarienummer 123-
2008).

Provtagningen gjordes frin mitten av mars tom slutet av maj 2009. Resultat fran den sista
draktighetsundersokningen vid dag 50 foreldg i mitten av juli. Brunst kontrolleras dagligen
genom att djur som gett utslag pa aktivitetsmatningen (ALPRO DeLaval) kontrolleras extra
noga vid brunstrundan. Dérefter sammanfattas intrycken fran brunstrundan med resultaten
fran aktivitetsmétningen 1 brunstintensitet och varje djur gavs en poéng i en 8-gradig skala 1
enlighet med Sveas brunstindex; 1) mycket svag, 2) svag, 3) tydlig, 4) stark, 5) mycket tydlig,
6) tveksam, 7) blodflytning forenligt med metdstrus, 8) ej 1 Ostrus. P4 denna basis fattades
beslut om vilka djur som var aktuella for insemination.

Bland de djur som inseminerats kom de som var endera kvigor eller forstakalvare
(fortséttningsvis bendmns fOrstakalvare K1) under provtagningsperioden att ingd i
forsoksgruppen. Totalt uppgick antalet djur till 96 varav kompletta mitresultat foreligger for
91 av dem. Dag for insemination bendmndes dag 0 (skall motsvara dag for hogbrunst enligt
de metoder som tillimpas pd Viken). Intravends blodprovstagning gjordes av dessa djur via
svansvenen (v. coccygeae), ett for serum (serumror) och ett for plasma (heparin- eller EDTA
1or). For K1 togs dven mjolkprover. Blodserum och -plasma sogs ut, flyttades till rena plastror
och frystes 1 -20°C. Ingen faststilld tidpunkt anvéndes for provtagningen men som regel
skedde den mellan den forsta och andra mjolkningen, vanligen vid 11-tiden péd formiddagen.
Denna procedur upprepades sedan for varje pabdrjat djur pa dag 7 och dag 20 vid ungefar
samma tid pa dygnet.

Proverna analyserades for koncentrationen av progesteron (P4) m h a eProCheck®800
(Minitiib, Tiefenbach, Tyskland) som &dr en ELISA test ldsare (se avsnittet mitning av
progesteron i eProCheck®800’). Emedan plasma eller serum proverna analyserades efter
upptining eller som férska prov analyserades mjolkproverna alltid farska (se dven hantering
av prover).
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Pa dag 50 gjordes driktighetsundersdkning av en extern erfaren djurtekniker av de djur som
inte visat brunst.

Pé Viken finns ca 1 000 djur. Kvigorna hélls separat i en for &ndamalet nybyggd kall 16sdrift.
Korna ér i huvudsak uppdelade i tvéd grupper, en for SLB och en for SRB ras, med vardera ca
200 djur. Kor i alla laktationsstadier ingér i dessa grupper.

Totalt ingick 91 djur i studien, varav 51 (56%) var kvigor och 40 (44%) var K1. Fyrtiotva

(42) av djuren var av rasen SRB (26 kvigor, 16 K1) och 6vriga 49 av rasen SLB (25 kvigor,
24 K1), (se tabell 1).

Tabell 1 — forsoksgruppen fordelat pa djurkategori (kvigor och K1) samt ras

Ras / kvigor, K1 SLB SRB Totalt
Kvigor 25 26 51
K1 24 16 40
Totalt 49 42 91

SLB: Svensk lédglandras, SRB: Svensk rodras, K1: forsta kalvare

Tabell 1 omfattar de djur dér kompletta métresultat forelag (P4 i serum, plasma for bade
kvigor och K1 samt dven mjolk for K1 {or alla méttillfallen — dag 0, 7 och 20). Hértill tillkom
miétresultat for ytterligare 5 djur med ofullstindiga maétserier men dér de resultat som fanns
kunnat anvéndas i parprovsanalyserna.

Av de 91 djur som ingick i studien blev 48 driktiga. Bland kvigorna blev resultatet 27
draktigheter och 1 K1-gruppen var det 21. Fér bade grupperna resulterade inseminationerna i
drygt 50 % driktigheter.

Aktuella givar- och mottagardjur stallades upp i det s k ET — stallet dér de fick std bundna tills
procedurerna avslutades. Behandling av givardjuren, bade kor och kvigor, pabdrjades 8-12
dagar efter hogbrunst och pagick i fem dagar. FSH och LH (Pluset®) gavs tva ganger
dagligen under fyra dagar. Den fjirde dagen gavs dven PGF,, analog (Estrumat®) och
avslutningsvis pa dag fem gavs GnRH (Receptal®). Mottagardjuren brunstsynkroniserades
med PGF,, analog vid tva tillfdllen med 11 dagars mellanrum.

Vid behandlingens slut kontrollerades djuren for brunsttecken och gavs en brunstindexpoéing i
likhet med 6vriga djur infor insemination (se provtagning on farm av Al — djur).

For givardjuren var de typiska tecken sdsom svullnad, slemhinnans farg, flytningar och
rastloshet man tittade efter. Om djuret bedémdes i brunst inseminerades det vid tva tillfillen
samma dag, en gdng pd morgonen och en gang pé eftermiddagen. Sju dagar senare spolades
djuren for embryosamling. Endast embryon av hogsta kvalité (ql, s4-7) sparades. Dessa
frystes for 1 huvudsak forséljning men inléggning av egna djur forekom ocksa.
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Aktuella djur for inldggning var alla kvigor som inte kvalat in bland elitkvigorna.
Mottagardjuren synkroniserades och vid behandlingens slut ansags brunsten infalla. En
brunstbeddmning gjordes for att om mojligt avgdra ndr hogbrunsten infallit. For kvigorna
anses det extra vardefullt och gingbart att vara observant pd blodiga flytningar (brunstindex
7). I de fall man hade denna observation skedde inldggningen av embryo sex dagar senare. |
andra fall skedde inldggningen i regel sju dagar senare (oftast brunstindex 6). Fore
inldggningen hade djuren undersokts trans-rektalt for framforallt faststillande av
gulkroppsstatus och — placering men &ven med avseende pa kliniska fynd som har betydelse
for inldggningen. Sddana fynd kan t ex vara forekomst av cystor och livmoderinflammation.
Direfter fattas beslut om vilka djur som kan vara ldmpliga for inldggning. For det mesta var
det inkdpta embryon som anvéndes.

Givardjuren (n=11) samlades pa blod via svansvenen forst pd inseminationsdagen (dag 0), 1
regel fore den fOrsta inseminationen, och sedan pa spolningsdagen innan spolning (dag 7). P4
koncentrationen mittes sedan i plasma antingen férskt eller efter uptining

Mottagardjuren (n= 13) samlades pé blod tva dagar efter avslutat behandlingsschema da detta
anses sammanfalla med hogbrunsten (dag 0) och sedan i samband med inldggningen (dag 7).
Dag 7 har i verkligheten infallit 8-11 dagar efter dag 0. P4 samma sitt som for givardjuren har
plasma koncentrationen for P4 analyserats férskt eller efter upptining. Dag 7 faststélldes efter
brunstobservation dir blodiga flytningar (metdstral blodning) givit den sdkraste uppgiften om
tidpunkt for hogbrunst.

Proverna togs i stall for respektive djur. For blodprover anvindes Venosafe vakuumror
(Vacutainer, Mi, USA) och for mjolkprover vanligt samlingsror. Innan samling av mjolk
mjolkades kon ur pé ndgra strélar. Roren (serum, plasma och mjolk) mérktes med datum,
tidpunkt, individnummer samt stallplats. Till serum anvéndes serumrér (Venosafe™ Clot
Activator). Serumror fick sta i kylskép (+4°C) i ca 30 min, d v s den tid som rekommenderas
for att aktivering av koagulationsfaktorer skall ske, varpa de centrifugerades i 10 min pa 3 000
rpm. For plasmaprover anvindes K2-EDTA- eller heparinrdr. Aven dessa centrifugerades i 10
min pd 3 000 rpm. Efter centrifugering skordades serum respektive plasman via pipettering
och flyttades till ett rent plastrér (samma slags ror som anvéndes till mjolkproverna) som
identifierades, stdngdes och lagrades i -20°C. Analysen med eProCheck®800 skedde endera
omedelbart eller efter uptining i rumstemperatur.

Mjolkproverna analyserades i mojligaste man omgéende efter samling. Dé detta ej var mojligt

forvarades provet i kylskdp i maximalt fyra timmar. Innan koérning i eProCheck®800
skakades roret kraftigt under ca 10 sekunder.
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Matning av progesteron i eProCheck®800

Mitning av progesteron koncentrationen (P4) utfordes m h a eProCheck®800 som &r ett
nyligen framtaget instrument for féltbruk for ldsning / métning av P4 i blod och mjolk av
firman Minitiib GmbH (Tiefenbach, Tyskland). Tekniken baseras pa ett ELISA test.
Provmaterial tillsdtts brunnar for analys 1 instrumentet. Brunnarna levereras
vakuumforpackade i styckvisa "plastrack’ om 12 rader a 8 brunnar. D4 en testserie ska koras
bryts en rad av frén racket. Man har da atta brunnar som sitter ihop till vilka en viss méngd
serum, plasma eller mjolk kan tillsdttas. Sju prover kan koras samtidigt, ett prov dr kontroll.
En testserie tar ca 20 min att kora i instrumentet. Varje brunn innehéller en reagens som vid
tillsats av provméngd ger ett firgomslag som varierar i styrka beroende pa mingden
progesterone i det tillsatta provet. For blodplasma och -serum pipetterades vardera 15 uL och
for mjolk 20 uL till respektive brunn i raden som ddrefter matades in i1 instrumentet.
Individnummer matas in for vardera prov (1-7). Efter avslutad test ges nivan av P4 i en
sexgradig skala for vart och ett av proverna. I displayen ses en till sex kuber pa raden for
respektive provnummer (individnummer) dér 1-2 bedoms som 14g, 3-4 medel och 5-6 som
hog niva. Dessa data sparas sedan i maskinens minne. 1-2 dr forenligt med laga nivéer av P4
(6strus) medan 5-6 dr hoga (lutealfas eller driktighet). Enligt tillverkaren motsvarar nivderna
1-6 foljande koncentrationer P4 (nM/L); 1: 0-1,3, 2: 1,4-3,0, 3: 3,1-4,5, 4: 4,6-7,5, 5: 7,6-9,9,
6: > 10.

Statistika metoder

Data som berdr djurens identitet sdsom alder, ras etc. har hdmtats frdn Notcenter Vikens
databas ’Vikendata’ och har inte analyserats statistiskt. Progesterondata redovisas kategoriskt
(1-6) och analyserats m h a SAS programvara for Windows , version 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Korrelationen mellan de parade blodplasma/serum alternativt
mjolkproverna har berdknats med Spearmans rangkorrelation (korrelationen ’r’ kan variera
frén -1 — (+)1 dér vérdet +1 uttrycker ett maximalt positivt samband och 0 att inget samband
finns). Signifikanstester av de skattade korrelationerna avser skillnaden fran 0. Dértill har
overensstimmelse mellan parallellprover, grupperade enligt ldg/medel/hdg, analyserats med
X2-test. Mdtnoggrannheten i assay-proverna har berdknats med variationskoefficienten (CV),
dér P < 0,05 ansdgs signifikant (= hog métnoggrannhet).

Resultat

Delstudie 1: Validering av eProCheck®800

En direkt kontroll av eProCheck®800 tillforlitlighet av métresultat gjordes pa tva sitt;

1. dels genom att prov frin respektive serum, plasma och mjolk frdn samma djur
upprepats i samma testserie pa bade farska (n= 3) och frysta prov (n=4) under en och
samma dag, s k ’intra-assay’ (n=7),

2. dels genom att prov fran ett och samma djur, ett for vardera serum och plasma,
analyseras med en veckas mellanrum under totalt sex veckor, s k ’inter-assay .
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Likasé testades om olika prov (blodplasma, -serum och mjolk) kunde testas for P4 niva med
samma tillforlitlighet, genom att jamfora P4 nivder i blodplasma och -serum och mjolk tagna

fran samma djur vid samma provtagningstillfallet, har bendmnt “parprov”.

Tabell 2 — intra-assay av fdrska prov for respektive serum (dag 0), plasma (dag 20) och mjolk (dag 7)

Serie A-dag 0 B —dag20 C—dag7
Provslag Serum (15uL) Plasma (15uL) M;jolk (20uL)
(volym uL)

Observation / 1ag-

mellan-hog (1-6)
1 Lag (1) Medel (4) Hog (5)
2 Lag (1) Medel (4) Hog (5)
3 Lag (1) Medel (4) Hog (5)
4 Lag (1) Hog (5) Hog (5)
5 Lag (1) Medel (4) Hog (6)
6 Medel (3) Hog (6)
7 Medel (4) Hog (6)
8 Medel (4)
9 Medel (3)
10 Medel (4)

[ Cv/(CV numerisk) < 5% (< 5%) | 15% (15%) | < 5% (10%)

Avsikten med en intra-assay dr att faststilla om instrumentet kan méta samma prov och ge
samma resultat varje gdng nér proverna kors vid ett och samma tillfdlle (under analysdagen
exempelvis). I tabell 2 visas resultaten dd samma prov pé farskt provmaterial (blodplasma,
blodserum eller mjolk) korts vid samma tillfdlle. eProCheck®800 gav nivan P4 1 en sexgradig
skala (1-6) dér 1-2 klassas som lag, 3-4 medium och 5-6 hog. Variationskoefficienten (CV)
har berdknats for 1ag, medel och hog samt inom parentes i tabellen for det numeriska vérdet 1-
6. Som ses 1 tabellen finns det bara ett avvikande virde matt i skalan ’14g, medel och hog’; av
10 observationer for plasma i serie B ger 9 observationer medel vérde och en ett hogt vérde

(obs. 4).
Tabell 3 — intra-assay av frysta prover pd djur provtagna pd dag 0 och 20 for respektive plasma och
serum
Serie D—dag 0 E—dag 0 F—dag 20 G —dag 20
Provslag Plasma Serum Plasma Serum
(5ul)
Observation / 1ag-
mellan-hog (1-6)
1 Hog (5) Medel (4) Hog (6) Hog (6)
2 Hog (5) Hog (5) Hog (6) Hog (6)
3 Hog (5) Medel (4) Hog (6) Hog (6)
4 Hog (6) Hog (5) Hog (6) Hog (6)
5 Hog (5) Medel (4) Hog (6) Hog (6)
6 Hog (5) Medel (4) Hog (6) Hog (6)
7 Medel (4) Hog (5) Hog (6) Hog (6)
[ CVACV numerisk) | 13,2% (11,5%) | 22% (12,1%) | <5%(<5%) | <5%(<5%) |
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I tabell 3 ses P4 vérden pa upptinade prover. Serierna D och E hade varit frysta i en méinad
och F och G i tva. I likhet med farska prover dr samstimmigheten god vid hog koncentration
av P4 men sdmre d4 mitvdrdena pendlar mellan medel och hog registrering. Detta géller
sarskilt serie E. Medelviardet for den sistndmnda serien &r 4,42. Viérdet tycks m a o befinna sig
pa gransen mellan medel och hog varfor CV for det numeriska virdet skulle kunna vara mer
tillampbart for denna serie. Med detta synsitt sdgs god Overensstimmelse mellan de serier
som analyserats for farska och frysta prover. Ett CV lidgre dn 0,05 ar signifikant och
motsvarar en hdg mitnoggrannhet. Bésta mitnoggrannheten sags i serier som endera var
tydligt ldga eller hoga. For dvriga serier varierar CV mellan 11,5 % och 15 % rdknat pé
numeriskt virde 1-6. Man kan m a o konstatera att métnoggrannheten ar ungefar tre ganger
hogre for virden som endera var tydligt laga eller hdga for P4,

Avsikten med denna test ér att se om instrumentet kan bedoma samma P, koncentration pa ett
och samma prov som analyseras med flera dagars intervall (och dessutom efter upprepad
frysning och tining). Analyserna gjordes med en veckas intervall under en period av sex
veckor. En kontroll for vardera blodplasma och -serum gjordes. For blodplasma var
utgéngsvirdet hogt medan det var lagt for serum.

Tabell 4 — inter-assay d v s ett och samma prov som vid forsta tillfillet analyserats firskt och ddrefter
med en veckas mellanrum efter frysning och tining

Serie H-dag 0 I1—dag 0 J—dag 0 (utan
observation 4)
Provslag Plasma Serum Serum
(15 uLl)

Observation / lag-
mellan-hog (1-6)

1 Hog (6) Lag (1) Lag (1)
2 Hog (6) Lag (1) Lag (1)
3 Hog (6) Lag (2) Lag (2)
4 Hog (6) Medel (4)
5 Hog (6) Lag (2) Lag (2)
6 Hog (6) Lag (1) Lag (1)
7 Hog (5) Lag (1) Lag (1)
[ CV/CV numerisk) <5%(6,5%) | 33,1%(65%) | <5%(38,7%) |

I serie I (serum) avviker observation 4 med att vara medelhdg fran en serie med annars enbart
laga viarden. CV blir da 33,1%. I serie J har CV virdet berdknats utan observation 4.

Som framgatt frin intra- och inter-assay testerna si var overensstimmelsen mellan samma
prov pa béde farskt och fryst material till 6vervigande del god. I B och E fas ett sdmre resultat
som sitts i samband med ett antagande om mindre marginal da P4 koncentrationen lag pa
gransen mellan medel och hog. For serie I verkar det rimligt att anta att det avvikande vérdet i
observation 4 beror pa ett tekniskt problem.

Sammantaget ger detta att d& nivaerna lag till hog beaktas s& har fem av de nio serier som

korts ett CV < 0,05. I serier B, D och E é&r detta viarde mellan 13,2 och 22 % och
sammanfaller med numeriska védrden som ligger pa medel till hogt virde (3 till 6). Serie I har
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berdknats med och utan observation 4 da denna avviker med att vara medel i en serie med i
ovrigt 1dga virden.

I tabell 5 ses en sammanstéllning pé det underlag som finns for analys av parprover. Syftet
med parproverna ér att titta pd Gverensstimmelse av den uppmatta halten P4 i serum, plasma
och mjolk pa prover tagna pé en viss individ vid samma tillfdlle. Hirmed fis ett indirekt méatt
pa sikerheten 1 métningarna med eProCheck®800 oavsett prov som testats. Andelen medel
virden for plasma och serum dr densamma (15%) medan andelen hog koncentration &r 65%
(182 prover, n=280) for serum och 60% for plasma (160, n=269). Foljaktligen dr andelen
virden med lag P4 ca 5 % hogre for plasma.

Tabell 5 — antal P4 analyser fordelat pa serum, plasma och mjolk och utfall mdtt som hog, medel och
ldg

Provtyp/niva Py Hog (%) Medel (%) Ldg (%) Total
plasma 160 (59,5%) 39 (14,5%) 70 (26%) 269
serum 182 (65%) 43 (15%) 55 (20%) 280
M;jolk 35 (35%) 23 (23%) 42 (42%) 100

I parproverna i tabell 6 har vi jamfort serum och plasma for prov tagna vid samma tillfélle pa
samma individ.

Tabell 6 — jimforelse av P4 i serum och plasma for prov tagna pa samma individ vid samma tillfille

Serum/ hog medel ldg Total Serum=plasma(%) sign. samband
Plasma
Hog 152 24 3 179 152 (85%) x2-test: p<0,001
Medel 5 11 25 41 11 (27%) Spearman rang-
Lag 1 4 42 47 42 (89%) korrelation:
Total 267 205 (77%) 1s=+0,86; p<0,001

Upp till 77 % av provresultaten &r samstdmmiga. Cirka 22 % avviker med ett steg medan 1%
har en avvikelse som &dr tvd steg (hog-lag, lag-hog). Som vintat dr det minst
overensstimmelse bland medelvirdena. Detta bekréftar den bild som sigs i resultaten for
intra-assay serier B och E.

Som framgar av tabellerna 7 och 8 dir respektive P4 i serum och plasma jamfors med dem i
mjolk vid provtagning av samma individ vid samma tillfille s& var den totala
overensstimmelsen lagre (59 % respektive 65 %) dn de 77 % som sags vid serum och plasma
jamforelsen (Spearman rangkorrelation, rs, 0,69 respektive 0,77 jamfort med serum — plasma
0,86). For laga virden var resultaten jamforbara medan det var en lagre andel parprov med
overensstimmande resultat vid de hoga och en dn mer spridd bild ses for medel véarden.
Signifikansen 1 de funna vérdena var hog och ett tydligt positivt samband (Spearman
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rangkorrelation) rader mellan de parade proverna; serum — plasma: +0,86, serum — mjolk:
+0,69, plasma — mjolk: +0,77.

Tabell 7 — jimforelse av P4 i serum och mjélk for prov tagna pd samma individ vid samma tillfdlle

Serum/ Mjolk | hog — medel ldg Total Serum=mjolk(%) sign. samband
Hog 37 18 8 63 37 (59%) x2-test: p<0,001
Medel 0 1 12 13 1 (8%) Spearman rang-
Lag 0 4 22 26 22 (85%) korrelation:
Total 102 60 (59%) 1s==10,69; p<0,001

Tabell 8 — jimforelse av P4 i plasma och mjélk for prov tagna pd samma individ vid samma tillfdlle

Serum/ Mjolk | hog — medel ldg Total Plasma=mjolk(%) sign. samband
Hog 32 18 7 57 32 (56%) x2-test: p<0,001
Medel 2 5 5 12 5(42%) Spearman rang-
Lag 1 3 30 34 30 (88%) korrelation:
Total 103 67 (65%) rs=+0,77; p<0,001

Vid dag 20 var samstdmmigheten av parproverna for hdga vdrden P4 i serum — plasma
jamforelsen betydligt hogre én vid dag 7; 85 respektive 27 %. Parprov av mjolk med béade
plasma och serum har motsvarande dverensstimmelse som de med serum och plasma pa dag
20; for mjolk - plasma i 20 fall av 26 (77 %) och for mjolk - serum i 23 fall av 29 (79 %).
Detsamma gillde dag 0. Det kan darfor vara intressant att se hur det ser ut om man tar bort
dag 7 (lutealfas i teorin). I tabell 9 redovisas Overensstimmelse for de olika provpar for dag
20 och 0. Hog — hog for dag 0 forekom i begrénsad utstrickning och redovisas dérfor inte.

Tabell 9 — 6verensstimmelse vid dag 20 respektive dag 0 for de olika parproverna (inom parantes
anges det totala antalet observationer som finns for de parade proverna vid respektive niva och
provdag, exempelvis finns det 72 observationer vid dag 20 med hég serum, i 64 av dessa fall var nivdn
dven hog i plasma)

Provkategori/ % lika serum - plasma mjolk - plasma mjolk - serum
provsvar (antal prov
detta slag)
Hog - hog, dag 20 89% (72) 77% (26) 79% (29)
Lag — lag, dag 20 88% (8) 83% (6) 100% (4)
Lag —lag, dag 0 94% (35) 88% (25) 83% (18)

Vid denna jimforelse ses for serum — plasma en samstimmighet pa ca 90 %. Detta ska
jdmforas med de 77 % som gédllde for hela provmaterialet. Plasma/serum — mjolk d& de vigs
samman Overensstimmer till dryga 80 % som kan jimforas med 59 och 65%, respektive. I
bada fallen sdgs alltsa en forbéttring i dverensstimmelse med ca 15 %.

Avslutningsvis ska ndmnas att av 280 serumprover hade 51 prover hemolys (18 %).

Motsvarande tal for plasma var 30 prover av totalt 269 (11%). Totalt ger detta att 15 % av
proverna hade hemolys. Hélften av proverna har varit frysta innan méitning av P4 gjorts.
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I forsoksgruppen har Vikens personal gett brunstindexpoéng enligt foljande: ca 10 % av
djuren som inseminerats har fatt bedomningen 2 och resterande endera 3 eller 4 med viss
overvikt for 3. Inga storre skillnader foreldg mellan de olika grupperna betrdffande sambandet
mellan ett visst brunstindexpodng och driktighetsutfall (se tabell 10). Det totala
draktighetsutfallet métt med Vikens brunstindex var 48 av 91 djur, eller 53%.

Tabell 10 — Vikens brunstindexpodng och drdiktighetsresultat i den undersékta gruppen (inom
parantes anges andel av total for respektive kategori)

Brunstindexpodng / Icke draktiga Draktiga Totalt
dréktigheter (andel i
)
2 5(55%) 4 (45%) 9
3 20 (44%) 25 (56%) 45
4 18 (49%) 19 (51%) 37
Totalt 43 (47%) 48 (53%) 91

I tabell 11 redovisas enbart kvigorna. En ldgre andel inseminationer har gjorts pa djur med
bedomningen 2 (6%). Hogst andel draktigheter sédgs pa de djur som fatt bedomningen 4 (61
%) medan de som beddmts som treor har ett simre genomsnitt (48 %) dn totalen (55% for
kvigor och 53 % f6r bade K1 och kvigor).

Tabell 11 — Vikens brunstindexpodng och drdktighetsresultatavseende kvigor i den undersokta
gruppen (inom parantes anges andel av total for respektive kategori)

Brunstindexpodng / Icke draktig Driktig Totalt
dréaktigheter (andel i
)
2 1 (33%) 2 (67%) 3
3 13 (52%) 12 (48%) 25
4 9 (39%) 14 (61%) 23
Totalt 23 (45%) 28 (55%) 51

I tabell 12 och 13 sammanfattas sambanden mellan P4 i serum och mjolk vid de olika
mittillfallena, dag 0, 7 och 20, med konstaterad dréktighet vid dréktighetsundersékning dag
50. Frdgan man forsokte besvara var hur det skulle gatt om endast resultaten frin
eProCheck®800 anvints for att avgora tidpunkt for insemination samt vidare om driktighet
(tabell 12) eller utebliven sadan (tabell 13) kunde bestimmas pé ett tidigt skede m h a
instrumentet snarare dn att invénta draktighetsundersokningen vid dag 50.

Lagt P4 vid inseminationsdagen allena gav i 60 % av fallen indikation om att inseminationen
skulle kunna bli lyckosam. I gruppen kvigor uppgick denna andel till hela 80 %. Hog P4 vid
dag 20 ger for serum en andel pa 56 % medan den for mjolk (K1) utgdr 38%. Ingen skillnad
sags hdr mellan kvigor och K1. Kombinationen av lagt P, dag 0 och hogt virde dag 20
svarade mot ett draktighetsresultat pa c:a 50 %.
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Tabell 12 — Indikatorer positiv drdiktighetsdiagnostik, P, nivder i serum och mjélk och
drdktighetsresultat (inom parentes anges andel av total for respektive kategori)

Kor + Kvigor Kor Kvigor
Prog.niva, tidpunkt (serum el mjélk)
/drdiktighetsantal/totalt drdktiga kategori (%)
Lag dag 0 (serum) 24/41 (59%) 8/21 (38%) 16/20 (80%)
Lag dag 0 (mjolk) 16/26 (62%)
Lag dag 0—Hog dag 20 (serum) 16/33 (48%) 6/15 (40%) 10/18 (56%)
Lag dag 0—Hog dag 20 (mjolk) 8/13 (62%)
Hog dag 20 (serum) 40/72 (56%) 17/30 (57 %) 23/42 (55%)
Hog dag 20 (mjolk) 8/21 (38%)

Ett 1agt véarde vid dag 20, liksom ldgre vid dag 20 @n vid dag 7, borde vara en séker indikation
pa att inseminationen misslyckats. Som kan ses av resultaten i tabell 13 fungerar det daligt
som kontrollmetod. Endast i 50 % av fallen for bdda metoderna stamde det att djuret inte var
draktigt (undantaget 1ag P4 mjolk pa dag 20).

Tabell 13 — Indikatorer negativ drdiktighetsdiagnostik; Py nivder i serum och mjolk och
drdktighetsresultat (inom parantes anges andel av total for respektive kategori)

Prog.nivd, tidpunkt (serum el mjolk) | Kor + kvigor Kor Kvigor
/drdiktighetsantal/totalt drdktiga kategori (%)

Léag dag 20 (serum) 4/8 (50%) 3/6 (50%) 1/2 (50%)
Léag dag 20 (mjolk) 4/10 (40%)

Dag 20 < dag 7 (serum) 7/14 (50%) 3/6 (50%) 4/8 (50%)
Dag 20 < dag 7 (mjolk) 4/8 (50%)

Pa motsvarande sétt kan det vara intressant att titta pa sambandet mellan P4 nivan vid dag 20
efter semin och antal djur som diagnostiserades dréktiga vid dag 50 (transrektal palpation/UL)
(se tabell 13).

Tabell 14 — samband mellan P, nivd vid dag 20 och drdktighet (virden avser serum prov)

P4 vid dag 20 Driaktiga Icke driktiga total
Hog 40 32 72
Ej hog 8 11 19
total 48 43 91

Resultaten visar att majoriteten av djuren (40/72) som hade en hog P4 vérde vid dag 20
bekriftades dréiktiga, men dven att djur med ldgre P4 visade sig vara dréktiga (8/19).

Av de 15 djur som varit aktuella for studien kom tva att utgd vid inseminering och tva i
samband med insemination. Totalt gor det att underlaget var 11 djur. I samtliga fall har
spolning av givardjuren skett sju dagar efter insemination.

I det undersokta materialet har 8 spolningar resulterat i embryon av hogsta kvalité, tva med

embryon endast av ldgsta kvalité och en i inga embryon alls. Det genomsnittliga antalet ql
embryon var 3,4 (10 som mest och 3 som minst). Inga djur producerade q2 embryon. Atta (8)
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av spolningarna har gett g4 embryon till ett genomsnittligt antal av 3,6 st. (17 som mest och 1
som ligst). Samtliga q1 embryon befann sig i utvecklingsstadium S4 -6.

Vid P4 mitning dag 7 hade som véntat alla 11 djur hoga koncentrationer av P4 1 blodplasma. I
tabell 14 redovisas de fataliga djuren i tre grupper med utgédngspunkt frdn om P, var lag
(n=4), medel (n=1) eller hog (n=6) vid dag 0. Nagot dverraskande var gruppen med hoga P,
dag 0 den storsta gruppen och som framgar av tabellen utan patagligt negativa konsekvenser
for spolningsresultatet.

Tabell 15 — jamforelse spolningsresultat mellan djur med ldg (mellan) och hég P4 koncentration dag 0
(samtliga djur har hog P, koncentration dag 7)

Grupp P4 dag 0 —P4 dag 7/ Antal ’ql-djur’/antal ’q4-djur’/antal
djurantal och embryon ql och g4 embryon/genomsnitt embryon/genomsnitt
A. Léag 4 3/17/4,25 3/5/1,25

B. Mellan 1 0 0

C. Hog 6 5/20/3,33 6/35/5,8

For djur med 1&g koncentration P, dag 0 var det genomsnittliga antalet embryon per spolning
knappt ett embryo hogre dn de med hog koncentration. Grupp A hade dock ett djur med hela
10 st. q1 och ett som inte gav ndgra ql alls. En signifikant skillnad sédgs dock vad giller
antalet g4 per individ dir grupp A har 1,25 och grupp C 5,8 st. Underlaget dr begriansat varfor
resultaten maste ses med forsiktighet.

I det begridnsade material man hade tillgang till ingick 28 djur. Femton (15) av dessa var inte
aktuella for insemination efter undersokning infor inldggning. Orsakerna var for fem av
djuren att de hade cystor, for tre att gulkroppen inte utvecklats, ett djur hade pyometra och
ytterligare ett kom i brunst igen. For ovriga fem saknades uppgift (kunde t ex bero pa att
cervix har bedomts som alltfor stingd).

Tretton djur anvédndes for inldggning. Ett av djuren blev dréktigt men kastade efter 10 veckor.
Ovriga 12 blev inte driiktiga. P4 dag 7 4r samtliga P, koncentrationer som samlats (11 av 13
djur) péd hog niva. Sambandet mellan P4 koncentrationer pd dag 0 (n=27) och inldggning
forhaller sig enligt tabell 15.

Tabell 16 — Samband inlagda djur och P4 koncentration dag 0 (samtliga inlagda med kdnd P,
koncentration vid dag 7 = hég)

P4 dag 0/ Djur (27 st) Antal djur Inlagda (%) Orsak ej inlagd
Lag 10 5 (50%) Cysta — 2st
Ej CL -3 st
Mellan 7 2 (29%) Cysta — 2 st

Ny brunst — 1 st
Orsak okdand — 2 st
Hog 10 5 (50%) Cysta—1 st

Pyo—1st
Orsak okind — 3st
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Diskussion

De berdkningar av variationskoefficient (CV), eller normaliserad standardavvikelse, som
gjorts for att gora testserier A till J i tabeller 2 till 4 jimforbara visar att métnoggrannheten var
hog (d v s CV <0,05) vid 14ga vérden (serie A) liksom vid hoga virden (C, D, F, G och H). I
serier B och E, med storre inslag av medel vérden, ses en storre deviation fran medelvérdet.
Det foreligger m a o en storre risk for avvikelser da det uppmatta virdet pendlar mellan att
vara medel och hogt. Som anvéndare dr det formodligen béttre att veta att storre sdkerhet
foreligger for yttervdrdena (hogt och 14gt) da dessa dr vigledande for slutsatser om brunst,
driktighet eller lutealfas. En ytterligare slutsats som kan dras &r att frysning/uptining inte ger
upphov till simre mitnoggrannhet for intra-assay proverna in for farskt korda prover.

I serie I &r sex virden ladga och ett virde ar medel. Med tanke pd de Ovriga resultat som
foreligger for hoga och ldga virden verkar det rimligt att anta att avvikelsen beror pd ett
tekniskt problem. Dérfor har CV berdknats utan detta vérde i testserie J. Man kan konstatera
att rensat for detta virde har, i likhet med serien med det hoga utgdngsvérdet i serie H,
upprepad frysning och forfluten tid inte haft ndgon signifikant péverkan pa léga
koncentrationer av P4 mitt 6ver 6 veckor.

Som referens kan ndmnas att det i en studie av Duchens et al. (1994) anvindes ett validerat
immunoassay instrument for médtning av hormonnivder hos kvigor vid Ostrus och de déar
uppmaitta CV nivaerna for intra-assay tester varierat frén 3,4 till 10,7 % och motsvarande for
inter-assay var 7,8 till 13,5 %. I var studie har vi uppmétt CV < 5% for fem av sju intra-assay
tester och for bada inter-assay testerna (med antagande om tekniskt fel for ett kraftigt
avvikande virde). Ovriga tvd CV for intra-assay har varierat mellan 11 och 15 %. Slutsatsen
blir att mitnoggrannheten generellt sett dr hog och att detta i synnerhet géller vid 14ga och
hoga P4 Mitnoggrannheten dr ca tre ganger hogre for serier med hdga och laga virden dn
serier med vdrden kring medel. Vidare kan sdgas att serum- och plasmaprover kan frysas utan
att midtnoggrannheten paverkas vid 1dsning i denna ELISA métare.

I parproverna har man tittat pd dverensstimmelse mellan métvirdena (lag, mellan och hog) 1
serum-, plasma- respektive mjolkproverna for alla tillgdngliga data;

- serum — plasma: 77% (n = 205, rs = 0,86)

- serum — mjdlk: 59 % (n =60, rs = 0,69 )

- plasma—mjdlk: 65 % (n =67, 1s=0,77)

Sett till hela provmaterialet &r skillnaderna storre d& man jamfor mjolk med blodserum
respektive blodplasma 4n vad som édr fallet vid parprov av blodserum och blodplasma. Som
jdmforelse kan ndmnas att Schams och Karg (1986) fann att Gverensstimmelse mellan P4
nivderna i plasma och mjolk var god. Inkonsekvens vid provtagningstid samt en storre
kénslighet i mjolken for variationer i P4 gor det dock svart att dra ndgra slutsatser betrédffande
sdkerheten 1 dessa skillnader samt for médtnoggrannheten av eProCheck®800 i storsta
allménhet. Progesteron dr lipofilt och d& mjolkfettet klumpar ihop i roret dr det risk att man
tar sitt prov for ELISA korningen ur den fett-fattiga delen (Nachreiner et al., 1992) Mellan
mjolkningarna kan den uppmitta halten P4 variera stort. Hogst halt P4 fas direkt efter
mjolkning.
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Virdena ovan dr berdknade pé alla P4 nivéder. Bryter man ut de kritiska mattillfillena, dag 20
och dag 0, blir dock skillnaderna mindre pétagliga och en storre dverensstimmelse mellan de
olika parproven kan konstateras; for serum — plasma &r det 89 % Overensstimmelse av hoga
vérden vid dag 20 och 94% vid l4ga vérden dag 0, for plasma/ serum — mj6lk dr motsvarande
tal knappa 80 % respektive 85 %. Plasma innehaller fibrinogen till skillnad frén serum.
Halveringstiden for progesteron i blodet dr ca 6 timmar (Oltner & Edqvist, 1982).
Serumproverna har stitt i 30 minuter innan centrifugering. Huruvida dessa skillnader haft
paverkan pd mitresultaten for serum och plasma &r oklart. Om den léngre vintetiden for
serum haft betydelse s& hade man kunnat forvénta sig att andelen prov med hoga och medel
véirden skulle vara ldgre for serum dn plasma. Detta dr dock inte fallet, det omvinda giller
istdllet.

En annan riskfaktor vid mitning av P4 dr eventuell forekomst av hemolys. I studien, dér vi
hade hemolys i upp till 15% av proverna, har vi inte tagit hénsyn till en eventuell padverkan pé
P4 p g a hemolys. I en studie av Reimers et al. (1991) konstaterades att hemolys inte hade
ndgon péaverkan pa resultatet vid méitning av reproduktionshormon med radioimmunoassay. I
vért fall har vi anvént ELISA teknik som baseras pd fargomslag i det tillsatta provet. Det kan
inte uteslutas att hemolys haft en inverkan pa véra resultat men det &r i sddana fall ndgot som
méste utvdrderas i vidare forsok.

Av ovan forda resonemang och gjorda berdkningar foljer att parade prov med mjolk troligen
ar mindre ldmpade ndr det géller att utvdrdera tillforlitlighet av métresultaten. Med en viss
reservation for olikheter for blodplasma och blodserum och i hanteringen av dessa provslag
samt eventuell forekomst av hemolys kan man med ledning av korrelationsberékningarna
skatta att 8-9 av 10 utférda prov ger lika virden. For enbart hoga och ldga vérden é&r
sakerheten ndgot hogre. Denna’filtmissiga’ skattning av tillforlitligheten av instrumentet
foljer samma monster som setts betrdffande upprepbarhet av samma prov som testades i
assayerna; vid hoga och laga virden var avvikelserna frdn medelvdrdena som ligst vid
uppmatt hoga och laga vérden.

Dessa fynd tydde, avslutningsvis, pé att alla provslag kan anvindas med godtagbar sikerhet 1
de uppmatta virdena vid extremnivderna hog och l&g men att virden runt medel kan uppvisa
stor variation. Négot hogre sikerhet ses i blodserum och blodplasma &n i1 mjolk. Eftersom
overensstimmelsen mellan blodplasma och mjolk dr béttre dn blodserum och mjolk finns det
fog for att anta att plasmaprover ér att foredra.

Med de métningar av P4 som gjorts pd Al djur (kvigor och forstakalvare) har vi tittat pa
instrumentets anviandbarhet for att avgora ritt tidpunkt for insemination och jimfort dessa
med girdens system for brunstpassning. Vi har dven med ledning av P4 virden &ver cykeln
dragit slutsatser om instrumentets brukbarhet vid tidig dréktighetsdiagnostik och relaterat
dessa till vad tillverkaren av instrumentet hdvdar.

Nér det géller MOET-kvigorna har vi péd givarsidan relaterat P4 profilerna hos givardjuren

med spolningsresultatet och de pa mottagarsidan med dréktighetsresultat och vilka djur som
valts att laggas in.
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Ett lagt P4 anses vara en forutséttning for att inseminationen skall genomforas eftersom det
betyder att spermadeponering kan goras inom en rimlig tid i samband med ovulationen,
Diarmed kan man forvéinta sig att lyckas. P4 Viken bedomer man brunst enligt Sveas
brunstindex, didr 1 &r mycket svag och 5 dr mycket tydlig. Djuren i vdr grupp fick
bedomningarna 2-4. Det totala drdktighetsutfallet i var grupp blev 53 %. Det bésta
draktighetsutfallet ses hos de djur som féitt bedomningen 3 (4 for enbart kvigorna) och det
sdamsta hos de som fétt brunstindex 2. Skillnaderna mellan grupperna dr dock smaé.

Om endast kvigorna beaktas ddremot verkar det finnas ett samband mellan brunstintensitet
och dréktighetsutfall. Till skillnad frén data for hela djurgruppen har bara ett fatal djur
inseminerats med brunstindex 2 och av de djur som gavs brunstindex 4 har 61 % blivit
driktiga. Av detta kan utlésas att det forefaller finnas ett samband mellan den brunstintensitet
som har observerats hos kvigorna och draktighetsutfallet medan detsamma inte kan ségas for
resten av gruppen.

41 djur hade 14ga P4 nivder i1 serum vid insemination. Av dessa blev 60 % dréktiga. For kvigor
ar andelen 80 % och for kor 38 %. Om man istéllet tittar i backspegeln och utgar frin
draktighetsutfallet (n = 48) uppmiittes 14gt P4 for 18 djur (38 %) och resterande hade medel
eller hoga nivder. For s manga som sju djur uppmattes nivén till mycket hog (6 1 minitubs
skala 1-6). Tjugoen av de 48 driktigheterna aterfanns hos korna. Nivan av P4 1 mjolk
uppmidttes for 19 av dessa djur. Av dessa hade 16 djur laga nivéer och dvriga tre medel. Inget
djur hade hogt Ps.

Niér det géller att bestimma tidpunkt for insemination konstaterar vi dérfor foljande;

- Lagt progesteron i plasma/ serum vid inseminationen hade ett signifikant positivt
samband med dréktighet hos kvigor. Likasa sags ett starkt samband mellan 14gt P4 i
mjolk hos korna och dréktighet.

- Vikens system for att mita brunstindex hade litet samband med andelen lyckade
inseminationer for gruppen forstakalvare medan ett visst positivt samband f6r gruppen
kvigor kunde ses.

Sammanfattningsvis kan sdgas att ett 1dgt progesteron virde vid dag 0 i denna studie var en
bra indikation for att inseminationen ska lyckas och detta giller i synnerhet gruppen kvigor. A
andra sidan kan P, virden vara ldga hos en del djur dven dagen (dagarna) efter brunst (Bége et
al., 2008) varfor styrning med endast P4 kan leda till at semin utfors for sent. Med andra ord
bor P4 métningar kombineras med andra metoder for basta resultat.

I syfte att anvdnda instrumentet for tidig dréktighetsdiagnostik har vi tittat pd P4 vid dag 0 och
20 enbart och i kombinationer med dag 0 samt 7.

Féljande fragestdllningar ansdgs av storst intresse vid positiv drdktighetsdiagnostik;

- 1 vilken utstrickning aterspeglas lagt progesteron vid dag 0 i dréktighet?

- dr l4gt progesteron vid dag 0 i kombination med hogt vid dag 20 liktydigt med dréktighet?

- dr ett hogt P4 vérde vid dag 20 liktydigt med dréktighet, sensitivitet, och 1 hur manga fall &r
P4 serum hog utan att draktighet dgt rum, specificitet?

P4 nivaer vid dag 0 och dess samband med driktighetsutfallet diskuterades i det féregaende
stycket. Hur ser det istédllet ut dd man tittar pd kombinationen 14gt P, serum vid insemination
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och hogt vid dag 20? 48 % av djuren med denna kombination var drédktiga vilket alltsd ar
lagre &n det totala dréktighetsutfallet. I P4 mjolk var denna andel 62 % (n = 13).

Ar det ndgon nytta med att mita Py vid dag 20? I Minitiibs produktbeskrivning av
eProCheck®800 pastas att om P4 dr hogt pa dag 19 eller 20 sé &r sannolikheten for en lyckad
insemination 80 %. Emellertid var endast 40 av 72 djur (56%) med hogt P4 pa dag 20 dréktiga
vid dag 50. For att pastaendet skall vara sant borde 57 djur varit draktiga. Mellanskillnaden pé
dryga 20 % kan forvisso forklaras av embryo- och fosterdod. En ultraljudundersdkning vid
dag 25 hade varit till stor hjélp for att undersdoka om sa varit fallet.

Andelen djur som gatt till driktighet overstiger med knapp marginal dréktighetsutfallet for
hela gruppen (56 % jaimfort med 53%). Aven om vi inte nér till 80 % kan det vara av intresse
att veta att ett djur med hog P4 dag 20 atminstone inte har sémre odds att bli draktigt &n vad
som kan forviantas. Som ocksé visats dr sensitiviteten (sant positiva) for hogt P, dag 20 med
avseende pé dréaktighet 83 % medan specificiteten dr ldga 26 %. Det finns m a o en hdg andel
falskt positiva bland de djur som uppmitts med hog P4 vid dag 20. Denna kan eventuellt
delvis eller till stora delar forklaras av embryo- och fosterdod.

For att eventuellt kunna utesluta drdktighet har vi velat besvara féljande frdagor,
- betyder ett lagt P4 virde dag 20 eller ldgre virde dag 20 dn dag 7 att inseminationen inte
resulterat i dréktighet?

Ett lagt varde dag 20, liksom ldgre dag 20 &n dag 7, borde vara en séker indikation pé att
inseminationen misslyckats. I Minitiibs produktbeskrivning av eProCheck®800 hidvdas ocksa
att om P, ér ldgre dag 19 eller 20 4n under didstrus (dag 7) sd kan dréktighet uteslutas med
100 % sidkerhet. Utfallet dr dock 50 % for bade mj6lk och blodserum. Antalet djur i1 studien
som uppfyller dessa villkor dr dock begréinsat (blodserum n = 14, mjolk n = 8). Da endast lagt
virde vid dag 20 beaktas blir resultatet d&ven hér att ca 50 % av djuren forblev driktiga
(blodserum n= 8, mjélk n= 10) Aven om djurantalet var begriinsat och en viss osikerhet kring
mitresultaten foreligger s& har vi svért att forklara hur djur med dessa progesteronprofiler
kunnat bli dréktiga.

Sex av de 11 givardjur som spolats hade hoga koncentrationer P4 vid insemination. For
givardjur med 14g koncentration P4 dag 0 var det genomsnittliga antalet embryon per spolning
knappt ett embryo hogre én for djuren med hog P4 koncentration. En storre skillnad ses dock
vad géller antalet g4 per individ dar gruppen med lag P4 har 1,25 embryo i genomsnitt och de
med hoga P4 5,8 st.

Linares et al (1982) kunde inte pavisa nagot signifikant samband mellan embryomorfologi
och progesteroneprofiler i plasmaprover i en studie didr man maitte P4 dagligen fran dag 1 till
dag 7 pa 25 kvigor. Dock visade han pa ett positivt samband mellan & ena sidan en normal P4
profil (i vart fall 1dg — hog) och god embryokvalité (ql) och, & andra sidan, onormal P4 profil
(1 vért fall hog — hog) och délig embryokvalité (q4). I vér studie ses samma tendens som
understryks av skillnaden per givardjur i antalet embryon med délig morfologi mellan P,
profilerna lag — hog (1,25) och hog — hog (5,8). Underlaget dr dock begrinsat varfor vidare
studier skulle krédvas for att bekrifta resultaten.
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Négot overraskande ar det lika stor andel mottagardjur med 14g P4 koncentration som hog vid
dag 0 som har anvints for inldggning. Samtliga djur som anvénts har haft hdga P4 nivéer vid
inldggningen (dag 7). Ett av det totalt 13 ilagda djuren blev dréktigt (8 %). Detta djur tillhdrde
gruppen som hade hogt P, vid synkroniseringens slut (dag 0). Djuret kastade i den 10:e
draktighetsveckan.

Aven om djurmaterialet ir begrinsat maste det ses som ett observandum att djur som beddmts
som brunstiga i lika stor utstrdckning har hoga som 14ga koncentrationer P4 1 blodet pa dag 0.
Dag 0 ligger dock 1 a 2 dagar fore det som beddmts vara dagen for hogbrunstens infallande. I
en studie pd kvigor som l6pte om méttes P4 6ver 4-7 brunstcykler med speciellt fokus pa
hormonspelet kring Ostrus (Bédge et al., 2001). En jimforelse med normalt fungerande kvigor
gjordes. For bada djurgrupperna gillde att tiden fran hogbrunstens inséttande till att P4 nivaer
borjade stiga inte 1 nagot fall var kortare @n tre dygn. Tre dagar innan hogbrunst 14g P4 pa ldga
nivéer. [ vart material med hormonellt synkroniserade djur borde P4 profilen vara 1&g — hog
eller mgjligen medel — hog medan kombinationen hog — hdg inte borde féorekomma. Om Py ér
hog péd dag O Okar risken for asynkroni av mottagardjur och ddrmed hdmmas embryots
potential till elongering och MRP (Pope, 1988). Majoriteten av de djur som lagts in hade hog
P4 pa dag 0. Dréktighetsutfallet i denna grupp var 8 %.

Slutsatser

. Métnoggrannheten var hog for serier med laga och hdga P4 koncentrationer.

. Mitnoggrannheten paverkades ej av provtyp (blodserum, blodplasma eller mjélk). Over en
sex veckors period har inte upprepad frysning och tining paverkat matnoggrannheten.

. Vid hoga och ladga P, koncentrationer i prov tagna vid samma tillfélle for de olika medierna
serum, plasma och mjolk visade 9 av 10 prover ett korrekt virde. For mjolk var motsvarande
tal ca 8 av 10 prov.

. Provtagning vid dag O &r av hjdlp for att bestimma tidpunkt for insemination och ger
dessutom en indikation péd draktighet som kan forstirkas med ett efterféljande prov med hog
P4 nivé vid dag 20 dé detta uppvisade ett positivt samband med driktighet vid dag 50.

. Pa det begridnsade underlaget med MOET djur hade givardjur med lag — hog P4 profil fler

embryon med god morfologi (q1) dn djur med hog — hog P4 profil och avsevirt firre embryon
med délig morfologi, 1,25 respektive 5,8.
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