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Zabiezavani krav a jalovic patii k velmi Casto diskuto- Obrazek 1

vanym tématum. Neziidka se chovatelé pii problémech zatka
se zabiezavanim obraci na dodavatele inseminacCnich /
ddvek. Kazda inseminaéni stanice bykd garantuje kvali- =y hrdlo
tu inseminagnich davek pii expedici. Zadna inseminaéni 1]
stanice ovSem nemiZze garantovat, jak je s inseminacni- \~ vnitini plast
mi davkami zachazeno, nez se dostanou, kam maji.
Nedavno jsem narazila na zajimavé clanky tykajici se kanystr

manipulace s inseminaénimi davkami a vlivu S$patného

zachazeni na jejich kvalitu. Nespravné zachazeni a pfteru-

Seni chladiciho fetézce ma za nasledek nevratné posko- K vngjsi plast

zeni spermii a snizeni fertility inseminacni davky. Teplot-
ni poSkozeni spermii je trvalé a neni ho mozné napravit
opétovnym ponofenim do kapalného dusiku. o

Obrazek 2
Jak tomuto poskozeni piedejit a pro¢ k nému dochazi?

linie mrazu
Co se dgje pii vyrobé inseminac¢nich davek (ID)

Cilem Uspe€sné vyroby inseminacnich davek je nahradit
tekutinu uvniti bunék (spermii) latkami, které maji bun-
ky a jejich membrany ochranit pifed pusobenim nizkych
teplot. Tyto latky se nazyvaji kryoprotektiva a jsou sou-

Casti prumyslové vyrabénych fedidel spermatu. Dalsi fazi,

jak ochranit fertilitu spermii, je vlastni prab&h a rychlost
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mrazeni, které dosahneme pomoci nastaveni kiivky mra-
zeni inseminacnich davek ve specialnim mrazicim boxu.
Tim minimalizujeme vznik krystald uvnitf bunék, navic
pfi pomalém mrazeni s piitomnosti kryoprotektiv se tvofi
pouze mikroskopické krystaly, které neposkozuji bunécné
membrany. Inseminaéni davky trvale ulozené v kapalném
dusiku, tzn. pfi teploté -196°C, maji zivotnost 1000 let. Pti
takto nizké teploté¢ totiz dochazi k uplnému zastaveni
metabolismu bunék a butiky prakticky nestarnou.

Na konci vyrobniho procesu tedy mame inseminacéni
davky, jejichz kvalita je jeSté ovéfena rozmrazenim 2 ID
z kazdého skoku byka. Pfi minimalnim poctu 30 % aktiv-
nich spermii se v jedné inseminacni davce nachazi kolem

10 miliond spermii s progresivnim pohybem.

Teplota v hrdle kontejneru

Vétsina z Vas se jiz s kontejnerem (Dewarovou na-
dobou) na uskladnéni inseminaénich davek setkala. Pro
nazornost, jak takovy kontejner vypada na fezu i s ulo-
zenim kanystrd, uvadim Obr. 1. Dewarova nadoba je
v podstaté¢ dvousténna nadoba. Z jejiho mezisténi je vy-
Cerpan vzduch a vzniklé vakuum spolu s izolaci na bazi
mineralni vaty tvofi izola¢ni vrstvu. V horni poloviné hrdla
kazdého kontejneru je oblast s piilis vysokou teplotou,
kterou by davky méli ptekrocit pouze tésné pied vlastnim
rozmrazenim v prabéhu inseminace, nebo pfi presunu
mezi kontejnery. Hranici, nad kterou by davky neméli byt
z kontejneru vytazeny pii bézné manipulaci, oznacujeme
jako tzv. “linii mrazu”, viz Obr. 2. Teplota v této oblasti se
pohybuje kolem -100 az -120°C (Obr. 3).
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Poskozeni davek pti manipulaci

e Pokud dochazi k manipulaci se spermatem, davky by
mély opustit prostiedi kapalného dusiku jen na velmi
kratkou dobu. Tato doba by neméla prekrocit 5 az 10
sekund v zavislosti na okolni teploté. Zachyceni kany-
stru pomoci peanu v hrdle kontejneru na nékolik mi-
nut je neptipustné (Foto 1).

e K manipulaci s inseminaénimi davkami by vzdy méla
byt pouzita pinzeta (Foto 2). Nikdy se nedotykejte ID
prsty (Foto 3).

Obrazek 3

+2az+12°C

-
-75az-82°C I

linie mrazu
-100 az -120 °C

-130 az-140 °C

hladina kapalného dusiku -195°C

Chovatelské IMPULSY / &islo 1/ ro¢nik 2017

strana 7



- Byt jen cool nestaci

e Dulezité je mit piehled, kde se v kontejneru nachazi jednotlivi byci.
Pti hledani nemusite vytahnout vSechny kanystry, abyste nasli
toho spravného byka, ale jdete na jisto. Idealni je mit u kontejneru
“mapu”, kde jsou uvedeny informace o uloZeni jednotlivych bykad
v kanystrech v¢. barvy pejet (Foto 4 a Foto 5).

e Vzdy je nutné v kontejneru udrzovat dostate¢nou hladinu dusiku. Do-
lévani dusiku by mélo byt pravidelné s tydennim intervalem u ma-
lych kontejnerd (do 3 litr) a s 2-3tydennim intervalem u kontejnerd
s velkym objemem (20 litrG). Je nutné pocitat s vy$§im odparem pfi
Casté manipulaci s ID, dale pokud je kontejner transportovan napf.
v auté insemina¢niho technika a samoziejmé v letnich mésicich.
Pii snizeni hladiny kapalného dusiku cca na polovinu celkového ob-
jemu kontejneru jiz dochazi ke zvySeni odparu ve srovnani s plnym
kontejnerem. Jinak feceno, ¢im méné je kapalného dusiku v kontej-

neru, tim rychleji ubyva.

F 4
Pro¢ dochazi k poskozeni ID ;% 2
Inseminaéni davky jsou vzhledem k nepfiznivému poméru “velky ”,:2: ®
povrch x maly objem” nachylné ke zvyseni teploty. Pokud opusti pro- & e
stfedi kapalného dusiku, pomérné rychle se teplota uvniti pejety do- " i %
stane nad kritickych -130 °C. Pfi opakovaném vystaveni ID teploté vyssi o0 HoT

.~ 37c 98

nez -130 °C a nasledném ponofeni zpét do kapalného dusiku dochazi
k reorganizaci a transformaci krystald uvnitf bunék. Malé krystaly se
sluCuji do velkych a dochazi k poSkozeni nejen bunéfnych membran
(akrozom), ale i bunécnych organel (mitochondrie, chromozomy)
tzv. rekrystalizaci. Tim dochazi ke ztrat€ schopnosti oplozeni. Velikost
poskozeni spermii tedy zavisi na tom, jak vysoko se teplota dostane

nad -130°C a jak dlouho na spermie tato teplota ptisobi.

SniZeni kvality ID v pribéhu inseminace

Ke snizeni kvality ID nedochdzi jen pfi nespravné manipulaci
a transportu, ale mtze k ni dojit i v pribéhu vlastni inseminace.

Rozmrazeni ID ma sva pravidla, kterda minimalizuji teplotni Soky
spermii. Predev§im je nutné dodrzet teplotu vodni lazné a cas pii roz-
mrazeni ID mezi 35°C (40 vtetin) a 37°C (30 vtetin). Teplotu je vzdy
nutné ovetit pomoci teploméru nebo specidlni desticky dodavané vy-
robcem rozmrazovacich zatizeni (Foto 6 a Foto 7).

Dulezité je dukladné osuSeni povrchu pejety. I nepatrné mnozstvi
vody vede k poruseni osmotické rovnovahy a k poskozeni povrchové
membrany hlavi¢ky spermie.

Z praktického hlediska je vhodné po rozmrazeni setfepat vzducho-
vou bublinku uvnitf pejety smérem k zatavenému konci. Nemusite mit
strach, protiepanim se spermie nijak neposkodi a diky této manipulaci
neztratite 1-5 % objemu ID (Foto 8 a Foto 9).

Neméné dulezity je i uhel zastfizeni pejety. Pouzitim specialnich

Foto 10
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zastfihovacich nozti zastfihnete konec kolmo, nikoli Sikmo, jako se to
stava pfi pouziti béznych nuzek (Foto 10 a Foto 11). Kolmé zastfizeni
zpusobi pfi zasunuti pejety do inseminacni zbrané¢ a nasunutim kryci
pipety, ze kryci pipeta a pejeta jsou v tésném kontaktu a cely objem
ID je deponovan do pohlavnich organi. V piipadé Sikmého zastiizeni
vznikla netésnost zpusobi, ze ¢ast objemu ID zistane uvniti kryci pi-
pety.

V chladngjsich mésicich a zejména v zimnim obdobi je nutné piede-
hiat inseminacni zbran tfenim, nebo pouzivat zahiivaci toulec. Teplota
inseminacni zbrané by neméla klesnout pod 37°C na vice nez 1 minutu.
Doba mezi rozmrazenim ID a inseminaci by neméla piekroCit 5 minut.
Proto je nutné rozmrazit pouze tolik davek, které jsem schopen pouZzit

béhem 5 minut.

Védecké dikazy o poskozeni davek pii manipulaci

Doktor Stroud ve své praci uvadi signifikantni vliv pivodu jednotli-
vych Sarzi, které vysetioval. Cilem jeho prace bylo zhodnoceni kvality
inseminacnich davek pfed jejich pouzitim u plemenic pfipravenych
k embryotransferu. VSechny davky pochazely od bykl masnych ple-
men. Inseminaéni davky kontroloval jeden c¢lovek, aby bylo snizeno ri-
ziko rozdilného subjektivniho hodnoceni, vysetieni probihala v prubé-
hu roku. V zavéreéném hodnoceni byly davky rozdéleny na dvé skupiny.
Prvni skupina zahrnovala davky, které byly na misto pouziti dovezeny

pfimo z inseminacnich stanic. Pivod davek ve druhé skupiné byl z far-

Tabulka 1: Pocet poskozenych davek pii manipulaci

Pocet Pocet %
vySetfenych | nevyhovujicih | nevyhovujich
Sarzi Sarzi Sarzi
ISB 426 9 2,1
Chovatelé,
technici, 314 25 8
veterinari

movych kontejnerd a kontejnerti inseminacnich technikd a veterinaid.
Vysledky shrnuje Tabulka ¢. 1.
Z celkového pocétu 426 Sarzi puvodem z inseminaénich stanic bylo

za nevhodné k pouziti oznaceno pouze 9 Sarzi (2,1 %). U Sarzi ptivodem

z farmovych kontejnerti a ostatnich zdroji bylo jako nevyhovujici ozna-
¢eno 25 Sarzi z 314, coz predstavuje 8 % nevyhovujicich Sarzi.

Lieberman a kol. se pokusili kvantifikovat poskozeni spermii po-
moci zmén motility, pfezitelnosti a poSkozeni akrozomu v inseminac-
nich davkach pii n€kolikanasobném vytazeni ID ze standardni 3 litrové
Dewarovy nadoby (YDS-3, Chart). Bézné ID umisténé v kanystru bez

gobletu byly na dobu 1 minuty vytazeny z kontejneru a vystaveny okolni

Foto 11
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teploté 23°C (+/-0,2°C). Piekvapujici bylo, ze pii 20nasobné
expozici ID okolni teploté doslo ke snizeni procenta zivych
i motilnich spermiii, ale pokles pfezitelnosti a motility
nebyl statisticky vyznamny. Zatimco poskozeni akro-
somu spermii se vyznamné zvySovalo s poctem expo-
zic, (pozn. autora - akrozom je povrchova struktura
na hlaviéce spermie, obsahujici hydrolytické enzymy
a povrchové antigeny nezbytné pro akrosomalni reakci
a nasledny proces penetrace spermie do vajicka = vlastni
oplozeni). Vysledky shrnuje Graf ¢. 1.

Druhy pokus ve stejné studii se zaméfil pfimo na

integritu akrozomu a insemina¢ni davky byly vystave-
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ny okolni teplot¢ na 0,5 az 4 minuty pii celkovém po-
¢tu 0-40 expozic. Vysledky jsou patrné v Grafu ¢&. 2.
Cim del§i expozici a ¢im vy$§imu poétu expozic byly dav-
ky vystaveny, tim méné obsahovali spermii s neposkoze-

nym akrozomem.

Jak zlepsit zachazeni s ID - desatero spravné inseminace
Zavérem bych chtéla shrnout, jakym zpisobem muze-

te predejit poskozeni ID spravnym zachazenim:

1. Nikdy se nedotykat ID rukou, vzdy pouzivat pinzetu.

2. Vsechny piesuny ID mezi kontejnery, nebo hledani ID
v kanystrech (pobyt ID nad linii mrazu) nesmi byt delsi
nez 5 az 10 vtefin.

3. Pokud je nutné mit ID nad linii mrazu déle nez 10 vte-
fin, ponoite znovu kanystr s ID do kapalného dusiku na
10 vtefin a zkuste to znovu.

4. Pii presunu ID mezi kontejnery je idealni spoluprace
2 osob a umisténi kontejnert co nejblize k sobé.

5. Do kazdého kanystru umistit velky goblet jako ochra-
nu pied vyteCenim kapalného dusiku otvory na dné
kanystru.

6. Pouzivat mapu kontejneru, urychli orientaci a zkrati
hledani ID.

7. Pravidelné dolévat dusik, necekat az je kontejner sko-
ro prazdny.

8. Pfi inseminaci:

- zabranit tepelnym Soktm,

- v chladném pocasi vzdy piedehiat inseminaéni zbran,

- dodrzovat teplotu a dobu potiebnou k rozmrazeni ID,

- dikladné osusit ID,

- sklepnout vzduchové bublinky k zatavenému konci,

- kolmo zastiihavat ID,

- ptipravit si k inseminaci jen tolik davek, kolik spo-
tiebuji do 5 minut.

9. Citlivé chovani k plemenici, stres snizuje uspé$nost
zabfeznuti.

10.Pfi inseminaci vzdy dodrzovat pravidla hygieny, udrzo-

vat vybaveni v Cistoté.

A jesté jeden poznatek - pokud mate v kanystru 100
ID, nez zpracujete posledni davku, kanystr vytahnete nad

linii mrazu 100x.
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