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SAMMANFATTNING

En av de viktigaste faktorerna for ett bra fruktsamhetsresultat vid seminering av
kor &r att sperman deponeras pa ratt plats i kons kdnsorgan. Deponering i cervix
istallet for optimalt i livmodern ger ett signifikant forsamrat draktighetsresultat.
Studier har visat att vid storleksordningen en fjardedel av inseminationerna
deponeras sperman felaktigt i cervix. Ett viktigt moment i grundutbildning och
fortbildning av husdjurstekniker alternativ djurdgarseminérer &r mojligheten till
praktisk traning med efterféljande kontroll av deponeringsplats pa levande
notkreatur. Det finns nagra olika satt att 6va pa detta moment men inget &r i
dagsléaget optimalt.

Syftet med den héar studien var att utvardera om ett portabelt ultraljud skulle
kunna anvandas for att ta fram en alternativ dvningsmetod. Denna metod skulle
vara anvandbar 1 félt, skonsam for djuret, kompatibel med ordinarie
inseminationsutrustning, godkénd ur livsmedelssédkerhetssynpunkt samt helst
kunna upprepas fler ganger pa samma djur.

Ett antal olika material (metall, glas) och flytande produkter undersoktes
inledningsvis i vattenbad samt deponerades i livmodrar fran slaktade kor for att
utvardera synbarheten med ultraljudsteknik. Metallstavar som féstes i nylonlina
och som efter deponering kunde dras ut valdes som det mest lampliga alternativet,
da de har stark ekogenitet. Dessa deponerades sedan av en rutinerad semindr i tio
livmodrar fran slaktade kor, vilka darefter undersoktes med ultraljud i ett
vattenbad. Ultraljudsoperatéren var ovetande om metallstavarnas placering i
organet och kunde i samtliga fall korrekt beddma dess ldge. Samma forsok
upprepades pa tio levande kor. Korrekt deponeringsplats kunde da bedomas i 8 av
10 fall med rektalt ultraljud. Den storsta svarigheten med att bedéma
metallstavarnas lage pa levande kor gentemot organ, var att vissa kor hade
strukturer i livmodern av okénd natur, som uppvisade liknande ekogenitet som
metallstavarna.

Sammanfattningsvis visar var studie att ultraljud skulle kunna anvéandas
tillsammans med utdragbara metallstavar for att avgdra deponeringsplats vid
semintraning. Metoden uppfyller samtidigt alla de krav som sattes inledningsvis.
Metoden kraver emellertid en rutinerad ultraljudsoperatdor och det behdvs
forbattringar i utformningen av metallféremalet och inseminationsutrustningen.
Dérefter bor metoden valideras pa ett storre antal kor innan den fullt ut kan
anvéndas i utbildningen.



SUMMARY

One of the most important elements in achieving a good conception rate when
inseminating cows, is that the sperm is deposited at the correct site in the
reproductive tract. Depositing the sperm in the cervix instead of optimally in the
uterus, results in a significantly lower conception rate. Studies have provided
evidence that in as much as one-fourth of the inseminations, semen is incorrectly
deposited in the cervix. One important part in the basic education and further
training of professional and do-it-yourself inseminators, is the opportunity to
practice on live cows with subsequent evaluation of the site of deposition. There
are some various techniques which enable such training, none of them are
however optimal.

The purpose of this study was to evaluate the possibility of using a portable
ultrasound machine, in order to develop an alternative training technique. This
technique should be usable in field, not be harmful to the animal, compatible with
the ordinary insemination-equipment, food safety approved and preferably
possible to repeat on the same animal.

At the beginning, a variety of different materials (metal, glass) and liquids were
analyzed in water-bath and deposited into excised bovine reproductive tracts, in
order to evaluate the visibility with ultrasonography. Rods of metal attached to a
nylon line and therefore possible to pull out from the reproductive tract after
deposition, were chosen to be the most suitable alternative since they showed high
echogenicity. The metal rods were thereafter deposited in ten uteri from excised
tracts by a skilled inseminator. The organs were then moved to a water bath and
examined with an ultrasound machine. The position of the metal rods in the organ
was unknown to the ultrasound operator, whom in all cases identified the correct
position. An identical experiment was performed with ten live cows. Identification
of the correct site of deposition, using rectal ultrasonography, was achieved in 8
of 10 cases. The most pronounced difficulty when evaluating the location of the
metal rods in live cows in contrast to organs, was the presence of unidentified
structures in some of the cows’ uteri. These structures produced echogenic signals
similar to those of the metal rods.

In summary, our study shows that it is possible to use ultrasonography along with
retractable metal rods in order to determine site of deposition in connection with
inseminator training. The method fulfils all the requirements that were set
initially, however, it demands a skilled ultrasound operator and adjustments of the
metal object and the insemination equipment are required. The method should
subsequently be validated by testing it on a larger number of animals before
applying it in education.



INLEDNING

I den svenska mjolkkoaveln har artificiell insemination (Al) anvdnts som
reproduktionsteknik sedan slutet av 1940-talet. Idag anvéands Al till ca 90 % av
mjolkkorna. Mellan september 2008 och augusti 2009 inseminerades 357 789
notkreatur i de svenska mjélkbesattningarna (Svensk Mjélk 2010).

Effektiviteten i mjolkproduktionen baseras pa att djuren blir draktiga i optimal tid
i laktationsperioden. Om djuren gar tomma for lange medfor det stora kostnader
for djurégaren. En av de viktigaste faktorerna for goda dréaktighetsresultat ar att
semineringen sker vid ratt tidpunkt och utférs korrekt. Darfor ar utbildning och
traning av de som ska utféra inseminationerna, husdjurstekniker eller
djurdgarseminorer, avgorande for hur vél fruktsamheten kommer att fungera i en
beséttning.

En brittisk studie har visat att semineringsovningar pa levande kor, i samband
med utbildning av djuragarsemindrer, har stor inverkan pa hur val de lyckas med
arbetet i den egna besattningen (Howells et al 1997). Antalet dvningstillfallen pa
levande kor visade sig var positivt korrelerat till dréktighetsprocenten i det egna
seminarbetet.

Ett av de viktigaste momenten, for att uppna goda resultat i seminverksamheten,
ar att sperman deponeras pa ratt stalle i livmodern. For att sakerstélla att sa sker
ingadr traning pa bade organ och levande djur pa slakteri vid utbildning av
seminveterinérer, husdjurstekniker och djurdgarsemindrer i Sverige. Traditionellt
har man anvant djur pa slakterier som véntar pa att bli slaktade som traningsdjur.
Slaktdjuren har seminerats med ett instrument som skapat ett litet brannmarke i
livmodern och sedan har man undersokt reproduktionsorganen efter slakt, for att
se var den tankta deponeringen av sperman skedde. Det har emellertid blivit allt
svarare att fa tillgang till djur for praktisk 6vning pa slakterierna. Dels pa grund av
att slakterierna blir allt farre och att djuren gar direkt till slakt utan véantetid men
aven att slakterierna blivit mindre benédgna att slédppa in externa besdkare och att
upplata djuren till utbildningsverksamhet. Det ar dven tveksamt av etiska skal att
utsdtta notkreaturen pa slakterierna for den extra stress som traningen kan
medfora. Darfor &r det 6nskvért med en alternativ metod for att kunna avgdra om
man ligger ratt med inseminationsinstrumentet i livmodern  vid
inseminationstillfallet.

Den metod som framforallt anvénds i nuléget for att kontrollera att eleven ligger
ratt vid inseminationstillfallet &r sa kallad torrinsemination. Eleven anvander da
den vanliga utrustningen fast utan att den laddas med sperma. Lararen kontrollerar
sedan med rektalpalpation att pistoletten ar placerad pa ratt stalle vid den tankta
inseminationen. Nackdelen med den hér typen av dvning ar att instrumentet
riskerar att andra lage da det sker ett byte fran elevens till lararens arm i rektum.

Ytterligare ett alternativ till att askadliggora deponeringsplats ar att inseminera
flytande amnen som gar att se med ultraljud. Det finns emellertid inga studier
utforda pa vilka medier som syns bast vid ultraljudsundersokning. Da korna ar
livsmedelsproducerande djur maste man &ven ta hansyn till vad som ér tillatet att
anvanda sig av enligt MRL-férordningen. Enligt Hultén® &r det tilldtet att

! Fredrik Hultén, Lakemedelsverket, e-mail den 18 oktober 2010.
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deponera glidslem och paraffinolja intrauterint, dd dessa produkter inte raknas
som lakemedel och det darfor inte ar aktuellt med karenstid. En annan svarighet
med flytande medier &r att de flyter ut och sprider sig i livmodern, vilket forsvarar
mojligheten att kunna faststalla exakt deponeringsplats.

| en studie av Beal et al (1989) deponerades en massingskula pa olika simulerade
inseminationsplatser i reproduktionsorganen hos kor. Massingskulan kunde
identifieras i 24 av 25 fall med rektal ultraljudsundersokning. Kulan, som var fast
i en nylonlina, kunde sedan dras ut efter undersokningen.
I den hér studien ar syftet att utvardera medier och metoder for lokalisering av
deponeringsplats vid Al med ultraljudsundersokning och da testa bade flytande
medier och metall/glas/plast enligt Beal et al. Vidare att komma fram till lamplig
faltméssigt anvandbar traningsteknik genom anvandande av en portabel
ultraljudsapparat. Kraven som metoden maste uppfylla ar féljande:

e Anvandbar pa levande djur ute i beséttningar

e Vara s skonsam som mojligt for djuret

e Kunna anvédndas med den ordinarie inseminationsutrustningen
e Inte innebara nagon risk ur livsmedelssakerhetssynpunkt

En ytterligare fordel vore om metoden &r upprepbar pa samma djur eftersom det
ofta rader brist pa lampliga traningskor

LITTERATUROVERSIKT
Artificiell insemination

Tillampningen av Al regleras i Statens jordbruksverks foreskrifter om
seminverksamhet med notkreatur (SJVFS 2004:41). Enligt foreskrifterna kréavs
seminutbildning for veterinarer och husdjurstekniker alternativt genomgangen
seminkurs for djuragare for att fa tillstand att seminera. Seminverksamheten ska
aven Overvakas av en ansvarig veterinar som har sarskild seminutbildning.
Andelen inseminationer som utfors av djurdgare har 6kat kraftigt de senaste 20
aren och ligger nu pa ca 50 % av det totala antalet inseminationer (Svensk Mjolk
2009/2010).

Bakgrund

Det forsta beskrivna forsoket till insemination utférdes pa hund ar 1784 av
Lazzaro Spallanzi, en italiensk munk och vetenskapsman, men det var framforallt
under 1900-talet som de stora framstegen inom Al astadkoms (Einarsson et al
1987). Tekniken introducerades i Sverige som syfte att forbattra avelsarbetet inom
mjolkkoaveln pa 1930-talet. Sedan dess har tekniken vidareutvecklats och
anvands nu pa flertalet olika djurslag. Utéver mjolkbesattningarna ar daven Al den
dominerande reproduktionsmetoden inom gris- och hastaveln. Anledningen till att
Al har haft sddan genomslagskraft ar att det mojliggor sékrare draktighetsresultat,
minskar skaderiskerna i samband med naturlig parning, férhindrar spridning av
kdnssjukdomar och gor att avelsarbetet kan effektiviseras. Nackdelarna med Al ar
bland annat att daliga anlag riskerar att fa en stor spridning och att det kraver
mycket arbete och tid for brunstpassning.



Reproduktionsfysiologi och Al

Né&r sperma deponerats i de honliga kénsorganen via naturlig betackning eller Al
hjalper den glatta muskulaturen i kénsorganen till att transportera spermierna i
riktning mot &ggledarna (Larsson 2009). P& vagen mot dggledarna samlas en del
av spermierna tillfalligt upp i reservoarer. Dessa reservoarer finns i cervix, i
évergangen mellan livmoder och dggledare (UTJ) samt i isthmus. | reservoarerna
kan spermierna undga att bli fagocyterade av hondjurets leukocyter samt genomga
mognadsprocesser. Det kommer bara vara ett mycket litet antal spermier som
overlever och nar anda fram till 6vergangen mellan ampulla och isthmus (AlJ),
dar befruktningen sedan sker. Efter ovulationen fangas den mogna oocyten upp av
aggledartratten och transporteras vidare till ampullan och 6vergangen till isthmus.
Oocyten kan bara 6verleva 8-12 timmar efter ovulationen medan spermierna kan
Overleva i de honliga kdnsvéagarna i 24-48 timmar.

For att lyckas med Al kravs noggrann brunstpassning. Notkreaturens brunst bestar
av forbrunst, hogbrunst och efterbrunst (Gustafsson 2006). Under forbrunsten kan
man se beteendeforandringar och en tilltagande brunstflytning. D& hogbrunsten
intrader star djuret for upphopp av andra djur och svankar. Man kan se en klar,
bubblig flytning och vaginalslemhinnan &r hyperemisk. Under efterbrunsten avtar
flytningen och brunstbeteendet. Hogbrunsten pagar under ca 12-26 timmar
(Einarsson et al 1987). Ovulation sker 10-18 timmar efter hogbrunstens slut och
den basta tidpunkten fér befruktning av oocyten &r de forsta fyra timmarna efter
ovulationen. For att spermierna ska kunna befrukta oocyten behdver de genomga
kapacitering, en mognadsprocess som sker i livmodern och tar 3-6 timmar. For att
fa storst chans till befruktning bor darfor kapaciterade spermier finnas pa plats i
livmodern redan vid ovulationen. Darfoér rekommenderas att djur som visar
hogbrunst pa formiddagen/morgonen insemineras foljande eftermiddag/kvall
medan djur som visar hogbrunst pa eftermiddag/kvall insemineras foljande dags
morgon.

Inseminationsteknik

Spermasamlingen sker pa tjurstationer och efter samling bedéms spermans
kvalitet (Gustafsson 2006). Darefter spads den med spéadningsvatska, kyls ned och
fylls sedan i stran (payetter). Dessa stran fryses ned och férvaras sedan i flytande
kvéve. Straet bestdr av plast och finns i tva olika storlekar; ett som rymmer 0,25
ml (minipayette) och ett som rymmer 0,5 ml (mediumpayette). | den ena &nden av
strdet sitter tva tatande bomullsproppar och i den andra anden en forslutning i
form av en svetsfog. FOr insemination krévs en pistolett, vilket &r ett ror av metall
som en pistong kan foras in i. Rorets inre diameter ar avpassad for att halla straet
centrerat, vilket gor att pistongen kommer att kunna féras in i straet mot
bomullsproppen. Pistoletten skyddas i sin tur av en engangsstrumpa i plast som
fors over pistoletten och forankras med en lasring.



Figur 1. Pistolett, engdngsstrumpa och payetter.

Sjalva inseminationen inleds med att stran varsamt tinas upp (Gustafsson 2006).
Darefter laddas pistoletten med ett strda som klipps av under svetsfogen. En
plaststrumpa forankras dver pistoletten. Pistongen fors in sa pass langt att sperma
blir synlig langst fram i plaststrumpans 6ppning. Pistoletten fors in genom vagina
och fram till cervix. Med hjalp av en hand i rektum fattas tag om cervix sa att
denna kan “tras 6ver” pistoletten. Med tumme och pekfinger kontrolleras att
pistoletten har passerat cervix och natt fram till inre livmodermunnen och att
spetsen befinner sig ca 5-10 mm in i livmodern. | det hér I4get trycks pistongen in
och sperman deponeras i corpus uteri (figur 2).
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Figur 2. Insemination i corpus uteri.
Einarsson (1987)

Deponeringsplats

Vid naturlig betdckning deponerar tjuren sperman i framre delen av vagina (Hafez
& Hafez 2000). Ejakulatet har en volym pad 4-10 ml och innehéller 0,8-2,0
miljarder spermier per milliliter. Cervix hos hondjuret ar emellertid en barriér som
maste forceras och inte mer an 1 % av spermierna tar sig in i livmodern (L6pez-
Gatius 2000). Eftersom det ar mojligt att passera cervix med Al-utrustning pa nét



kan sperman deponeras direkt i corpus uteri och darmed kravs vasentligt mindre
antal spermier.

LIVMODERHORN

)
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Figur 3. Schematisk nétlivmoder sedd fran ovan. Korrekt deponeringsplats i corpus uteri
rédmarkerad. Illustration: C. Angstrom.

Den sperma som anvénds vid Al &r spadd utefter spermieantal och kvalitet for att
uppna en koncentration pa 15-20 miljoner spermier per 0,25 ml, det vill sdga en
inseminationsdos (Einarsson et al 1987). Hur mycket ett ejakulat kan spadas ar
baserat pa antalet spermier som kravs for att vara saker pa att erhalla draktiga djur
(Noakes et al 2009). Dessutom paverkar aven volymen och platsen for deponering
hur mycket spermier som behdvs. Deponering i livmodern kraver minst antal
spermier, deponering i cervix krdver storre andel spermier medan deponering i
vagina 6kar behovet dn mer.

Intrauterin deponering i corpus uteri &r, som tidigare nd&mnts, den metod som
vanligtvis anvands inom Al pa n6t. Corpus uteri ar i genomsnitt endast 1,7 cm
lang fran inre livmodermunnen till bifurkationen av livmoderhornen (Peters et al
1984). Darfor ar en av de stora svarigheterna med Al pa not att traffa ratt vid
deponeringen. Peters et al (1984) undersokte hur skickliga professionella
semindrer respektive djuragarsemindrer var pa att placera pistolettens mynning pa
ratt stalle. Det visade sig att det inte fanns nagra signifikanta skillnader mellan de
professionella semindrerna och djurdgarna. Daremot framkom att 82 % av alla
semindrer i mer &n 60 % av forsoken inte lyckades placera pistoletten i corpus
uteri. Pistoletten placerades istallet i cervix (25 % av forsoken) eller i ndgot av
livmoderhornen (figur 4).
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Figur 4. Placering av pistolettens mynning vid 586 inseminationsforsok av
djuragarsemindrer samt professionella seminérer. Modifierad efter Peters et al 1984.

Vid deponering i cervix minskar draktighetsresultaten med 10 % (MacPherson
1968). Aven i en senare studie av Williams et al (1988) kunde man visa att
insemination i cervix inte var lika effektivt som intrauterin deponering. Detta kan
ha sin grund i att det sker ett forhallandevis storre bakatflode av spermier efter
deponering i cervix jamfort med intrauterin deponering (Gallagher & Senger
1989). Séledes bevaras ett for litet antal spermier i livmodern for vidare transport
till aggledarna for att uppna draktighet.

Det forekommer aven djupare former av insemination, da sperman deponeras i
nagot av hornen (unilateral insemination) eller delas upp mellan de bada hornen
(bikornual insemination). Enligt Momont et al (1989) &r det ingen skillnad i
dréaktighetsresultat vid deponering i corpus uteri jamfort med i nagot av
livmoderhornen. Ett antal olika studier har jamfort effekterna av bikornual och
unilateral insemination. Vid unilateral insemination har det dven studerats om det
har ndgon betydelse om deponering sker i det horn som férvantad ovulation ska
ske gentemot motstaende sidas horn. Resultaten av dessa studier har varit
varierande, dar en del menar att det ar storre chans till dréktighet vid insemination
i det horn dér ovulation forvantas medan andra anser att det inte verkar ha nagon
betydelse (LOpez-Gatius 2000). Vissa undersdkningar har visat fordelar med
bikornual insemination medan andra studier tyder pa att det inte ger upphov till
nagon storre skillnad . Den stora fordelen med inseminering i nagot av hornen
skulle istallet kunna vara att man pa sa vis kan minska risken for cervikal
deponering. Tekniskt sett skulle det dock kunna medfora vissa risker vid djup
insemination i endera av hornen. Enligt Hunter (2003) skulle
inseminationstekniken potentiellt sett kunna ge skador pa endometriet och i vérsta
fall orsaka perforation av livmodervéaggen. Vidare kan palpation och manipulation
av aggstockarna, for att avgora var ovulation forvéantas ske i samband med djup
insemination, 6ka risken for prematur ovulation.
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Ultraljudsteknik

Vid undersokning med ultraljud anvénds en ultraljudsgivare, &ven kallad probe,
som anlaggs mot den yta som ska undersokas. Proben innehaller sa kallade
piezoelektriska kristaller, som vid elektrisk paverkan genererar hogfrekventa
ljudvagor med formaga att penetrera kroppsvavnad (Kealy & McAllister 2005).
Nar ljudvagorna stoter pa olika vavnadstyper kan ljudreflektioner av varierande
styrka uppsta (eko). De reflekterade signalerna skickas ater till kristallerna och
omvandlas dar till olika starka elektriska impulser. Impulserna askadliggor
vavnadens struktur i graskala pa en bildskarm. Bilden som genereras fornyas
standigt i samband med att probens lage andras.

Frekvensen pa ultraljudsvagorna kan justeras beroende pa vilket djup det man vill
studera &r belaget och vilken typ av vavnad ljudvagorna maste passera pa vagen.
Lagfrekventa vagor nar djupare, men ger en samre bildupplosning, medan
hogfrekventa vagor har kortare rackvidd till forman for en tydligare bild.

Flera olika faktorer paverkar styrkan pa det atervandande ekot och darmed é&ven
vad man ser pa bildskarmen. Strukturella variationer inom kroppsvavnader, hur
langa avstand som signalen fardas, med vilken hastighet och med vilken vinkel
har alla betydelse for hur det man undersoker avbildas (Goddard 1995).
Vatska ar mer eller mindre anekoiskt, ljudvagorna passerar langsamt utan att
skicka reflekterande signaler, vilket ser svart ut pa bildskarmen (Nyland &
Mattoon 2002). Mjukdelar och organ har hogre ekogenitet och ger olika nyanser
av gratt pa bildskarmen. Skelett och gas ar starkt reflekterande, hdgekogena, och
aterges som intensivt vitt pa bildskarmen. Eftersom gas &r hogekogent anvands
ultraljudsgel mellan proben och det som ska undersdkas for att undvika stérningar
frén luften. Aven metall r starkt ekogent (Mills & Butts 2009). Det &r vanligt att
metall ger artefakter i form av skuggor eller upprepande, vita reflektioner
nedanfor metallféremalet (figur 5).

Figur 5. Ultraljudsbild av metallkulkedja
i vattenbad med ’kometliknande” artefakt.
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MATERIAL OCH METOD
Den ultraljudsutrustning som anvandes i alla steg i genomférandet var en portabel
ultraljudsapparat (DRAMINSKI ANIMALprofiL, Draminski® - Electronics in
Agriculture, Olsztyn, Polen), B-Mode med en linjér probe pa 7,5 MHz.
Inledande forsok
Forsta steget var att prova ett antal olika material och medier i vattenbad for att
undersoka synbarhet med ultraljud. De material/medier som undersoktes var:
e Metallparlor
= Slata metallstavar i forsilvrad massing
» Rafflade metallpérlor i forsilvrad méssing
» Kulkedja i férkromad méassing
e Glaspérlor

e Mediumpayetter fyllda med:

= Luft
= Vatten
= Glidslem

= Paraffinolja
» Flytande bariumsulfat-kontrastmedel

Kontrastmedlet togs framst med som en positiv kontroll eftersom det av
livsmedelssékerhetsskél inte ar godkant att fora in i livsmedelsproducerande djur.

Parlorna fastes pa en nylonlina som spandes i vattenbadet sa att de kunde svava
fritt i vattnet. Payetterna holls nedsankta i mitten av vattenbadet. Proben holls
konsekvent pa samma avstand fran det som skulle undersékas och bilden pa
ultraljudsmonitorn frystes samt sparades for att senare kunna analyseras.

Ultraljudsbilderna bedémdes av tva personer med lang respektive kort erfarenhet
av tolkning av ultraljudsbilder. Bilderna beddémdes subjektivt avseende hur val
synliga de undersokta materialen var i vattenbadet. Som komplement till den
subjektiva beddmningen analyserades aven skillnaden i ljusintensitet hos de
undersokta medierna/féremalen med hjalp av bildbehandlingsprogrammet
Adobe® Photoshop® Elements 2.0. Ljusintensiteten mattes pa den punkt av
foremalet som gav starkast eko (vitast) och medierna i payetten mattes pa en
punkt i mitten av payetten. Intensiteten i bilden angavs som en procentsats, dar
100 % ar helt vitt och 0 % &r helt svart. De material och medier som kunde
urskiljas tydligast gick sedan vidare for fortsatta forsok i organ fran slaktade kor.

Anpassning av utrustningen

For att ga vidare med forsok i livmodrar behovdes materialet anpassas for att
kunna fungera tillsammans med inseminationsutrustningen. Metallpérlorna
traddes pa en hattndl i forsilvrad massing som bojdes till en 6gla i ena anden
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(figur 6). |1 oOglan fastes en fiskelina av nylon (”Magic Touch”, Sufix®,
Greensboro, NC, USA) med en diameter pa 0,25 mm. Nylonlinan knots fast med
hjalp av en fiskeknut. Glaspéarlorna traddes upp pa samma typ av fiskelina och
kulkedjan fastes aven den i fiskelina. De olika féremalen fordes ner i mynningen
pa en mediumpistolett (IMV Technologies, L’Aigle, Frankrike) och nylonlinan
fick 16pa langs med utsidan. En plaststrumpa (IMV Technologies, L’Aigle,
Frankrike) traddes pa éver lina och pistolett. For att parlorna skulle kunna passera
mynningen pa plaststrumpan, vidgades den forsiktigt med hjalp av en
mosquitopeang till passande storlek. Plaststrumpan fick &ven kortas ca 3 cm i den
andra anden, for att mynningen pa pistoletten skulle n& anda fram till Gppningen
pa plaststrumpan. Da pistongen sedan skots in i pistoletten kunde pérlorna passera
ut ur pistolett och plaststrumpa (figur 7).

Organforsok

Pistoletten laddades enligt ovanstdende beskrivning och fordes in i cervix eller
livmoder. Vid vald plats i kdnsvdgarna fordes pistongen in varvid material eller
medium deponerades. Darefter drogs forst pistongen pa pistoletten tillbaka en
aning, darefter drogs pistoletten ut ur plaststrumpan och sist fordes plaststrumpan
forsiktigt ut for att undvika dragningar i nylonlinan. En markering med
tuschpenna gjordes aven pa linan for att ytterligare kunna kontrollera att inga
dragningar uppstod vid utférandet av pistolett och plaststrumpa. De flytande
produkterna fylldes i mediumpayetter (IMV Technologies, L’Aigle, Frankrike)
och deponerades pa samma satt som vid normal insemination. Inldggning av
provmaterialet i organen skedde utanfér vattenbad. For efterfoljande
ultraljudsundersdkning lyftes forsiktigt livmodern ner i vattenbadet.

Organforsok |

Det forsta forsoket med organ utfordes for att utvardera synbarheten av foremalen
och de flytande produkterna i livmodrar. De organ som anvéandes kom fran kor
slaktade i normalslakt. Livmodrarna hade varit frusna och tinades upp for
forsoket. Det foremal eller den produkt som tydligast kunde identifieras i organen,
som var mest hanterbar och bast lampad for att kunna anvandas pa levande kor,
fick sedan ga vidare till det andra steget i organforsoken.

Foljande material och medier undersoktes:

e Slata stavar i forsilvrad massing, tradda pa en hattnal i samma material.
@ 2,0 mm, langd: 13 mm.
(Inkopta pa Mexis, Svartbacksgatan 19, Uppsala. Import fran Hongkong).

o Réfflade parlor i forsilvrad massing, tradda pa en hattnal i samma material.
@ 2,5 mm, langd: 11 mm.
(Inkopta pa Mexis, Svartbacksgatan 19, Uppsala. Import fran Hongkong).

e Kulkedja ST BILIT®, forkromad massing.
@ 2,5 mm, langd: 16 mm.
(Inkopt pa Jula, Bolandsgatan 17, Uppsala).

e Glaspérlor.
@ 3,0 mm, langd: 9,0 mm.
(Inkopta pa Kreativ Hobby & Pyssel, Vaksalagatan 18, Uppsala).
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e Vatten, 0,5 ml.

e Glidslem, 0,5 ml.
(Valueline Lube Gel, Jergen KRUUSE A/S, Langeskov, Danmark).

e Paraffinolja, 0,5 ml.
(Apoteket).

¢ Flytande bariumsulfat-kontrastmedel, 0,5 ml.
(Mixobar® Colon, Initios Medical AB, Hisings Backa, Sverige).

Figur 6.

1. Slata metallstavar

2. Rafflade metallpéarlor
3. Kulkedja,

4. Glaspérlor

Organférsok I

Till den andra delen av organforsoken hade de slata metallstavarna valts ut som
det enda forscksmaterialet. Inlaggning skedde tio ganger i tio olika livmdodrar fran
nio normalslaktade kor och en kviga. Livmddrarna hade varit frusna och tinades
innan forsoket. Organen bedémdes alla komma fran normalt cyklande djur dar
livmaodrarna var involuerade efter foregaende kalvning. For att fa deponeringen att
fungera optimalt justerades laddningen av pistoletten sa att metallstavarna fordes
ned med oglan riktad utadt och linan dubbelvikt (figur 7). Orsaken till denna
modifiering var att pistongen behdvde skjutas mot den dnde av metallstavarna
som saknade 6gla for att dessa inte skjutas ut snett och déarmed riskera att fastna.
For att undvika dragningar i linan da inseminationsutrustningen fordes in organen
veks linan dubbel.

PLASTSTRUMPA
PISTOLETT

LINA PISTON G

Figur 7. Pistolett laddad med metallstavar. Illustration: C. Angstrém.
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En rutinerad seminor deponerade sedan metallstavarna i en vald del av livmodern
och markerade inseminationsplats pa en schematisk skiss av en livmoder ej
tillganglig for ultraljudsoperatorerna (figur 8). Organet lyftes sedan forsiktigt ned
i vattenbad och undersoktes med ultraljud av tva ultraljudsoperatorer, med lang
respektive kort erfarenhet av ultraljudsundersokningar. Efter metallféremalet
identifierats och beddmts med avseende pa lokalisation markerades detta pa en
likadan schematisk skiss som semindéren markerat deponeringsplats pa.
Semindrens och ultraljudsoperatérens markeringar jamfordes sedan for att se om
de éverensstamde med varandra. Storst vikt lades vid att med hjalp av ultraljudet
kunna urskilja om deponering i verkligheten skulle ha varit godkénd, det vill sédga
att den skett i livmodern och inte utanfor (cervix). Utdver det beddmdes aven
laget inuti livmodern (corpus, hdger horn eller vénster horn). Efter forsoket
klipptes nagra organ upp for att underséka om proceduren orsakat nagra
mekaniska skador i kénsvagarna.

Figur 8. Schematisk skiss av en livmoder. Semintérens markering till vanster och
ultraljudsoperatérens markering till hoger.

Forsok pa levande djur

Forsoket pa levande djur utfordes enligt samma procedur som organforsok I1. De
djur som anvandes var tio undervisningskor av raserna SRB och SLB. Rena,
desinficerade metallstavar anvandes till varje ko. Efter inseminationen
undersoktes korna rektalt med ultraljud for beddmning av deponeringsplats. Efter
undersokningen drogs stavarna ut med hjalp av nylonlinan. Utifran resultatet
berédknades metodens specificitet, sensitivitet och exakthet.
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RESULTAT
Inledande forsok

Metallféremalen syntes tydligt pa ultraljudsbilden och gav &ven upphov till
kometliknande, starkt reflekterande artefakter (figur 9 och 10). Glasparlorna gav
ocksa tydliga artefakter men var i sig inte sa utmarkande i bilden. De uppmatta
intensitetsvardena ses i tabell 1.

Tabell 1

Forsoksmaterial Intensitet %
Slata metallstavar 51
Réfflade metallparlor 73
Kulkedja 38
Glasparlor 29
Tom payette (luft) 99
Vattenfylld payette 18
Payette med kontrastmedel 99
Payette med glidslem 36
Payette med paraffinolja 25
Kometeffekt* 98
Vattnet i vattenbadet 2
Kanten av payetten 70

*Intensitetetsvardet av den kometliknande artefakt som i vissa vinklar uppstod fran
metallféremalen samt glaspéarlorna.

ANIMAL v

Figur 9 . Slata metallstavar med kometeffekt. Figur 10 . Payette fylld med vatten.

Organforsok |

Foremalen i metall syntes mycket tydligt vid ultraljudsundersokningen.
Synbarheten var god bade da metallféremalen var placerade i cervix och inne i
livmodern. Glasparlorna syntes lite simre &n metallféremalen och fastnade ibland
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i pistoletten vid inldggningen. Aven nylonlinan som var fast i foremalen kunde
ibland ses i ultraljudsbilden som en vit linje.

De flytande produkterna var latta att deponera men flét snabbt ut inuti organen
vilket gjorde dem svara att bade identifiera och lokalisera.

Det foremal som fungerade bast ur aspekterna synbarhet med ultraljud,
hanterbarhet och livsmedelssékerhet var metallstavarna.

Organforsok I

Exempel pa metallstavarnas synbarhet livmodern ses i figur 11 och 12. Resultatet
av organforsok Il redovisas i tabell 2 nedan.

Tabell 2

Organnummer Deponeringsplats L&ge bedémt med Korrekt bedémning av

ultraljud godkand deponering
1 Vanster horn Vénster horn Ja
2 Corpus Corpus Ja
3 Hoger horn Hoger horn Ja
4 Corpus Corpus Ja
5 Cervix Cervix Ja
6 Cervix Cervix Ja
7 Mitten av hdger Hdger horn néra Ja
horn corpus
8 Corpus Corpus Ja
9 Cervix Cervix Ja
10 Vanster horn ndra  Corpus Ja

corpus

Figur 11. Metallstavar i cervix.

draminski.com

-

Figur 12. Metallstavar i corpus.
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Forsok pa levande djur
Resultatet av forsoket redovisas i tabell 3. Tva exempel pa ultraljudsbilder av
metallstavar och nylonlina ses i figur 13 och 14 nedan.

Tva av korna, 1182 och 1445, var enligt semindren svarinseminerade, vilket
medforde att platsen for deponering inte var helt saker.

Tabell 3

Djur-id Deponeringsplats L&age beddomt med Korrekt bedémning av
ultraljud godkand deponering

1189 Corpus Hdéger horn néra corpus Ja

1182 Vénster horn ndra  Mitten av hdger horn Ja

corpus

1476 Cervix Cervix Ja

1445 Corpus Corpus Ja

1349 Cervix Corpus Nej

1346 Corpus Hoéger horn néra corpus Ja

1327 Hoger horn Vanster horn Ja

1421 Cervix Vénster horn Nej

1395 Cervix Cervix Ja

1289 Corpus Vanster horn néra Ja
corpus

Figur 13. Metallstavar i héger horn med Figur 14. Linan synlig i cervix (pil).
kraftiga reflektioner.

Sensitiviteten (sannolikheten for korrekt identifiering av en korrekt deponering
(dvs. i livmodern)), specificiteten (sannolikheten for korrekt identifiering av en
felaktig deponering (dvs. i cervix)) och exaktheten (metodens formaga att utfora
en korrekt identifiering av deponeringsplats) var i forsoket 100 % (6/6), 50 %
(2/4) och 80 % (8/10) respektive.

Varken vid organforsoket eller vid forsoket pa levande djur kunde vi upptéacka att
metoden orsakar nagra mekaniska skador i livmodern.
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RESULTAT

Syftet med den héar studien var att hitta ett hjalpmedel for att askadliggora
inseminationsplats i livmodern pa levande kor med hjalp av ultraljudsteknik. For
att na det slutliga forsoket med levande kor utvarderades forst olika material och
medier i flera steg med ultraljud i vattenbad samt i slaktorgan. | detta forsok
anvandes dels flytande medier av den typ som ar tillatet att anvanda pa
produktionsdjur och dels olika typer av metallféremal av typen bijouterier av
lamplig dimension for en mediumpistolett.

Generellt sett var alla testade metallféremal latta att lokalisera i vattenbad och
organ eftersom de gav upphov till starka reflektioner i ultraljudsbilden. Den
subjektiva bedomningen av synbarheten stammer ocksa val 6verens med den
objektiva test som gjordes betraffande ljusintensiteten i
bildbehandlingsprogrammet (tabell 1). Vid tolkningen av de fyllda payetterna i
vattenbad maste emellertid hansyn tas till att ultraljudsbilden inte bara aterger
innehallet i payetten utan dven plasten som payetten bestar av, vilket forvantas ge
okad ekogenitet till mediet. Trots inverkan av plasten kunde flytande innehall
(vatten, glidslem och paraffinolja) tydligt urskiljas vid tolkningen av bilderna. De
uppmatta vardena pa intensiteten pekade dven de pa att plasten tycktes ha liten
paverkan pa ultraljudsbilden.

Rent teknisk fungerade de slata metallstavarna bést tillsammans med
inseminationsutrustningen eftersom de hade minst tendens att fastna i mynningen
pa plaststrumpan. Glasparlorna var svarare att hitta i organen an metallféremalen
men da ultraljudsproben riktades i vissa vinklar mot dem kunde aven de ibland ge
starka reflektioner. De flytande medierna var latta att deponera men fl6t snabbt ut
inuti organen, vilket gjorde dem svara att bade identifiera och lokalisera. Darfor
tycks varken glidslem eller paraffinolja vara sarskilt anvandbart i det har
sammanhanget.

| organforsok nr 1l var det i stort sett full 6verensstammelse i deponeringsplats
mellan semindr och ultraljudstekniker (Tabell 2). P4 organ gick det mycket bra att
bedoma exakt deponeringsplats i livmodern, till skillnad fran i levande djur da det
var mycket svarare att sakert avgora laget. Detta beror pa att man vid organtestet
hade hjalp av att se probens lage pa organet.

Pa det levande djuret var det storre chans att avgdéra en ratt deponering
(sensitivitet = 100) an att avgora en felaktig deponering (specificitet = 50). | detta
forsok anvande vi for fa kor for en definitiv bestamning av dessa matt. Men vara
forsok indikerar att ekogena strukturer av okand natur i livmodern kan leda till att
man tidigt forleds att lagga metallstavens lage till livmodern och underlater att
undersdka hela organet. Som ultraljudsoperator ar det darfor viktigt att man
konsekvent enligt faststalld procedur undersoker hela kdnsapparaten i ordningen
vagina-cervix — corpus — livmoderhorn. Vid flera ekogena strukturer ar det viktigt
att man undersoker och jamfor deras ljusintensitet. Man kan i vissa fall ha hjélp av
att identifiera nylonlinan (figur 14).

For att erhalla goda draktighetsresultat ar det viktigast att kunna avgéra om
deponering har skett i livmodern eller inte, eftersom chansen for dréktighet &r
storst da deponeringen sker nagonstans i livmodern (corpus alt. livmoderhorn)
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kontra i cervix. Av den anledningen lades storst vikt vid att kunna bedéma om
deponeringen skett i livmodern eller i cervix. | det avseendet fungerade metoden
relativt véal aven pa levande djur. | utbildningssyfte kan det emellertid vara till
nytta att kunna fa en mer exakt bedémning (vilket livmoderhorn, corpus eller
cervix etc.), for att kunna forbattra sin teknik. Bedomningen av metallstavarnas
lage skedde via bilden pa ultraljudsmonitorn i kombination med det som kunde
palperas rektalt under proben. Denna sammanvagning kravs ofta pa grund av att
det enbart med ultraljud ar svart att kunna lokalisera corpus.

Vad galler de olika stegen i den hér studien finns det ett antal felkallor som bor
namnas. Beddmningen av synbarhet i de olika stegen har framférallt varit
subjektiv. | det inledande forsdket kompletterades bedémningen med en enkel
matning av ljusintensitet i ett bildbehandlingsprogram for att kunna erhalla
jamforbara numeriska varden. Vid analysen maste dock det omrade i bilden som
ska matas anges, vilket gor att metoden forlorar nagot i objektivitet.

Vid organforsoken forelag en viss risk att det som deponerats andrade lage inuti
livmodern vid forflyttningen ner i vattenbadet. Under organférséken och kanske
framforallt i samband med forsoken pa levande djur var det viktigt att tinka pa att
undvika kontakt med nylonlinan s& att deponeringslaget inte forandrades. Med
tanke pa att linan veks dubbel da metallstavarna laddades i pistoletten, fanns en
liten, potentiell risk att den extra biten lina, ca 2,5 cm, skulle medféra att
metallstavarna kunde glida ivag en aning fran deponeringsplatsen.

Den omstandighet som hade storst inverkan pa resultatet i forsoken pa levande
djur var den stora individuella variationen mellan korna. Hos vissa kor fanns
strukturer inuti livmodern som uppvisade stark ekogenitet och gav artefakter som
var forvillande lika metallstavarna. De kor som hade stora, fyllda urinblasor,
forsvarade ultraljudsundersokningen pa sa vis att livmodern hade en tendens glida
runt ovanpa urinblasan. Tva av korna var av olika anledningar svara att
inseminera, vilket medférde att semindren inte kunde vara helt séker pa exakt
deponeringsplats. Flera av korna var dock lattundersokta och oproblematiska att
inseminera samt gav tydliga ultraljudsbilder utan stdrningar. For att undvika
felkallor som harror i den individuella variationen hos korna skulle det ha varit
lampligt att valja djur ur den lattundersdkta gruppen och upprepa de olika
deponeringsforsoken enbart pa dessa individer. Nackdelen ar naturligtvis risk for
okat slitage i tarmen, speciellt om det ar fragan om traning av helt orutinerade
seminorelever.

Forslag pad forbattringar av metoden skulle kunna vara att tillverka en slat
metallstav i ett stycke, med en diameter pa 2-3 mm och langd strax Gver en
centimeter. | ena dnden pa metallstaven gjuts en staltrad in sa att den bildar en
liten 6gla som gar att fasta en lina i. Alternativt att fastanordningen &r integrerad i
formen som staven tillverkas i. Huvudsaken é&r att fastanordningen inte sticker ut,
sd att staven kan forflyttas smidigt ut ur pistolett och plaststrumpa, samt genom
kons kdnsvagar. | det utforda forsoket var det vid ett par tillfallen svart att dra ut
metallstavarna ur cervix, detta hade sannolikt att géra med att 6glan pa hattnalen
var lite for hog pa dessa exemplar och darfor hade bojt sig en aning. En alltfor stor
ogla orsakade &ven att metallstavarna ibland fastnade i mynningen pa
plaststrumpan trots att denna var vidgad. Vidare skulle d&nden pa pistongen kunna
modifieras till en storre diameter s att den inte hamnar pa sidan om metallstaven
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nar den skjuts in, vilket kan orsaka att &ven metallstaven hamnar snett och fastnar
i mynningen pa plaststrumpan. Om man gor dessa forandringar borde det inte vara
nagra problem att ladda metallstaven med 6glan vand inat, vilket ar det enklaste
sattet att ladda pa. Laddar man pa det viset blir det aven ett litet stycke lina till
godo som gor att man undviker dragningar i linan i samband med att pistoletten
fors in. Plaststrumporna bor dven forandras sa att mynningen blir lagom stor for
att lata metallstaven passera utan problem. Att modifiera plaststrumporna en i
taget infor dvning ar bade tidskravande och tveksamt ur hygienisk aspekt.

Slutsatser

Vara resultat pekar pa att identifiering med ultraljud av inseminerade metallstavar
mycket val skulle kunna anvéndas som hjalpmedel i samband med semintréning.
Den framsta begransningen i metoden ligger i att den krdver en rutinerad
ultraljudsoperatdr. Det behdvs dven forbattringar i utformningen av utrustningen
och metallféremalet for att metoden ska vara praktisk och anvandbar i
utbildningsverksamheten.
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