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Tiken har en unik reproduktionscykel och olika metoder for korrekt identifiering av ovulation

har undersokts. | den tredje delen av Svensk Veterinartidnings artikelserie fran Klinisk kemiska
laboratoriet vid SLU Universitetsdjursjukhuset (UDS) beskrivs hundens reproduktionscykel,
olika metoder for progesteronanalys for bestamning av parningstidpunkt, berakning av forvantat
forlossningsdatum samt fordelar och nackdelar med olika typer av analyser.

Forfattare: Sarah Jensen, leg veterinér, resident i klinisk patologi pa Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset,
Sveriges Lantbruksuniversitet och Anicura Regionsdjursjukhuset Bagarmossen.

Introduktion

Hunduppfédningen har utvecklats mycket genom tiden. Uppfodare
ar idag oftast valinformerade och uppdaterade, och avancerade
tekniker som till exempel artificiell insemination (AI) och anvindning
av fryst sperma har blivit mer tillgdngligt. Uppfodare kan &ven resa
langt for naturlig parning. Forskningen har bidragit med information
om tikens unika reproduktionscykel, och olika metoder for korrekt
identifiering av ovulation har undersokts for att guida veterinarer och
agare i faststillning av optimal parningstidpunkt. Pa laboratoriesidan
har det utvecklats flertalet instrument som méjliggér hormonanalys
dven pa den mindre kliniken, s kallade in house-analyser, med
snabba svar och till rimligt pris, vilket betyder att fler veterindrer

runt om i landet har mojlighet att erbjuda denna tjanst. Analys

av progesteron anvinds som indikator for LH-peaken och for att
faststalla tidpunkten for ovulationen, och dr dirmed en bra analys

for att bestimma ratt datum for parning eller artificiell insemination
(1-3). Utifran progesteronkoncentrationen vid parning kan dven ett
beriknat férlossningsdatum tas fram (1, 4-6). Progesteronkoncentra-
tionen 6kas snabbt runt tiden fér LH-peaken och ovulationen, vilket
stéller krav till analysmetodens prestation och tillginglighet (1). I en
idealisk virld ar resultatens precision hog vid de kritiska tidpunkterna
for parning eller AI (1, 7). Det dr ocksé en férdel om resultaten fran
olika instrument ar sa vl korrelerade att en direkt jamforelse ar
tillforlitlig, eftersom uppfoédare ibland reser langt och upprepade prov-
tagningar och analyser av progesteron ofta behovs for att identifiera
optimalt parnings- eller AI-datum (2, 7). I denna artikel presenteras
en kort repetition av hundens reproduktionscykel, vilken f6ljs av en
genomgang av anvandning av progesteronanalys f6r bestimning av
parningstidpunkt, samt berakning av forvintat forlossningsdatum.
Olika metoder f6r progesteronanalys samt fordelar och nackdelar med
olika typer av analyser kommer dven diskuteras.

Tikens reproduktionscykel
Tikens reproduktionscykel avviker frin manga av vara andra

séllskapsdjur, da de har en lang l6pning
(proostrus- och ostrus), samt ett langt
intervall mellan I6pningarna (inter-ostrus),
i genomsnitt 5-12 ménader (1, 3). Det
innebdr att hundar har f4 16p per ar vilket
medfor fa chanser for parning. Korrekt
identifiering av ovulation for att faststélla
lamplig tid for parning ar darfor viktigt, for
att optimera parningstid med 6kad mojlig-
het till draktighet.

Hundens reproduktionscykel delas
klassiskt in i fyra faser. Nedan finns de
fysiska fordndringar, resultat fran ultraljud, SarahJensen.
vaginalcytologi och hormonanalys beskrivet. Viktigt att notera ér, att
de angivna hormonkoncentrationerna i denna artikel ar tagna fran
litteraturen och att progesteron har analyserats med antingen gold
standard-metod eller vilvaliderat alternativ.

Prodstrus (forlopning): Inledningen till prodstrus ar ofta det forsta
tecknet pé 16p som uppmirksammas av djurdgaren. Fasen definieras
av de forsta yttre tecken med svullnad av vulva och blodig flytning.
Tiken attraherar hanhundar, men visar sjalv inget intresse for parning
(1, 8). Det dr i denna period folliklarna utvecklas och producerar
ostradiol, och det ses en langsam stegring i serumkoncentrationen till
en peak-koncentration runt 150-450 pmol/L mot slutet av prodstrus
(1, 3,9). Folliklarna kan identifieras med ultraljud och nar maximal
storlek i genomsnitt 6—12 dagar fran forsta dagen blodig flytning
observerats (10). Under proostrus férbereds livmodern f6r eventuell
driktighet. Cellbilden pa vaginalutstryk dndras fran att besta av
huvudsakligen erytrocyter och parabasalceller, till att domineras

av forst sma och sedan stora intermedidrceller, for att mot slutet
fraimst utgoras av forhornade superficialceller (1, 11, 12) Langden av
proostrus varierar stort, fran 5 till upp emot 20 dagar. Genomsnittlig
proostrusfas ar 9 dagar (1).
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Ostrus (hoglopning): Fasen karakteriseras av att tiken blir
mottaglig for hanhunden, och de yttre tecken som ses 4r att
flytningen blir klarare och vulva mjukare (11). Hormonellt ses en
fallande 6stradiolkoncentration till runt 40-90 pmol/L, och en
kraftig stegring av LH (luteiniserande hormon) upp till 11-90,3
ng/ml (genomsnittligt 45,1 ng/ml), ocksé kallat "LH-peaken”
(13). LH-peaken varar fran mindre én ett dygn och upp till 3
dagar, och foregar ovulationen (1, 10). Typiskt for hund &r att
folliklarna luteiniseras under denna fas, och i och med detta gar
progesteronkoncentrationen i serum fran att vara basal i proostrus,
till att under LH-peaken né koncentrationer pa 3—6 nmol/1

(1) och vid tiden for ovulation ligga runt 12-24 nmol/L (2, 10,
14). Darefter fortsétter progesteronkoncentrationen att 6ka tills
maximala koncentrationer nas i distrus (1, 3). Cytologiskt ses en
maximal forhorning och andelen erytrocyter sjunker ofta (1, 8).
Ovulationen kan identifieras med ultraljud, men det krévs utbildad
personal, avancerad utrustning, samt tita undersokningar. Studier
har visat att ultraljud inte ar lika tillf6rlitligt som hormonanalys for
att identifiera ovulationen (10, 15). Hos hund sker ovulationen
gradvis 6ver minst 24 och dnda upp till 36 timmar, vilket betyder
att de forsta dggen kan avlossas mer dn ett dygn fore de sista (14,
15).

Diostrus (metostrus, efterlopning): Tikens mottaglighet for
hanhunden upphor. Den hormonella bilden domineras av
progesteron som produceras av gulkroppen, vilket leder till fortsatt
stegring i serumprogesteronkoncentrationen, som nar en peak

péa 50-250 nmol/L cirka 20-30 dagar efter LH-peaken (1, 3).
Direfter faller koncentrationen sakta till laga basala nivan (<3
nmol/L) runt dag 55-90 (1, 3). Ostradiolkoncentrationen varierar,
men ligger pa medelniva runt 15-110 pmol/L. Cytologiskt

ses en abrupt 6vergang i didstrus till icke-férhornat epitel och
riklig forekomst av polymorfnukledra leukocyter (PMNs). Den
plotsliga 6vergangen kan anvindas for att retrospektivt faststélla
nér ovulationen intréffat (1, 11). Gulkroppen kan identifieras med
ultraljud, men utseendet fordndras inte namnvart under diostrus
(14). Periodens langd varierar fran 4570 dagar, men varar i
genomsnitt 60 dagar (1).

Andstrus: Perioden borjar ndr serumprogesteronkoncentrationen
har fallit till mindre d4n 3 nmol/L och varar fram till ndsta prodstrus
(1). Langden ar i genomsnitt fem ménader, men varierar fran

tre till tio méanader (1, 3). Det dr i denna period endometriet
ateruppbyggs. Cytologiskt ses sparsamt med celler varav de

flesta dr parabasalceller och eventuellt lindrigt med neutrofiler.
Koncentrationen av 6stradiol ar lag (cirka 15-35 pmol/L) och LH-
koncentration &r basal (<1-2 ng/ml) med sporadiska pulsartade
sekretioner en till flera ganger dagligen (upp mot 3-30 ng/ml).
Koncentrationen av follikelstimulerande hormon (FSH) ér hog
(cirka 50-400 ng/ml) (1).

Diagnostiska mojligheter
Det finns olika mojligheter, bade subjektiva och objektiva, som kan
anvindas for att identifiera nar ovulationen sker.

Fysiska forandringar och ett dndrat beteende &dr nagot som inte
kraver avancerade instrument eller provtagning. Det 4r en mycket
subjektiv och osdker metod (1, 3, 4, 11, 13, 16).

Ultraljudsundersokning av livmoder och ovarier ger bra informa-
tion om patologiska tillstand i reproduktionsorganen, men att
faststdlla ovulationstidpunkten dr utmanande. Det krévs utbildad
och erfaren personal for att uppticka de sma férandringar som sker

i ovarierna vid ovulationen, och folliklar och gulkroppar kan ha
ett liknande utseende pa ultraljud (10, 15). Vidare kan hundens
anatomi forsvara, da tjocka eller djupbréstade hundar kan vara
svarare att undersoka (15). For optimala bilder och bittre sensi-
tivitet for ovulationen krévs dven modern ultraljudsutrustning (15).
Under ovulationen sker en snabb férandring av follikelns form,
vilket betyder att undersokning flera ganger dagligen kravs for att
minimera chansen for att missa ovulationen, och dven da ar risken
att man missar den stor (10, 15, 16).

Vaginalcytologi ar littillgangligt och snabbt att utféra. Har
utnyttjas hur de stegrande ostradiolkoncentrationerna under
proostrus paverkar epitelet i vaginalslemhinnan (1, 11). Metoden
kan anvindas for att identifiera proGstrus och darmed planera for
progesteronprovtagning nér tiken l6per, men inte for att faststélla
tidpunkten for ovulationen (1, 7). Vidare sa ir det en subjektiv
metod, dir personalens erfarenhet och utbildning spelar en viktig
roll for resultatens tillforlitlighet (17).

Samtliga konshormon kan analyseras i serum. For att detektera
ovulation ar endast analys av LH och progesteron intressant (1,

3, 4). For analys av LH anvinds ofta radioimmunoassay (RIA)

for kvantitativa resultat (1, 3, 4, 9). Dessa analyser ar kostsamma
och kriver speciell reagens, samt specialutbildad personal. RIA
analyser innebdr dven halsorisker for de som jobbar med dem, da
de baseras pa radioaktivitet, vilket gor att de séllan dr praktiskt
anvandbara Kkliniskt (2). For att traffa LH-peaken och kunna
bestamma ovulationstidpunkten, behovs tit monitorering med
frekventa provtagningar. Det medfor att prover inte kan skickas till
externa laboratorier med péféljande f6rdrojning av analysresultatet
(1, 2).

Med en kombination av vaginalcytologi och hormonanalys
ar det mojligt att identifiera viktiga tidpunkter med ganska stor
sakerhet (1, 12)

Progesteronanalys
Traditionellt har progesteron, liksom LLH, analyserats med RIA
teknik som av manga anses vara gold standard och den metod som
ger det sanna virdet. Metoden anvands ofta i jamforelsesstudier nar
nya metoder valideras (18-21). Denna analysmetod ger kvantita-
tiva, palitliga svar. Nackdelen ar dock som tidigare beskrivet att
det inte &r en lattillgdnglig metod, analysen i sig ar kostsam och tar
lang tid, vilket medfor fordréjda provsvar samt hoga kostnader (18,
20). Masspektrometri kan ocksa anvindas for att analysera proges-
teron, men dven har kravs specialutbildat personal och avancerade
instrument vilket gor metoden mindre anvindbar i kliniken (22).
Masspektrometri anvands, liksom RIA, ocksa i vissa studier som
gold standard och for att jimfora nya instruments prestation (23).
Immunologiska analysmetoder som inte utnyttjar radioaktivitet
har utvecklats vilket mojliggoér mindre instrument, tillgingliga
for mindre kliniker utan specialutbildad personal. Det medfor
ofta analys till ett ldgre pris och med kortare analystider. Dessa
metoder ar tekniskt olika, men bygger p4 samma princip: mono-
klonala antikroppars formaga att binda till specifika molekyler for
att faststélla miangden av dessa molekyler i serum eller plasma.
Exempel pd immunologiska metoder dr chemiluminiscence assay
(CLIA), enzyme-linked fluorescence assay (ELFA), fluorescence
enzyme immuno assay (FEIA), immunoturbidimetriskt test,
Surface Plasmon enhanced Fluorescence (SPF) och enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (18-21, 23-25). Flera av
dessa dr tillgdngliga pa den svenska marknaden idag, och kan
anvindas i instrument som dven anvéands for andra hormonana-
lyser och biokemiska analyser, vilket gér dom lattillgangliga och
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kostnadseffektiva. Analystiden dr dessutom oftast kort, ofta runt
10-45 minuter (19, 21, 23, 24, 26).

Flera av dessa metoder har validerats med tillfredsstédllande
precision och korrelation med gold standard-metoder, inom sina
respektive matomraden (18, 20, 21, 23, 24). Det finns mindre
publicerat géllande korrelationen dessa metoder emellan, vilket
gor att direkt jamforelse av resultat fran instrumenten inte med
sdkerhet gar att utfora. I en studie som publicerats ses det till
exempel konsekvent skillnad i resultat fran analys med ELISA och
CLIA (20). I tva andra studier har god korrelation mellan antingen
SPF eller en immunoturbidimetrisk metod och CLIA setts (21,
24), men det betyder inte att dessa tva kan jimforas med varandra.
En tredje studie har visat markant skillnad mellan RIA och ELISA
(27).

Aven mitomraden skiljer sig mellan de olika metoder, en har
ett matomréde fran 0,6-63,6 nmol/L (23), en annan frin 3,8-63,6
nmol/L (24), men det finns 4ven de som mater hogre varden:
0,6-127,2 nmol/L (21) och 0,63-254 nmol/L (19). Nagra
instrument uppger i forsta hand resultat som ng/ml, varfor antingen
andring av enhet som resultatet rapporteras i, eller omrikning
till nmol/L kan beho6vas for att jamfora resultaten mellan olika
instrument.

Det finns skillnader avseende vilket provmaterial de olika
instrumenten kan anvinda. Vissa analyserar helblod, andra
lithium-heparin plasma, serum fran ror med eller utan gel-tillsats,
eller EDTA-plasma (18, 20, 21, 24). Serum boér std i rums-
temperatur fore analys. I en studie sags en markant lagre prog-
esteronkoncentration i serum om provet centrifugerades och
separerades inom tva timmar efter provtagning (27). Vidare finns
det en studie dar skillnad i progesteronkoncentrationen mellan
serum, EDTA-plasma och lithium-heparin plasma setts (28), vilket
dock inte kunde verifieras i en annan studie (27).

Det finns begriansad information om interferens fran hemolys,
ikterus och lipemi for analys av progesteron med immunologiska
metoder, varfor resultat fran prov med nagra av dessa avvikelser
bor tolkas med forsiktighet. For nagra instrument avrads fran
analys av prov med uppenbar hemolys, ikterus eller lipemi (29).
Med immunologiska metoder finns det aven risk for interferens av
heterofila antikroppar, som reagerar med metodens antikroppar
och leder till missvisande resultat (30). Detta finns beskrivet for
ELISA analys av AMH (anti-miilleriskt hormon) hos hund (31).
Aven humant har heterofila antikroppar setts vid hormonanalys,
déribland progesteron, med immunologiska metoder (32, 33), och
det kan darfor inte uteslutas att progesteronprovsvar som inte ar
overensstimmande med den kliniska bilden kan bero pa interferens
fran heterofila antikroppar.

For analys av progesteron finns det olika mojligheter géllande
analysmetod som beskrivet ovan, och det dr mindre viktigt med
tdta provtagningar i jaimforelse med LLH, da det vid tiden for
ovulationen inte ses en peak, som for LH, utan en kontinuerlig
stegring tills maxnivan nas i distrus (2, 6, 7, 14). Det betyder att
djurdgaren inte behover komma for provtagning lika frekvent som
vid analys av LH. Det ar d&ven mojligt — till en gréns, att skicka
prov for extern analys och fortfarande ha nytta av provsvaret vid
planering av parning, vilket gor analys av progesteron mer kliniskt
anviandbart dn LH.

Analys av progesteron kan ocksa anvindas for att planera Al (5,
6). Vid Al anvinds antingen férsk eller fryst sperma, och sperm-
ierna har ofta en kortare livslingd (11), varfor man for att uppna
bast mojliga resultat bor inseminera vid den tiden dar fertiliteten ar
bast, det vill sdga nar oocyterna har mognat, vilket sker 2-5 dagar

efter ovulationen (2, 5), da progesteronkoncentrationen ofta ligger
mellan 30 och 80 nmol/L (2, 5, 6).

Progesteronkoncentrationen vid parning kan dven anvindas
for att berdkna forvintat férlossningsdatum, da den kan anvindas
for att retrospektivt faststalla ndr LH-peaken och ovulationen har
intrdffat (2, 3). Mits progesteron varannan dag, kan dag 0 (dagen
for LH-peaken) identifieras som dagen dér progesteronkoncentra-
tionen stigit fran lag basal niva till 6ver 4,8 nmol/L, for att pa
foljande provtagningsdag att vara 6ver 9,5 nmol/L. Frin denna

OVARY LEFT

Figur 1. Ultraljud av vanster ovarie med follikelruptur. Bild lanad av
Wojciech Atamaniuk, leg vet Anicura Regiondjursjukhuset Bagarmossen.

|

Figur 2. Vaginalcytologi med superficialceller och férhornat epitel.
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riknas 65 dagar fram till férvintat férlossningsdatum (D65). Med
denna metod kan beridknat forlossningsdatum +/- 1 dag faststillas
med 67 procents sdkerhet, +/- 2 dagar med 90 procents sakerhet
och +/- 3 dagar med 100 procents sikerhet (3). Vidare ses det

ett markant fall i progesteronkoncentrationen 24—40 timmar fére
forlossningen, och i nagra studier har fall i progesteronkoncentra-
tionen anvénts for bedémning av om dréktigheten ar fullgangen
infor kejsarsnitt (4, 7). I en annan studie har dock en ganska lag
sensitivitet for bedomning av om driktigheten dr fullgdngen setts
(46,88 procent), och dirmed finns det risk att missa en férestaende
valpning om progesteron enbart analyseras vid ett provtagnings-
tillfdlle, da en stor andel av tikarna valpar trots en kvarstaende 6kat
progesteronkoncentration (34).

Eoncentration
Progesteron
iol
Chulation
i Tid
Prodstrus Dag0 | Ostrus Didstrus
Fallilullr fas Lutealfas

Figur 3. Oversikt dver det hormonella férloppet vid prodstrus och dstrus.

Fritt skapat utifran Concannon, P. (2011), Linde-Forsberg (1994) och
Mellin (1976).

Diskussion

Det finns flera klara férdelar med analys av progesteron pa plats.
Till exempel behéver provet inte skickas vilket bidrar till lagre
analyskostnader och snabbare svar. Djurdgaren kommer dven ha
storre tidsram for att resa for parning eller planering av Al nar
resultat kommer direkt. Da flera av de instrument som erbjuder
in-house analys dessutom redan finns pé klinikerna, kravs inga
extra kostnader for ink6p av instrument och personalen ar redan
bekant med underhall och hantering av instrumentet. Med in
house-analys foljer dven ansvaret for bedomning av eventuell
interferens i form av hemolys, ikterus eller lipemi, och eventuell
paverkan pa resultatet, vilket stéller krav pa personalens utbildning
och kunskaper.

De instrument som finns tillgdngliga for in-house analys av
progesteron nyttjar olika immunologiska metoder, har olika
méatomraden, och det finns dven skillnad i vilket provmaterial
som kan analyseras (18, 19, 21, 23-25). F4 studier har undersokt
korrelationen mellan de olika instrumenten, varfor det vid jamfo-
relse av resultat fran olika instrument finns risk for feltolkning av
ndr ovulationen hinder, samt av optimal tidpunkt fér parning eller
Al Det kan ge sdmre resultat och leda till ett forlorat fortroende for
analysen och instrumentet fran veterinirens sida och for kliniken
fran djurdgarens sida, varfor kommunikationen med djurdgaren och
planering av provtagning ér essentiell. For att sakert kunna folja en
individs progesteronnivéer och gora korrekta bedémningar utifran
dessa bor upprepade provtagningar utforas pa samma klinik, eller
atminstone med samma typ av instrument, for sakrast resultat, och
egna referensintervall for det instrumentet appliceras.

Ovulationen sker som tidigare angett nir progesteron i blodet
ligger mellan 12—24 nmol/L (1). For naturlig parning bér analys-
instrumentet klara av att identifiera optimal parningstidpunkt (21,
23, 24). Vid anviandning for Al, ddr hogre progesteronvirden oftast
ska uppnas, finns risk att progesteronkoncentrationen vid den
relevanta tidpunkten 4r hogre dn vissa av metodernas matomrade
(2, 7). Dé spédning av prov infor progesteronanalys inte rekom-
menderas for flera av de in-house instrument som ér tillgangliga,
kan de hoga progesteronkoncentrationer som ar aktuella for att
identifiera den tidpunkt da oocyterna kan fertiliseras inte kvanti-
fieras tillforlitligt med dessa instrument (24, 26) Det ar darfor viktigt
att identifiera vad analysen ska anvindas till innan den tas i bruk.
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Konklusion

For utvardering av hundens reproduktionscykel och faststéllning av
tidpunkt for ovulationen och optimalt parningsdatum, ar analys av
progesteron virdefullt, ofta i kombination med vaginalcytologi.
Det finns olika mojligheter for analys av progesteron, dels analys
pa externt laboratorium, vilket leder till fordrojning innan
provresultat erhalls och kostnader f6r transport, dels in-house
analyser, ddr en acceptabel precision och korrelation med gold
standard ses, till ett lagre pris och med en kortare svarstid. Man
kan inte med sikerhet jamfora resultat fran olika instrument och
provmaterial, vilket bor tas i beaktande vid tolkning av provsvar,
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